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RYZYKO POWSTAWANIA STRAT | MARNOTRAWSTWA ZYWNOSCI
A MOZLIWOSC ICH OGRANICZENIA

Streszczenie

Zgodnie z nomenklatura przyjeta przez Grupe Robocza ds. Racjonalnego
Wykorzystania Zywnoéci przy Federacji Polskich Bankéw Zywnosci —straty
to zmniejszenie masy jadalnej zywnos$ci wynikajace z niegospodarnosci, btedow
i nieprawidtowosci w przebiegu procesdw zachodzacych podczas produkcji
przetworstwa, dystrybucji, handlu. Natomiast termin marnotrawstwo zywnos$ci odnosi si¢
do nieracjonalnych proceséw gospodarowania zachodzacych w obszarze gastronomii
i gospodarstw domowych.

Odpowiedzialnos¢ za marnotrawstwo 2zywno$ci spoczywa na wszystkich
podmiotach tancucha zywnosciowego, a zatem nalezy podejmowac wspdlne inicjatywy
w celu jego ograniczenia.

W pracy przedstawiono przyczyny marnowania 1 strat ZywnoSci.
W opracowanym wedlug modelu Ishikawy diagramie, przedstawiono pig¢¢ determinant
warunkujacych  marnotrawstwo  produktow  spozywczych: maszyny, materiaty,
zarzadzanie, metody, ludzie. Ponadto przeprowadzono analizg skutkow strat zywnosci,
ktére moga zachodzi¢ na takich etapach tancucha zywnosciowego, jak produkcja
podstawowa, przetworstwo, dystrybucja i handel.

Odpowiedzig na zdiagnozowane zjawiska jest nowatorski projekt o nazwie
»Model ograniczania strat i marnowania zywnos$ci z korzyscia dla spoteczenstwa”
(akronim MOST), realizowany przez konsorcjum kierowane przez Polskie Towarzystwo
Technologéw Zywnoséci. Celem projektu jest opracowanie praktycznej procedury
wspotpracy, ktora okresli zasady przekazywania zywnoS$ci na cele spoteczne.

Stowa Kkluczowe: straty i marnowanie zywnos$ci, przyczyny marnowania zywnoSci,
model MOST.



Istota problemu strat i marnotrawstwa zywnosci

Zgodnie z definicja FAO bezpieczenstwo zywnoSciowe to nieprzerwany,
swobodny dostep fizyczny i ekonomiczny do zywnosci, ktory pozwala na zaspokojenie
potrzeb zywno$ciowych i gwarantuje prawidtowy rozwdj oraz zachowanie sprawnosci
fizycznej i intelektualnej ludzi. Przy jednoczesnym podkresleniu aspektu bezpieczenstwa
zdrowotnego zywno$ci, rozumianej jako brak zanieczyszczen Dbiologicznych,
chemicznych i fizycznych, ktoére moglyby zagraza¢ zdrowiu konsumentow [Gustavsson
i in.,, 2011]. Jednym z wiodacych probleméw XXI wieku w ujeciu globalnym jest
zréznicowany poziom zycia, a co za tym idzie brak srodkéw finansowych na optymalny
pod katem ilosciowym, jak i jakosciowym zakup artykuléw zywnosciowych. W krajach
rozwinigtych dominuje model nadkonsumpcji, za§ w krajach rozwijajacych si¢ ludnosc
zmaga si¢ z problemem niedozywienia i glodu. Najbardziej optymalnym rozwiazaniem
jest utrzymanie réwnowagi pomiedzy popytem a podaza zywnoS$ci, poniewaz mozliwe
w kazda ze stron odchylenia prowadza do niepozadanych zjawisk. Nadmiar zywnosci
znajdujacej si¢ w obrocie prowadzi do marnowania produktow i surowcoéw spozywczych,
ktore mogtyby by¢ wykorzystane na cele konsumpcyjne.

Ze wzgledu na zlozono$¢ lancucha zywnosciowego - jego wieloetapowose,
skomplikowang struktur¢ organizacyjna, proces zarzgdzania racjonalnym przeplywem
1 zagospodarowaniem zywnosci jest duzym wyzwaniem. Efektem zachodzacych btedow,
wzrostu masy towarOw znajdujacej sie w obrocie oraz wydluzania si¢ kanatéw
dystrybucyjno — logistycznych jest coraz wigksza skala strat i marnotrawstwa zywnosci
na $wiecie. Zjawisko to dotyczy wszystkich etapow tancucha zywno$ciowego ,,0d pola
do stotu” poczynajac od produkcji pierwotnej, przetworstwa, handlu, gastronomii,
dystrybucji, konczac na gospodarstwach domowych. Szacowana przez EUROSTAT
procentowa struktura zrodel odpadoéw zywno$ciowych produkowanych w 27 krajach Unii
Europejskiej przedstawia sie nastepujaco [Preparatory Study..., 2010]:

- gospodarstwa domowe — 42%

- produkcja — 39%

- ustugi zywieniowe — 14%

- sprzedaz detaliczna i hurtowa — 5%.

W migdzynarodowej literaturze funkcjonujg rézne terminy i definicje dotyczace
nieracjonalnego gospodarowania zywnos$cia [Gustavsson i in., 2011; Griffin i in., 2009;
Hodges i in., 2011; Schneider, 2013]. Wedlug FAO straty zywno$ci odnies¢ mozna
do =zmniejszenia ogdlnej masy jadalnych czgsci zywno$ci, ktorych pierwotne
przeznaczenie zwiazane byto z konsumpcjg przez ludzi. Ujmuje ona ilo§¢ zywnosci, ktora
poczatkowo byla wyprodukowana na cele konsumpcyjne, jednak ostatecznie uleglta
naturalnym ubytkom masy (np. wysychanie), zepsuciu lub zostata wykorzystana w innym
celu (np. do produkcji biopaliwa, kompostu, pasz itd.). Do strat nie wlicza si¢ natomiast



czesci niejadalnych (np. kosci, lupiny itd.) oraz surowcow i produktow pierwotnie
wytworzonych na cele niekonsumpcyjne (pasza, biokomponenty, bioenergia, surowce
opakowalnicze itd.) [Gustavsson i in., 2011]. Zgodnie z nomenklaturg przyjeta przez
Grupe Robocza ds. Racjonalnego Wykorzystania Zywnosci przy Federacji Polskich
Bankéw Zywno$ci straty to zmniejszenie masy jadalnej Zywno$ci wynikajace
z niegospodarnosci, bledow i nieprawidtowosci w przebiegu procesow np. w produkcji
rolniczej, podczas zbioréw, w przetworstwie, transporcie czy handlu. Natomiast termin
marnotrawstwo zywno$ci odnosi si¢ do nieracjonalnych proceséw gospodarowania
zachodzacych w obszarze gastronomii i gospodarstw domowych [Wrzosek i in., 2012].

Odpowiedzialno§¢ za marnotrawstwo zywnosci spoczywa na wszystkich
podmiotach tancucha zywnosciowego, a zatem nalezy podejmowac¢ wspodlne inicjatywy
w celu jego ograniczenia. Posiadajac odpowiednia wiedz¢ na temat mechanizméw
powstawania strat mozna opracowa¢ odpowiednie dziatlania pozwalajagce na ich
zminimalizowanie. Dokumenty unijne nawotuja panstwa cztonkowskie do ograniczenia
powstawania odpadow zywnosciowych, na wszystkich etapach tfancucha zywnoSciowego.
Dziatania te wpisuja si¢ w zatozenia zwiazane ze strategia ,,Europa 2020”. Komisja
Europejska w komunikacie dotyczacym efektywnego korzystania z zasobow, jeden ustep
poswigcita problemowi produktow zywnosciowych i koniecznosci zmniejszenia ich
marnotrawstwa. Ponadto Parlament Europejski 19 stycznia 2012 r. przyjat rezolucje
w sprawie strategii zmierzajacej do wiekszej wydajnosci tancucha zywnosci. Zwroécit sig
w niej do Komisji Europejskiej o przyjecie konkretnych $rodkéw zmierzajacych
do zmniejszenia o 50% marnotrawstwa zywnosci do 2025 r. [NAT/570, 2013].

Jak podaje raport Organizacji Narodow Zjednoczonych do spraw Wyzywienia
i Rolnictwa rocznie na §wiecie marnuje si¢ okoto 1/3 ogdétu produkowanej zywnosci.
Wyrazajac dane w ujeciu masowym poziom strat to ok. 1,3 miliarda ton Zzywnosci, ktora
mogta by¢ wykorzystana na cele konsumpcyjne. Dla poréwnania w samej Europie
marnuje si¢ ok. 89 min ton zywnosci, odpowiadajacej 20-30% ogdlnej masy zakupionych
produktow spozywczych, z czego prawie 67% nadawataby si¢ do konsumpcji.

W przeliczeniu na jednego mieszkanca, w Europie wyrzuca si¢ $rednio okoto
179 kg zywnosci rocznie. Natomiast na obszarze Afryki subsaharyjskiej lub potudniowo-
wschodniej Azji straty wynoszg zaledwie od 6 do 11 kg na osobe na rok [Gustavsson
i in.,, 2011]. W ujeciu dla poszczegolnych krajow europejskich za najwigksza mase
marnowanej zywnosci odpowiedzialni sa kolejno: Holendrzy (579 kg/os/rok), Belgowie
(399 kg/os/rok) oraz Cypryjczycy (334 kg/os/rok), natomiast wsrdd krajow marnujacych
najmniej wyrdznia si¢: Grecje (44 kg/os/rok), Malte (62 kg/os/rok) i Czechy
(71 kgl/os/rok) [Buchner i in., 2012]. Szacuje si¢, ze w Polsce marnuje si¢
ok. 235 kg/os/rok.



W strukturze marnowanych produktow zywnosciowych na $wiecie, dominujg:
warzywa oraz owoce (27%), nastepnie napoje (17%), pieczywo (11%), dania gotowe
(10%), nabiat (10%) i migso (7%) [Which types..., 2012]. Z badan przeprowadzonych
przez MillwardBrown SMG/KRC, wynika, ze w polskich gospodarstwach domowych
marnuje si¢ az 50% ogdétu kupowanego pieczywa, 33% warzyw, 33% wedlin, 29%
ziemniakow. Nastepnie najwickszy udziat strat dotyczy owocow (26%), jogurtow (14%),
dan gtéwnych (12%) 1 serow (11%). Produktami odznaczajagcymi si¢ najnizszym
poziomem w udziale w stratach gospodarstw domowych sg jaja (1%) i ryby (1%). Warto
jednak zaznaczy¢, ze zgodnie z danymi opublikowanymi przez Federacjg¢ Polskich
Bankéw Zywno$ci do marnotrawstwa przyznaje si¢ okolo 24% konsumentow
[Marnowanie zywnosci..., 2012].

Problem zmarnowanej zywnos$ci, dotyczy nie tylko skali zjawiska 1 aspektow
etycznych, ale réwniez poOzniejszego postepowania z odpadami. Nalezy pamigtac,
ze wzrost ogolnej masy wyrzucanej zywnosci, warunkuje konieczno$¢ zagospodarowania
wigkszej ilosci odpaddéw organicznych i nieorganicznych (opakowania). Konsekwencja
produkcji odpadéw jest nasilenie emitowanego do $rodowiska metanu. Jak podaja dane
literaturowe za powstawanie okoto 1/5 gazéw cieplarnianych odpowiedzialne sa ogniwa
przetworstwa i dystrybucji zywnosci. Innym aspektem $rodowiskowym jest zuzywanie
duzej ilosci wody i energii. Szacuje si¢, ze na wyprodukowanie 1 kg wolowiny przypada
ok. 5-10 tys. litréw wody [Food Statistics Pocketbook, 2012].

Ponadto zagospodarowanie nieracjonalnej ilosci odpaddéw generuje dodatkowe
koszty zwigzane z wywozem na wysypisko, optatami, podejmowaniem dziatan
prewencyjnych, czy utylizacja. Nalezy zwroci¢ uwage na ponoszone naktady finansowe
wynikajace z nakladu pracy ludzkiej, zakupu surowcow, eksploatacji maszyn,
utrzymywania systemow gwarantujacych bezpieczenstwo zdrowotne, czy tez zuzycie
zasobow naturalnych. Szacuje si¢, ze produktami charakteryzujacymi si¢ najwiekszym
zuzyciem zasobow naturalnych i potencjalnie mozliwie najwickszym negatywnym
wplywem na $rodowisko naturalne jest wotowina oraz produkty mleczarskie [Tukker
i Jansen, 2006].

Przyczyny marnowania i strat zywnosSci

Biorac pod uwage wszystkie powyzsze aspekty nalezatoby si¢ zastanowi¢ w jaki
sposob minimalizowa¢ marnotrawstwo zywnosci. Na rys. 1 przedstawiono przyczyny
marnowania i strat zywnosci. W opracowanym wedlug modelu Ishikawy diagramie,
przyjeto pig¢ determinant warunkujgcych marnotrawstwo produktow spozywczych
(maszyny, materiaty, zarzadzanie, metody, ludzie).

Kazde przedsigbiorstwo musi dysponowa¢ odpowiednimi zasobami rzeczowymi,
w tym wyposazeniem, wilasciwym do wykonywanych procesow, aby moéc sprawnie
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funkcjonowaé. Niezwykle istotny jest stan techniczny maszyn, ktéory powinien by¢
regularnie kontrolowany. Wszelkie awarie urzadzen wigza si¢ ze stratami surowcow,
poOtproduktéw czy wyrobu gotowego, a mozna im zapobiegal poprzez systematycznie
prowadzony przeglad i konserwacje, ktore to dziatania powinny by¢ czescig kazdego
systemu zarzadzania przedsi¢biorstwem.

Wazng rolg w produkcji zywnosci stanowi dostgp do odpowiedniej iloSci
surowcOw o wlasciwe]j jakosci. Ryzyko powstawania strat zywnos$ci zwigzane jest na
przyktad z podjeciem wspotpracy z nieodpowiednimi dostawcami. Jako$¢ produktu
finalnego warunkowana jest przez wiele czynnikow, m.in. przez jako$¢ surowcoéw
podstawowych, pomocniczych, opakowan. Norma ISO 9004 [2010] zaleca, aby kazde
przedsigbiorstwo ustanowilo i utrzymywato procesy identyfikowania, wyboru i oceny
swoich dostawcow, w celu ciaglego doskonalenia ich zdolnosci do zapewnienia,
ze wyroby lub surowce, ktére dostarczaja, spetniaja potrzeby i oczekiwania organizacji.
Kazdy zaktad powinien posiada¢ specyfikacj¢ jakosciowg dla przyjmowanych surowcow,
zawierajacg informacje dotyczace wymaganych cech. Przy ocenie dostawcow mozna
korzysta¢ z audytéw i bazowac na ich wynikach. Blad dostawcy (np. nieterminowa
dostawa surowcdéw) moze wigza¢ si¢ z wystapieniem sytuacji kryzysowych
w przedsigbiorstwie.

Polskie przedsigbiorstwa branzy zywnos$ciowej sa zobowigzane przez
odpowiednie akty prawne do wdrozenia obligatoryjnych systemow zapewnienia
bezpieczenstwa zywnosci. Dodatkowo moga wdraza¢ inne systemy, jak np. ISO 9001,
ISO 22000. O ich prawidlowym funkcjonowaniu i osigganiu korzysci przez organizacje,
mozna moéwi¢ wtedy, gdy sa one w sposob ciagly doskonalone. Waznym aspektem jest
zaangazowanie kierownictwa, wyrazane m. in. przez opracowanie i wdrozenie polityki
jakosci, okre§lenie odpowiednich mierzalnych celéw dla calej organizacji,
przeprowadzenie regularnych przegladow zarzadzania, zapewnienie odpowiednich
zasobéw. Po opracowaniu polityki jakosci nalezy ja zakomunikowaé wszystkim
pracownikom. Wlasciwe funkcjonowanie organizacji wymaga, aby byly ustalone zasady
odpowiedzialno$ci za poszczegdlne procesy oraz przydzielone odpowiednie uprawnienia
i zasoby do wlasciwego realizowania zadan. Poruszajac aspekt strat i marnowania
zywno$ci nalezy zwréci¢ uwage na zarzadzanie produktem. Do czynnikow
warunkujacych potencjalne powstawanie strat mozna zaliczy¢: przeszacowanie wielkosci
produkcji i zamowien, zwlaszcza w szczytach sprzedazy przypadajacych na np. okres
swiat, dtugich weekendow, wadliwe stosowanie zasady FIFO (ang. first in — first out),
stosowanie strategii ,,petnej potki”.

Wszystkie przedsigbiorstwa dzialajace na rynku spozywczym sg zobowigzane
do przestrzegania wymagan higienicznych, dotyczacych m.in. higieny personelu, kontroli
mycia i dezynfekcji, zabezpieczenia przed szkodnikami, usuwania odpadow i Sciekow.



Stosowanie odpowiednich technik, metod i procedur w procesach produkcyjnych
zapewnia bezpieczenstwo produkowanej zywno$ci. Natomiast brak przestrzegania zasad
higieny produkcji moze skutkowaé otrzymaniem produktu niezgodnego z wymaganiami,
ktéry musi zosta¢ poddany utylizacji, a zatem zmarnotrawiony.

W kazdym przedsigbiorstwie kluczowa role odgrywa cztowiek. Dlatego tak
istotne jest, aby na kazdym etapie tancucha zywnosciowego personel byl swiadomy,
ze kazde jego niewtasciwe dziatanie skutkuje btedami, ktéore w konsekwencji moga
prowadzi¢ do strat zywno$ci. W doskonaleniu umiejetnosci pracowniczych istotng role
petnig szkolenia pracownicze, ktore pozwalaja minimalizowaé ryzyko popetniania
btedow. Szkolenia powinny by¢ przeprowadzane okresowo w celu aktualizacji
i ugruntowania wiedzy. Natomiast przeprowadzanie oceny szkolen powinno by¢
integralng cze$cia doskonalenia kadr. Pozwala ono sprawdzi¢ jakos¢ szkolen,
efektywno$¢ oraz ulatwia stwierdzenie osiagnigcia postawionych celow [Trafialek
i Pawlowska, 2013].

Jako$¢ kadry pracowniczej ma bardzo duze znaczenie w procesie planowania
1 prowadzenia dziatalnosci. Od wysoko wykwalifikowanych pracownikow o znacznych
umiejetnosciach zawodowych mozna oczekiwaé, ze beda mogli wykonywaé
samodzielnie trudne zadania oraz beda wykazywac si¢ kreatywnos$cig. Poziom wiedzy
i kwalifikacje pracownikow powinny by¢ odpowiednie do charakteru wykonywanych
przez nich czynno$ci.

Analize skutkow strat zywnosci, ktore moga zachodzi¢ na poszczegdlnych
etapach tancucha zywnosciowego przedstawiono w tabeli 1. Dzialaniami eliminujacymi
zywno$c¢ z dalszego obrotu i konsumpcji jest m.in. przekroczenie dopuszczalnych limitéw
lub terminu przydatnosci do spozycia, btedy podczas przetworstwa, przerwanie tancucha
chlodniczego, czy tez uszkodzenie opakowan jednostkowych. Wsrdd procesow, ktore
moga skutkowaé poniesieniem strat, ale nie powodujg zagrozen zwigzanych
z bezpieczenstwem zdrowotnym, mozna wymieni¢: restrykcyjne wymogi dotyczace
ksztattu, barwy, wielkosci surowcoéw, bliski termin przydatnosci do spozycia,
uszkodzenia mechaniczne opakowan zbiorczych.

Na podstawie analizy okre$lono mozliwosci zapobiegania stratom zywnos$ci
na kazdym z czterech ogniw, przez przekazanie do organizacji pozytku publicznego.
Jednym z kluczowym obszarow w odpowiedzialnym zarzadzaniu produktami
w konteksécie ograniczania ich strat jest niedopuszczanie do przekroczenia terminu
przydatnos$ci do spozycia, co pozwoli na wykorzystanie ich na cele konsumpcyjne.
Zywnos$é, ktora zostaje wykorzystana na cele spoleczne moze charakteryzowaé sig
krotkim terminem przydatno$ci do spozycia, niejednokrotnie 2 lub 3 dniowym.

Dziatania organizacji charytatywnych musza by¢ wspierane odpowiednimi
aktami prawnymi, ktore gwarantuja, ze przedsigbiorcy nie beda ponosi¢ dodatkowych
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kosztow zwigzanych z przekazywanymi darowiznami. Takim aktem prawnym znoszacym
istotng barier¢ jest nowelizacja Ustawy o podatku od towarow i ustug (Ustawa z dnia 26
lipca 2013 r. o zmianie ustawy o podatku od towarow i uslug oraz niektorych innych
ustaw, Dz.U. z 2013 r. poz. 1027), ktora weszta w zycie 1 pazdziernika 2013 roku
i zniosta z organizacji handlu i dystrybucji koniecznos¢ odprowadzania podatku VAT od
darowizn zywno$ciowych.

Idea modelu MOST

Jednym z narzedzi, ktéore mogloby pomoéc i doprowadzi¢ do ograniczenia
marnotrawstwa zywnosci, jest wspieranie dzialan przedsigbiorstw przez opracowanie
procedur pozwalajacych na racjonalne wykorzystanie zywno$ci na cele spotecznie
uzyteczne, w ramach obowiazujacych zasad prawnych dotyczacych zachowania
bezpieczenstwa zdrowotnego zywnosci.

Z dostepnej literatury przedmiotu wynika, ze w Polsce jak dotad nie byly
zrealizowane kompleksowe badania z zakresu problematyki strat Zywnosci ponoszonych
na poszczegodlnych etapach tancucha zywnosciowego.

Odpowiedzig na zdiagnozowane zjawiska jest nowatorski projekt o nazwie
»Model ograniczania strat i marnowania zywnos$ci z korzyscia dla spoteczenstwa”
(akronim MOST), realizowany i finansowany w ramach I konkursu Innowacje Spoteczne
Narodowego Centrum Badan i Rozwoju. Projekt zostat zgtoszony przez konsorcjum pod
kierownictwem Polskiego Towarzystwa Technologéow Zywnosci.

Celem podstawowym projektu jest wskazanie przyczyn strat zywnosci 1 punktow
krytycznych, w ktorych one zachodza oraz opracowanie praktycznej procedury
wspotpracy, ktora okresli zasady przekazywania zywnosci na cele spoteczne. Model
bedzie oparty na istniejacych w zakladach metodach i1 systemach zapewnienia
bezpieczenstwa zdrowotnego zywnosci, czyli na obligatoryjnych programach GHP, GMP
oraz systemie HACCP. Elementem modelu bedzie rowniez dokumentacja pozwalajaca na
identyfikowalno$¢ surowcow, poOtproduktéw i wyroboéw gotowych. Dzieki takiemu
rozwigzaniu aplikacja procedur w zakladach nie bedzie wymagala ponoszenia
nadzwyczajnych kosztéw ani przebudowy struktury organizacyjnej, natomiast
bezposrednie powiazanie z Federacja Polskich Bankéw Zywno$ci umozliwi
podejmowanie szybkich dziatan ograniczajacych straty i marnowanie ZzywnoSci.
Dotychczas podobnego rozwigzanie w skali naszego kraju jeszcze nie ma [Kotozyn-
Krajewska i in., 2014].

Opracowywane rozwigzanie bedzie miato charakter innowacyjny, ulatwiajace
racjonalne gospodarowanie produktami Zywnosciowymi na poziomie przedsi¢biorstw, a
takze ich efektywna dystrybucj¢ przez organizacj¢ pozarzadowa do osob potrzebujacych.

11
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Tabela 1. Analiza skutkdw strat zywnosci oraz mozliwosci ich ograniczenia na czterech etapach tancucha zywnosciowego

ETAP PRZYCZYNY STRAT SKUTEK MOZLIWOSCI OGRANICZENIA
PRODUKCJA nieodpowiednie warunki produkcji | surowce nie nadaja si¢ do wykorzystania poprawa  warunkéw  produkcji  i/lub
PODSTAWOWA i/lub magazynowania magazynowania

surowce odrzucone ze wzgledu na | warunkowa mozliwo$¢ wykorzystania surowcow przekazanie do organizacji pozytku
niepozadane parametry publicznego
brak mozliwosci wykorzystania surowcow - | poprawa warunkow produkcji
utylizacja
ubytki naturalne zmniejszenie masy SUrowcow poprawa warunkdéw magazynowania
nadprodukcja surowce nadaja si¢ do wykorzystania przekazanie do organizacji pozytku
publicznego
kleski zywiotowe surowce nie nadaja si¢ do wykorzystania -
zalamanie si¢ rynku zbytu surowce nadaja si¢ do wykorzystania przekazanie do organizacji pozytku
publicznego
btedy w czasie procesu | produkty nie nadajg si¢ do sprzedazy i konsumpcji | zapobieganie biedom
PRZETWORSTWO produkcyjnego - utylizacja (np. niezapewnienie bezpieczenstwa
zdrowotnego)
produkty nie nadaja si¢ do sprzedazy, ale moga | przekazanie do organizacji pozytku
zosta¢ skonsumowane (np. bledy na etykiecie, | publicznego
niewtasciwa masa produktu)
nadprodukcja produkty  nadaja si¢ do konsumpcji | przekazanie do organizacji pozytku
zatamanie sie rynku zbytu (niedopuszczenie do  przekroczenia terminu | publicznego
przydatno$ci do spozycia)
produkty nie nadaja si¢ do konsumpcji | zapobieganie przekroczeniu terminu

(przekroczenie terminu przydatnosci do spozycia)
- utylizacja

przydatnos$ci do spozycia

przyjecie surowcOw o niewlasciwej
jakosci

utylizacja

poprawa procedury przyjecia SUrowcoOw

straty wynikajace z niedoskonato$ci
proceséw produkcji

nizsza wydajnos$¢ procesow

poprawa proces6w produkcyjnych

awarie urzadzen i/lub przerwy w
dostawie mediéw

straty surowcow, potproduktow, produktow

zapobieganie
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LOGISTYKA mechaniczne

zbiorczych i/lub

uszkodzenie
opakowan
jednostkowych

produkty nie nadaja si¢ do sprzedazy, moga zostac
skonsumowane

przekazanie do organizacji pozytku
publicznego

produkty nie nadaja si¢ do sprzedazy i konsumpcji
- utylizacja

zapobieganie uszkodzeniom

przerwanie tancucha chtodniczego
(nieodpowiednie warunki
przechowywania i roztadunku)

produkty nie nadajg si¢ do sprzedazy

poprawa organizacji fancucha chtodniczego

awaria §rodka transportu, chtodni

produkty nie nadajg si¢ do sprzedazy

zapasowe urzadzenia, Srodek transportu

produkty nadaja si¢ do konsumpcji

przekazanie do organizacji pozytku
publicznego

przeszacowanie zamdwien

produkty nie nadaja si¢ do sprzedazy
(przekroczenie terminu przydatnosci do spozycia)
- utylizacja

poprawa zarzadzania zamowieniami

produkty nadaja si¢ do konsumpcji (bliski termin
przydatnos$ci do spozycia)

przekazanie do organizacji pozytku
publicznego

HANDEL uszkodzenie mechaniczne
opakowan zbiorczych i/lub
jednostkowych

produkty nie nadaja si¢ do sprzedazy, moga zostaé
skonsumowane

przekazanie do organizacji pozytku
publicznego

produkty nie nadaja si¢ do sprzedazy i konsumpcji
- utylizacja

zapobieganie uszkodzeniom

niewlasciwe prognozowanie popytu
nieprawidtowe strategie
marketingowe

produkty nie nadaja si¢ do sprzedazy
(przekroczenie terminu przydatnosci do spozycia)
- utylizacja

poprawa zarzadzania zamoOwieniami,
wlasciwe stosowanie zasady FIFO

produkty nadaja si¢ do konsumpcji (bliski termin
przydatno$ci do spozycia)

przekazanie do organizacji pozytku
publicznego

przerwanie tancucha chlodniczego
(nieprawidlowe warunki
przechowywania)

produkty nie nadaja si¢ do sprzedazy i konsumpcji
- utylizacja

monitoring dziatania urzadzen
chtodniczych, zapasowe urzadzenia

Zrodto: Opracowanie wlasne
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DOBOR DROZDZY DO FERMENTACJI HYDROLIZATOW
Z WYSLODKOW BURAKA CUKROWEGO

Wstep

Obecna sytuacja przemystu paliwowego, w obliczu wyczerpujacych sie
naturalnych zasoboéw energii, zmusza do poszukiwania alternatywnych, odnawialnych
zrodet energii. Lawo dostepna i obficie wystepujgca biomasa jest idealnym surowcem dla
biopaliw. Polska, to kraj posiadajacy wysoko rozwinigty sektor rolniczy, z duzym
potencjatem rozwoju w kwestii wykorzystania biomasy na cele paliwowe.

Wyniki wielu badan potwierdzaja przydatnos¢ burakéow cukrowych oraz
produktéw ich przetwérstwa do otrzymywania bioetanolu. Poddajac fermentacji
alkoholowej produkty posrednie otrzymywane w technologii produkcji cukru, tj.: sok
surowy i gesty, otrzymano wysoka wydajno$¢ alkoholu w granicach od 78 do 94%
[Balcerek i Pielech-Przybylska, 2008; Pielech-Przybylska i Balcerek, 2008; Pavle¢ié i in.,
2010; Balcerek i in., 2011; Dziugan i in., 2013].

Za wykorzystaniem buraka cukrowego na cele biopaliwowe przemawia krotki
czas jego konwersji oraz dobry stopien rozktadu, wynikajacy z jego sktadu (ok. 70%
masy organicznej to sacharoza). Burak cukrowy, ktérego uprawy moga by¢ przeznaczone
na otrzymywanie bioetanolu, jest szansg na niezalezno$¢ energetyczng naszego kraju,
a takze na poprawg sytuacji polskich gorzelni oraz cukrowni, ktére moglyby ze sobag
wspotpracowac [Leja i in., 2009].

Cukrownictwo buraczane oprocz cukru, ktéry jest glownym i podstawowym
produktem, wytwarza réwniez produkty uboczne jakimi sg: wystodki, melasa buraczana
oraz osad saturacyjny. Podstawowym zastosowaniem wystodkéw jest ich wykorzystanie
jako wysokoenergetycznej paszy dla zwierzat hodowlanych, w formie kiszonek,
wyslodkow wyzetych czy tez suszu [Wolak 1 Ztocinska, 2012]. Wystodki buraczane sa
wartosciowg biomasa, gtownie ze wzgledu na zawarto$¢ sktadnikéw weglowodanowych
(celuloza i hemiceluloza).

Mozliwe jest rowniez skojarzenie biosyntezy etanolu z produkcja biatka
paszowego. Dzigki duzej zawartosci celulozy w wystodkach, moga one stanowic



odnawialne zrodlo tego skladnika weglowodanowego. Wykazano, ze zawarta
w wyslodkach celuloza wykazuje lepsze wtasciwosci fizykochemiczne, niz celuloza
ro$linna z innych surowcow.

Najczesciej uzywane do fermentacji alkoholowej szczepy drozdzy z gatunku
Sacharomyces cerevisiae nie s3 w stanie fermentowaé¢ pentoz obecnych
w lignocelulozowej biomasie [Kumari i Pramanik, 2012]. Potrzebne sg organizmy
mogace zwickszy¢ szansg¢ otrzymania etanolu z tych surowcoéw. Zasadne sa badania
majace na celu skonstruowanie nowych szczepow drozdzy, charakteryzujacych sig
wysoka wydajnosciag syntezy etanolu z biomasy zawierajacej lignoceluloze jako gléwny
sktadnik. Prowadzone badania polegajg na ulepszaniu dotychczas wykorzystywanych
i dobrze poznanych szczepow (Sacharomyces cerevisiae), poprzez wprowadzenie do nich
gen6w metabolizmu ksylozy i arabinozy, pochodzacych z innych organizméw. Prace
badawcze koncentrujg si¢ rowniez na gatunkach drozdzy niewykorzystywanych do tej
pory do produkcji bioetanolu, a wykazujacych uzdolnienia do fermentacji ksylozy:
Pachysolen tannophilus, Pichia stipitis, Hansenula polymorpha [Sybirny i in., 2007].
Mimo dobrych zdolnos$ci fermentowania pentoz, ich wykorzystanie do produkcji etanolu
z ksylozy jest ograniczone ze wzgledu na powolng fermentacje, koniecznos¢ regulacji
stezenia tlenu, wrazliwosci na inhibitory, a takze niska tolerancja na etanol [Kuhad i in.,
2011]. Ponadto, drozdze fermentujgce pentozy wymagaja obecnosci tlenu, aby
efektywnie wykorzysta¢ ksyloze. Zwigkszenie poziomu napowietrzenia wplywa
pozytywnie na oddychanie drozdzy, jednak prowadzi réwniez do utleniania etanolu.
W efekcie otrzymuje si¢ niskg wydajnos¢ etanolu. W zwigzku z tym, juz od kilku lat,
badania koncentrujg si¢ na uzyskaniu szczepow hybrydowych poprzez fuzjg protoplastow
S. cerevisiae i szczepoéw potencjalnie fermentujacych pentozy [Byron i in., 2007].

Cel i zakres badan
Celem badan bylo porownanie dynamiki i wskaznikéw fermentacji etanolowej
brzeczek hydrolizatow z wystodkow buraczanych, z udziatem trzech gatunkéw drozdzy:
Sacharomyces cerevisiae, Pichia stipitis i Pachysolen tannophilus.
Zakres prowadzonych prac laboratoryjnych obejmowat:
- analiz¢ chemiczng surowcow,
- przygotowanie brzeczek fermentacyjnych,
- dobér drozdzy i wielkosci inokulum,
- kontrole dynamiki fermentacji,
- analizg brzeczek odfermentowanych,
- ocen¢ wskaznikdw procesu, tj. wykorzystania cukréw i wydajnosci fermentacji.
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Surowce i materialy

Badania prowadzono z uzyciem hydrolizatoéw wystodkow buraczanych $wiezych,
suszonych niemelasowanych 1 melasowanych. Wystodki pochodzity z cukrowni
Dobrzelin (Krajowa Spdtka Cukrowa S.A.). Do fermentacji wykorzystywano suszone
drozdze gorzelnicze Ethanol Red (Fermentis — Lesaffre, Francja) oraz drozdze
fermentujace pentozy - Pichia stipitis oraz Pachysolen tannophilus, pochodzace
z Kolekcji Czystych Kultur Instytutu Technologii Fermentacji i Mikrobiologii PL.

Hydrolizaty wystodkéw buraka cukrowego otrzymywano, poddajac hydrolizie
(24 h) mieszaning wystodkéow z woda (1 1 wody na 0,5 kg wystodkéw mokrych),
w temperaturze 50°C, preparatami enzymatycznymi firmy Novozymes (Dania):
Viscozyme (pH 3,3-5,5; temp. 25-55°C) oraz Ultraflo Max (pH 4,0-6,5; temp. 45-70°C),
w proporcji 1:1 (v/v) [Brewing Handbook, 2013; Rosnah, Chan, 2014].

Brzeczki fermentacyjne suplementowano pozywka mineralng (NHg),HPO,,
w ilosci 0,2 g/l brzeczki i szczepiono drozdzami w ilosci od 0,5 do 1,5 g s.S./l., w postaci
monokultury S. cerevisiae lub kultury mieszanej. Fermentacje prowadzono
w temperaturze 28-30°C, w ciagu 72 h.

Metody badan

Analizy chemiczne hydrolizatéw wystodkow buraczanych (obejmujace pomiar
pozornej zawartosci suchej substancji za pomocg areometru wyskalowanego w °Brixa,
pH, cukréw, azotu ogotem) wykonane zostaly metodami zalecanymi w przemysle
cukrowniczym [Polska Norma PN-76/R-64772].

Zasada oznaczenia azotu ogbétem polega na przeprowadzeniu organicznych
substancji azotowych w sole amonowe i oddestylowaniu amoniaku do mianowanego
roztworu kwasu HCl. Zawarto$¢ azotu wyrazono w %.

Brzeczki odfermentowane analizowano metodami przyjetymi w przemysle
gorzelniczym [Jarosz i in., 1955]. Oznaczano w nich: odfermentowanie pozorne (ekstrakt
pozorny), odfermentowanie rzeczywiste (ekstrakt rzeczywisty), zawarto$¢ etanolu oraz
stezenie cukréw nieodfermentowanych.

Po zakonczeniu fermentacji, brzeczki poddano destylacji w celu catkowitego
wydzielenia alkoholu, z wykorzystaniem aparatu do szybkiej destylacji (GIBERTINI,
Wiochy).

Oznaczanie zawarto$ci cukrow ogolem w hydrolizatach oraz brzeczkach
odfermentowanych, wykonywano metodg Schoorla—Regenbogena, w roztworze
poddanym odbiatczeniu 1 inwersji (z uwagi na obecno$¢ sacharozy). Brzeczki
odfermentowane poddawano ocenie na zawarto$¢ cukrow ogotem 1 glukozy
po wcezesniejszym oddestylowaniu etanolu.
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Stezenia glukozy oznaczano wykorzystujac testy enzymatyczne firmy
BioMaxima (Lublin, Polska). Zasada metody polega na utlenieniu glukozy zawartej
w probcee, pod wptywem oksydazy glukozy (GOD), do kwasu glukonowego i nadtlenku
wodoru. W obecnosci peroksydazy nadtlenek wodoru reaguje =z fenolem
i 4-aminoantypiryna, dajac barwny zwigzek. Intensywno$¢ zabarwienia jest wprost
proporcjonalna do stezenia glukozy w probee. Po przygotowaniu roztwor6w wzorcowych
1 wlasciwych (rozcienczonych 100-krotnie), odczytano absorbancje préb wobec proby
odczynnikowej, przy dhugosci fali 500 nm za pomoca spektrofotometru LABOMED
(USA).

Wskazniki fermentacji

Wykorzystanie cukrow, czyli stopien odfermentowania obliczano jako stosunek
ilosci cukrow ogoélem zuzytych podczas fermentacji do ich zawartosci w brzeczce przed
fermentacja:

% odf = R -100
0

SRo — zawartos$¢ cukrow przed fermentacija
SRk — zawarto$¢ cukrow po fermentacji

Wydajnos¢ syntezy alkoholu etylowego podano w procentach wydajnosci
teoretycznej. Teoretyczng ilo$¢ powstajacego alkoholu wyliczono z zawartosci cukrow
przed fermentacja, w oparciu o rownanie stechiometryczne fermentacji. Wartos¢
ta postuzyla do obliczenia wydajnosci praktycznej, tj. stosunku rzeczywistej ilosci
alkoholu wydzielonego z brzeczki odfermentowanej do ilo$ci teoretyczne;.

Wyniki badan i ich oméwienie
Charakterystyka chemiczna przerabianych surowcow

Hydrolizaty z wystodkow $wiezych oraz niemelasowanych, odznaczatly sie
zblizong zawartoscig suchej substancji (8,1-8,2°Bx), natomiast w hydrolizacie
z wystodkow melasowanych zawarto$¢ ekstraktu byta wyzsza i wynosita 10°Bx. Stezenie
cukréw ogotem ksztattowato si¢ w granicach od 4,31 g inwertu (hydrolizat z wystodkow
swiezych) do 5,14 g/100 ml (hydrolizat z wystodkow melasowanych). Wartos¢ pH byta
najnizsza w hydrolizacie z wystodkow $wiezych (3,64), za$ dla wystodkoéw
niemelasowanych wynosita 3,81. Najwyzszym pH (4,12) odznaczal si¢ hydrolizat
z wystodkow melasowanych. Badane surowce odznaczaly si¢ niskg zawartoscig azotu
ogblnego (0,059-0,069%), co wskazywalo na potrzebe wzbogacenia brzeczek
fermentacyjnych pozywkami azotowymi dla drozdzy.
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Ocena wynikéw sktadu chemicznego badanych surowcow cukrowniczych
swiadczy, ze moga by¢ one dobrym surowcem do fermentacji alkoholowej, nie
wymagajacym stosowania zabiegéw niezbednych w przypadku przerobu surowcow
skrobiowych. Wskazana jest jedynie korekta pH i suplementacja pozywka dla drozdzy.

Tabela 1. Sktad chemiczny hydrolizatow wystodkoéw buraczanych

. Hydrolizat z Hydroliza}t z
Rodzaj hydrolizatu Hydgoglié}t 21 ystodkéw swugg?wdﬁwz
Parametr WYSIOGROW suszonych bez Y
swiezych dodatku melas dodatkiem
y melasy
Pozorna zawaftoéé suchej 8.1 8.2 10,0
substancji [°Bx]
pH 3,64 3,81 4,12
redukujace ogdtem
5,18 5,02 7,02
2 [g/100 ml]
>
© glukoza [g/100 ml] 1,25 1,47 1,77
Azot ogdtem [%] 0,069 0,060 0,06

Wplyw warunkow na przebieg fermentacji brzeczek 7z hydrolizatow wystodkow
buraczanych

Badano wplyw gatunku drozdzy oraz wielkosci inokulum na dynamike
i efektywnos¢ przebiegu fermentacji brzeczek z hydrolizatow wystodkow buraczanych
swiezych, suszonych bez dodatku melasy oraz suszonych wzbogaconych dodatkiem
melasy. Uzyskane wyniki zestawiono w tabelach 1-3 i na rysunkach 1-3.

Hydrolizat 7 wystodkow buraczanych swieZych

Najbardziej wydajnie proces fermentacji hydrolizatow z wystodkow $wiezych
przebiegal z dodatkiem inokulum drozdzy Ethanol Red, w ilosci od 1,0 do 1,5 g/l (tab. 2).
Proby te charakteryzowaty si¢ rowniez najkrotsza faza zafermentowania. Dodanie
do brzeczek fermentacyjnych drozdzy Pichia stipitis badz Pachysolen tannophilus nie
wplyngto na wzrost stezenia oraz wydajno$ci etanolu w porownaniu z brzeczka
fermentowana wylgcznie drozdzami Ethanol Red. Zawarto$¢ etanolu w brzeczkach
odfermentowanych z dodatkiem drozdzy Ethanol Red i Pachysolen tannophilus byta
na najnizszym poziomie i wynosita 0,74-0,94% obj., natomiast wydajnos¢ procesu
miescita si¢ w granicach od 22,05% do 28,01% wydajnosci teoretycznej. Dla brzeczek
z dodatkiem drozdzy Ethanol Red i Pichia stipitis, wartosci te ksztattowaly sig
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na wyzszym poziomie i wynosity odpowiednio: 0,94-1,14% obj. oraz 28,01-33,97%
wydajnosci teoretyczne;j.

Najwyzszy stopien odfermentowania wynoszacy 55,41-58,69%, zaobserwowano
w przypadku brzeczek z dodatkiem mieszkanki drozdzy Ethanol Red i Pachysolen
tannophilus. W pozostatych wariantach fermentacji, wykorzystanie cukrow byto na
nizszym poziomie, mieszczacym si¢ w granicach od 48,26% w probie z dodatkiem
drozdzy Ethanol Red do 54,63 % w brzeczce z dodatkiem mieszanki drozdzy Ethanol
Red i Pichia stipitis (rys. 1). Sposrdéd cukrow redukujacych, uwage zwraca ponad 99%
wykorzystanie glukozy (tab. 2).

Tabela 2. Wyniki fermentacji brzeczek z hydrolizatow wystodkow $wiezych

Wariant | EKStrakt | Ekstrakt | Zawartose _ Cukry
fermentacji pozomy | rzeczywisty | etanolu redukujgee glukoza
[°Bx] [°Bx] [% obj.] ogdlem [9/100 ml]
[9/100 ml]
Ethanol Red
0.5 g/l) 50 52 1,03 2,68 0,0129
Ethanol Red
(1.0 g/l) 51 52 1,14 2,54 0,0137
Ethanol Red
(15 g/l) 50 51 1,14 2,61 0,0127
Ethanol Red +
P. stipitis 50 51 1,14 2,35 0,0016
1,549/, 1:1)
Ethanol Red +
P. stipitis 5,0 51 1,14 2,61 0,0044
1,549/, 2:1)
Ethanol Red +
Pichia stipitis 51 52 0,94 2,41 0,0020
1,549/, 1:2)
Ethanol Red +
P. tannophilus 5,0 51 0,94 2,14 0,0009
1,549/, 1:1)
Ethanol Red +
P. tannophilus 5,0 51 0,74 2,14 0,0010
1,549/, 2:1)
Ethanol Red +
P. tannophilus 5,0 51 0,74 2,31 0,0016
(1549, 1:2)
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Ethanol Red + Pichia stipitis w ilosci 1,5 g/l w stosunku 2:1

Ethanol Red + Pichia stipitis w ilosci 1,5 g/l w stosunku 1:2

Ethanol Red + Pachysolen tannophilus w ilosci 1,5 g/l w stosunku 1:1
Ethanol Red + Pachysolen tannophilus w ilosci 1,5 g/l w stosunku 2:1
Ethanol Red + Pachysolen tannophilus w ilosci 1,5 g/l w stosunku 1:2

Rys. 1. Wskazniki fermentacji brzeczek z hydrolizatow wystodkoéw swiezych

CRNOVDUNM

Hydrolizat 7 wystodkow suszonych bez dodatku melasy

Czas zafermentowania w przypadku wszystkich wariantow fermentacji byt
podobny i nie przekraczatl 2 godzin. Najszybsza dynamika fermentacji charakteryzowata
si¢ proba z dodatkiem mieszanki drozdzy Ethanol Red (1,0 g/l) i Pichia stipitis (0,5 g/l),
czyli w stosunku ilosci inokulum 2:1. W przypadku brzeczki z mieszkanka drozdzy
Ethanol Red i Pachysolen tannophilus mozna zauwazy¢, ze proba ta odznaczata si¢
najkrotsza fazg zafermentowania, jednak ostatecznie odnotowano najmniej intensywny
przebieg procesu fermentacji (wyniki badan nie zostaly zamieszczone w niniejszym
opracowaniu).
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Z danych zestawionych w tabeli 3 wynika, ze w przypadku fermentacji brzeczki
z dodatkiem mieszkanki drozdzy Ethanol Red i Pichia stipitis, uzyskano najwyzsza
zawarto$¢ etanolu, w granicach od 1,26% obj. w przypadku stosunku ilo$ci inokulum
1:1 do 1,34% obj. dla dwoch pozostatych wariantow. Potwierdzeniem wydajnie
przeprowadzonej fermentacji dla tego wariantu sg rowniez najwyzsze wydajnosci etanolu
(38,75-41,21% wydajnosci teoretycznej). Podobne wyniki otrzymano w przypadku proby
z dodatkiem drozdzy Ethanol Red w ilosci 1,0 g/l (wydajnos¢ etanolu 41,21%).

Najstabsze wyniki odnotowano w przypadku mieszanej kultury drozdzy Ethanol
Red i Pachysolen tannophilus. Pomimo, iz w probach tych odnotowano najwigksze
wykorzystanie cukrow (59,36-63,25%), przy prawie 100% zuzyciu glukozy, stgzenie
alkoholu ksztattowato si¢ na poziomie 1,04-1,09% obj., natomiast wydajno$¢ etanolu
miescita si¢ w granicach od 31,98% do 33,52%.

Tabela 3. Wyniki fermentacji brzeczek z hydrolizatow wystodkéw suszonych bez
dodatku melasy

Ekstrakt Ekstrakt Zawarto$¢ - Cukry
Wariant fermentacji | pozorny | rzeczywisty etanolu redulf;” ace glukoza
[°Bx] [°Bx] [% obj.] [g(;%goerrﬁu [9/100 ml]
Ethanol Red
(0,5 g/l) 4,2 4,3 1,23 2,67 0,0021
Ethanol Red
(1,0 g/l 4,2 4,3 1,34 2,38 0,0015
Ethanol Red
(15 g/l 4,0 4,1 1,18 2,19 0,0013
Ethanol Red +
Pichia stipitis 40 41 1,26 2.27 0,0018
1,59/, 1:1)
Ethanol Red +
P stipitis 3,9 4,0 1,34 2,15 0,0019
1,549/, 2:1)
Ethanol Red +
P. stipitis 42 4.4 1,34 2,31 0,0021
1,59/, 1:2)
Ethanol Red +
P. tannophilus
(1,5 g/l, w stosunku 41 4,3 1,09 2,04 0,0110
1:1)
Ethanol Red +
P. tannophilus 40 43 1,04 1,85 0,0008
(1,59/1, 2:1)
Ethanol Red +
P. tannophilus 41 4.2 1,04 1,94 0,0016
1,549/, 1:2)
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Ethanol Red + Pachysolen tannophilus w ilosci 1,5 g/l w stosunku 1:2

Rys. 2. Wskazniki fermentacji brzeczek z hydrolizatow wystodkow suszonych bez
dodatku melasy

Hydrolizat 7 wystodkow suszonych z dodatkiem melasy

W przypadku proby fermentacyjnej wytacznie z dodatkiem drozdzy Ethanol Red,
obserwowano wzrost intensywnosci procesu wraz ze wzrostem inokulum od 0,5 g/l
do 1,5 g/l. Ponadto, w probie zaszczepionej drozdzami w ilosci 0,5 g/l, faza
zafermentowania bylta najdtuzsza sposrod wszystkich i trwata okoto 4 godzin (wyniki
nie zostaly zamieszczone w niniejszej pracy). Najmniej dynamicznym przebiegiem
fermentacji, w porownaniu z probg z dodatkiem drozdzy Ethanol Red (1,5 g/l),
charakteryzowatly si¢ proby zaszczepione mieszankg drozdzy Ethanol Red i Pachysolen
tannophilus, zarowno w stosunku 1:2, jak i 2:1.
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W warunkach prowadzonych doswiadczen, drozdze Pachysolen tannophilus
okazaly si¢ nieco slabsze w pordéwnaniu z Pichia stipitis. W probie fermentowanej
z udzialem mieszanej kultury Ethanol Red i Pachysolen tannophilus, uzyskano
maksymalng wydajno$¢ alkoholu na poziomie 40,46%, natomiast st¢zenie alkoholu
wynosito 1,84%, bez wzgledu na stosunek wielkosci inokulum (tab. 4). Najlepsza
wydajno$¢ etanolu w granicach od 44,86 do 47,28% oraz najwyzsza zawarto$¢ etanolu
(2,04-2,15% obj.) uzyskano w przypadku wariantu z mieszanka drozdzy Ethanol Red
i Pichia stipitis.

Najnizszy stopien odfermentowania odnotowano w brzeczkach zaszczepionych
wylacznie drozdzami Ethanol Red (62,96-66,67%). Najwyzsze wykorzystanie cukrow na
poziomie 75,07%, zaobserwowano w probie z dodatkiem mieszanki drozdzy Ethanol Red
i Pichia stipitis, przy stosunku inokulum 1:2. W pozostalych wariantach
odfermentowanie wynosito od 68,52% do 74,22% (rys. 3). Analogicznie, jak
w przypadku prob fermentacyjnych z hydrolizatow wystodkoéw §wiezych i suszonych bez
dodatku melasy, wykorzystanie glukozy bylo na wysokim poziomie, bliskim 100%.
W przypadku hydrolizatu z wystodkow wzbogaconych dodatkiem melasy, najlepszym
wariantem fermentacji okazat si¢ ten z wykorzystaniem mieszanki drozdzy Ethanol Red
i Pichia stipitis. Stosunek wielko$ci inokulum nie miat istotnego wptywu na dynamike
oraz uzyskanie wysokich wskaznikow procesu fermentacji.

Relatywnie wysoka wydajno$¢ fermentacji hydrolizatow z wystodkow
z dodatkiem melasy, moze by¢ konsekwencja tego, ze w wyniku tego zabiegu, wystodki
wzbogacone zostajg w cukry fermentujace (sacharoza), jak roéwniez w substancje
mineralne (m.in. potas), istotne dla prawidlowego rozwoju i aktywnosci fermentacyjnej
drozdzy. Potwierdzaja to dane zestawione w tabeli 1, z ktorych wynika, ze hydrolizat z
wystodkow suszonych z dodatkiem melasy charakteryzowatl si¢ najwyzsza zawartoscia
cukréw redukujacych ogétem (po hydrolizie), wynoszaca 7,02 g/100 ml.
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Tabela 4. Wyniki
z dodatkiem melasy

fermentacji brzeczek z hydrolizatow wystodkow suszonych

Cukry
Ekstrakt Ekstrakt Zawartos¢
Wariant fermentacji | pozorny rzeczywisty etanolu redukujgce glukoza
[°Bx] [°Bx] [% obj.] ogotem
[9/100 ml] [9/200 ml]
Ethanol Red 53 54 2,04 2,34 0,0060
0,59/
Ethanol Red 5,0 51 1,74 2,29 0,0025
(1,0 9/
Ethanol Red 4,8 5,0 2,15 2,60 0,0033
(1,59/)
Ethanol Red + 4,6 4.8 2,15 2,07 0,0005
Pichia stipitis
1,59/, 1:1)
Ethanol Red + 4,6 4,7 2,04 2,00 0,0009
P.stipitis
1,59/, 2:1)
Ethanol Red + 4,6 4,8 2,04 1,75 0,0006
P. stipitis
1,54/, 1:2)
Ethanol Red + 4,9 5,0 1,84 2,00 0,0002
P. tannophilus
(1,5 g/l, w stosunku
1:1)
Ethanol Red + 4,6 4.8 1,84 1,81 0,0007
P. tannophilus
1,549/, 2:1)
Ethanol Red + 52 54 1,84 2,21 0,0004
P. tannophilus
1,59/, 1:2)
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Ethanol Red + Pachysolen tannophilus w ilosci 1,5 g/l w stosunku 2:1
Ethanol Red + Pachysolen tannophilus w ilosci 1,5 g/l w stosunku 1:2

Rys. 3. Wskainiki fermentacji brzeczek z hydrolizatow wystodkéw suszonych
z dodatkiem melasy
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Podsumowanie

Najbardziej dynamiczny przebieg oraz najwyzsza wydajno$¢ fermentacji
brzeczek z hydrolizatow wystodkow buraczanych $§wiezych oraz suszonych, bez
i z dodatkiem melasy, zapewnito zastosowanie do prowadzenia procesu mieszanej kultury
drozdzy Saccharomyces cerevisiae (Ethanol Red) i Pichia stipitis, w ilosci 1, 5 g/l (1:1).
Najwyzsza wydajno$¢ etanolu na poziomie 47,28% wydajnosci teoretycznej, przy 63%
wykorzystaniu cukrow, odnotowano po fermentacji brzeczki sporzadzonej z hydrolizatow
wystodkéw wzbogaconych dodatkiem melasy, fermentowanej z udzialem mieszanej
kultury drozdzy Ethanol Red i Pichia stipitis (1:1). Zastosowanie do fermentacji
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hydrolizatow wystodkow buraczanych mieszanej kultury drozdzy Ethanol Red
i Pachysolen tannophilus (1,5 g/I; 1:1), wptyneto na obnizenie wskaznikow procesu,
w poroéwnaniu z mieszanka Ethanol Red i Pichia stipitis.

Uzyskane wyniki wskazuja na potrzebe kontynuacji badan w zakresie poprawy
stopnia wykorzystania substratow cukrowych obecnych w badanych hydrolizatach
wystodkéw buraczanych.

Badania byly realizowane w ramach projektu badawczego nr PBS/B8/3/2012,
finansowanego przez Narodowe Centrum Badan i Rozwoju
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WPLYW MIKROFLORY POWIERZCHNI’OW'OC()W SLIWY NA PRZEBIEG
FERMENTACJI ZACIEROW SLIWKOWYCH

Streszczenie

Przemystowa produkcja alkoholu mozliwa jest nie tylko z wykorzystaniem
czystych kultur drozdzy, lecz réwniez na drodze fermentacji spontanicznej. Szczepy
mikroorganizméw wystepujace na skorkach owocow charakteryzuja si¢ zroznicowanymi
wlasciwosciami fermentacyjnymi, a obecno$¢ réznych drobnoustrojow jest jednym
z czynnikdw wpltywajacych na wiasciwosci organoleptyczne destylatow owocowych.

W niniejszej pracy dokonano oceny wptywu mikroorganizmow z powierzchni
owocow Sliwy oraz rodzynek na przebieg fermentacji etanolowej zacieréw sliwkowych.
Surowcem wykorzystywanym w pracy byly sliwki odmiany wegierka zwykta (Prunus
domestica L.) Sterylne i niesterylne zaciery sliwkowe, szczepiono inokulum izolowanym
z powierzchni rodzynek oraz z powierzchni owocow Sliwy wegierki zwyktej lub
drozdzami winiarskimi Saccharomyces bayanus. W zacierach niesterylnych inokulum
stanowila mikroflora spontaniczna bytujgca na powierzchni owocow Sliwy.

Po zakonczeniu fermentacji zacierdw, wykonano analizy, zaréwno zacieru
odfermentowanego jak i destylatu majgce na celu okre$lenie m.in. st¢zenia etanolu,
zawarto$ci zwigzkow ubocznych, cukrow oraz wydajnosci procesu.

Na podstawie otrzymanych wynikéw stwierdzi¢ mozna, ze dodatek do zacierow
inokulum drozdzowego wyizolowanego z powierzchni rodzynek oraz owocow Sliwy
skutkowal znacznie lepsza dynamika fermentacji, niz w przypadku pozostatych
wariantow. Analiza GC wykazala, Zze destylaty uzyskane w wyniku fermentacji
spontanicznej zacierow S$liwkowych zawieraja nawet dwukrotnie wigksze stezenie
alkoholu metylowego, niz jest to dopuszczalne przez Polska Norme oraz najwigksza
sumaryczng ilo$¢ lotnych produktéw ubocznych.

Wstep

Brandy owocowe, do ktérych nalezy migdzy innymi brandy sliwkowe, ktore
otrzymuje si¢ ze §liwek s3 najbardziej popularne w Europie Srodkowej i Wschodniej.
Ten specyficzny rodzaj alkoholu, ktory jest powszechnie znany jako sliwowica, pochodzi
z rejonow batkanskich.
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Aby otrzymaé $liwowice, nalezy zmieli¢ Sliwki z okoto 5-15% ich pestek.
Otrzymany zacier poddaje si¢ fermentacji, natomiast po jej zakonczeniu nalezy
oddestylowa¢ na drodze rektyfikacji frakcje lotne zawierajace etanol 1 zwiazki
aromatyczne, a nastepnie przeprowadzi¢ wzmocnienie destylatu. Na tym etapie mozliwe
jest usuniecie niektorych niepozadanych frakcji. Nastgpnie do dgbowych beczek przenosi
si¢ frakcje, ktora zawiera 60-75 % v/v, aby mogla dojrzewa¢ w nich od 2 do 5 lat.
Destylat taki mozna rozcienczy¢ woda w celu uzyskania nizszej zawartosci alkoholu
do okoto 45-50 %. W zaleznosci od technologii, mozna otrzyma¢ produkty
o roznorodnym bukiecie [Satora i Tuszynski, 2008].

Na potudniu Polski, produkcja sliwowicy jest prowadzona w rejonie gorskim,
w okolicach tacka, ktore od ponad 100 lat szczyci si¢ produkcja znanej w calej Polsce
,Sliwowicy Eackiej”. Uprawa sliwek w rejonie tackim znana byla juz w XII wieku.
Na przetomie XIX i XX wieku na terenie gminy znajdowata sie¢ wytwornia Sliwowicy,
ktorej wiascicielem byt Samuel Grossbard, gorzelnikiem za§ Salomon Goldchein.
Gorzelnia wyrabiala Sliwowice Pejseczna, ktora dystrybuowano do sklepoéw
1 wyszynkéw w Lacku. Po wojnie gorzelni¢ upanstwowiono, a domowa produkcja stata
si¢ nielegalna. Nielegalnym pedzeniem zajeli si¢ okoliczni mieszkancy - byli pracownicy
zaktadu. W tej formie tradycja produkcji tego szlachetnego trunku przetrwata do konca
XX wieku.

Wyjatkowos¢ $liwowicy wynika ze spontanicznej fermentacji §liwek odmiany
wegierka zwykla. Na  powierzchnie¢ owocdéw, drobnoustroje  przenoszone
sg za posrednictwem powietrza lub owadow, w ktorych przewodzie pokarmowym peltnig
czgsto role symbiontow. Skazenie mikrobiologiczne owocow, nastgpuje takze podczas
ich bezposredniego kontaktu z podlozem (trawa, gleba), w czasie zbioréw [Morais
i in., 1995; Satora i Tuszynski, 2001; Satora i in., 2010]. Fermentacja rozpoczyna sig¢
w wyniku dziatania drozdzy z gatunkéw Kloeckera apiculata i Candida pulcherrima —
autochtoniczej mikroflory sliwek. Wraz ze wzrostem zawartosci alkoholu w §rodowisku
fermentacyjnym szczepy te gina, a dalszy proces fermentacji prowadza drozdze
Saccharomyces cerevisiae — rowniez rodzime [Satora i Tuszynski, 2008]. Sliwowica
Lacka charakteryzuje sie niepowtarzalnym smakiem i zapachem, ktory jest indywidualny
i swoisty dla tego regionu [Satora i Tuszynski, 2005]. Chociaz moc $liwowicy jest
wysoka, poniewaz zazwyczaj osigga ponad 70 % v/v, wyczuwalny jest silny owocowy
aromat. Przepis jej produkcji jest przekazywany w tajemnicy, z pokolenia na pokolenie
[Satora i Tuszynski, 2001].

Wytwarzane przez mikroorganizmy zwiazki chemiczne, takie jak: alkohole,
kwasy organiczne, zwiazki karbonylowe, estry i inne, w sposob znaczny i bezposredni
wplywaja na bukiet smakowo-zapachowy produktu finalnego [Satora i in., 2002].
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Celem badan byta ocena wplywu mikroorganizméw z powierzchni owocow §liwy oraz
rodzynek na przebieg fermentacji etanolowej zacierow sliwkowych.
W zakres badan wchodzito:
1) Przygotowanie sterylnych i niesterylnych zacieréw §liwkowych z dodatkiem drozdzy
winiarskich, badz mikroflory rodzynek albo §liwek, jako Zrodta drobnoustrojow.
2) Fermentacja przygotowanych zacierow.
3) Ocena dynamiki i wydajnosci fermentacji, tworzenia lotnych, ubocznych produktow
fermentacji

Materialy i metody badan
Surowcem przeznaczonym do przygotowania zacieru byly S$liwki nalezace
do odmiany wegierka zwykta, przechowywana w warunkach chtodniczych.
Inokulum stanowity opcjonalnie:
a) Drozdze winiarskie Saccharomyces bayanus — dozowane w postaci suszonej
b) Mikroflora spontaniczna bytujaca na powierzchni owocow §liwy (owoce mrozone) -
tych prob nie zaczepiano dodatkowo zadnymi drozdzami lub (opcjonalnie)
dodawano do zacieru rodzynki
c) Drozdze izolowane z powierzchni rodzynkow suszonych oraz z powierzchni
owocow §liwy (Prunus domestica L.) Izolacje wykonano przez 24 h inkubacje 100 g
probki owocow (lub rodzynek) w pozywee YPG (300cm®) z dodatkiem penicyliny
i streptomycyny. Po 24h wyhodowang biomas¢ drozdzy oddzielano od owocow,
wydzielano z pozywki przez wirowanie i dwukrotnie przemywano sterylng woda
destylowana, na koniec zawieszajac odwirowana biomase w 100 cm® 0,85%
roztworu NaCl. Tak przygotowana zawiesina stanowita inokulum dla wybranych
proéb fermentacyjnych.
Kazdy wariant fermentacji przeprowadzono w dwoch rownowaznych
powtdrzeniach, a wyniki powtdrzen usredniono.

Skréty nadane w zalezno$ci od zastosowanego inokulum

Oznaczenie Rodzaj mikroflory wchodzacej w sklad inokulum
R Mikroflora pozyskana z powierzchni rodzynek
M Mikroflora pozyskana z powierzchni sliwek (Prunus domestica L.)
S Fermentacja spontaniczna — mikroflora bytujaca na powierzchni §liwek
SR Fermentacja spontaniczna z dodatkiem rodzynek do zacieru
Mikroflora pozyskana z powierzchni rodzynek.
SRR Dodatkowo po fermentacji (przed destylacja) wprowadzono rodzynki —
100 g/3500 g zacieru
B Dodatek drozdzy winiarskich Saccharomyces bayanus
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Przygotowanie zacieru

Owoce przeznaczone do fermentacji, po pozbawieniu pestek, zostaly poddane
mechanicznemu rozdrabnianiu.

Miazge rozdzielono do kolb fermentacyjnych w ilosci po 3,5 kg do kazde;j.
Do miazgi dodano rowniez po 15% (z catkowitej ilosci owocow) rozdrobnionych pestek.
Tak przygotowane zaciery zadano pozywka dla drozdzy w postaci (NH4),HPO, w ilo$ci
0,2 g/kg masy owocoOw.

W zaleznosci od proby zaciery zaszczepiano odpowiednio:
e R —po 15 ml zawiesiny drobnoustrojow/kolbe fermentacyjna
e M —po 15 ml zawiesiny drobnoustrojow/kolbg fermentacyjna
e S —bez dodatku innych mikroorganizmoéw (zacier niesterylny)
e SR - zacier niesterylny + dodatkowo po 100g rodzynek/kolbe fermentacyjna
e SRR - po 15ml zawiesiny drobnoustrojow/kolbe fermentacyjna
e B -po0,7 gdrozdzy suszonych S.bayanus/kolbe fermentacyjng

Analiza zacieréw

Przed rozpoczgciem fermentacji pobrano probke zacieru w celu dokonania
pomiaru kwasowosci, ekstraktu z uzyciem areometru oraz oznaczenia zawartosci cukréw
redukujacych metoda Schoorla-Regenbogena [Schoorl i Rogenbogen, 1917] i cukrow
ogotem, przeprowadzajac uprzednio inwersjg.

Analizy te wykonano wedlug metod powszechnie stosowanych w przemysle
spirytusowym w przypadku destylatow z owocdéw pestkowych [Krelowska-Kutas, 1993].

Fermentacja

Fermentacje prowadzono w kolbach z ptaskim dnem z korkami zaopatrzonymi
w rurki fermentacyjne wypetnione glicerolem. Temperatura fermentacji wynosila
28-30°C. W celu obserwacji dynamiki fermentacji stosowano metode wagowa. Metoda
ta opiera si¢ na spadku masy w czasie trwania procesu, co rownoznaczne jest z ubytkiem
dwutlenku wegla. Czas fermentacji wynosit 168h

Analiza zacieru odfermentowanego
W prébee zacieru odfermentowanego dokonano pomiaru kwasowosci i ekstraktu.
Oznaczono roéwniez zawarto$¢ etanolu oraz cukrow ogotem.

Analiza destylatow metodg GC

W celu okreslenia zwigzkéw powstatych w wyniku fermentacji, przeprowadzono
analiz¢ GC prob otrzymanych po dwukrotnej destylacji zacierow §liwkowych. Do analizy
uzyto chromatografu gazowego (Agilent 7890A, USA) sprzezonym ze spektrometrem
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mas (Agilent MSD 5975C, USA) z pojedynczym kwadrupolem, z zastosowaniem
kolumny kapilarnej HP-5 MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

YV V V

Y

YV V VYV

Parametry pracy GC:
temperatura dozownika (SSL) — 250°C
objetos¢ dozowanej probki — 1l
split 1:40
piec — program temperaturowy: 40°C (3 min); wzrost temperatury 5°C/min
do 100°C; wzrost 10°C/min. do 200°C (2 min.)
gaz nosny — hel, natezenie przeptywu 1,3 ml/min

Parametry pracy MS:

temperatura zrodta jonéw — 230°C

temperatura linii przesytowej - 250°C

energia jonizacji EI70eV

praca w trybie SCAN (analiza jakosciowa) — zakres mas od 20 do 230 u

praca w trybie SIM (analiza iloSciowa) — identyfikacja jonow z wymienionych
zwigzkoéw (czas monitorowania poszczegolnych jonow — Dwell Time 15 ms)

Oznaczenie aldehydu octowego i metanolu przeprowadzono w chromatografie

gazowym 7890A, wyposazonym w detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID)
z zastosowaniem kolumny HP-Innowax (60 m x 0,32 mm x 0,5 um).

YV VV VY

Parametry analizy:
temperatura dozownika (SSL) — 250°C
temperatura detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID) 250°C
objetos¢ dozowanej probki — 1l
split 1:50
piec — program temperaturowy: 40°C (4 min); wzrost 10°C/min. do 195°C (2 min.)
gaz no$ny — hel, natgzenie przeptywu 1,5 ml/min.
Analize¢ iloSciowg przeprowadzono metodg wzorca zewnetrznego (kalibracji

zewngtrznej), z wykorzystaniem oprogramowania Agilent MassHunter.
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Omoéwienie i dyskusja wynikow
Analiza zacieru stodkiego

W tabeli 1 zestawiono wyniki analiz zacieru przed fermentacja.

Tabela 1. Wartosci podstawowych parametrow w zacierze stodkim

Parametr Warto$¢ Warto$¢ literaturowa
0znaczona [Balcerek i Szopa, 2005]
Ekstrakt [°Blg] 19,2 15,5
Kwasowos¢ [g kw. jabt./100 g] 1,05 0,90
Cukry I‘edukuj ace 6 18 6 38
[g glukozy/100 cm’] ’ ’
Cukry ogoiem 12,38 7,16
[g cukru inwertowanego/100 cm?] ’ ’

Badane parametry okazaly si¢ by¢ nieco wigksze od wartosci literaturowych
[Balcerek i Szopa, 2005]. Roznice mogg wynika¢ ze zmiennych warunkow uprawy sliwy

oraz stopnia dojrzatosci owocow.

Dynamika fermentacji

Postep procesu fermentacji oznaczano metoda wagowa polegajaca na regularnym
rejestrze ubytku CO,. Pomiary prowadzono do momentu, az masa proby pozostawata
na statym poziomie. Dynamike fermentacji przeliczong na 1 kg nastawu przedstawiono

na rysunku 1.
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Rys. 1. Dynamika fermentacji zacieréw §liwkowych

Najszybszy ubytek masy obserwowano w probach SRR i R zaszczepionych
inokulum z rodzynek oraz M zaszczepionych inokulum pozyskanym z powierzchni
sliwek mrozonych. W ich przypadku po uptywie pierwszej doby od rozpoczgcia
fermentacji nastgpil gwattowny ubytek masy, ktéry po 48 godzinach zakonczyl sig
i wydzielanie CO, utrzymywalo si¢ na stalym poziomie. Najdtuzszym okresem
zafermentowania odznaczaly si¢ proby SR, czyli fermentacje spontaniczne z dodatkiem
rodzynek do zacieru, co wynika¢ moglo z dlugotrwalego namnazania drozdzy zdolnych
do konwersji cukrow do etanolu i ich wspotzawodnictwa. Co interesujace, w probach
z dodatkiem drozdzy szlachetnych Saccharomyces bayanus fermentacja glowna
rozpoczela si¢ w porownywalnym czasie do prob spontanicznych S, trwala za§ dluzej
o okoto 15 godzin.

Opdznienie etapu fermentacji gtdownej 1 wydluzenie etapu zafermentowania
mozna wytlumaczy¢ niedostateczng iloscig mikroflory epifitycznej na poczatku procesu.
Powolny wzrost kinetyki fermentacji moze by¢ rowniez spowodowany zmianami
zachodzacymi w $rodowisku fermentacyjnym. Szczepy drozdzy dzikich Kloeckera
apiculata hamujg wzrost i rozw6j Saccharomyces serevisiae, co moze mie¢ wpltyw
na wydluzenie czasu fermentacji. Ponadto, najwyzszej utracie masy spowodowanej
wydzielaniem CO, towarzyszy najwolniejsza kinetyka fermentacji. Zjawiska
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te spowodowane s3 zwickszaniem si¢ stezenia etanolu oraz utrata sktadnikow
odzywczych [Satora 1 Tuszynski, 2008].

Analiza zacieru odfermentowanego
W probee zacieru odfermentowanego dokonano pomiaru poziomu ekstraktu,
kwasowosci oraz alkoholu. Tabela 2 przedstawia otrzymane wyniki.

Tabela 2. Zestawienie wynikow analizy podstawowych parametréw zacieru
odfermentowanego

Proba | Ekstrakt pozorny [°Blg] EkStrakEQl]’;fgC]ZWlSty B 11; le;gl\x;cl)%% o]
M 5,63 9,20 0,94
R 5,67 7,95 1,01
S 5,73 8,20 0,89
B 5,30 8,15 1,01
SR 5,55 8,00 1,07
SRR 5,30 7,40 1,04

Wykorzystanie inokulum z drozdzy izolowanych z powierzchni s$liwek lub
rodzynek badz drozdzy szlachetnych do prowadzenia fermentacji pozwalato z reguly
na szybsze odfermentowanie niz w przypadku przebiegu procesu w sposob spontaniczny.
Zaciery fermentowane w sposob spontaniczny charakteryzowata wyzsza kwasowosc.
Najwyzszym poziomem ekstraktu rzeczywistego odznaczaly si¢ zaciery fermentowane
z dodatkiem inokulum ze $liwek mrozonych, najnizszym za$§ proby zaszczepione
inokulum z rodzynek.

Wydajnosé fermentacji

Po zakonczeniu fermentacji przeprowadzono destylacje alkoholu z zacieru
odfermentowanego. Oznaczono roéwniez zawartos¢ cukrow w odfermentowanych
zacierach co pozwolito na ustalenie wydajnosci fermentacji prob.

Efektywno$¢ fermentacji, wyrazono jako procent teoretycznie mozliwej
do otrzymania ilo$ci etanolu z cukréw obecnych w zacierze. Wyniki zestawiono
na rysunku 2.
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Rys. 2. Wydajnosc¢ fermentacji wszystkich zacierow

Najwyzszym wskaznikiem konwersji cukréw na etanol odznaczaty si¢ proby SR,
w ktorych fermentacja miata charakter spontaniczny, wspomagany dodatkiem rodzynek
(i ich mikroflory). W probach spontanicznych S (bez dodatku rodzynek) etap fermentacji
burzliwej rozpoczat si¢ okoto 2 doby wczesniej, niz w probach SR, mimo to réznica
wydajno$ci pomiedzy nastawami S, a SR, wynosita nieco ponad 15%. Jest ona znaczaca,
zwazajac na fakt, iz warunki fermentacji obu préb byly bardzo zblizone. Analizujac
wyniki wydajnosci prob zaszczepionych inokulum ze sliwek (M), badz z rodzynek
(R 1 SRR) mozna stwierdzi¢, ze pozostaja na podobnym poziomie.

Nielepkowicz-Charczuk i Balcerek [1995] donosity o wydajnosci spontaniczne;j
fermentacji rownej 73,08% w stosunku do wydajnos$ci teoretycznej. W ramach niniejszej
pracy uzyskano lepsze rezultaty przeprowadzonych fermentacji sponatnicznych:
SR —99,6%, S — 84,44%. Mogto to by¢ wynikiem znacznie wigksza iloscig mikroflory
epifitycznej na poczatku procesu fermentacji. Satora i Tuszynski w swoich
eksperymentach réwniez otrzymali nizszy wynik wydajnosci fermentacji spontanicznej
owocow Sliwy — 96,6% [Satora i1 Tuszynski, 2005].

Analiza ubocznych produktow fermentacji

Wykonanie analizy destylatow metoda chromatografii gazowej pozwolito
na okreslenie tworzenia ubocznych produktow fermentacji oraz na zdefiniowanie stezenia
metanolu w uzyskanych destylatach.

39



Tabela 3. Zwiazki lotne obecne w destylatach sliwkowych — wyniki analizy GC

Proba | g M S B SR | SRR
. mg/dm?® sp. 100% obj.
Zwiazek
1-propanol 1766,95 | 2327,89 | 1561,49 | 1188,46 | 1751,34 | 2155,64
Octan etylu 517,53 | 363,65 | 299,76 | 123,66 | 218,77 | 201,56
Izobutanol 1547,35 | 2558,13 | 654,34 | 613,14 | 2023,18 | 2102,67
1-butanol 14,72 11,62 18,07 13,81 17,93 10,64
3-metylo-1-butanol | 1874,36 | 2097,79 | 1119,56 | 2541,79 | 1557,05 | 2060,08
2-metylo-1-butanol | 646,85 | 822,30 | 396,70 | 511,40 | 704,32 | 727,84
Maslan etylu 1,12 1,19 1,03 0,72 1,17 1,85
Octan izoamylu 13,69 21,86 3,01 8,00 11,58 7,13
Heksanal 3,74 6,14 8,70 6,52 3,83 6,30
Furfural 18,83 36,69 152,37 26,04 22,51 54,73
1-Heksanol 34,90 30,89 48,56 19,44 17,78 21,58
Benzaldehyd 8,64 6,72 11,95 7,21 6,33 12,27
Kapronian etylu 5,61 6,27 5,16 4,55 5,40 7,44
Octan heksylu 1,48 2,05 0,45 0,76 0,96 0,30
Alkohol benzylowy | 24,18 17,29 25,21 19,26 18,74 19,44
Benzoesan metylu 0,02 0,02 0,27 0,01 0,05 0,04
Benzoesan etylu 3,18 4,13 9,96 1,86 2,94 3,01
Kaprylan etylu 21,01 20,16 17,34 12,62 19,66 21,40
Metanol 1659,29 | 2203,56 | 15422,3 | 1257,00 | 9575,06 | 1754,45
Aldehyd octowy 50,60 65,63 113,22 | 147,84 66,59 62,50

M — mikroflora izolowana z powierzchni §liwek mrozonych; R — mikroflora izolowana z
powierzchni rodzynek; S — fermentacja spontaniczna (w oparciu o mikroflor¢ surowca); B —
inokulum w postaci drozdzy suszonych Saccharomyces bayanus; SRR - mikroflora izolowana z
powierzchni rodzynek + rodzynki po fermentacji jako Zrédlo aromatu; SR — fermentacja
spontaniczna (w oparciu o mikroflore surowca) z dodatkiem rodzynek do zacieru stodkiego.

Stezenie metanolu ksztaltowato sie w granicach od 1257 do 15422,39 mg/dm?®
100% obj. Najnizsza zawarto$cig alkoholu metylowego charakteryzowaty si¢ proby B,
powstate w wyniku fermentacji szlachetnych
Saccharomyces bayanus, za§ najwyzsza proby S i SR, czyli destylaty uzyskane poprzez
fermentacje¢ spontaniczng. Stezenie metanolu w destylatach po fermentacji spontanicznej
przekraczato nawet dwukrotnie zalecenia Polskiej Normy [Polska Norma, 2002], ktora
dopuszcza 0,8 g metanolu/100 cm® sp. 100% obj.

zacierow z udzialem drozdzy
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Wyzszy poziom metanolu w brandy $liwkowej moze zaleze¢ od enzymatycznej
degradacji pektyn obecnych w skorkach owocow, stezenia pektyn w owocach aktywnosci
metyloesterazy pektynowej oraz drozdzy prowadzacych proces fermentacji [Satora
i Tuszynski, 2005].

Badania nad kompozycjg zwigzkow lotnych obecnych w brandy z jablek,
gruszek, a szczegolnie ze S$liwek potwierdzily, ze metanol stanowi znaczng cze$é
wszystkich badanych substancji. Aldehyd octowy, powstajacy w wyniku dehydrogenacji
etanolu, a takze octan etylu, sa gtownymi zwigzkami odpowiedzialnymi za smak i jako$¢
destylatow [Rusu-Coldea i in., 2011]. Stezenie tych zwiazkow zalezne jest od
pochodzenia surowca i drozdzy uzytych do fermentacji. Modyfikacja ich zawartosci
nastepuje podczas dojrzewania spirytusu, w wyniku wyodrebniania substancji lotnych
i nielotnych z beczek debowych [Tesevi¢ i in., 2005].

Analiza GC pozwolila stwierdzi¢, ze stezenie lotnych produktow ubocznych byto
najwyzsze dla spirytusoOw uzyskanych droga fermentacji spontanicznej (S i SR). Brak
dodatku inokulum do zacierdw i przeprowadzenie fermentacji z udzialem natywnej
mikroflory, skutkowalo bogatszym sktadem chemicznym otrzymanych destylatow.

Whioski

1. Uzycie inokulum drozdzowego wyizolowanego z powierzchni rodzynek oraz
owocow Sliwy do sterylnych zacierow Sliwkowych poprawia dynamike fermentacji
oraz odfermentowanie.

2. Dodatek rodzynek (i ich mikroflory natywnej) do fermentujacych spontanicznie
zacieréw sliwkowych poprawia wydajnos$¢ fermentacji.

3. Spirytusy otrzymane w wyniku fermentacji spontanicznej zacieréw S$liwkowych
charakteryzuja si¢ dwukrotnie wigkszym stgzeniem alkoholu metylowego, niz jest to
dopuszczalne przez Polska Norme oraz duzg iloscig lotnych ubocznych produktéw
fermentacji.
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FERMENTACJA ALKOHOLOWA HYDROLIZATOW
Z WYSLODKOW BURAKA CUKROWEGO

Wstep

W krajach Unii Europejskiej uprawa burakow cukrowych utrzymuje si¢
na wysokim poziomie. Szacuje si¢, ze 400 tysiecy plantatorow (ok. 33 tysiecy w Polsce)
produkuje ok. 100 milionéw ton burakéw rocznie, ktore blisko w 100% wykorzystywane
sg do produkcji cukru [Stankiewicz, 2014]. Produktem ubocznym pozostatym po procesie
wytwarzania cukru buraczanego sa m.in. liscie burakow oraz wystodki. Z jednej tony
burakow uzyskuje si¢ ok. 70 kg wystodkoéw, co daje ok. 5 milionow ton suchej masy
wystodkow w skali roku [Chudoba, 2005].

Zagospodarowanie ww. odpadow odbywa si¢ przede wszystkim poprzez ich
wykorzystanie na cele paszowe. Nalezy jednak mie¢ na wzgledzie fakt, ze w najblizszych
latach planowane jest zniesienie kwotowania produkcji cukru w UE, co zdaniem
niektorych pozwoli zwiekszy¢ skale upraw buraka cukrowego. To z kolei moze
doprowadzi¢ do nadprodukcji wystodkéw. W tym kontekscie interesujacym
zagadnieniem jest opracowanie technologii, ktéra umozliwi ich kompleksowe
zagospodarowanie w postaci hydrolizatow z wystodkow (lacznie ze stalymi
pozostatosciami po hydrolizie) lub ich filtratow, do fermentacji etanolowej i hodowli
grzybow strzgpkowych. Natomiast osad po filtracji, wywar po produkcji etanolu lub
pozostatosci podloza po hodowli grzybow strzepkowych, mogg by¢ wykorzystane
do produkcji biogazu.

W sktad wystodkéw z buraka cukrowego wchodza gltownie polisacharydy —
nawet do 80% suchej masy — i sg to gtownie: celuloza, hemicelulozy i pektyna, ktore
tworza zwarty, silnie usieciowany kompleks z ligning. Ich hydroliza zwigksza dostepnosé¢
cukrow prostych (heksoz i pentoz), takich jak: glukoza, arabinoza, ksyloza, galaktoza,
mannoza, ramnoza [Wawro i in., 2007]. Kluczowym etapem biokonwersji wystodkow
jest zatem hydroliza ww. polisacharydéw metodami chemicznymi lub enzymatycznymi.
Zastosowanie metod chemicznych wigze sie¢ z dodatkowym generowaniem produktéw
ubocznych (furfural, 5-hydroksymetylofurfural), ktére sg toksyczne m.in. dla drozdzy
i ich atywno$ci fermentacyjnej. Alternatywnym rozwigzaniem jest hydroliza
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enzymatyczna polisacharydéw, niemniej metoda ta wymaga zastosowania odpowiednich
preparatow enzymatycznych zawierajacych enzymy rozktadajace celuloze, hemicelulozy
i pektyne oraz dobrania parametréw hydrolizy (pH, temperatura). Kluczowym
zagadnieniem jest rowniez dobor odpowiednich mikroorganizméw, w postaci monokultur
lub kultur mieszanych, ktore beda charakteryzowaly si¢ zdolnosciag fermentowania
wszystkich produktow hydrolizy polisacharydow wystodkow buraczanych, tj. heksoz
i pentoz, w celu zwigkszenia wydajnosci etanolu.

Celem badan byla ocena warunkéw fermentacji hydrolizatéw z wystodkow
buraka cukrowego, z zastosowaniem wstepnej obrobki podlozy oraz suplementacji
fosforanem(V) diamonu, na dynamike procesu i wydajnos¢ etanolu oraz stezenie lotnych
ubocznych produktow fermentacji.

Materialy i metody badan

W badaniach, do celow fermentacyjnych, wykorzystano hydrolizaty otrzymane
z wystodkoéw buraka cukrowego: $wiezych, suszonych niemelasowanych oraz suszonych
melasowanych, ktore byly fermentowane bezposrednio oraz po zatezeniu (na wyparce
proézniowej, w temp. 60°C).

Hydrolizaty z wystodkow buraka cukrowego przygotowano z zastosowaniem
metody enzymatycznej. Proces prowadzono w mieszalniku z ptaszczem grzejnym (24 h),
poddajac hydrolizie mieszaning wystodkow z woda (1 litr wody na 0,5 kg wystodkoéw
mokrych), w temperaturze 50°C, stosujac dwa preparaty enzymatyczne firmy Novozymes
(Dania): Viscozyme (pH 3,3-5,5; temp. 25-55°C) oraz Ultraflo Max (pH 4,0-6,5; temp.
45-70°C) [Brewing Handbook, 2013; Rosnah i Chan, 2014], w proporcjil:1 (v/v).

Brzeczki fermentacyjne byly wzbogacane fosforanem(V) diamonu, w ilosci
0,2 g/, a nastgpnie fermentowane z udzialem drozdzy Ethanol Red (0,5 g/1)
wyprodukowane przez firme Lesaffre (Francja). Przygotowano réwniez brzeczki bez
suplementacji. Wszystkie proby byly wykonane w trzech powtdrzeniach.

Analiza fizyko-chemiczna hydrolizatow obejmowata oznaczenie pH, zawartosci
ekstraktu, cukrow redukujacych oraz cukrow ogdtem [AOAC, 1995; PN-76/R-64772].

Fermentacje prowadzono w kolbach ptaskodennych o pojemnosci 500 ml,
zawierajagcych 200 ml brzeczki. Po zaszczepieniu drozdzami, kolby zamknigto korkami
z rurkami fermentacyjnymi wypelnionymi gliceryng i umieszczono w pokoju
termostatowym, w temperaturze 28-30°C. W czasie fermentacji, proby wazono w celu
pomiaru ubytku masy zwiazanej z wydzielaniem ditlenku wegla.

W brzeczkach, po zakonczeniu fermentacji, wykonano nastepujace oznaczenia:
pH, ekstrakt pozorny i rzeczywisty, zawarto$¢ etanolu oraz cukréw nieodfermentowanych
(redukujagcych i ogoétem). Obliczono ponadto wskazniki fermentacji, tj. stopien
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odfermentowania cukréw (wykorzystanie cukréw ogoétem) oraz wydajnos¢, ktora
obliczono w odniesieniu do cukréw ogoétem przed fermentacja.

Analize iloSciowa lotnych zwigzkéw w brzeczkach wykonano z zastosowaniem
techniki chromatografii gazowej, z wykorzystaniem statycznej analizy headspace.
Oznaczenia prowadzono na chromatografie gazowym Agilent 7890B (USA),
wyposazonym w detektor plomieniowo-jonizacyjny (FID) i dozownik SSL
(Split/Splitless). Probki o objetosci 10 ml w szczelnie zamknietych fiolkach
termostatowano w piecu aparatu Headspace Analyzer w temperaturze 50°C przez
30 minut (bez mieszania). Warunki analizy headspace byly nastgpujace: czas
podwyzszonego cisnienia 0,2 min., czas napelniania petli dozujacej 0,2 min., czas
rownowazenia pe¢tli dozujacej 0,05 min., czas dozowania 0,7 min., temperatura petli
dozujacej 65°C, temperatura linii transferowej 70°C. Do rozdzialu zwigzkow
zastosowano kapilarng kolumne HP-Innowax (firmy Agilent) o wymiarach 60 mx0,32
mmx0,5 um z polarng fazg stacjonarng w postaci poli(tlenku etylenu). Temperatura
detektora wynosita 250°C, a probki dozowano przez dozownik (temperatura dozownika
200°C) z dzieleniem strumienia gazu split 1:20. Jako gaz no$ny zastosowano hel
(2 ml/min). Warunki programowanej temperatury byly nastgpujace: 40°C (6 min.);
2°C/min. do 100°C (0 min.); 10°C/min. do 220°C (2 min.). Analize iloSciowa
przeprowadzono = metoda  wzorca  zewnetrznego  (kalibracji = zewngtrznej),
z wykorzystaniem oprogramowania Agilent MassHunter.

Otrzymane wyniki poddano analizie statystycznej przy uzyciu programu
STATISTICA 6.0 (Statsoft, USA), z zastosowaniem analizy wariancji (ANOVA),
wykorzystujac test poréwnan wielokrotnych post-hoc Tukey’a na poziomie istotnosci
0,05.

Wyniki

Przedmiotem badan byla ocena przydatnosci hydrolizatéw z wystodkow buraka
cukrowego do celow fermentacyjnych. Ocenie poddano trzy rodzaje hydrolizatow
z wystodkow: §wiezych, suszonych niemelasowanych oraz suszonych melasowanych.

Melasowanie wystodkow polega na dodawaniu melasy do wystodkéw $wiezych
przed ich suszeniem oraz do wystodkéw suchych przed ich peletowaniem. Dodatek
melasy zwigksza stopien odwodnienia wystodkow podczas suszenia oraz wzbogaca
otrzymany susz w sktadniki mineralne (cele paszowe), natomiast podczas peletowania
wystodkow suchych melasa stosowana jest jako sktadnik wigzacy, tzw. lepiszcze.

Podtoza fermentowano bezposrednio, tj. bez wstgpnej obrobki oraz
po ich wstepnym zatezeniu na wyparce, przygotowujac brzeczki z suplementacja
fosforanem(V) diamonu oraz bez suplementacji.
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Wstepna analiza przygotowanych brzeczek (tab. 1) wykazala, zZe zabieg
melasowania wystodkdw w procesie ich suszenia wptynat na wyzsza (o 14%) zawartos¢
cukréw w otrzymanych hydrolizatach (p<0,05), w poréwnaniu do hydrolizatéw
z wystodkow niemelasowanych.

W celu podwyzszenia stezenia cukrow fermentujacych w podltozu, hydrolizaty
zatgzono na wyparce prozniowej, redukujac objetos¢ o ok. potowe. Rezultatem wstepnej
obrobki byto stezenie cukrow ogotem, wyzsze o 45-62% w odniesieniu do hydrolizatow
bez zat¢zania (p<0,05).

Tabela 1. Wyniki analizy hydrolizatéw z wystodkow buraka cukrowego

HYDROLIZAT OZNACZENIE
pH Ekstrakt Cukry redukujace Cukry ogétem
[°Blg] [g glukozy/100 ml] [g inwertu/100 ml]
Bez 3801 8,3+0,2 4,31+0,14 5,1840,17
obrobki
Wystodki swieze
Zatezony  3,7+0,1 14,240,3 7,22+0,23 8,24+0,19
Bez  38:01 8,240,1 4,45:0,15 6,17+0,16
Wystodki suszone obrobki
bez melasy
Zatezony  3,7+0,1 15,4+0,5 7,63+0,17 9,04+0,12
Bez  38.01 9.4+0,3 5,14+0,11 7,02+0,10
Wystodki suszone obrobki
z melasg
Zatezony ~ 3,8+0,1 18,1+0,1 9,59+0,18 11,4340,11

Z przygotowanych brzeczek nastawiono fermentacje (w trzech powtoérzeniach). W celu
kontrolowania dynamiki procesu, kolby z brzeczkami wazono w réznych odstepach
czasu. Otrzymane wyniki zestawiono w formie graficznej (rys. 1), przedstawiajac ubytek
masy W Czasie, zwigzany z wydzielanym podczas fermentacji ditlenkiem wegla.
Zastosowana wstepna obrobka hydrolizatdow przez ich zatgzanie, miala na celu
podwyzszenie zawarto$ci suchej substancji, w tym cukrow, w fermentowanym podiozu.
Obserwowany, w poroOwnaniu z probami bez wstgpnego zatezania, wydtuzony czas
zafermentowania, byl zwigzany z wyzszym ekstraktem (rys. 1, tab. 1).

Oceniajgc natomiast wpltyw rodzaju hydrolizatu na dynamike fermentacji,
za korzystny zabieg nalezy uzna¢ melasowanie wystodkoéw. Fermentacja hydrolizatow
z wystodkéw melasowanych (bez wstgpnej obrobki) przebiegata dynamiczniej,
w poréwnaniu z pozostalymi hydrolizatami.
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Zastosowanie suplementacji fosforanem(V) diamonu nie wplyn¢to na dynamike
fermentacji badanych hydrolizatow, w porownaniu z probami kontrolnymi bez dodatku
tego zwiazku (rys. 1). Podobng zalezno$¢ odnotowano, analizujac zawarto$¢ etanolu
w brzeczkach odfermentowanych (tab. 2), (p>0,05).
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Rys. 1. Dynamika fermentacji hydrolizatéw z wystodkéw buraka cukrowego (na
wykresie przedstawiono wynik $rednie z trzech prob)

Fermentacje hydrolizatow z wyslodkow melasowanych (zatezonych) charakteryzowaty
si¢ dynamiczniejszym przebiegiem, co mialo odzwierciedlenie w wyzszej zawartosci
etanolu, o 16 1 47%, w poréwnaniu z probami odpowiednio hydrolizatéw otrzymanych
z wystodkow suszonych bez melasy i $wiezych (p<0,05). Analogiczne wyniki
otrzymano, porownujac stezenie etanolu w hydrolizatach przygotowanych z trzech
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rodzajow wystodkow, ktore fermentowano bez zatgzania — w brzeczkach hydrolizatow
z wystodkow melasowanych byto wyzsze o ponad 80% (p<0,05).

Na podstawie wynikow analizy brzeczek odfermentowanych, tj. zawartosci
cukréw oraz etanolu, obliczono dwa wskazniki fermentacji: stopien odfermentowania
cukréw oraz wydajnosc¢ etanolu (tab. 2).

Tabela 2. Wyniki analizy odfermentowanych hydrolizatow z wystodkow buraka

cukrowego
WSKAZNIKI
HYDROLIZAT OZNACZENIE
FERMENTACJI
> T
2 @ — [l = E
> _— ©
g 2 £E E % £ 2
o o =5 O E o =~ © |53
N > 2 O o - = =
=] N = J =2 d @ <] o
(=% = = > e S Q = > I
- - o N [SO=} 2 c S .
X X o e 5 e = g g £
tws Swm Ez EF:z :8 2 £ g
T 58 £ 3 d= S§8& £88 £8&

BezdodatkU 35,01 52102  60:02 326:0,13 4,64:023 1,0:0,0  1042£0.41  29,80+1,02

Bez (NHA)ZHPOA
obrobki :
godatdem  35:00 50500 58:03 2065010 4176010 1000 1950:063  29.80+141
Wystodki (NH,).HPO,
$swieze
BezdodatkU 33,1 91403 10404 4,82:0,17 4,88+0,18 1,8+0,1  40,78:1,02 33,72+1,20
(NHg)2HPO,4
Zatgzony -
Z dodatkiem 34402  8,9+0,4  10,120,3 4,51+0,20 4,72+0,22 1,9+0,1 42,72£1,10  35,60+1,35
(NH,):HPO,
Bezdodatkl 54,01 56102 62601 338:014 345:0,12 04£0,0  44.08:142  10,01+0,24
Bez (NH4)2HPOA
. obrobki :
Wystodki Zdodatkiem 55,0\ 47001 55:02  439£0,19 4,73:0,17 1,060,0 23345059  2502+0,65
suszone (NH,),HPO,
bez
melasy Bezdodatku 3,1 g7:03 94103 569:0,31 7,3740,30 1,740, 1 18,4740,36  29,03+0,97
(NHg)HPO,
Zatezony -
Zdodatkiem 5,01 610  83£02  436£0,22 4,48:0,20 2,50,1 50444174 42,69+1,99
(NH,);HPO,
Bez dodatku 35502 6,0£0,3 78404  2,97+0,17 3,14+0,17 1,8+0,1 55,27+1,43  39,58+1,17
Bez (NH,);HPO,
obrobki :
Z dodatkiem
Wyslodki (NHHPO, 3000 56501 66:02  272:0,11 2952011 15:0,1  ST.984165 32994121
suszone
z melasa BezdodatkU 5,01 70103 89:03 4.38:0,25 4,75:0,10 2,00,1  5844+176  39,17+1,36
(NH,);HPO,
Zatgzony
Z dodatkiem
(NHoHPO, 3001 61202 81+03  434:021 482+0,12 2,8+0,1 57,83+1,48  37,8241,00

Wydajnos¢ przeprowadzonych fermentacji obliczono w odniesieniu do cukrow ogotem
przed fermentacja, podajac wynik jako % wydajnosci teoretycznej. Analiza statystyczna
nie wykazata istotnych réznic w prébach zatezonych hydrolizatow z wystodkdéw
melasowanych oraz $wiezych (p>0,05), natomiast wydajno$¢ etanolu w hydrolizatach
fermentowanych bez wstgpnej obrobki byla najwyzsza w probach otrzymanych
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z wystodkow melasowanych (p<0,05), w zakresie 33-39% wydajnosci teroetycznej,
co dato wyzsze o 16-30% rezultaty, w poréwnaniu z dwoma pozostatymi
hydrolizatami.

Oceniajac wptyw suplementacji mineralng fosforanem(V) diamonu na wydajnosé
etanolu wykazano, ze hydrolizaty otrzymane z wystodkdbw suszonych
niemelasowanych, z dodatkiem fosforanu(V) diamonu w ilosci 0,2 g/l, zarbwno bez
obrobki, jak i po wstgpnym zatg¢zeniu, fermentowaty z wyzszg wydajnoscia (p<0,05),
w odniesieniu do prob kontrolnych bez suplementacji (tab. 2).

Po zakonczonych fermentacjach brzeczki byly rowniez analizowane
z wykorzystaniem  techniki  chromatografii gazowej z analiza fazy
nadpowierzchniowej, w celu oznaczenia metanolu oraz lotnych zwigzkoéw. Otrzymane
wyniki przedstawiono w formie graficznej na rysunkach 2 i 3, tj. zawarto$¢: aldehydu
octowego, octanu etylu, metanolu oraz wyzszych alkoholi (1-propanolu, 1-butanolu,
izobutanolu, 2-metylo-1-butanolu i 3-metylo-1-butanolu).

Aldehyd octowy, przy prawidtowo prowadzonym procesie fermentacji, jest
zwigzkiem posrednim, ktory z udziatem dehydrogenazy alkoholowej drozdzy jest
redukowany do alkoholu etylowego. Niemniej, znanych jest wiele czynnikow
wplywajacych negatywnie na przebieg ostatniego etapu fermentacji etanolowej,
w wyniku hamowania aktywnos$ci tego enzymu. Do najwazniejszych zalicza si¢
fermentacjg¢ brzeczek stezonych, wysoka temperatur¢ podczas fermentacji, duza
koncentracje drozdzy w fermentowanym medium, zakazenia mikrobiologiczne,
obecno$¢ jonow metali cigzkich. Zwigkszenie st¢zenia cukréow powyzej 12-14%
w podtozu fermentacyjnym prowadzi do nadmiernej koncentracji produktoéw
ubocznych, w tym aldehydow, jak rowniez fuzli i estrow. Istotnym zagadnieniem w
konteks$cie wysokiej koncentracji aldehydow jest rowniez stgzenie zwiazkow
mineralnych, przede wszystkim zwigzkdw magnezu, cynku, wapnia, fosforu [ Walker,
1994; Ktosowski i in., 1995; Walker i Birch, 1996; Stanisz i in., 2009].

Analiza otrzymanych wynikéw, wykazata ponad 2,5-krotnie wyzsza
koncentracje aldehydu octowego w hydrolizatach zatezonych, w poréwnaniu
z wynikami prob bez wstgpnej obrobki (rys. 2) (p<0,05). Wyjatkiem byta brzeczka
z hydrolizatem z wystodkéw niemelasowanych bez dodatku fosforanu(V) diamonu —
w tym przypadku, oprocz nizszej wydajnosci etanolu od pozostatych podtozy
po zatg¢zeniu, proba charakteryzowata si¢ nizszym (o ponad 80%) stezeniem aldehydu
octowego, w poréwnaniu do swoich odpowiednikow w probach fermentacyjnych
hydrolizatow z wystodkow §wiezych oraz melasowanych (p<0,05). Wyrazny wpltyw
zatezania obserwuje si¢ rowniez w odniesieniu do zawarto$ci oznaczanego
w badaniach octanu etylu. Jest to zwiazek z grupy estrow, ktory wystepuje
w najwyzszym stezeniu w fermentujacych poditozach — jego udzial w catkowitej
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sumie wszystkich oznaczanych estrow, przekracza ponad 90%. Poziom octanu etylu
w odfermentowanych hydrolizatach z wystodkow melasowanych wstepnie
zatezonych, byl najwyzszy (ponad 30 mg/l brzeczki), przekraczajac o ponad 60%
stezenie octanu etylu w brzeczkach z hydrolizatow bez obrobki, oraz o ponad 50%
stezenie w brzeczkach z hydrolizatow zatgzonych.

Ocenie poddano rowniez zawarto$¢ metanolu w analizowanych brzeczkach.
Charakterystycznym zjawiskiem byto kilkukrotnie, a w jednym przypadku nawet
kilkudziesigciokrotnie, wyzsze ste¢zenie metanolu w hydrolizatach fermentowanych
bez wstepnej obrobki, w porownaniu do hydrolizatow zatezonych (rys. 2), (p<0,05).

Aldehyd octowy Octan etylu
35 35
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25 = 25
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g s = i — g s
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Rys. 2. Zawartos$¢ aldehydu octowego, octanu etylu, oraz metanolu w odfermentowanych
hydrolizatach z wystodkow buraka cukrowego (wyniki podano jako S$rednig
z trzech préb)

Metanol powstaje w wyniku deestryfikacji pektyn obecnych w surowcach roslinnych,
ktora moze =zachodzi¢ na drodze enzymatycznej, termicznej lub chemicznej.
W wyniku dziatania pektynoesterazy, powstaja pektyny o nizszym stopniu
zestryfikowania lub kwasy pektynowe z jednoczesnym uwolnieniem metanolu [Tarko
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i Tuszynski, 2006]. Wysoka zawarto$¢ tego zwigzku w hydrolizatach bez wstgpnej
obrobki, mozna tlumaczy¢ aktywnos$cig, w procesie fermentacji, enzymu pektynazy
zastosowanej z preparatami w procesie hydrolizy wystodkoéw. Stosowany
do hydrolizy masy wystodkowej preparat Viscozyme, charakteryzuje si¢ bowiem
wysoka aktywnoscia pektynazy (dane wlasne niepublikowane) [Rosnah i Chan,
2014]. Wstepna obrobka otrzymanych hydrolizatow w przeprowadzonych badaniach,
poprzez zat¢zanie na wyparce prozniowej w temp. 60°C przez okres 30 minut,
przyczynita si¢ prawdopodobnie do obnizenia aktywnosci tego enzymu,
co skutkowalo znacznie nizsza zawarto$cig metanolu w zatgzonych brzeczkach
(p<0,05) po =zakonczonych fermentacjach, bez wzgledu na rodzaj wystodkow,
z ktorych byly przygotowane hydrolizaty.

Oprocz ww. zwigzkow, w czasie fermentacji etanolowej syntetyzowane
sa rowniez alkohole wyzsze (fuzle), najczesciej: 1-propanol, izobutanol, alkohole
amylowe (2-metylo-1-butanol i 3-metylo-1-butanol) oraz 1-butanol.
W odfermentowanych brzeczkach, stezenie fuzli ksztattowalo si¢ na poziomie
od 2,3 do 33,3 mg/l brzeczki (rys. 3). W najwyzszym st¢zeniu oznaczono 1-propanol,
izobutanol oraz alkohole amylowe. Analizujac otrzymane wyniki, wykazano wplyw
hydrolizatu oraz wstgpnej obrobki na stezenie wyzszych alkoholi w brzeczkach
odfermentowanych. Fermentacja hydrolizatow otrzymanych z  wystodkow
melasowanych skutkowata wiekszg zawartoscig 1-propanolu, izobutanolu i alkoholi
amylowych, w poréwnaniu z hydrolizatami z wystodkéw niemelasowanych oraz
$wiezych.

Alkohole wyisze

O1-propanol  Oizobutanol  O1-butanol B 2-metylo-1-butanol W 3-metylo-1-butanol
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Rys. 3. Zawartos¢ alkoholi wyzszych w odfermentowanych hydrolizatach z wystodkow
buraka cukrowego
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Podsumowanie

Wystodki  buraka cukrowego sa produktem odpadowym przemystu
cukrowniczego, zawierajagcym polisacharydy, ktéore po enzymatycznej depolimeryzacji
do cukréw prostych moga by¢ fermentowane np. przez drozdze. Niska zawarto$é
weglowodandéw ogranicza mozliwo$¢ otrzymywania duzych ilosci etanolu. Niemniej,
wykorzystanie mieszanych kultur drobnoustrojéw, moze zwigkszy¢ wykorzystanie
cukréw (heksoz i pentoz) podczas fermentacji, poprawiajac jej wydajnos¢. Ponadto
wywary otrzymane po destylacji hydrolizatéw wystodkow buraczanych moga by¢
przekazywane do zagospodarowania ich na cele produkcji biogazu.

Wydajnos¢ etanolu w przeprowadzonych fermentacjach brzeczek z hydrolizatow
wystodkow (§wiezych oraz suszonych niemelasowanych i melasowanych) wyniosta
od 10 do 43% wydajnosci teoretycznej, przy stopniu odfermentowania cukrow ogotem
na poziomie 10-58%. Drozdze Saccharomyces cerevisiae (preparat Ethanol Red)
wykorzystywane w badaniach, charakteryzuje wysoka wydajnos¢ fermentacji glukozy.
Natomiast fermentacja innych cukrow obecnych w wystodkach (np. galaktozy, mannozy,
arabinozy, ksylozy) jest mozliwa z udziatem np. drozdzy paszowych (Pichia stipitis,
Pachysolen tannophilus, i in.), poniewaz udziat drozdzy S. cerevisiae w metabolizmie
tych zwigzkow jest ograniczony. Rozwigzaniem moze by¢ zatem stosowanie kultur
mieszanych drozdzy, np. S. cerevisiae z drozdzami paszowymi wykazujacymi
uzdolnienia do fermentacji niektérych pentoz i heksoz, co mogtoby zwigkszy¢ stopien
odfermentowania cukrow w hydrolizatach z wyslodkéw buraczanych i zwigkszy¢
wydajnos¢ etanolu.
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WPLYW DODATKU GUMY ARABSKIEJ NA PRZEBIEG FERMENTACJI BRZECZEK
MIODOWYCH O ROZNEJ ZAWARTOSCI JONOW MAGNEZU

Streszczenie

Fermentacja stezonych brzeczek miodowych jest trudna ze wzgledu na duze ci$nienie
osmotyczne dzialajace na komorki drozdzy. Wczesniejsze doswiadczenia wykazaty,
ze wyzsze stgzenie jonow magnezu lub dodatek hydrokoloidow do nastawu chroni
komérki przed niekorzystnymi czynnikami zawartymi w roztworze, przyczyniajac si¢ do
zwigkszenia odfermentowania. Celem pracy bylo okreslenie wpltywu stezenia jonow
magnezu na przebieg fermentacji brzeczek miodowych za pomoca drozdzy
Saccharomyces cerevisiae unieruchomionych guma arabskg. Po zakonczeniu fermentacji
wykonano podstawowe analizy chemiczne mlodych miodoéw, a z osadu drozdzowego
przygotowano preparaty do analizy mikroskopowej SEM.

Nastawy suplementowane jonami magnezu ro6znity si¢ od prob kontrolnych pod
wzgledem zawarto$ci etanolu. Najwicksze stezenie alkoholu etylowego wynosito 12,83%
obj. Wyniki kwasowosci ogdlnej nie rdznity si¢ istotnie, natomiast najnizszg kwasowosc¢
lotng (1,21 g/1) uzyskano dla prob suplementowanych 25mM jonéw magnezu.

Wzrost st¢zenia jonOw magnezu istotnie wplywa na strukture matrycy
unieruchamiajacej komorki drozdzy, ulatwiajac transport substratow i produktow.
Na podstawie uzyskanych wynikéw analiz stwierdzono, ze guma arabska zwigksza
stopien odfermentowania brzeczek miodowych oraz przyspiesza klarowanie miodow

pitnych.

Przeglad literatury

Miod pitny jest uzyskiwany w procesie fermentacji alkoholowej wodnego
roztworu miodu z ewentualnym dodatkiem zi6t i przypraw korzennych. Moze
on zawiera¢ od 9 do 18% obj. alkoholu. Miody pitne mozemy podzieli¢ ze wzgledu
na stosunek objetosciowy miodu do wody na: czworniaki (1:3), trojniaki (1:2), dwojniaki
(1:1) i péttoraki (2:1) [Nowak i Zmudzinska-Zurek, 2008]. Do produkcji miodéw pitnych
uzywa si¢ roznych odmian miodu pszczelego, jednakze najbardziej pozadane, o mocnym
aromacie, otrzymane sg z gryki, akacji, lipy 1 wrzosu. Midd sycony jest ogrzewany
do wrzenia. Podczas tego procesu traci si¢ czgSC substancji zapachowych, witamin,
enzymoOw. Proces fermentacji st¢zonych brzeczek miodowych jest trudny ze wzgledu
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na wysokie stezenie cukrow. Temperatura fermentacji nie powinna by¢ wyzsza od 22°C,
a czas trwania fermentacji wynosi od 4-8 tygodni [Gogol i Tuszynski, 1996].

Drozdze wykorzystywane przy produkcji miodéw sa najczesciej winiarskimi
kulturami starterowymi Saccharomyces cerevisiae adaptowanymi do wysokich stezen
cukrow. Brzeczki sa wzbogacane w zwiazki azotowe, fosforowe i inne substancje
mineralne [Pereira i in., 2009]. Istotnym sktadnikiem, ktory powinien by¢ obecny
W nastawie sg jony magnezu, petnigce bardzo wazne role w fizjologii komorek
drozdzowych. Sa one niezbgdne do funkcjonowania wielu enzyméw zwigzanych
m.in. z glikoliza i1 synteza kwaséw tluszczowych, a takze wplywaja na aktywnosé
ATP-azy membranowej, prawidlowego funkcjonowania rybosomow oraz stymulacji
cyklu podzialow komorkowych. Jony magnezu z fosfolipidami tworza zwigzki
kompleksowe budujace struktury bton komdrkowych. Zwigkszaja one ptynnosé
i przepuszczalno$¢ blon cytoplazmatycznych. Dziataja ochronie na DNA, wspomagajac
utrzymanie prawidtowej struktury. Jony magnezu sg istotne w mechanizmach
adaptacyjnych 1 ochronnych komérek drozdzy w warunkach stresu etanolowego,
wysokiej temperatury i ci$nienia osmotycznego [Bonin i Slusarska, 2007]. Obecnosé
jondéw magnezu inicjuje synteze biatek szoku termicznego, zwigksza przezywalno$¢ oraz
przyspiesza wzrost komorek. Suplementacja nastawoéw jonami magnezu powoduje
uzyskanie lepszego odfermentowania oraz zwigkszong syntez¢ etanolu [Sroka i in.,
2005]. Moze by¢ to powigzane z regulacyjng rola aktywnosci enzymow glikolitycznych
[Gibson i in., 2007]. Minimalne zapotrzebowanie komorek drozdzy na magnez wynosi
0,65-1,7mM [Bonin i Slusarska, 2007].

Guma arabska jest nietoksycznym biopolimerem pozyskiwanym z wydzielin
dojrzatych drzew Acacia senegal. W gtéwnej mierze sktada si¢ ona z weglowodanow
(97%, D-galaktoza oraz L-arabinoza). Pozostate 3% stanowig biatka. Guma arabska
wykazuje wlasciwosci amfifilowe, czyli zarowno hydrofobowe, jak i hydrofilowe, jest
dobrze rozpuszczalna w wodzie przy relatywnie niskiej lepkosci w porownaniu do innych
gum. Jest ona stosowana jako czynnik klarujacy, emulgator i sktadnik mikrokapsutek
w roéznych gateziach przemystu spozywczego [Montenegro i in., 2012].

Immobilizacja komorek drozdzy umozliwia ich ochrong¢ przed niekorzystnymi
warunkami srodowiskowymi takimi jak: wysokie stezenie etanolu, kwasow organicznych
lub cis$nienie osmotyczne. W przypadku stosowania pulapkowania na powierzchni
matrycy adsorbuja si¢ toksyczne substancje powierzchniowo czynne. Immobilizacja
zapobiega jednoczesnie powstawaniu roztworow przesyconych dwutlenkiem wegla, gdyz
podobnie do naturalnych zawiesin stanowig one aktywne centra wydzielania dwutlenku
wegla [Sroka i Blaszczyk, 2010].

W winiarstwie najczesciej stosowane sg drozdze unieruchamiane na powierzchni
lub wewnatrz nos$nika. Komorki, ktore wykazuja naturalng zdolno$¢ do przylegania
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do niektéorych powierzchni, moga by¢ im mobilizowane na powierzchni matrycy.
Stosowanymi w tym przypadku nosnikami mogg by¢: skaly wulkaniczne (kissiris), szkto
porowate, pochodne celulozy, gluten oraz owoce. Podstawa oddzialywania pomiedzy
komorka, a nos$nikiem sa wigzania: van der Waalsa, jonowe, kowalencyjne, hydrofobowe
lub tez ich kombinacja. W przypadku drozdzy kluczowa rolg¢ pelniag oddziatywania
jonowe. Na stopien unieruchomienia beda mie¢ wptyw: skiad chemiczny i struktura
no$nika, zastosowanych mikroorganizméw oraz ich wieku. Immobilizacja wewnatrz
no$nika polega na zamykaniu komoérek w widknistych lub porowatych kuleczkach zelu
lub wewnatrz membran polprzepuszczalnych [Kourkoutas, 2004]. Najczesciej
stosowanymi nosnikami s3: alginiany, karagenian, chitozan, agar i pektyna.
Rozmieszczenie komoérek podczas immobilizacji w kuleczkach Zelu ograniczone jest
dyfuzja substratow i tlenu poprzez warstwe zelu oraz zwiekszonym, hamujacym
fermentacje stgzeniem etanolu. Powstajacy w wyniku fermentacji dwutlenek wegla
powoduje pgkanie zelu [Bonin, 2006]. Do immobilizacji mozna takze wykorzystaé
kawatki owocow, np. jabtoni oraz pigwy [Kourkoutas i in., 2001, Kourkoutas i in., 2003].
Sa one tanim no$nikiem; ponadto unieruchamianie drozdzy przy ich pomocy daje produkt
o wzmocnionych cechach sensorycznych. Mallouches i in. [2003] stosowal natomiast
skorki z winogron. W badaniach tych zaobserwowal wigksza wydajnos¢ przy
wytwarzaniu etanolu oraz pozytywny wptyw na aromat wina.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie wplywu stezenia jondow magnezu
na przebieg fermentacji brzeczek miodowych za pomoca drozdzy Saccharomyces
cerevisiae immobilizowanych z udzialem gumy arabskiej. W odfermentowanych
nastawach oznaczono zawarto$¢ etanolu, kwasowos$¢ ogélng i lotng oraz wykonano
obserwacje komorek drozdzowych za pomoca skaningowej mikroskopii elektronowe;.

Materialy i metody

Materiat biologiczny

W badaniach wykorzystano drozdze Saccharomyces cerevisiae rasy Johanisberg-
Riesling pochodzace z Kolekcji Czystych Kultur Katedry Technologii Fermentacji
i Mikrobiologii Technicznej Uniwersytetu Rolniczego w Krakowie. Drozdze byly
przechowywane w temperaturze 4°C na skosach z ekstraktu slodowego 9°Blg
zestalonego agarem (2%). Niechmielong brzeczke piwna, rozcienczano do 9°Blg
i rozlewano po 10 cm® do kolb stozkowych o pojemnosci 100 cm®. Kolby zabezpieczano
korkiem z gazy oraz foliag aluminiowa, poddawano sterylizacji (121°C, 20 min),
chlodzono i szczepiono kulturg drozdzy pobrang z uprzednio przygotowanego skosu
agarowego (3 oczka ezy), a nastgpnie prowadzono hodowl¢ stacjonarng w cieplarce
(24h, 30°C). Po pierwszym etapie przenoszono gestwe do kolb stozkowych o pojemnosci
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500 cm®, zawierajacych po 100 cm® wysterylizowanej brzeczki piwnej (9°Blg)
i prowadzono dalsze namnazanie na wytrzgsarce laboratoryjnej (120 obr/min, 24h, 30°C).
Otrzymang kultur¢ umieszczano w chtodni na 3h, nastgpnie odwirowywano w sterylnych
naczynkach wiréwkowych (740xg, 10 min.), osad drozdzy przemywano jalowa woda
i ponownie wirowano. W tak uzyskanej zawiesinie komorek oznaczano zawarto$¢ suche;j
substancji przy uzyciu wagosuszarki. Przygotowang czysta kulture drozdzy dodawano
do nastawow w ilosci 0,5 g/dm3 (w przeliczeniu na suchag substancjg).

Przygotowanie brzeczki miodowej

Do badan uzyto miodu gryczanego. Surowiec przetrzymywano w temperaturze
pokojowej, w szklanych pojemnikach o pojemnosci 1l. Midd zmieszano z woda
w stosunku 1:2 (trdjniak), nastgpnie sycono przez 10 minut, usuni¢to cze$¢ piany,
dopelniono do pierwotnej objetosci i dodano kwas cytrynowy (0,25 g/l),
wodofosforan(V) amonu (0,4 g/l) oraz sproszkowang gume arabska (1 g/l). Oznaczono
ekstrakt na refraktometrze, za pomoca sterylnej wody skorygowano ekstrakt do wartosci
33°Blg i rozlano do wyjatowionych butelek z ciemnego szkta o pojemnosci 500 ml.
Do goracej brzeczki dodawano siarczan(VI) magnezu (5, 10, 15, 20 lub 25mM),
a nastgpnie, po wychtodzeniu do temperatury fermentacji (20°C), zaszczepiono gestwa
drozdzowa w ilosci 0,5g s.s/l. Butelki zamykano korkami zaopatrzonymi w rurke
fermentacyjna, wypetniong gliceryng. Podwdjna probe kontrolng stanowila brzeczka
zaszczepiona drozdzami bez dodatku gumy arabskiej i magnezu, oraz z dodatkiem gumy
arabskiej bez dodatku soli magnezu. Fermentacja prowadzona byla w temperaturze 20°C
przez okoto 4 tygodnie. Wszystkie doswiadczenia przeprowadzono w trzech
powtdrzeniach.

Dynamika fermentacji

Butelki z fermentujagcym nastawem wazono z doktadnoscig do 0,1 g, trzy razy
w tygodniu, notujac ich masy. Przed pomiarem naczynia byly wytrzasane przez
30 sekund w celu usunigcia CO,. Wyniki przedstawiono jako procentowy ubytek masy
medium fermentujacego ($rednia z trzech powtorzen). Odfermentowane nastawy poddano
wirowaniu w celu oddzielenia drozdzy i osadow. Roztwory przechowywano w lodowce
(w temperaturze 8°C) do czasu oznaczenia.

Oznaczanie zawartosci alkoholu etylowego

Przeprowadzono destylacje prosta (50 ml préby, 2,5 ml 2M roztworu Ca(OH),,
13 ml wody destylowanej) (Dz. U., 2013a). Destylat uzupetniono do pierwotnej objgtosci
woda destylowana i piknometrycznie oznaczono jego gestos¢. Nastepnie z tablic
odczytano zawarto$¢ alkoholu etylowego [Dz. U., 2006].
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Oznaczanie kwasowosci ogolnej

Kwasowo$¢ 0golng oznaczano metoda potencjometryczng przez miareczkowanie
probki do pH 7 przy pomocy 0,1M NaOH [Dz. U., 2013a]. Wynik podano w przeliczeniu
na kwas jabtkowy.

Oznaczanie kwasowosci lotnej

Probke 25 ml odfermentowanego nastawu z dodatkiem 0,5 g kwasu winowego
poddano destylacji z parg wodna. Do otrzymanego destylatu dodano 3 krople
fenoloftaleiny i miareczkowano 0,1M roztworem NaOH do pierwszej zmiany barwy
(blador6zowa) utrzymujacej si¢ przez 30 sekund [Dz. U., 2013a]. Kwasowo$¢ lotng
podang w przeliczeniu na kwas octowy.

Przygotowanie probek do obserwacji za pomocqg skaningowego mikroskopu
elektronowego

Probki osadu z nastawow kontrolnych oraz nastawu zawierajgcego dodatek
25 mM magnezu przeniesiono do probowek Eppendorfa (1,5 ml pojemnosci), wstepnie
przeptukano 0,1M buforem fosforanowym i utrwalono 3% aldehydem glutarowym (24h).
Po tym etapie osady ponownie przeptukano 0,1M buforem fosforanowym, oraz
utrwalono 4% roztworem OsO, (3h), przeptukano 0,1M buforem fosforanowym oraz
odwodniono w wodnym szeregu alkoholowym (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 96%, 100%,
10 min traktowania oraz odwirowanie, 2075xg, 3 min) oraz acetonem (15 min).
Wysuszone preparaty naniesiono na grafitowa nakleje¢ umieszczona na stoliku
aluminiowym, napylono ztotem (65 sekund) i przeprowadzono obserwacje przy pomocy
skaningowego mikroskopu elektronowego (Hitachi VP-SEM S-3400N, napigcie
przyspieszajace 25 kV, detektor SE).

Analiza statystyczna

Whyniki analiz poddano interpretacji statystycznej. Na podstawie uzyskanych
rezultatdw wyznaczono wartosci $rednie i odchylenia standardowe. Przeprowadzono
rowniez jednoczynnikowa analize wariancji (ANOVA) za pomocg programu IBM SPSS
Statistics 20 przy poziomie istotnosci 0=0,05.

Wyniki i dyskusja

Fermentujace proby w czasie fermentacji byly wazone, zmiana masy jest
proporcjonalna do ilosci wydzielonego w czasie fermentacji dwutlenku wegla. Ubytek
masy (rys. 1) we wszystkich probach byt na podobnym poziomie. Przez pierwsze 8 dni
stwierdzono gwaltowne zmniejszenie masy prob, co odpowiada burzliwej fazie
fermentacji. Zmiana wynosita okoto 2%. W kolejnych dniach zmiany nie byly juz tak
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intensywne. Po zakonczeniu fermentacji najwigksze zmiany masy wykazano
w przypadku proby kontrolnej zawierajacej dodatek gumy arabskiej (zmiana wynosila
okoto 3,5% masy poczatkowe;j).
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Rysunek 1. Dynamika procesu fermentacji, K - proba kontrolna, KGA - proba kontrolna
zawierajaca gume arabska

Tempo zafermentowania w glownej mierze zalezy od stresu osmotycznego
wywolanego przez duze stgzenie cukrow [Sroka i Tuszynski, 2007]. Jony magnezu
natomiast zabezpieczaja komorki drozdzy przed niekorzystnym dziataniem stresu
wywolanego przez etanol, wysoka temperature, czy tez ciSnienie osmotyczne [Bonin
i Slusarska, 2007]. Roldan i in. [2011] w swoich badaniach nad wplywem pytku
kwiatowego na produkcje miodu pitnego zaobserwowali istotne réznice pomiedzy grupa
kontrolng, a probami zawierajagcymi dodatek pytku, uzyskujac w krotszym czasie lepiej
odfermentowane nastawy. Mendes-Ferreira i in. [2010] w badaniach nad optymalizacja
fermentacji miodow wykazali, iz dodatek wodorofosforanu(V) amonu w stgzeniu
1 g/l powodowat lepsze odfermentowanie nastawow.

W odfermentowanych probach stwierdzono istotne réznice pod wzgledem
zawartosSci etanolu (rys. 2). Najmniejsze stezenie alkoholu etylowego wykazano
w przypadku nastawu kontrolnego niezawierajacego gumy arabskiej (11,10% obj.),
natomiast najwyzsze w probie suplementowanej 15 mM jonéw magnezu (12,83% obj.).
Wedlug Rozporzadzenia Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi [Dz. U. 2013b], zawarto$¢
etanolu w przypadku trojniakéw powinna wynosi¢ od 12 do 14% obj. Doswiadczenia
przeprowadzone przez Bonin i in. [2007] polegajace na suplementacji nastawu
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otrzymanego z koncentratu jabtkowego (31°Blg) za pomoca 240 mg/l (w przyblizeniu
5 mM) magnezu, umozliwity uzyskanie wina o mocy 16% obj. etanolu.
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Rysunek 2. Zawarto$¢ alkoholu etylowego w odfermentowanych brzeczkach, K- proba
kontrolna, KGA - proba zawierajagca gume arabska, te same litery przy stupkach
oznaczajg brak istotnych roznic statystycznych

Jednak w przypadku brzeczek miodowych w nastawie wystgpuje wiele substancji
odpowiedzialnych za spowolnienie fermentacji oraz niepelne odfermentowanie [Sroka
i Tuszynski 2007]. Nalezy takze zwroci¢ uwage na fakt, ze 1 g gumy arabskiej
ma mozliwo$¢ wigzania okoto 2 g magnezu [Kunkel i in., 1996]. Navrail i in. [2001]
w trakcie badan nad produkcja miodu pitnego przy pomocy drozdzy immobilizowanych
galakturonianem wapnia otrzymali napoje winiarskie o zawartosci etanolu rownej
16% obj. W przypadku dodatku pytku kwiatowego do brzeczek Roldan i in. [2011]
uzyskali mtode miody pitne, ktére zawieraty 12% obj. alkoholu etylowego.

Wyniki oznaczen kwasowosci ogodlnej odfermentowanych prob nie roznily sie
istotnie. Kwasowos$¢ ogolna otrzymanych mtodych miodéw pitnych byta ponizej wartosci
3,5 g/l (w przeliczeniu na kwas jablkowy) wyznaczonej przez Rozporzadzenie Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi [Dz. U. 2013b], dla nastawow zawierajacych dodatek jonow
magnezu mniejszy od 20 mM. Proby te wymagaja dodatkowego dokwaszenia
po zakonczeniu fermentacji.

Kwasowos$¢ lotna we wszystkich nastawach ksztattowata si¢ w okolicach goérnej
granicy normy (1,4 o/l w przeliczeniu na kwas octowy). Wzbogacanie brzeczek
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miodowych jonami magnezu w ilosci od 120 do 480 mg/l powoduje obnizenie
kwasowosci ogolnej od 0,4 do 0,92 g/1 oraz lotnej nawet o 0,5 g/l [Sroka i in., 2005].

Moze to oznaczal, ze guma arabska, bedaca polielektrolitem, wigze jony
magnezu, ktére w tym przypadku sa niedostepne lub trudno przyswajalne przez komorki
drozdzy. W probach zawierajacych 25 mM stwierdzono blisko 20% zmniejszenie
kwasowosci lotnej. Jest to niezwykle istotna informacja, poniewaz kwasowos¢ lotna
uzyskanych miodow jest bardzo wysoka.

Tabela 1. Kwasowos$¢ odfermentowanych nastawdéw, K - proba kontrolna, KGA - proba
kontrolna zawierajaca dodatek gumy arabskiej

Dodatek jonow magnezu [mM]
Kontrola K
oA 5 10 15 20 25
Kvsiasowosc 3,10 2.70 2,90 2,79 3,39 3,71 3,70
ogoélna [g/l]
Kwasowos¢ 1,33 1.39 1,44 1,31 1,46 1,48 1,21
lotna [g/l]

Obserwacja pod mikroskopem SEM

Obserwacja mikroskopowa komorek drozdzy wykazatla istotne roznice pomiedzy
analizowanymi probami. Preparaty przed obserwacja zostaly specjalnie utrwalone
za pomocg aldehydu glutarowego oraz czterotlenku osmu, a nastgpnie odwodnione
za pomoca etanolu. W czasie przygotowania preparatow utrwalony osad drozdzowy
znacznie zmniejszyl swoja objetos¢. Roztwory etanolu zastosowane do suszenia
spowodowaly intensywne kurczenie zelu otrzymanego z gumy arabskiej. Na rysunku 3
mozna zaobserwowa¢ skupisko drozdzy znajdujacych sie¢ w osadzie z nastawu bez
dodatku gumy arabskiej. Mozna na nim dostrzec skupiska oraz pojedyncze komorki
drozdzy, jak rbwniez material organiczny pochodzacy z miodu pszczelego.

Obrazy (rys. 4 i 5) zarejestrowano dla preparatow otrzymanych z osadu grupy
kontrolnej zawierajacej dodatek gumy arabskiej. Mozna na nich zauwazy¢ strukturg
wysuszonego zelu (kserozelu) zawierajacego zamknigte komorki drozdzowe.
Na fotografiach mozna zaobserwowa¢ pory, bedace czgscig kanalikoéw, ktore powstaly
podczas fermentacji, w wyniku wydzielania si¢ CO,. Otwartokomorkowa struktura zelu
utatwia wymian¢ masy w trakcie fermentacji. Ich $rednica jest wigksza w okolicy
komérek drozdzowych (ok. 1 wm), natomiast wewnatrz matrycy zelowej powstalej
z gumy arabskiej stwierdzono liczne kapilary o $rednicy okoto 300 nm (rys. 5).
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Rysunek 3. Proba kontrolna, powigkszenie 2 tys. razy

25.0kV 10'3

Rysunek 4. Fragment osadu z proby kontrolnej zawierajacej gume arabska, powigkszenie
350 razy
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Rysunek 6. Preparat osadu pobrany z proby suplementowanej jonami magnezu,
powickszenie 1,2x10°

63



25.0kV 10.5mm x6.00k 5.00um

Rysunek 7. Agregaty komérek drozdzowych, powickszenie 6x10°

W preparatach wykonanych z osadu z prob zawierajgcych dodatek gumy
arabskiej oraz prob suplementowanych jonami magnezu stwierdzono strukture mniej
zwartg w poréwnaniu z preparatem wykonanym z proby kontrolnej z guma arabska
(rys. 6). Zel byt bardziej porowaty z licznymi, szerokimi otwartokomorkowymi
kapilarami. Struktura uzyskanych zeli umozliwia szybszg wymiang materii, ogranicza
opory dyfuzyjne, a jednocze$nie tworzy mikrosrodowisko dla komorek drozdzy
umozliwiajagce  intensywna  fermentacj¢ = przy  niekorzystnych  warunkach
charakterystycznych dla stezonej brzeczki miodowej, takich jak wysokie cisnienie
osmotyczne, wysokie stezenie etanolu oraz obecnos$¢ inhibitorow fermentacji. Inhibitory
mogg ponadto adsorbowaé si¢ na rozbudowanej powierzchni zelu, co zmniejsza
efektywne stezenie srodkdbw  powierzchniowo czynnych, takich  jak
np. srednioczasteczkowe kwasy tluszczowe. Nalezy zauwazy¢, ze w probach z dodatkiem
gumy arabskiej stwierdzono takze agregaty komorek potwierdzajace flokulacje drozdzy
(rys. 7). Guma arabska jest substancjg stosowang do klarowania napojow winiarskich
[DZ. U., 2013Db].

Na podstawie przeprowadzonych do$wiadczen stwierdzono, ze guma arabska
wplywa na kinetyke procesu, zwigksza stezenie etanolu oraz stopien odfermentowania
brzeczek miodowych i przyspiesza ich klarowanie. Suplementacja nastawdw za pomocg
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jonoéw magnezu w stezeniu do 25mM nie wplywa istotnie na st¢zenie etanolu w mtodych
miodach. Guma arabska jest polielektrolitem i prawdopodobnie wigze jony magnezu
dodane do brzeczki, ograniczajac ich efektywne stgzenie i zmniejszajac dostgpnos¢ jonow
magnezu dla komoérek drozdzowych. Wykazano, ze jony magnezu wplywaja
na rozluznienie struktury matrycy immobilizujacej komorki, co moze korzystnie wplywaé
na transport substratéw i produktow w zelu. W probach suplementowanych za pomoca
25 mM jondw magnezu stwierdzono okoto 20% zmniejszenie kwasowosci lotnej, co jest
niezwykle istotne, poniewaz pozostale miode miody charakteryzowaly si¢ wysoka
kwasowoscia lotng. W przeprowadzonych do§wiadczeniach stwierdzono takze, ze proby
suplementowane gumg arabskg byt klarowne po zakonczeniu fermentacji i nie wymagaty
dodatkowych zabiegow.

Whioski

* Dodatek gumy arabskiej zwicksza st¢zenie etanolu i stopien odfermentowania
brzeczek miodowych.

* Suplementacja nastawOw za pomoca jondw magnezu wpltywa na zmiang struktury
matrycy hydrozelowej unieruchamiajacej komoérki drozdzy, co przyczynia sie do
utatwienia transportu substratow oraz produktow.

* Dodatek gumy arabskiej powoduje wytracenie koloidow obecnych w brzeczce
i skraca czas klarowania mtodych miod6éw pitnych.
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z dnia 22 maja 2013 r. w sprawie rodzajow fermentowanych napojow winiarskich
oraz szczegdlowych wymagan oragnoleptycznych, fizycznych i chemicznych, jakie
powinny spelniac te napoje.
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WPLYW WARUNKOW HODOWLI NA BIOSYNTEZE KAROTENOIDOW PRZEZ
DROZDZE Z RODZAJU RHODOTORULA

Streszczenie

Karotenoidy to zwigzki terpenowe charakteryzujgce si¢ barwg zolta,
pomaranczowa lub czerwona. Ze wzgledu na udokumentowane wtasciwosci
prozdrowotne ciagle wzrasta zainteresowanie metodami ich pozyskiwania. Przemystowe
zapotrzebowanie na karotenoidy pokrywajg gtdwnie procesy syntezy chemicznej. Jednak
w zwigzku z rosngcym popytem na naturalne barwniki coraz wigkszego znaczenie
nabiera mozliwo$¢ produkcji tych zwigzkow z udziatem mikroorganizméw. Proces ten
uznawany jest za bardziej wydajna i efektywniejsza metode otrzymywania karotenoidow
w porownaniu z ekstrakcja z roslin. Do mikroorganizmow, ktére syntetyzuja barwniki
karotenoidowe naleza drozdze z rodzaju Rhodotorula. Wsrod korzysci ptynacych z ich
zastosowania w produkcji karotenoidéw mozna wymieni¢ m.in. zdolno$¢ szybkiego
wzrostu, a takze mozliwo$¢ uzycia tanich surowcow odpadowych, jako zrddla wegla
i azotu. Poza wyborem odpowiednich szczepéw charakteryzujacych si¢ intensywnag
biosynteza karotenoidow, w celu uzyskania satysfakcjonujacych wydajnosci pozadanego
produktu konieczna jest rowniez optymalizacja warunkéw hodowli.

Whprowadzenie

Karotenoidy to grupa naturalnych barwnikow szeroko rozpowszechnionych
w przyrodzie. Obecnie znanych jest ponad 700 tego typu zwiazkéw, z czego okoto
50 wykazuje aktywno$¢ prowitaminy A [Frasar i Bramley, 2004; Ye i in., 2008].
Karotenoidy odgrywaja istotng rol¢ w procesach widzenia, chronia skore przed
uszkodzeniami wywotanymi promieniowaniem UV, wzmacniajg system immunologiczny
organizmu, ponadto spowalniajg procesy starzenia, przyspieszaja procesy regeneracji
i gojenia ran [Astorg, 1997; Krinsky i Johnson, 2005]. Organizm ludzki nie posiada
zdolno$ci syntetyzowania tych zwigzkéw de novo, dlatego musza by¢ dostarczane
z pozywieniem [Lorenz i Cysewski, 2000; Breithaupt, 2007]. Karotenoidy znalazty
zastosowanie jako dodatki do produktow spozywczych, suplementow diety, kosmetykow,
stanowig rowniez cenny skladnik pasz dla drobiu, zwierzat, ryb i skorupiakow [Btaszczyk
i Sroka, 2013]. Do grupy barwnikéw karotenoidowych o najwigkszym znaczeniu
przemystowym zalicza si¢ obecnie f-karoten, astaksantyne i luteing.
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Ze wzgledu na udokumentowane wlasciwosci prozdrowotne oraz liczne
mozliwo$ci zastosowania ciaggle wzrasta zainteresowanie metodami pozyskiwania
karotenoidow. Popyt na te zwigzki pokrywa gléwnie synteza chemiczna (np. w 2004 roku
— blisko 85 % catkowitego zapotrzebowania) i w znacznie mniejszym stopniu ekstrakcja
z naturalnych zrodet [Sandmann, 2001; Del Campo i in., 2007; Ye i in., 2008]. Jednak
w zwigzku z panujacym trendem prozdrowotnego odzywiania, a wigc spozywania
produktéw naturalnych i malo przetworzonych, zainteresowanie konsumentéw, a przez
to rowniez producentow zywnosci coraz bardziej skupia si¢ karotenoidach pochodzenia
naturalnego. Ekstrakcja tych barwnikow z roslin czesto okazuje si¢ by¢ procesem do$é¢
kosztownym, ponadto obserwowane jest niekorzystne zjawisko polegajace
na zmniejszajagcym si¢ lub niestabilnym dostepie do surowca, z ktorego uzyskiwane
sq te zwiazki, w duzej mierze ze wzgledu na zmieniajace si¢ warunki klimatyczne.
Co wiecej, zawarto$¢ i jakos¢ karotenoidéw moze by¢ istotnie uzalezniona od danej partii
surowca [Maldonade i in., 2007]. Dlatego obiecujacag alternatywa wydaja si¢ by¢
karotenoidy pochodzenia mikrobiologicznego. Grupa drobnoustrojow zdolnych
do produkcji omawianych barwnikéw obejmuje grzyby strzepkowe (Blakeslea trispora),
algi (Dunaliella, Haematococcus), drozdze (Phaffia, Rhodotorula, Sporobolomyces,
Rhodosporidium) oraz bakterie z rodzajéw Flavobacterium i Micrococcus. Technologia
pozyskiwania karotenoidow na drodze mikrobiologicznej staje si¢ uzyteczna
przemystowo, jesli zastosowane mikroorganizmy zdolne sa do biosyntezy znacznych
ilosci barwnikéw oraz koszt produkcji moze zosta¢ zminimalizowany, np. przez uzycie
tanich surowcow jako zrodta wegla i azotu [Lewicka i in., 2009]. Obecnie, w niektorych
krajach, p-karoten otrzymywany jest na skal¢ komercyjng z wykorzystaniem
mikroorganizmow Blakeslea trispora oraz Dunaliella salina, natomiast astaksantyna
z udziatem mikroalg Haematococcus pluvialis [Dufossé i in., 2005; Btaszczyk i Sroka,
2013].

A)

I \\/\v\l/

B)

OVOH
XX \\W

Rys. 1. Typowe karotenoidy drozdzy Rhodototula
A) torulen; B) torularodyna
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Drozdze z rodzaju Rhodotorula syntetyzuja takie barwniki karotenoidowe jak
B-karoten, torulen i torularodyna [Perrier i in., 1995; Maldonade i in., 2008]. Torulen —
typowy karotenoid drozdzy (rys. 1), wykazuje aktywnos$¢ prowitaminy A i wlasciwosci
antyoksydacyjne [Maldonade i in., 2007].

Czynniki wplywajgce na biosynteze karotenoidow przez drozdie Rhodotorula

1. Swiatlo

Jednym z czynnikéw, ktéry w istotny sposoéb moze modyfikowac synteze
karotenoidow w komorkach mikroorganizmow jest Swiatlo, jednakze zaré6wno jego
natgzenie, jak i czas ekspozycji optymalny do pobudzenia karotenogenezy, bywaja rézne
dla poszczegdlnych grup drobnoustrojow.

Sakaki i in. [2001] w swoich do$wiadczeniach nad wptywem $wiatta biatego
na biosyntez¢ karotenoidow przez drozdze Rhodotorula glutinis wykazali,
ze naswietlanie hodowli intensyfikowato produkcje torularodyny. Odbywato sie
to jednakze kosztem zahamowania wzrostu wspomnianego mikroorganizmu.
Jak pokazaly badania Bhosale i Gadre [2002] ten niekorzystny efekt moze zostaé
wyeliminowany poprzez odpowiednie dobranie warunkéw hodowli. Ekspozycja
na §wiatlo biate w pdznej fazie wzrostu logarytmicznego w niewielkim stopniu wptywata
na otrzymany plon biomasy drozdzy, wzmacniata jednak synteze B-karotenu o 58%
[Bhosale i Gadre, 2002]. W zalezno$ci od gatunku i szczepu drozdze Rhodotorula
charakteryzuja si¢ rozng tolerancja na $wiatlo. Zaobserwowano, Ze zastosowanie $wiatla
o natezeniu rzedu 5000 1x nie zaburzato wzrostu Rhodotorula minuta [Tada i in., 1990],
podczas gdy rozwdj Rhodotorula glutinis byt wyraznie ograniczony juz przy 1000 Ix
[Bhosale i Gadre, 2002].

Wilasciwie dobrana dawka $wiatta moze zatem korzystnie wpltywaé na wzrost
mikroorganizméw i w rezultacie wyzsza koncentracj¢ karotenoidow w przeliczeniu
na jednostke objetosci hodowli. Z drugiej strony zwigkszenie komorkowej zawarto$ci
tychze barwnikow tlumaczy si¢ wyzsza aktywno$cia enzyméw uczestniczacych
w biosyntezie karotenoidéw [Frengova i Beshkova 2009]. Prawdopodobnie jeden lub
wiecej enzyméw wchodzgcych w szlak biosyntezy karotenoidow jest indukowanych
Swiattem [Tada i in., 1990; Bhosale, 2004].

2. Temperatura

Temperatura jest jednym z wazniejszych czynnikow wplywajgcych na wzrost
mikroorganizméw. Parametr ten ma rowniez niebagatelne znaczenie w przypadku
biosyntezy barwnikow karotenoidowych. Uwaza si¢, ze temperatura kontroluje poziom
enzymoOw zaangazowanych w szlak produkcji karotenoidéw [Bhosale, 2004]. Simpson
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I in. [1964] zaobserwowali, ze w obnizonej temperaturze drozdze Rhodotorula glutinis
syntetyzuja wigcej p-karotenu, podczas gdy produkcja torulenu wzrasta w warunkach
podwyzszonej temperatury. Zjawisko to mozna wytlumaczy¢ indukowanym temperatura
wzrostem aktywno$ci enzymoéw zaangazowanych w syntez¢ torulenu, natomiast
w obnizonej temperaturze enzymy te sa mniej aktywne i dlatego powstaje wigcej
B-karotenu [Simpson i in., 1964; Bhosale, 2004]. Doswiadczenie, w ktorym drozdze
Rhodotorula byly inkubowane przez 21 dni w teperaturze 5°C wykazato, ze w opisanych
warunkach dochodzi do zablokowania produkcji torluenu i torularodyny, natomiast
w komorkach akumulowany jest 3-karoten [Frengova i in., 1995].

3. Odczyn srodowiska

Kolejnym czynnikiem jest pH. Wplywa ono =zarowno na wzrost
mikroorganizmow, jak i stezenie powstajacych produktow ich proceséw metabolicznych.
Wiele badan dotyczacych biosyntezy karotenoidow przez drozdze Rhodotorula wykazato,
7ze optymalny odczyn medium hodowlanego zwykle miesci si¢ w zakresie
pH wynoszacym 6—7 [Bhosale i Gadre, 2001a; Tinoi i in., 2005; Aksu i Eren, 2007;
Malisorn i Suntornsuk, 2008].

4. Napowietrzanie

Zapewnienie odpowiedniego napowietrzania jest warunkiem koniecznym
do wydajnego wzrostu mikroorganizméw tlenowych. Wtasciwe natlenowanie ma réwniez
istotny wplyw na proces biosyntezy karotenoidow. W przypadku drozdzy Rhodotorula
odnotowano, ze parametry takie jak szybko$¢ mieszania hodowli oraz przeptyw
powietrza powinny miesci¢ si¢ w zakresie odpowiednio 180-190 rpm i 0,5-1,9 I/min
[Bhosale i Gadre, 2001b; Bhosale i Gadre, 2002; Frengova i Beshkova, 2009].

Asku i Eren [2007] wykazali, ze zmiana szybko$ci napowietrzania z 0 do 2,4 vvm
W sposob znaczacy wzmocnita produkcje karotenoidow przez drozdze Rhodotorula
glutinis. Catkowita zawarto$¢ karotenoidow zwigkszyta si¢ z poziomu 63,4 mg/1 (warunki
beztlenowe) do 105,8 mg/l (szybko§¢ napowietrzanie 2,4 vvm), natomiast wydajnosc¢
syntezy karotenoidéw w przeliczeniu na g suchej masy komoérek wynosita odpowednio
13,5mgi 19,6 mg.

W innych badaniach zaobserwowano natomiast, ze ilo$¢ dostarczonego tlenu
moze roéwniez wpltywa¢ na udzial poszczegolnych barwnikow w calkowitej puli
karotenoidow. W przypadku kultury mieszanej Rhodotorula rubra i Lactobacillus casei
zwickszenie szybkosci przeptywu powietrza nasito produkcje B-karotenu, ograniczyto
natomiast biosynteze torularodyny [Frengova i Beshkova, 2009].
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5. Stosunek Zrodta wegla do azotu

Biosynteza karotenoidow przez drozdze Rhodotorula jest $cisle powiazana
zardbwno ze stosunkiem C/N, jak i poczatkowym stezeniem wegla i azotu w medium
hodowlanym. W badaniach Braunwald i in. [2013] odnotowano, ze produkcja
karotenoidow jest stymulowana wysokim stosunkiem zawarto$ci weggla do azotu.
Wykazno, ze akumulacja karotenoidow nie byla bezposrednio sprz¢zona z przyrostem
biomasy Rhodotorula glutinis. Przy proporcji C:N wynoszacej 20:1 zaobserwowano
najintensywniejszy wzrost 1 jednocze$nie najnizsza zawarto§¢ karotenoidéw
w komorkach drozdzy. Co ciekawe, w omawianych warunkach synteza -karotenu byto
najwyzsza sposrod przetestowanych wariantow C/N, pomimo niskiej og6lnej puli
otrzymanych karotenoidow. Wydaje sie, ze przy niskich poczatkowych stezeniach zrodta
wegla moze dochodzi¢ do ograniczenia syntezy barwnikow karotenoidowych, ze wzgledu
na szybkie wyczerpanie tego pierwiastka podczas hodowli. Wzrost stosunku C/N
do wartosci 120 spowodowal wzmocnienie syntezy karotenoidow, szczegélnie
obserwowane w poznych etapach hodowli (120-216 h). W fazie wstepnej (do 96 h)
produkcja karotenoidéw przebiegata wolno, co mozna powigza¢ z hamujacym wptywem
wysokiego, poczatkowego st¢zenia glukozy [Braunwald i in., 2013]. Dlatego szczegdlnie
istotne jest ustaleniec optymalnej, poczatkowej ilosci zrodta wegla w  korelacji
z odpowiednio dtugim czasem hodowli. Nie bez znaczenia jest rowniez zawarto$¢ azotu
w medium hodowlanym. Przy niskim poczatkowym stezeniu tego pierwiastka
zaobserwowano wyrazne ograniczenie produkcji karotenoidow [Somashekar i Joseph,
2000; Aksu i Eren, 2007; Braunwald i in., 2013].

6. Jony metali

Wiadomo, ze niektore dwuwartosciowe jony metali (Ba2+, Fe?*, Mg2+, ca*', zn*
i Co®") stymuluja wzrost drozdzy Rhodotorula glutinis [Komemushi i in., 1994],
natomiast Mahattanatavee 1 Kulprecha [1991] zaobserwowali, ze suplementacja podtoza
hodolwanego jonami miedzi, cynku oraz zelaza w znaczacy sposob pobudzata syntezg
karotenoidow. Bhosale i Gadre [2001b] réwniez wykazali w swoich badaniach
intensyfikacje produkcji barwnikow karotenoidowych przez drozdze Rhodotorula glutinis
po zastosowaniu dodatku soli wapnia, cynku i zelaza do medium hodowlanego.
Wspomniane sole powodowaty dwukrotny wzrost catkowitej zawartosci karotenoidow.

Doswiadczenia przeprowadzone przez Buzzini i1 in. [2005] dowiodly,
ze zawarto$¢ pierwiastkow $ladowych w podlozu hodowlanym ma wplyw na profil
karotenoidéw produkowanych przez drozdze Rhodotorula graminis. Jony AI¥* i zZn**
stymulowaty synteze p-karotenu, natomiast Zn** i Mn* hamowaty produkcje torulenu
i torularodyny. Mozliwe, ze obecnos$¢ niektorych jonow metali dziata pobudzajaco lub

72



spowalniajaco na specyficzne enzymy zaangazowane w biosyntezg karotenoidow
[Frengova i Beshkova, 2009].

7. Dodatek aktywatorow

Dowiedziono, ze niektore zwiazki, takie jak oleje, rozpuszczalniki organiczne
(m.in. etanol, metanol, izopropanol), detergenty, surfaktanty wzmacniaja produkcje
karotenoidow [Kim i in., 1997; Bhosale, 2004]. W przypadku drozdzy z rodzaju
Rhodotorula efekt taki zaobserwowano po zastosowaniu oleju bawelnianego [Asku
i Eren, 2005; Aksu i Eren, 2007]. Bez dodatku aktywatora ogodlna pula karotenoidow
produkowanych przez Rhodotorula mucilaginosa wynosita 39,5 mg/l, a w obecnosci
oleju bawetanianego 57,6 mg/l [Asku i Eren, 2005].

Z kolei badania Margalith i Meydav [1968] wykazaly, Ze suplementacja podtoza
etanolem (2% (v/v)) nasilita produkcj¢ PB-karotenu i torulenu, natomiast synteza
torularodyny zostala zahamowana.

Stabnikowa i in. [1979] zastosowali etanol w st¢zeniu 3,6% jako jedyne zrodto
wegla w medium hodowlanym i odnotowali wzrost drozdzy Rhodotorula glutinis oraz
nasilong produkcje B-karotenu. Omawiany alkohol prawdopodobnie wptywa hamujgco
na proces utleniania torulenu oraz stymulujgco na synteze [3-karotenu [Bhosale, 2004].

W innych do$wiadczeniach zaobserwowano, ze zawarto$¢ [-karotenu
w komorkach Rhodotorula glutinis wzrastata az o 35%, gdy medium hodowlane
zawierato fenol w stezeniu 500 ppm. Zwigkszenie ilosci fenolu w podtozu powodowato
ograniczenie syntezy torularodyny, podczas gdy zawarto$¢ torulenu pozostawata
na statym poziomie [Kim i in., 2004].

Antybiotyki rowniez moga wplywac na biosynteze barwnikéw karotenoidowych.
Badania przeprowadzone przez Margalith i Meydav [1968] wykazaly, ze chloramfenikol
w stezeniu 1 mg/l intensyfikowatl synteze karotenoidow przez drozdze Rhodotorula
mucilaginosa.

Suplementacja medium hodowlanego z uzyciem surfaktantow moze prowadzi¢
do zmiany wiasciwosci fizjologicznych mikroorganizméw, pobudzi¢ ich wzrost, nasili¢
produkcje metabolitéw, a takze zmieni¢ przepuszczalnos¢ bton komoérkowych [Saenge
i in., 2011]. Sposrdd trzech testowanych surfaktantow, takich jak Tween 20, Tween 80
i guma arabska, tylko pierwszy z wymienionych wzmacnial zaréwno produkcje
karotenoidow, jak i lipidow przez drozdze Rhodotorula glutinis TISTR 5159 [Saenge
i in., 2011].

Podsumowanie
Popyt rynku na barwniki karotenoidowe w przewazajacym stopniu pokrywa
technologia oparta na syntezie chemicznej. Jednak w zwigzku z obserwowanym
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zainteresowaniem konsumentéw zdrowa zywnoscig oraz powszechnym przekonaniem
o szkodliwos$ci syntetycznych barwnikoéw ciagle wzrasta zapotrzebowania na naturalne
karotenoidy. Dlatego coraz wickszego znaczenie nabiera mozliwo$¢ produkcji tych
zwigzkow z udzialem mikroorganizméw. Ten sposob pozyskiwania karotenoidow
uznawany jest za bardziej wydajng i efektywniejsza metode w porownaniu z ekstrakcja
z roslin, ktora czgsto okazuje si¢ by¢ procesem kosztownym. Wsréd mikroorganizméow
zdolnych do biosyntezy karotenoidow, obiecujacym zrddtem tych barwnikéw wydaja sig
by¢ drozdze, w tym te z rodzaju Rhodotorula. Jako szczegdlne zalety ich zastosowania w
mikrobiologicznej syntezie karotenoidéw mozna wymieni¢ m.in. zdolno$¢ szybkiego
namnazania, a takze mozliwo$¢ wykorzystania tanich surowcow odpadowych jako zrodta
sktadnikow pokarmowych. Poza wyborem odpowiednich szczepow charakteryzujacych
si¢ intensywna biosyntezg karotenoidow, w celu uzyskania satysfakcjonujacych
wydajnosci pozadanego produktu konieczne jest rowniez dobranie optymalnych
warunkow prowadzenia hodowli.
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WPLYW CZASU HYDROLIZY NA SPEKTRUM OLIGOSACHARYDOWE
MALTODEKSTRYN ZIEMNIACZANYCH

Streszczenie

Maltodekstryny jako produkty cze$ciowej hydrolizy enzymatycznej skrobi
charakteryzowane s3 przy uzyciu uniwersalnego parametru jakim jest réwnowaznik
glukozowy DE (ang. dextrose equivalent). Stopien hydrolizy enzymatycznej ma istotny
wplyw na wlasciwosci oraz skltad chemiczny maltodekstryn. Hydrolizaty
charakteryzujace si¢ tymi samymi wartoSciami réwnowaznika glukozowego moga
wykazywaé odmienne spektrum oligosacharydowe. Celem niniejszej pracy byta ocena
wplywu zastosowanego czasu hydrolizy enzymatycznej skrobi na spektrum
oligosacharydowe maltodekstryn ziemniaczanych réznigcych si¢ pod wzgledem wartosci
rownowaznika glukozowego DE. Analize spektrum oligosacharydowego maltodekstryn
ziemniaczanych o DE 6, 11 oraz 16 otrzymanych metoda laboratoryjng wykonano przy
uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) z zastosowaniem detektora
refraktometrycznego (RI). Na podstawie wynikow przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze analizowane maltodekstryny w zaleznoSci od zastosowanego czasu
hydrolizy a tym samym od stopnia scukrzenia r6znity si¢ pod wzgledem sktadu cukrow.
Najnizsza zawarto$¢ glukozy stwierdzono w przypadku maltodekstryny o stopniu
scukrzenia DE 6. Udziat procentowy poszczegolnych frakcji DP1-DP5 wzrastal w miarg
wydtuzania czasu hydrolizy enzymatycznej. Wraz ze wzrostem stopnia scukrzenia malat
procentowy udziat frakcji wysoko spolimeryzowanych oligosacharydéw oraz cukréow
wyzszych (>DP5).

Stowa kluczowe: maltodekstryna, spektrum oligosacharydowe, hydroliza enzymatyczna.

Summary:

Maltodextrins that the enzymatic partial hydrolysis products of starch are
characterized by using a universal parameter, which is the dextrose equivalent DE. The
degree of enzymatic hydrolysis are a significant influence on the properties and chemical
composition of maltodextrins. The hydrolysates are characterized by the same values
dextrose equivalent spectrum may exhibit distinct oligosaccharides. The aim of this study
was to evaluate the impact of the applied time of enzymatic hydrolysis of starch on the
potato maltodextrins spectrum of oligosaccharide differ in terms of the value of dextrose

78



equivalent DE. Oligosaccharide spectrum analysis of potato maltodextrins with a DE of
6, 11 and 16 received by the laboratory method’s was made using High Performance
Liquid Chromatography (HPLC) using refractometric detector (RI). Based on the results
of the study found that maltodextrin analyzed depending on the applied time of hydrolysis
and thereby the degree of saccharification differ in composition sugars. The lowest
concentration of glucose was found in the degree of saccharification maltodextrin DE 6.
Percentage of individual DP1-DP5 increase as lengthening the time of enzymatic
hydrolysis. With the increasing percentage of saccharification decreasing fraction of
highly polymerized higher oligosaccharides and sugars (> DP5).

Key words: maltodextrin, oligosaccharide spectrum, enzymatic hydrolysis.

Wprowadzenie

Maltodekstryny jako produkty czg$ciowej hydrolizy enzymatycznej skrobi
charakteryzowane sa przy uzyciu uniwersalnego parametru jakim jest rownowaznik
glukozowy DE (ang. dextrose equivalent). Okresla on procentowy udziat cukrow
redukujacych, wyrazonych jako glukoza, w przeliczeniu na sucha mas¢ produktu.
Przyjeto, ze mianem maltodekstryn charakteryzuje si¢ produkty hydrolizy skrobi
o rownowazniku glukozowym mniejszym niz 20 [Wang i Wang, 2000; Krzyzaniak i in.,
2003; Tur i in., 2004]. Pod wzgledem fizycznym maja one postac biatego proszku, dobrze
rozpuszczalnego w wodzie, a w zaleznosci od wartosci DE wykazujg smak stodki
[Fortuna i Sobolewska, 2000]. Na og6t do przemystowej produkcji maltodekstryn stosuje
si¢ skrobie ziemniaczang, kukurydziang lub pszenng [Nebesny, 1993]. Hydrolizaty
te powstaja w wyniku zastosowania enzymow amylolitycznych, ktére w rézny sposéb
moga hydrolizowac¢ skrobie. Przy czym koncowy efekt ich dziatania jest funkcja licznych
czynnikéw takich jak czas, temperatura, wartos¢ pH, obecnos¢ jondw oraz rodzaju
i stezenia zastosowanych enzymow [Nebesny, 1993; Krzyzaniak i in., 2003]. Charakter
prowadzenia hydrolizy enzymatycznej wptywa na sktad chemiczny oraz wilasciwosci
uzyskanych hydrolizatow. Dla przyktadu a-amylaza bakteryjna nalezaca do endoamylaz
katalizuje jedynie rozklad wigzan «o-1,4-glikozydowych frakcji amylozy oraz
amylopektyny [Nebesny, 1993]. Stopien hydrolizy enzymatycznej ma istotny wplyw
na wilasciwosci oraz sktad chemiczny maltodekstryn. Hydrolizaty charakteryzujace si¢
tymi samymi warto§ciami rownowaznika glukozowego moga wykazywa¢ odmienne
spektrum  oligosacharydowe oraz wlasciwosci fizykochemiczne. Dodatkowym
czynnikiem ksztattujacym sktad chemiczny maltodekstyryn sa wiasciwosci skrobi
poddanej enzymatycznej hydrolizie (stopien rozgatezienia, zawarto$¢ amylozy,
obecno$é sktadnikow nieskrobiowych) [Kotodziej, 1995; Udomrati i in., 2011].

79



Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity maltodekstryny ziemniaczane (MSZ) otrzymane
metodg laboratoryjna o trzech roznych stopniach scukrzenia DE 6,11 oraz 16.
Zastosowana metoda laboratoryjna polegata na zadaniu zawiesiny skrobi ziemniaczanej
Superior Standard (Lubon) dawka enzymu amylolitycznego a-amylazy bakteryjnej
o handlowej nazwie BAN 480L (Novozymes) w ilo$ci 25ul. Hydroliz¢ enzymatyczng
prowadzono przez czas zalezny od uzyskania pozadanego stopnia scukrzenia skrobi.
Stosowany czas hydrolizy skrobi przy uzyciu enzymu amylolitycznego zostat
wyznaczony doswiadczalnie. Procedura ta polegata na zadaniu zawiesiny skrobiowej
dawka enzymu a-amylazy bakteryjnej i prowadzeniu hydrolizy przez 10, 20, 30, 40, 50,
60 oraz 120 minut. Oprécz czasu hydrolizy pozostate parametry takie jak pH, stezenie
skrobi oraz enzymu byt state. Dzialanie enzymu bylo przerywane termicznie poprzez
podnoszenie temperatury roztworu do 95°C. Poszczegélne hydrolizy zostaty
przeprowadzone w dwoch powtorzeniach. W maltodekstrynach uzyskanych w wyniku
poszczegblnych hydroliz zostaly wyznaczone warto$ci rownowaznika glukozowego DE
metoda Schoorla-Rebengobena [PN-78/A-74701]. Na tej podstawie wykreslono
zalezno$¢ rownowaznika glukozowego DE od czasu prowadzonej hydrolizy (rys. 1).
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Rysunek 1. Krzywa hydrolizy enzymatyczne naturalnej skrobi ziemniaczanej

W oparciu o opisang zalezno$¢ dopasowano rOwnanie matematyczne, przy uzyciu
ktérego obliczono niezbedny czas prowadzenia hydrolizy enzymatycznej w celu
uzyskania hydrolizatéw o pozgdanym stopniu scukrzenia (tab.1).

Otrzymane hydrolizaty byly suszone metoda liofilizacyjng przy uzyciu
liofilizatora ALPHA 1-2 LD plus a nastgpnie rozdrabniane w mozdzierzu i przesiewane
przez sito o srednicy oczek 200 um.

Analize skladu sacharydowego badanych hydrolizatow przeprowadzono
z zastosowaniem chromatografu LaChrom firmy MERCK HITACHI (Japonia)
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wyposazonego w detektor refraktometryczny (RI) oraz kolumng o dtugosci 250 mm oraz
srednicy wewnetrznej 4.6um z wypelnieniem typu Purospher STAR NH,. Kolumna,
w ktorej nastgpowat rozdziat cukréw byla poprzedzona prekolumng Purospher STAR
wypelniona zlozem o $rednicy 5 um. Jako eluent zastosowano mieszaning acetonitryl
(CH3CN) — woda dejonizowana w proporcji (80:20, v/v). Optymalne warunki rozdziatu
uzyskano w temperaturze 30 °C, przy szybkosci przeptywu eluentu o wartosci 1,000
ml/min. Objeto$¢ nastrzykiwanej probki wynosita 20ul. Rejestracje danych
przeprowadzono przy pomocy programu D-700 HSM. Rozdzial chromatograficzny
wlasciwych probek zostal poprzedzony analiza rozdziatu substancji wzorcowych
o roznych stopniach polimeryzacji (DP): DP1 (glukoza krystaliczna), DP2 (maltoza),
DP3 (maltotrioza), DP4 (maltotetraoza), DP5 (maltopentaoza). Pozwolito to na uzyskanie
chromatogramu obrazujgcego czasy retencji oraz pola powierzchni pikow pochodzacych
od poszczego6lnych wzorcéw w zaleznos$ci od ich stezenia (rys. 2).
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Rysunek 2. Chromatogram mieszaniny substancji wzorcowych DP1-DP5

Wzorce do analizy spektrum oligosacharydowego pochodzily z nastgpujacych
firm: ChemPur (DP1, DP2), Sigma Aldrich (DP3, DP4, DP5). Kazdy rozdzielany
wzorzec sacharydowy charakteryzuje si¢ indywidualnym czasem retencji, na podstawie
ktorego identyfikowano sacharydy w badanych maltodekstrynach. Dla wzorcow DPI1,
DP2, DP3, DP4, DP5 czasy retencji wynosily odpowiednio 5, 8, 12, 20 oraz 40 min.
Probki wzorcow po uprzednim przygotowaniu zostaly rozdzielone przy uzyciu
wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC. Na podstawie zaleznosci pola
powierzchni pikéw poszczegdlnych wzorcow od ich stgzenia sporzadzono krzywe
wzorcowe. Przykladowa krzywa dla roztworu wzorcowego glukozy przedstawiono
na rysunku 3.
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Rysunek 3. Krzywa wzorcowa dla roztworu glukozy (DP1)

Zawartos¢ poszczegolnych cukréw w badanych maltodekstrynach obliczano
na podstawie réwnania krzywej wzorcowej dla cukréw wzorcowych o kolejnych
stopniach polimeryzacji (DP). Wynik koncowy [%] uwzglednial st¢Zzenie roztworu
podstawowego oraz zawarto$¢ suchej masy. Dodatkowo obliczono zawarto$¢ procentowa
pozostatych sacharydéow o DP>5 na podstawie roznicy catkowitej zawarto$ci cukrow oraz
sumy procentowych zawarto$ci cukrow DP1-DP5.

W celu wyznaczenia spektrum oligosacharydowego badanych maltodekstryn na
bazie naturalnej skrobi ziemniaczanej o roznym stopniu scukrzenia sporzadzono 100 cm®
roztworu maltodekstryn o stezeniu 10 %. Po uptywie 15 minut roztwor przesaczono przez
saczek bibutowy. Nastepnie przesacz ponownie przefiltrowano do suchej probowki przez
filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,45 pm.

Wszystkie  analizy  zostaly =~ wykonane ~w  trzech  powtorzeniach,
dla poszczegdlnych wynikdéw obliczono $rednie oraz wartosci odchylen standardowych.
W celu oceny istotno$ci roznic pomiedzy wartosciami $rednimi zastosowano
jednoczynnikowg analizg wariancji oraz test Duncana na poziomie istotno$ci a=0,05.

Wyniki i dyskusja

Skrobia naturalna uwazana jest za najstarszy biotechnologiczny materiat
w historii ludzkosci. Jedng z wielu mozliwych metod jej modyfikacji jest rozktad pod
wpltywem enzymow. Kinetyka enzymatycznej degradacji skrobi mierzona jest poprzez
pomiar stopnia jej depolimeryzacji, warto$ci masy czasteczkowej oraz stezenia cukrow
redukujacych [Heitmann i in., 1997]. Hydroliza enzymatyczna skrobi ziemniaczanej przy
zastosowaniu preparatu enzymatycznego oa-amylazy bakteryjnej pozwolita na uzyskanie
hydrolizatow o pozadanych stopniach depolimeryzacji. Do otrzymywania maltodekstryn
stosuje si¢ glownie enzymy amylolityczne z grupy endoglukanaz takie jak o-amylazy
bakteryjne 1 plesniowe, pullulanazy oraz izoamylazy. Jakkolwiek ze wzgledu
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na wymagany, niski stopien depolimeryzacji skrobi do otrzymywania omawianych
hydrolizatow nie stosuje si¢ egzo-glukanaz [Krzyzaniak i in., 2003]. Stosujac stale
warunki dla wszystkich przemian enzymatycznych a sterujac jedynie czasem hydrolizy
uzyskano maltodekstryny o stopniu scukrzenia DE 6, 11 oraz 16. W tabeli 1 zebrano czas
przez jaki prowadzono hydrolize skrobi z zastosowaniem optymalnych warunkow dla
enzymow amylolitycznych. Niezbedny czas hydrolizy enzymatycznej zostat obliczony
na podstawie wyznaczonego eksperymentalnie réwnania (rys. 1). W oparciu o wyniki
badan mozna stwierdzi¢, ze w miar¢ wydtuzania czasu hydrolizy enzymatycznej stopien
depolimeryzacji skrobi wzrastal czego efektem byl wzrost warto$ci réwnowaznika
glukozowego DE, przy czym intensywny wzrost DE obserwowano w ciggu pierwszych
60 minut hydrolizy. Dalszy przyrost redukcyjnosci skrobi nie byt tak intensywny (rys. 1).

Tabela 1. Czas hydrolizy enzymatycznej skrobi ziemniaczanej niezbedny do otrzymania
hydrolizatow o zatozonym stopniu scukrzenia

probka stopien scukrzenia (DE)
6 11 16
czas hydrolizy enzymatycznej [min.]
MSZ 8,5 31,7 85,3

Celem pracy bylo okreslenie wptywu stopnia modyfikacji enzymatycznej skrobi
na sktad chemiczny otrzymanych maltodekstryn réznigcych si¢ pomigdzy soba stopniem
scukrzenia wyrazonym w wartosciach DE. Wyniki przeprowadzonych badan
potwierdzaja hipoteze, ktora zakladata wptyw czasu hydrolizy enzymatycznej skrobi
na spektrum oligosacharydowe hydrolizatow skrobiowych. Jak oczekiwano wydtuzanie
czasu hydrolizy wptyneto znaczaco na wzrost zawartosci cukréw o niskim stopniu
polimeryzacji w maltodekstrynach. Wielkosci pikdéw poszczegdlnych sacharydow
na chromatogramie roztworu maltodekstryny o DE 6 wskazujg na niewielki stopien
hydrolizy enzymatycznej (rys. 4).
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Rysunek 4. Chromatogram roztworu maltodekstryny na bazie skrobi naturalnej o stopniu
scukrzenia DE 6

W  tabeli 2 zebrano s$rednie procentowe zawartosci poszczegdlnych
oligosacharydéw oznaczonych przy uzyciu wysokosprawnej chromatografii cieczowe;j.

Tabela 2. Sktad weglowodanowy badanych maltodekstryn ziemniaczanych o réznym stopniu
depolimeryzacji

DE zawartos$¢ cukrow [%]
DP1 DP2 DP3 DP4 DP5 DP>5
6 0,35%+0,01 0,84%+0,04 3,98%+0,11 2,21%+0,04 2,66%+£0,08 89,96
11 0,47"+0,00 2,74°10,11 6,79°+0,31 4,62°+0,07 3,98°+0,15 81,40
16 1,71%:0,07 5,44°£0,19 9,01°+0,26 7,12°40,35 6,33°:0,13 70,39

Srednie warto$ci oznaczone w kolumnach tymi samymi literami nie réznig si¢ statystycznie
istotnie na poziomie istotnosci 0=0,05.

Przeprowadzona analiza chromatograficzna jednoznacznie wykazata roznice
w skladzie weglowodanowym pomigdzy maltodekstrynami réznigcymi si¢ pomig¢dzy
sobg pod wzgledem stopnia depolimeryzacji. W przypadku maltodekstryny o stopniu
scukrzenia DE 6 stwierdzono, niewielkg zawarto$¢ glukozy (DP1) wynoszaca 0,35% oraz
najwyzszg zawarto$¢ cukrow wysoko spolimeryzowanych oraz dtugotancuchowych
oligosacharydow (DP>5). Na uwage zastuguje stosunkowo wysoka zawarto$¢ frakcji
maltotriozy (DP3) oraz maltotetraozy (DP4) w poréwnaniu do glukozy (tab. 2). Wartosci
te znajduja potwierdzenie w analizie chromatogramu obrazujacego rozdziat
poszczegblnych frakcji (DP1-DPS5). Przy czym w miar¢ wzrostu stopnia depolimeryzacji
skrobi, ulegta obnizeniu procentowa zawartosci wysoko spolimeryzowanych cukréw
o DP>5. Rownowaznik glukozowy DE jest parametrem charakteryzujacym
maltodekstryny pod wzgledem stopnia scukrzenia. Opisuje on przyblizong zawarto$¢
cukrow w przeliczeniu na glukoze [Kotodziej, 1995; Wang i Wang, 2000]. Jednak
zdaniem badaczy [Krzyzaniak i in., 2003] réwnowaznik glukozowy nie w pehi
charakteryzuje spektrum oligosacharydowe maltodekstryn, gdyz hydrolizaty o tej samej
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wartoéci stopnia scukrzenia wykazuja odmienne zawarto$ci poszczegélnych cukrow
o réznym stopniu polimeryzacji. Przytoczona obserwacja znajduje odzwierciedlenie
w analizie poréwnawczej spektrum sacharydowego handlowego preparatu
maltodekstryny ziemniaczanej o nazwie Paselli MD10. Omawiany preparat
charakteryzowal si¢ rownowaznikiem glukozowym DE 5,9, tak wigc jego wartosci byta
bardzo zblizona ze stopniem scukrzenia badanych maltodekstryn DE 6. Jak podaje Wang
i Wang [2000] zawartos¢ glukozy w handlowym preparacie wynosita 0,64%, maltozy
1,47%, maltotriozy 2,84%, maltotetraozy 1,57%, maltopentaozy 2,45%, a pozostatych
cukrow o stopniu polimeryzacji (DP>5) 91,03%. Sklad chemiczny preparatu Paselli
MDI10 rézni sig¢ istotnie od zawartosci cukrow oznaczonych w hydrolizacie
ziemniaczanym o DE 6. Pomimo zblizonych warto$ci DE zawartoSci poszczegdlnych
frakcji cukrow sg rozne. Przyczyna takiego stanu moze by¢ zastosowanie innych
preparatow enzymatycznych oraz odmienna metoda scukrzania skrobi. Ponadto Tur i in.
[2004] stwierdzili, ze na spektrum oligosacharydowe maltodekstryn istotny wplyw ma
rodzaj obrobki termicznej skrobi. Jak podaja przytoczeni badacze maltodekstryny
na bazie skrobi ekstrudowanej charakteryzowaty si¢ duzo wyzsza zawarto$cig cukrow
0 stopniu polimeryzacji DP3-DP8 i byta duzo wyzsza w poréwnaniu do maltodekstryny
otrzymanej ze skrobi poddanej autoklawowaniu. Podobng prawidlowos¢ zauwazyt
w swoich badaniach Krzyzaniak i in. [2003]. Analizujagc sklad sacharydowy
maltodekstryny na bazie skrobi ziemniaczanej o rownowazniku glukozowym DE 11
na uwage zashuguja duzo wyzsze zawartosci wszystkich analizowanych cukréw o stopniu
polimeryzacji DP1-DP5 (tab. 2). Analiza chromatograficzna maltodekstryny o DE 11
wykazata wyzszg zawartosSci glukozy, maltozy, maltotriozy, maltotetraozy oraz
maltopentaozy w poréwnaniu do hydrolizatu o nizszym stopniu scukrzenia. Dane
te znajduja potwierdzenie w wartosciach wysokosci pikow chromatograficznych
obrazujacych stezenia poszczegdlnych cukrow (rys. 5).
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Rysunek 5. Chromatogram roztworu maltodekstryny na bazie skrobi naturalnej o stopniu
scukrzenia DE 11
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Stopien scukrzenia hydrolizatu DE 11 zostal uzyskany dzigki dhuzszej ekspozycji
kleiku skrobiowego na dziatanie enzymu amylolitycznego (tab. 1). Znamiennym efektem
takiego stanu sg wyzsze zawarto$ci cukrow w poréwnaniu do hydrolizatu o DE 6 (tab. 2).
Podobna prawidlowos¢ zauwazyla Nebesny [1993]. Stwierdzita ona, ze procentowa
zawartos¢ poszczegoélnych frakcji spektrum oligosacharydowego wzrastala w miarg
postepu hydrolizy enzymatycznej. Maltodekstryna ziemniaczana o stopniu scukrzenia
DE 16 charakteryzowata si¢ najwyzszymi zawartosciami poszczegolnych cukréw
DP1-DP5 sposréd wszystkich badanych maltodekstryn oraz jednocze$nie najnizsza
zawartoscig procentowa cukrow wysoko spolimeryzowanych o DP>5 (tab. 2). Dane
liczbowe znajduja potwierdzenie w wielkoSciach pikéw chromatograficznych
odzwierciedlajacych stezenia poszczegdlnych cukrow DP1-DP5 (rys.6).
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Rysunek 6. Chromatogram roztworu maltodekstryny na bazie skrobi naturalnej o stopniu

scukrzenia DE 16
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Rownowaznik glukozowy omawianej maltodekstryny charakteryzuje preparat
otrzymany w wyniku hydrolizy trwajacej najdtuzszy okres czasu sposrod wszystkich
analizowanych (tab. 1). Dzigki dtuzszej ekspozycji kleiku skrobiowego na dziatanie
enzymu powstatlo wiecej cukréw o réoznym stopniu depolimeryzacji. Jak podaje Nebesny
[1989] sktad sacharydowy maltodekstryn otrzymanych w toku hydrolizy enzymatycznej
jest uzalezniony nie tylko od wartosci rownowaznika glukozowego, ale takze od rodzaju
zastosowanych enzyméw oraz ich wzajemnych proporcji.

Podsumowanie

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze w miar¢ wzrostu czasu
hydrolizy enzymatycznej skrobi ziemniaczanej wzrastal jej stopien depolimeryzacji.
Enzymatyczna modyfikacja skrobi ziemniaczanej wplyneta znaczaco na spektrum
oligosacharydowe otrzymanych maltodekstryn przy czym wraz ze wzrostem czasu
hydrolizy enzymatycznej wzrastala warto§¢ roéwnowaznika glukozowego DE,
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obrazujacego stopien depolimeryzacji skrobi. Analiza z wykorzystaniem chromatografii
cieczowej (HPLC) wykazata, ze maltodekstryny o stopniu scukrzenia DE 6, 11 oraz
16 rdznily sig¢ statystycznie istotnie pod wzgledem sktadu cukrowego. Maltodekstryna

o rownowazniku glukozowym DE 6 charakteryzowata si¢ najnizsza zawarto$cig cukrow

o niskim stopniu polimeryzacji DP<5 oraz najwyzsza zawartoscia cukréw wysoko
spolimeryzowanych DP>5. Niemniej jednak spektrum oligosacharydowe maltodekstryny
0 DE 16 znaczaco rdznito si¢ od sktadu cukrow w maltodekstrynach o rownowazniku
glukozowym DE 6 oraz 11.
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CHARAKTERYSTYKA TERMODYNAMICZNA KLEIKOWANIA SKROBI
ZIEMNIACZANEJ W OBECNOSCI MIESZANINY HYDROKOLIDOW
NIESKROBIOWYCH: INULINY, PEKTYNY | GUMY GUAR

Wprowadzenie

Inulina jest biopolimerem, stanowiagcym materiat zapasowy roélin,
o interesujacych wiasciwosciach funkcjonalnych i prozdrowotnych [Meyer i in., 2011;
Praznik i in., 2002; Juszczak i in., 2012]. Zbudowana jest z reszt fruktozowych
potaczonych wigzaniami f(2,1)-glikozydowymi, zakonczonych pojedynczymi czastkami
glukozy. Wystepuje w takich roslinach jak np.: cykoria, cebula, czosnek, topinambur,
stonecznik bulwiasty, mniszek lekarski, oman wielki, pomidory, banany, pszenica [Trabs
iin., 2011; Slizewska i in., 2013; Nowak i in., 2012]. Whasciwosci inuliny uzaleznione
sg od stopnia polimeryzacji i charakteru wigzan, ktore warunkowane sg zrodtem
pochodzenia inuliny [Trabs i in., Slizewska i in., 2013]. Ze wzgledu na jej wlasciwosci
prowadzonych jest coraz wigcej badan na temat mozliwosci wykorzystania inuliny
w roznych produktach spozywczych. Wymieni¢ tu mozna produkty mleczne [Glibowski
i Kowalska, 2012; Tarrega i in., 2011], pieczywo tradycyjne i bezglutenowe [Juszczak
iin., 2012, Ziobro i in., 2013, Morris i Morris, 2012], czekolada [Aidoo, 2014], produkty
migsne [Menegas, 2013] i wiele innych.

Pomimo, iz inulina wystepuje w wielu z tych ukltadow w potaczeniu ze skrobig
oraz hydrokolidami nieskrobiowymi, brak jest prac probujacych wyjasniaé wzajemne
oddzialywania pomiedzy poszczegdlnymi sktadnikami w uktadach modelowych.
Wymieni¢ tu mozna pracg Zimeri i Kokini [2003a; 2003b] oraz Witczak i in. [2014].
Dotycza one jednak w glownej mierze wlasciwosci reologicznych w uktadach dwu lub
trojsktadnikowych. Dlatego celem niniejszej pracy bylta analiza wzajemnych oddzialtywan
pomigdzy inuling i hydrokoloidami nieskrobiowymi (pektyna i gumga guar) oraz ich
wptywu na charakterystyke termodynamiczng kleikowania skrobi ziemniaczane;j.

Materialy

W badaniach wykorzystano skrobi¢ ziemniaczang (Trzemeszno S.A., Polska),
pektyng (Hortimex, Polska), gume¢ guar (Regis, Polska) oraz wysokowydajng inuling
HPX (DP>23) (BENEO-Orafti, Belgia). Analizie poddano mieszaniny suchych
sktadnikow z woda w stosunku 1:3. Suche sktadniki zawieraty 95 % skrobi ziemniaczanej
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i 5 % ukladu trojsktadnikowego, ktorego sktad okreslono na bazie eksperymentu
sympleksowo — kratowego. Sktad poszczegdlnych uktadow przedstawiono w tabeli 1.

Tabela 1. Sktad badanych uktadow

Udziat skladnikow Guma Guar Pektyna Inulina
Probka Guma Guar  Pektyna Inulina
X1 X, X3 g/100 g g/100 g g/100 g
S1* 1 0 0 100 0 0
S2 0 1 0 0 100 0
S3 0 0 1 0 0 100
S4 0,333 0,667 0 333 66,7 0
S5 0,333 0 0,667 333 0 66,7
S6 0 0,333 0,667 0 33,3 66,7
S7 0,667 0,333 0 66,7 33,3 0
S8 0,667 0 0,333 66,7 0 33,3
S9 0 0,667 0,333 0 66,7 33,3
S10 0,333 0,333 0,333 33,3 33,3 334

*Badania nie zostalty wykonane ze wzgledu na trudnosci w przygotowaniu probki

Metody

Charakterystyke termodynamiczng kleikowania skrobi wykonano za uzyciem
skaningowej kalorymetrii r6znicowej z wykorzystaniem kalorymetru DSC F204 Phoenix
(Netzsch, Niemcy). Odwazong ilo$¢ suchych sktadnikéw mieszano z woda (1:3) przez
15 minut, nastepnie z uzyskanej mieszaniny pobierano ok. 15 mg probki, zamykano
i ogrzewano w naczynkach aluminiowych w zakresie temperatur 25-110°C z szybkoscig
10°C/min. Jako probke referencyjna stosowano puste naczynko aluminiowe.
Wyznaczono charakterystyczne temperatury przemiany: poczatku (Tong), PiKU (Tpg),
i konca (Tengy) oraz entalpi¢ kleikowania (4Hg). Dodatkowo wyznaczono zakres
temperatur kleikowania GR  (Tengg—Tong)- PO schlodzeniu probki przechowywano
w warunkach chtodniczych (4+£1°C) przez 7 dni. Retrogradacje skrobi zbadano
ogrzewajac ponownie probki w analogiczny sposob jak przy kleikowaniu. Wyznaczono
charakterystyczne temperatury przemiany skrobi po retrogradacji: poczatku (Tonr), piku
(Tor), 1 konca (Tengr) oraz entalpig¢ retrogradacji (AHe). Stopien retrogradacji obliczono
jako stosunek entalpii retrogradacji do entalpii kleikowania [Singh i Singh, 2001; Pycia
i in., 2012; Witczak i in., 2014]. Entalpi¢ wyrazono w J-g" suchej skrobi.

Analizy statystyczne
W celu oceny zmienno$ci i roznic pomiedzy S$rednimi  wykonano
jednoczynnikowa analiz¢ wariancji i test Duncana na poziomie istotnosci 0,05. Wielkosci
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charakteryzujace probki przeanalizowano z uzyciem modeli dla mieszanin.
W obliczeniach wykorzystano petny model kubiczny (NIST/SEMATECH), z ktoérego
usuwano stopniowo nieistotne skladniki interakcyjne wyzszych rzedéw, do chwili
uzyskania modelu, w ktérym wszystkie wspotczynniki przy sktadnikach interakcyjnych
byly statystycznie istotne. W ocenie adekwatnosci modelu wykorzystano test ANOVA
oraz warto$¢ wspdtezynnika R? Obliczenia wykonano z uzyciem pakietu Statistica 9.0
(StatSoft Inc., Stany Zjednoczone) z wykorzystaniem warto$ci unormowanych
(pseudosktadnikow) i1 rzeczywistych.

Wyniki i dyskusja

Tabela 2 przedstawia wyniki charakterystyki kleikowania z uzyciem DSC
dla badanych uktadéw. Zakres temperatur kleikowania zawierat si¢ od 60,0 do 74,2°C
i mieScit si¢ w zakresach podawanych w literaturze dla skrobi ziemniaczanej [Singh i in.,
2003; Abdel-Aal, 2009; Pycia i in., 2012]. Wszystkie trzy charakterystyczne temperatury
(poczatku Tong, piku Tpg 1 konca Tengg) istotnie zalezatly od sktadu analizowanych
mieszanek. Jednoczynnikowa analiza wariancji nie wykazala takiej zaleznosci dla
podstawowej wielko$ci, jaka jest entalpia kleikowania, dla ktorej zaleznos¢ od skladu
badanych uktadow byta statystycznie nieistotna, pomimo tego iz zmieniala si¢ w dos¢
szerokim zakresie (tabela 2).

Najwyzszymi temperaturami poczatku przemiany charakteryzowaty si¢ probki
bez udziatu inuliny, obecno$¢ inuliny powodowata jej spadek, przy czym najwyzszy
zanotowana dla ukfadu trojsktadnikowego, co wskazuje na istotny udziat interakcji
pomiedzy sktadnikami w ustaleniu warto$ci tego parametru. Obecno$¢ gumy guar
powodowata wzrost temperatury poczatku przemiany, ktoéry powiazany byt z wzajemnym
oddzialywaniem pomig¢dzy pektyng i guma guar. Analiza wynikow z uzyciem modelu
kubicznego (tabela 4) z kolejng eliminacja sktadnikow nieistotnych, wskazata
na istotno$¢ oddzialywania efektow gtownych oraz wzajemnego oddziatywania gumy
guar 1 pektyny. Zblizone wartosci wspotczynnikow modelu przy gléwnych
oddziatywaniach wskazuja na podobny wptyw wszystkich czynnikow na warto$ci Tong,
Z najsilniejszym gumy guar. Dodatkowo istotny wpltyw na warto$¢ Ty, maja wzajemne
oddzialywania pektyny i gumy guar powickszajace warto$¢ tej wielkosci (dodatnia
warto$¢ wspoélczynnika). Ujemne warto$ci wspotczynnikow interakcji wyzszych rzgdow
wskazuja na spadek warto$ci Tong uzalezniony od udzialu poszczegélnych sktadnikow
W mieszaninie, a sila tego wptywu uzalezniona jest od wzajemnych proporcji pomi¢dzy
poszczegdlnymi hydrokolidami. Z kolei wartos¢ R® (tabela 4) wskazuje, ze parametr ten
zalezy rowniez od innych czynnikéw, w tym losowych, a analizowane wielkos$ci
wyjasniajag ok. 88% zmienno$ci. Tym dodatkowym czynnikiem moga by¢ interakcje
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pomigdzy skrobig a poszczegdlnymi hydrokolidami, ktéorych w niniejszej pracy nie
analizowano, a ktorych sita zalezy od rodzaju hydrokoloidu i jego udzialu w mieszaninie.
Na warto$¢ temperatury piku (Tpg) w trakcie kleikowania istotny wptyw, poza
efektami gtownymi, mialy oddzialywania pomigdzy guma guar i pektyna oraz guma guar
i inuling. Przy czym obecnos$¢ poszczegbdlnych czystych sktadnikow w podobny sposdb
powodowata wzrost tej temperatury, natomiast interakcje pomiedzy sktadnikami
jej obnizanie.
Tabela 2. Charakterystyka termodynamiczna kleikowania skrobi w badanych uktadach ($rednia z
trzech powtorzen + odchylenie standardowe)

Probka Tong Tpg Tendg -AHgel GR

[°C] [°C] [°C] [J-g7] [°C]
S2 60,2+0,06™  65,7+0,06°" 73,1+0,25° 13,340,381 12,9+0,30°
S3 60,1+0,12% 65,6+0,21% 72,640,012 14,4+0,754 12,5+0,12°
S4 60,6+0,06' 65,8+0,12% 73,9+0,21° 13,6+0,607 13,240,25°
S5 60,3+0,15% 65,4+0,12° 73,5+0,30" 13,340,085 13,240,23°
S6 60,3+0,06™"  65,7+0,01% 72,6+0,212 13,540,173 12,3+0,20°
S7 60,5+0,01° 65,6+0,01° 72,4+0,06° 13,040,368 11,9+0,06°
S8 60,4+0,01% 65,6+0,06™ 72,5+0,21° 13,240,317 12,1£0,21%®
S9 60,1+0,06™ 65,9+0,10° 73,0+0,32° 13,740,567 12,9+0,26°
S10 60,040,062 65,4+0,06® 74,2+0,12° 13,4+0,953 14,2+0,17¢

Jednoczynnikowa ANOVA -p
<0,001 <0,001 <0,001 0,200 <0,001

Srednie w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie réznia si¢ istotnie na poziomie
istotnosci a=0,05. Ty,- temperatura poczatku przemiany, Ty-temperatura piku, Teng-temperatura
konca, g-kleikowanie, GR- zakres temperatur kleikowania (Tengg—Tog), AHge-entalpia kleikowania
(na gram skrobi).

Z interakcji wyzszych rzgddw, istotny i obniZajacy wptyw na warto$¢ Tpq miaty jedynie
wzajemne proporcje pomiedzy zawartoscig gumy guar i pektyny. Stosunkowo niska
warto$é R® wskazuje, ze Tpg zalezy w duzej mierze od innych czynnikow (w tym
losowych), a analizowany sktad wyjasnia tylko ok. 69% zmiennoséci. Zalezno$¢
temperatury kofca przemiany (Teng) oraz zakresu temperatur kleikowania zalezata od
tych samych sktadnikow. W pierwszym przypadku wptyw gtéwnych sktadnikow byt
podobny, przy czym najsilniej Tenq podnosita pektyna, podobnie wzrost tej temperatury
powodowaly interakcje pomigdzy guma guar i pektyng oraz gumg guar i inuling, a takze
wszystkich trzech sktadnikéw jednocze$nie. W tym przypadku jednak nic nie wskazuje
na wpltyw wzajemnych proporcji pomigdzy sktadnikami na warto$¢ temperatury konca
przemiany. Zalezno$¢ zakresu temperatur kleikowania GR byla juz bardziej
zroznicowana niz pojedynczych temperatur. Najsilniej zakres ten rozszerzany byl poprzez
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dodatek pektyny, nastgpnie inuliny, a najmniej na zakres kleikowania wptywata guma
guar. Jednocze$nie stosunkowo silny wplyw na te wartosci mialy oddziatywania
pomigdzy guma guar i pektyng oraz guma guar i inuling, jak réwniez wzajemne
oddziatywania w uktadzie trojsktadnikowym. Nieco mniejszy, jednak statystycznie
istotny wplyw maja rowniez wzajemne proporcje pomigdzy pektyng i inuling.
W przypadku tym model wyjasnia rowniez najwicksza czes¢ zmienno$ci (ok. 93%).
Wedlug jednych autoréw wzrost st¢zenia pektyny do 5% dos$¢ wyraznie podnosi wartosci
temperatur charakterystycznych kleikowania [Tester i Sammerville, 2003], natomiast
wedtug innych obecno$¢ pektyny podnosi warto$¢ Tong 1 nie wptywa na Tyg [ROjaS i in.,
1999]. Z kolei wedlug Witczak i in. [2014], badajacych wplyw DP inuliny na interakcje
w uktadzie skrobia ziemniaczana — inulina — pektyna, temperatura konca przemiany
zalezy gtéwnie od stgzenia inuliny, a warto$¢ dodatku inuliny nie wptywata istotnie
na ten parametr. Natomiast temperatura konca i piku zalezata zar6wno od stezenia
inuliny, jak i pektyny. Wedhlug Torres i in. [2013] obecno$¢ gumy guar podnosi wartosci
temperatur charakterystycznych kleikowania, opozniajac przebieg tego procesu.

W przypadku entalpii kleikowania statystycznie istotne okazaty si¢ jedynie efekty
gléwne, wptywajace na ten parametr w podobny sposob. Jednak nalezy zauwazyc,
ze model wyjasnia w tym przypadku jedynie ok. 26 % zmienno$ci, a wynik oceny
istotno$ci modelu daje stosunkowo wysoka wartos¢ p=0,03, co wskazuje,
ze o zmiennosci decyduja inne czynniki (w tym losowe). Rezultat ten jest zgodny
z wynikiem jednoczynnikowej analizy wariancji wskazujacej na nieistotnos$¢ réznic (przy
p=0.05) pomigdzy $rednimi charakteryzujacymi badane uktady (tabela 2). Wedtug Rojas
i in. [1999] hydrokoloidy oddzialtywuja ze skrobig powodujac zmiang wartosci entalpii
kleikowania, uzalezniong od rodzaju hydrokoloidu. Wedtug Witczak i in. [2014] entalpia
kleikowania w uktadzie z inuling i pektyng zalezy tylko od stezenia pektyny, natomiast
inulina nie wptywa na ten parametr, niezaleznie od $redniej wartosci DP. Z kolei wedtug
Tester i Sommerville [2003] wzrost stezenia pektyny do 5% tylko nieznacznie redukuje
warto$¢ entalpii kleikowania, a wyrazny efekt mozna zaobserwowac tylko w warunkach
ograniczonej dostepnosci wody. Dodatek gumy guar natomiast powoduje wzrost wartosci
entalpii [Torres i in., 2013].
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Tabela 3. Charakterystyka termodynamiczna badanych uktadow po przechowywaniu (Srednia z
trzech powtorzen + odchylenie standardowe)

Tonr Tor Tendr -AHye R

sample Cc] CC] rCl el %
S2 40,9+1,21%° 58,4+1,17 70,5+1,032 4,49+0,894% 33,6+5,98°
S3 40,240,86™  59,7+0,91 75,743,13%  7,7240210°  53,9+2,62°
S4 40,1+1,17%° 58,7+1,29 72,042,42°  4,78+0,549°  353+4,13%
S5 38,8+1,35% 57,3+1,73 74,7+0,67°  4,60+0,245° 34,6+1,78°
S6 41,8+0,84" 58,5+0,21 79,3+0,89°  4,95+0,437%°  36,6+3,47°
S7 41,8+0,96" 58,3+0,55 79,7127 5,40+0,138%  41,6+2,20°
S8 41,3+1,97™ 57,240,56 79,241,44°  4,50+0,514%  34,143,66°
S9 39,4+1,97® 57,7+1,25 754+1,30%  4,95+0,332°  36,1+3,07%
S10 42,5+0,60° 58,3+0,35 78,140,81%  538+0,464°  40,2+2,73%

0,042 0,157 <0,001 <0,001 <0,001

Srednie w kolumnach oznaczone tymi samymi literami nie rdznig si¢ istotnie na poziomie
istotnosci a=0,05. T,,- temperatura poczatku przemiany, T,-temperatura piku, Teg-temperatura
konca, r- retrogradacja, AH- entalpia retrogradacji, R-stopien retrogradacji (stosunek entalpii
kleikowania do entalpii retrogradacji)

Retrogradacja jest jednym z podstawowych zjawisk wystepujacych w uktadach
ze skrobig i charakter jej przebiegu decyduje w duzej mierze o przydatnosci
technologicznej zaréwno skrobi, jak i dodatkow majacych za zadanie jej ograniczenie,
a przez to stabilizacje ukladéw wykorzystujacych skrobie i hydrokoloidy nieskrobiowe.
O ile w przypadku kleikowania obecno$¢ hydrokoloidow nie wplywala istotnie
na warto$¢ entalpii przemiany, to w przypadku entalpii probek przechowywany (AH )
i stopnia retrogradacji (R) ten wptyw byt bardzo silny (tabela 3). Najwyzsze warto$ci tego
parametru uzyskano dla uktadu z inulina, a najnizsze dla uktadéow z dodatkiem gumy guar
i samej pektyny. Wyniki analizy statystycznej z uzyciem modelu kubicznego i eliminacji
wspotczynnikow nieistotnych wskazuja, ze w najmniejszym stopniu na obnizenie
warto$ci entalpii retrogradacji wptywa inulina, a najbardziej obniza te warto$ci pektyna.
Wedlug Witczak i in. [2014] spadek entalpii po przechowywaniu probek pod wptywem
inuliny, zwigzany jest w glownej mierze z obecnoscig cukrow, ktore ograniczajg
szybko$¢ retrogradacji skrobi [Aee 1 in.,1998; Babi¢ i in., 2009], przy czym zjawisko
to odgrywa glowng role przy niskiej wartosci DP preparatow inuliny. W przypadku
analizowanej inuliny HPX (nie zawierajacej cukréow wedlug deklaracji producenta),
wplyw ten jest ograniczony i zwigzany moze by¢ ze zjawiskiem cze$ciowej hydrolizy
w trakcie ogrzewania probek, prowadzacej do powstawania cukrow o niskiej masie
czasteczkowej, ktorych ilos¢ zalezy od temperatury ogrzewania i stezenia inuliny [Kim
i in., 2001]. Interakcje wyzszych rzadéw wskazuja, ze obecno$¢ inuliny w uktadzie
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z pektyng 1 guma guar obniza warto$¢ AH,e w stosunku do $redniej, natomiast w uktadzie
trzech skladnikow uzyskano wyzsze warto$ci niz $rednia dla badanych uktadow.
Statystycznie istotne i zwigkszajace entalpie retrogradacji w stosunku do S$redniej
sa roOwniez wzajemne proporcje pomiedzy pektyna a inuling. Stopien retrogradacji
R rosnie w stosunku do sredniej dla wszystkich czystych dodatkow. Rowniez wszystkie
interakcje wyzszych rzedow powoduja wzrost stopnia retrogradacji w stosunku
do wartoéci $redniej dla badanych ukladéw. W przypadku temperatury poczatku
1 temperatury piku stwierdzono staba zalezno$¢ od sktadu (w drugim przypadku
statystycznie nieistotna na poziomie 0,05), a stosunkowo niska warto$¢ R®, $wiadczy
o zaleznosci od innych czynnikow, nalezy przypuszczac, ze w gtdownej mierze losowych.
Tabela 4. Wartosci parametréw modelu adekwatnego—skladniki rzeczywiste—po usunieciu

nieistotnych  skladnikow z modelu pelnego kubicznego—charakterystyczne temperatury
kleikowania

Zmienna Tong Tha Tendg

zalezna value SE p value SE p value SE p
[A) GG 2422 0,26 0,000 265,4 0,94 0,000 276,5 1,54 0,000
(B)P 240,9 0,15 0,000 263,3 0,22 0,000 292,7 0,42 0,000
©1 240,6 0,14 0,000 262,7 0,22 0,000 290,0 0,42 0,000
AxB 12,4 3,64 0,003 -29,6 8,72 0,003 141,5 16,05 0,000
AxC ns ns ns -40,0 9,08 0,000 158,3 16,05 0,000
BxC ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AxBxC -636,6 82,39 0,000 ns ns ns 950,5 267,79 0,002
AxBx(A-B) -103,3 28,69 0,002 -150,6 52,77 0,010 ns ns ns
AxCx(A-C) ns ns ns ns ns ns ns ns ns
BxCx(B-C) -68,8 28,14 0,024 ns ns ns ns ns ns

R? 0,883 (0,848) 0,687 (0,612) 0,909 (0,888)

Nieco silniejszg zalezno$¢ stwierdzono dla temperatury konca przemiany, ktorej wartos¢
w stosunku do $redniej, najsilniej wzrastata pod wptywem gumy guar, a na zblizonym
poziomie pod wplywem pektyny i inuliny. Interakcje pomigedzy guma guar a inuling
powodowaty spadek tej temperatury, a zatem zawezenie zakresu przemiany, natomiast
pomigdzy inuling a pektyng wzrost Tenar, Czyli rozszerzenie zakresu temperatur
analizowanej przemiany.
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Tabela 5. Wartosci parametréw modelu adekwatnego — sktadniki rzeczywiste — po usunieciu
nieistotnych skladnikéw z modelu pelnego kubicznego - charakterystyczne temperatury

retrogradacji

Zmienna Tonr Tor Tenar

zalezna value SE p value SE p value SE p
(A) GG 187,3 8,68 0,000 58,8 0,81 0,000 336,6 6,22 0,000
(B)P 163,8 2,43 0,000 58,0 0,44 0,000 276,4 3,83 0,000
©1 160,8 2,43 0,000 59,3 0,47 0,000 302,4 4,10 0,000
AxB -209,8 90,71 0,031 ns ns ns ns ns ns
AxC -2495 90,71 0,012 -7,4 2,86 0,016 -200,9 86,57 0,030
BxC ns ns ns ns ns ns 371,0 72,17 0,000
AxBxC 5298,4 1510,5 0,002 ns ns ns ns ns ns
AxBx(A-B) ns ns ns ns ns ns ns ns ns
AxCx(A-C) ns ns ns ns ns ns ns ns ns
BxCx(B-C) 111'28 4582 0,025 ns ns ns ns ns ns

R? 0,535 (0,396) 0,301 (0,210) 0,746 (0,700)

Tabela 6. Wartosci parametrow modelu adekwatnego —sktadniki rzeczywiste — po usunieciu

nieistotnych sktadnikow 2z modelu pelnego kubicznego—charakterystyczne temperatury
kleikowania
Zmienna valu = valu S valu S valu :

zalezna e SE p e SE p o SE p o SE p
AGG 36,2 145 0'80 51,1 1,20 0,80 239 157 0’80 1%2’ 115 0,(())0
BP 515 041 0’(())0 539 0,87 0’80 176 0,98 0’80 120‘ 7,19 o,go
©l 496 041 0.00 55,9 0,87 0.00 30,6 1,06 000 214, 7,79 0.00

0 0 0 0 0

AxB 1%34' 15,2 O,(())O ns ns ns ns ns ns ns ns ns
ac BB gsp 000 g g 13, 224 000 g9 104 0.00

5 0 3 0 6 0

1 1

- 188 000 .. 138 0,00

BxC ns ns ns ns ns ns 76.9 3 1 420, 5 5
253, 0,00 532, 0,00 1256 0,00

ABXC 1728 3 0 ns ns ns 1793 8 3 8 3910 4

AxBx(AB) ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns

ACAC) ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
192, 0,02 468, 174, 0,01 0,04

BxCx([B-C) 3 76,8 1 ns ns ns 4 2 4 2803 1279 0

R? 0,933 (0,912) 0,259 (0,197) 0,843 (0,796) 0,801 (0,742)
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Na rysunku 1 przedstawiono wykresy przekrojowe zmiany entalpii przemiany
probek po przechowywaniu przy réznych mieszaninach odniesienia. Analizy rysunkow
pokazuja, ze bez wzgledu na sktad mieszaniny odniesienia, wzrost zawarto$ci inuliny
powoduje poczatkowo niewielki wzrostu entalpii, nastepnie stabilizacje i1 niewielki
spadek jej wartosci oraz gwattowne podniesienie jej wartosci w konicowym etapie, przy

spadku do zera udzialu pozostaltych dwoch hydrokoloidow.
8 8

a

Wartos¢ aproksymowana AH,
Wartos¢ aproksymowana AH, ¢
(<)

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Wartosé pseudoktadnika Wartos¢ pseudoktadnika

1.0

Wartos¢ aproksymowana AH, ¢
[}
Wartos¢ aproksymowana AH, ¢

4
0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

Wartos¢ pseudoktadnika
Rysunek 1. Wykres przekrojowy dla entalpii przemiany po przechowywaniu przy réznych
mieszaninach odniesienia: a) GG — 0,0833, P — 0,0833, | — 0,0833, b) GG- 0,1667, P- 0,0833,
-0, c) GG- 0,0833, P-0,1667, | — 0, d) GG- 0, P- 0, I - 0,25.

Wartos¢ pseudoktadnika

Przedstawione rysunki pokazujg réwniez poczatkowy spadek entalpii pod wpltywem
dodatku pektyny i inuliny, nastgpnie jej stabilizacje w zakresie 0,4-0,6 udziatu
pseudosktadnikow w badanych mieszaninach (rysunek 1d). Rysunek 1b i ¢ pokazuja
zmiang¢ entalpii przy odpowiednio przewadze w mieszaninie odniesienia gumy guar
(rysunek la) i pektyny (rysunek 1b). Wida¢ wyraznie wyzszg stabilnos¢ tej wielko$ci
w obecnosci gumy guar w poczatkowym okresie wzrostu udziatu inuliny. W dalszym
etapie zachowanie obu uktadoéw jest podobne.
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Whioski

Warto$¢ entalpii kleikowania w niewielkim stopniu zalezy od rodzaju
1 wzajemnych interakcji pomiedzy hydrokoloidami dodawanymi do skrobi. Natomiast
sktad mieszaniny hydrokoloidéw i inuliny w sposéb istotny wptywa na charakterystyczne
temperatury kleikowania, w wigkszosci przypadkéw powodujac ich wzrost.

Entalpia probek po przechowywaniu istotnie zalezy od sktadu mieszaniny
hydrokoloidow i inuliny, co wskazuje na zmienno$¢ struktury wytwarzanej przez
te dodatki, co w efekcie prowadzi do rdéznej szybko$ci retrogradacji i zmiennos$ci
w wielkosci 1 stopniu krystaliczno$ci skrobi po retrogradacji. Temperatury
charakterystyczne po przechowywaniu w niewielkim stopniu zalezg od sktadu. Wyjatek
stanowi temperatura konca przemiany, dla ktorej stwierdzono istotng zalezno$¢ od sktadu
badanych probek.
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METODA KAPSULKOWANIA Z WYKORZYSTANIEM SYSTEMU WSPOLOSIOWEGO

Wstep

W ciggu ostatnich kilkudziesigciu lat mikrokapsutki staly si¢ waznym
narzedziem w dostarczaniu substancji aktywnych przy jednoczesnej ochronie
substancji niestabilnych. Galezie przemystu w ktérych mikrokapsulki znalazty
zastosowanie to przemyst farmaceutyczny i biomedyczny, produkcja kosmetykow,
przemyst spozywczy, ochrona ro$lin, budownictwo i wiele innych. Pierwsze
doniesienia o praktycznym wykorzystaniu procesu mikrokapsutkowania pojawity sie
w latach trzydziestych XX wieku [Shahidi i Han, 1993]. Mozliwo$¢ zastosowania
tego procesu w wielu dziedzinach spowodowato wzrost ilo$ci badan. W obrebie samej
bazy czasopism naukowych Sience Direct, w 2011 roku zanotowano 57 publikacji
0 tej tematyce.

Mikrokapsutkowanie jest technologia umozliwiajaca m.in. zamykanie
mikroskopijnej ilosci substancji (tworzacej tzw. rdzen mikrokapsutki lub
inkorporowanej w catej objegtosci nosnika), w otoczkach formowanych z jednego lub
kilku réznych polimeréw na drodze okreslonych procesow fizycznych i reakcji
chemicznych [Renken i Hunkeler, 1998]. W =zaleznosci od uzytej techniki
kapsutkowania mozliwe jest otrzymanie wielu zblizonych ksztattem, lecz roznigcych
sie pod wzgledem operacji dyfuzyjnych struktur (rys.1.)

Rys.1. Rodzaje struktur mozliwych do uzyskania za pomocag dostepnych technik
kapsutkowania: A - mikrokapsutka z wyodrebnionym rdzeniem i $ciang, B -
mikrokapsutka z nieregularnym ksztattem rdzenia, C - mikrokapsutka wielordzeniowa, D
- mikrokapsutka z wielowarstwowga $ciang (ptaszczem), E — mikrosfera (Mania, 2013).

100



W zakresie budowy, mikrokapsutki mozna podzieli¢ na cztery gtdowne grupy:
mikrokapsutki o ksztalcie regularnym lub nieregularnym, mikrokapsutki
wielowarstwowe (z co najmniej dwoma warstwami optaszczajacymi) oraz mikrosfery.
Najprostsza forme stanowia mikrokapsutki przypominajace struktura jajo kurze,
w ktorych substancja czynna otoczona jest jednolitej grubosci, jednowarstwowsg
$ciang lub btona. W przypadku kapsutek wielowarstwowych koncentrycznie potozony
rdzen pokryty jest kilkoma warstwami tej samej badz réznych substancji. Jest
to zazwyczaj celowy zabieg zwigzany ze stopniowym uwalnianiem czasteczek
substancji rdzenia. Osobng i jednocze$nie najlepiej zbadana do tej pory grupe
kapsutek stanowig mikrosfery, czyli monolityczne, porowate kuleczki o wielkosci
od 1 do 500 um. Zbudowane sa z ré6znego rodzaju polimeréow, w ktorych substancja
aktywna jest rozpuszczona badz zawieszona [Janicki i in., 2008].

Uwalnianie substancji aktywnej z wnetrza mikrokapsutki moze zachodzi¢
w wyniku czterech roznych mechanizmow. Sg to: frakturacja, dyfuzja, rozpuszczanie
(topnienie) oraz biodegradacja. Pierwszy z nich zwigzany jest z mechaniczng
degradajca kapsulki (pekniecie lub przelamanie ptaszcza) na skutek dziatania
zewnetrznych czynnikow takich jak cisnienie, sity Scinajace lub ultradzwigki. Jednak
najczesciej stosowanym mechanicznym sposobem uwalniania substancji czynnej jest
mielenie. W przypadku dyfuzji, czesto opisywanej jako dyfuzja kontrolowana,
plaszcz kapsulki pozostaje nienaruszony, a substancje rdzeniowe uwalniane sa dzieki
gradientowi stezen wystepujacemu pomiedzy wnetrzem kapsulki a jej otoczeniem.
Warto zauwazy¢, ze ze wzgledu na bardzo mate rozmiary mikrokapsutek, stosunek
ich powierzchni do jednostki wagowej jest relatywnie duzy, co ma korzystny wpltyw
na zjawisko dyfuzji. Mikrokapsutki moga funkcjonowaé w sposdb podobny
do membrany polprzepuszczalnej. Stosowanie ciepta lub nieznaczny wzrost
rozpuszczalno§ci (np. poprzez wzrost wilgotnos$ci) zwicksza przepuszczalnose
plaszcza kapsutki zmieniajac jej stan krystaliczny do bardziej mobilnej postaci -
zawiesiny. W ten sposOb przeptyw substancji aktywnej z rdzenia jest ulatwiony
[Barbosa-Canovas, 2005]. Niektore zrodta rozrozniaja dwa rodzaje dyfuzji
kontrolowanej, system monolityczny i zbiornikowy. W pierwszym przypadku,
substancja czynna jest uwalniana poprzez dyfuzje zachodzacg przed lub jednoczes$nie
z degradacjg matrycy polimerowej. W systemie zbiornikowym uwalnianie substancji
aktywnej nie ma wplywu na degradacj¢ matrycy. Nastepuje ona dopiero
po calkowitym uwolnieniu substancji aktywnej [Agnihotri i in., 2012]. Kolejnym
sposobem uwalniania substancji czynnej z mikrokapsulki jest zjawisko rozpuszczania
lub roztapiania, podczas ktérych integralno$¢ powloki zostaje naruszona w wyniku
zastosowania odpowiedniego rozpuszczalnika lub na drodze termicznej. Otoczki
mikrokapsutek zbudowane z materiatdw rozpuszczalnych w wodzie moga zostaé
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fatwo rozpuszczone poprzez zwickszenie wilgotnosci. Natomiast rozpuszczanie
poprzez podniesienie temperatury wywotujace zmiane fazy skupienia otoczki jest
powszechnie stosowane wobec kapsulek ttuszczowych. Wowczas powloka rozpltywa
si¢ od rdzenia, uwalniajagc w ten sposob jego sktadniki w takich warunkach, jakie
wystepuja np. podczas pieczenia [Barbosa-Canovas, 2005]. Kolejnym mechanizmem
jest erozja ptaszcza kapsutki, okreslana tez jako biodegradacja. Zniszczenie substancji
stanowigcej otoczke mikrokapsutki moze nastepowaé pod wplywem zmian pH oraz
degradacji enzymatycznej (np. powloki lipidowe moga by¢ degradowane przez
lipazy). Mechanizm ten wykorzystywany jest w przypadku stosowania do konstrukcji
kapsulek substancji takich jak monostearynian glicerolu, alkohol stearylowy czy wosk
pszczeli [Agnihotri i in., 2012].

Przeglad powszechnie stosowanych metod mikrokapsulkowania
Obecnie ilo$¢ technologii stosowanych do produkcji mikrokapsutek jest
bardzo duza. Wybor jednej z nich nie jest tatwym zadaniem, gdyz technika
mikrokapsulacji jest typowym przyktadem interdyscyplinarnego wykorzystania
teoretycznej i praktycznej wiedzy, obejmujacej podstawy nauk takich jak chemia
materiatow (polimerow, biopolimeréw), chemia lekéw, biochemia zwigzkow
spozywczych i biologicznych, inzynieria procesow oraz specjalistyczne metody
i sposoby analizy jakosci surowcow i produktéw procesu. Jednak aby mogly one
spetnia¢ swoje zadanie, jakim jest umozliwienie produkcji mikrokapsutek o $cisle
zdefiniowanych wilasciwosciach, powinny spetnia¢ okreslone kryteria, tj. [Agnihotri
iin., 2012].:
e mozliwo$¢ zamykania w mikrokapsutkach substancji aktywnej o wysokim
stezeniu,
e stabilno$¢ preparatu po syntezie podczas calego dopuszczalnego okresu
przechowywania,
e mozliwo$¢ regulacji wielkosci czastek i zdolnosci dyspersji w $rodowisku
wodnym,
e mozliwo$¢ kontrolowania uwalniania substancji aktywnej poprzez dlugi okres
czasu,
e biokompatybilnos¢,
e kontrolowana zdolno$¢ do biodegradacji,
e podatno$¢ na modyfikacje chemiczne.

Do powszechnie stosowanych metod mikrokapsutkowania naleza techniki
suszenia rozpylowego, powlekania ztozem fluidalnym, liofilizacji, ekstruzji
czy koacerwacji.

102



Suszenie rozpytowe jest technika, w ktorej substancja czynna rozpuszcza sie
lub zawiesza w roztworze polimeru (lub ich mieszaninie), a nastgpnie zamyka
matrycy w postaci sfer podczas suszenia w temperaturze ok. 180°C. Technika
ta teoretycznie umozliwia kapsutkowanie materiatow nietrwatych, poniewaz czas ich
ekspozycji w suszarce jest bardzo krotki (zazwyczaj kilka sekund). Z drugiej strony
niewielkie rozmiary suszonych czgstek (<100 mikrometréw) sugeruja takze krotki
czas potrzebny do osiggniecia w ich wnetrzu temperaury panujacej w komorze.
Stosujgc proces suszenia rozpylowego trzeba jednak liczyé sie z pewnymi
ograniczeniami, szczegdlnie w przypadku immobilizacji substancji spozywczych.
Dostarczone ciepto moze powodowaé np. odparowywanie skladnikow lotnych
bedacych istotnym sktadnikiem smaku lub przyspieszenie procesu utleniania wigzan
nienasycych kwasow ttuszczowych wystepujacych w olejach. Wysoka temperatura
moze rowniez uszkodzi¢ powtoke kapsulki powodujac mikropegkniecia, ktére moga
prowadzi¢ do jej rozpadu, stabego zatrzymywania smaku oraz niepozadanych zmian
w smaku [Barbosa-Canovas, 2005].

W celu unikniecia probleméw zwiazanych ze zbyt duzym rozdrobnieniem
proszkow otrzymywanych w technice suszenia rozpylowego, czastki poddaje si¢
procesowi aglomeracji w wyniku zastosowania odrebnej techniki, czyli powlekania
ztozem fluidalnym (lub powlekania fluidyzacyjnego). Technika ta ogranicza si¢
do kapsulkowania stalych czastek lub materiatdow porowatych, na ktorych
zaadsorbowana jest ciecz. Zaleta tej metody jest mozliwo$¢ zastosowania
roznorodnych preparatow do powlekania jak lateksowe dyspersje wodne, roztwory
materiatow powlokowych w rozpuszczalnikach organicznych lub wodne roztwory
materiatow powtokowych [Lason i Ogonowski, 2012]. Powlekanie ztozem fluidalnym
przebiega w kilku etapach. W poczatkowym etapie czastki fluidyzowane sa w goracej
atmosferze w specjalnej komorze. Nastepnie material powlokowy rozpylany jest
przez dysze, gdzie trafia na rozgrzane czastki substancji aktywnej, co sprzyja
tworzeniu cienkiego filmu na powlekanych czasteczkach. Mate kropelki rozpylanej
cieczy dostaja si¢ na powierzchni¢ czastek i tacza sie tworzac faze ciagly. Czasteczki
sg zwilzane 1 suszone. Rozpuszczalnik jest odparowywany przez gorgce powietrze,
co zapewnia dobre przyleganie materialu powlokowego na czastkach [Madene i in.,
2006]. Do zalet kapsutek wytworzonych ta technika zaliczy¢ nalezy: przedtuzony
okres trwato$ci, mozliwo§¢ maskowania niepozadanych smakow, a takze mozliwos¢
kontrolowanego uwalniania substancji z kapsutek [Desai i Park, 2005]. Pomimo
wielku korzysci wynikajacych ze stosowania prezentowanej techniki posiada ona
pewne ograniczenia technologiczne zwigzane z wieloetapowos$cig produkcyjng oraz
wykorzystywaniem podwyzszonych temperatur co wplywa negatywnie na aktywnos$¢
substancji kapsutkowanych.
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Alternatywna metoda wykluczajaca inaktywacje termiczng kapsutkowanych
produktow jest wykorzystanie do tego celu liofilizacji, podczas ktorej rozpuszczalnik
usuwany jest w niskich temperaturach [Desai i Park, 2005]. Poniewaz wykorzystane
w tej technice zjawisko sublimacji zachodzi w warunkach niskiej temperatury oraz
niskiego cisnienia, operacja ta powinna wykazywac¢ wysoka retencje wobec lotnych
zwigzkow. Fakt ten ttumaczy czeste stosowanie liofilizacji do mikrokapsutkowania
substancji zapachowych. Niestety do jej wad oprdocz diugiego czasu trwania operacji
zaliczy¢ trzeba wysokie zapotrzebowanie na energig.

Klasyczna ekstruzja prowadzona jest zwykle w warunkach wysokiego
ci$nienia i temperatury [Barbosa-Canovas, 2005]. W kontekscie mikrokapsutkowania
termin ten zwigzany jest z tworzeniem emulsji, ktora w dalszym etapie wyttaczana
jest przez dysze pod cisnieniem ponizej 700kPa oraz w temperaturze ponizej 115°C.
Ekstruzja stosowana jest do kapsulkowania substancji smakowych, witaminy C,
a takze barwnikow. Proces ten obejmuje rozproszenie materiatu rdzenia w stopionej
masie dlugotancuchowych czasteczek np. weglowodandow. Nastgpnie za pomoca
szeregu matryc trafia do kapieli w cieczy odwodniajacej, gdzie twardnieje zamykajac
materiat rdzenia [Shahidi i Han, 1993]. Glowna zaleta ekstruzji jest znakomita
ochrona substancji smakowych przed utlenianiem. Badania nad okresem waznoSci
ekstrudowanego oleju ze skoérki pomaranczowej pokazalty, ze jego wlasciwosci
fizykochemiczne nie zmieniaja si¢ przez okoto 4 lata. Jest to znacznie dluzszy okres
trwato$ci w porownaniu z trwato$cia substancji smakowych kapsutkowanych innymi
metodami [Barbosa-Canovas, 2005]. Niestety ekstruzja obarczona jest takze
szeregiem wad. Pierwsza z nich jest wysoka temperatura stosowana podczas procesu.
Kolejna to niska zawarto$¢ substancji smakowej w pojedynczych mikrokapsutkach
(8-12%, w poréwnaniu z 20% zawartoscia substancji smakowych w mikrokapsutkach
wyprodukowanych metoda suszenia natryskowego). Co wigcej, koszty ekstruzji
szacowane sg na prawie dwukrotnie wyzsze w porOwnaniu z suszeniem rozpytowym.

Koacerwacja jest zjawiskiem wystepujacym w roztworach koloidalnych.
Polega na oddzieleniu z roztworu czastek rozproszonych, ktéore aglomeruja
w oddzielng faze ciekta zwang koacerwatem. Koacerwacja moze by¢ zainicjowana na
wiele roznych sposobow — w wyniku zmiany temperatury, pH lub dodatku wodnego
roztworu soli o wysokim stezeniu. Proces sklada si¢ zazwyczaj z trzech etapow.
Pierwszy to utworzenie trzech niemieszajacych si¢ faz: fazy materiatu rdzenia, fazy
substancji powlokowej oraz fazy, w ktorej znajduja si¢ obie te substancje, stuzacej
jako rozpuszczalnik dla roztworu polimeru. Kolejny krokiem jest osadzanie roztworu
oplaszczajacego kapsutke na materiale tworzacym rdzen. Ostatni etap to stabilizacja
materialu powltokowego nazywany utwardzeniem. Stabilizacja moze si¢ odbywaé
na drodze termicznej lub poprzez sieciowanie czy desolwatacj¢ [Agnihotri i in.,
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2012]. Najdoktadniej zbadanym zlozonym uktadem koacerwacyjnym jest uktad
zelatyna - guma arabska. Koacerwacja takiego ukladu jest mozliwa tylko przy
warto$ciach pH ponizej punktu izoelektrycznego zelatyny. Przy takich wartos$ciach
pH, zelatyna posiada dodatni tadunek, a guma arabska nadal pozostaje natadowana
ujemnie [Agnihotri i in., 2012]. Wodna zawiesina zelatyny w wodzie (o stez. 10%)
jest ogrzewana do temperatury ok. 50°C przy cigglym mieszaniu. Nastepnie
dodawany jest roztwor siarczanu(VI) sodu lub etanolu (o stez. 20%), tak, aby jego
udzial wynosit 50 - 60% catkowitej koncowej objetosci, w celu indukeji koacerwacji.
Uktad ten chtodzi sie do 40°C, po czym konieczny jest réwniez dodatek odczynnika
sieciujgcego (np. aldehyd glutarowy) i dostosowanie pH. Otrzymane mikrokapsutki
sg przemywane i suszone. W przypadku koacerwacji ztozonej stosowane sag dwa lub
wigcej polimeréw. Koacerwacja zlozona polega na zdolno$ci wzajemnego
oddzialywania w wodzie polimeréw kationowych i anionowych do utworzenia cieklej
fazy bogatej w polimery, zwanej koacerwatem ztozonym. Roéznorodne, naturalne
i syntetyczne, rozpuszczalne w wodzie polimery reagujg z zelatyng tworzac zlozone
koacerwaty odpowiednie do kapsulkowania, ktore wystepuja w rownowadze
z klarowna ciecza na powierzchni [Lason i Ogonowski, 2012]. Pomimo réznoronosci
stosowanych no$nikow metoda ta posiada ograniczenia zwigzane z rozpuszczalnoscia
poszczegdlnych skladnikow (w okreslonym zakresie pH), szczegodlnie w przypadku
zlozonych uktadow.

Metoda tworzenia kapsulek z wykorzystaniem systemu wspoélosiowego

Zasada tworzenia kapsulek metodg wspotosiowa (ang. coaxial) polega
na koncentrycznym transporcie medidéw umozliwiajacych formowanie opisanych
struktur, tzn. roztworéw plaszcza oraz rdzenia kapsulki, a takze strumienia gazu
inertnego regulujacego ich wielkoé¢. Konstrukcja urzadzenia stuzaca do tego celu
oparta jest na umiejscowieniu igly w igle o odpowiednio dobranych §rednicach,
zapewniajac jednocze$nie swobodny przeptyw mediow (rys 2.). Taki system
umozliwia tworzenie struktur typu ,kropla w kropli”, ktéra po utwardzeniu
w odpowiednim roztworze, pozwala uzyska¢ kapsutk¢ z odrebnym rdzeniem
(substancja aktywng, sktadnikiem zywnosci itp.).
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Rys. 2. Schemat oraz prototyp gtowicy do mikrokapsutkowania (A- widok ogélny: 1-
krociec wlotowy roztworu rdzenia, 2- krociec wlotowy roztworu ptaszcza, 3-krociec
wlotowy strumienia azotu; B- widok gltowicy od spodu: 1- dysze wyprowadzajace
azot, 2- miejsce formowania si¢ kropli (gtowica zaprojektowana w Katedrze Chemii,
Technologii i Biotechnologii Zywnoéci Politechniki Gdanskiej)

Ttoczenie do glowicy roztworow do produkcji ptaszcza (najczesciej
naturalnych badz syntetycznych polimeréw lub ich kompozytow) oraz aktywnych
sktadnikoéw rdzenia w fazie ciektej odbywa si¢ za pomoca gazu inertnego (azotu),
ktory z butli poprzez reduktor oraz rotametr z precyzyjnym zaworem doprowadzany
jest do zbiornikéw z roztworem. Wzrost ci§nienia w naczyniach z roztworami rdzenia
oraz plaszcza kapsutki powoduje przettoczenie ich do glowicy, a nastgpnie
odpowiednio do igly wewnetrzenej oraz zewnetrznej. Uformowana u wylotu igiet
kropla w kropli spada grawitacyjnie do roztworu utwardzajacego (sieciujacego).
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Rys. 3. Kapsutki utworzone metodg koaksjalng (ptaszcz: 3% roztwor alginianu sodu,
rdzen: olej rzepakowy, roztwor sieciujacy: 3% CaCly)

Wielkos¢ kapsulek regulowana jest za pomoca zmiany predkosci przeptywu
strumienia azotu (krociec nr 3) (rys. 2.) i mieSci si¢ w granicach 1 - 4 mm
dla kapsutek uwodnionych.

Aby roztwory mogly by¢ tloczone przez glowice konieczne jest, aby
ich lepko$¢ dynamiczna nie przekraczata wartosci 1000 + 25 mPas przy predkosci
$cinania 55 1/s, w temperaturze 25°C. Lepko$¢é ta uwarunkowana jest nie tylko
ich stezeniem, ale rowniez temperaturg. W wigkszosci przypadkow wzrost
temperatury powoduje spadek lepkosci roztworu. W zwigzku z tym mozliwe jest
takze przetlaczanie roztwordw o wyzszych stezeniach, w odpowiednio wyzszej
temperaturze, o ile operacja taka nie spowoduje degradacji rozpuszczonych w nich
zwigzkow. Roztwory przeznaczone do ttoczenia musza by¢ pozbawione pecherzykow
powietrza, tworzacych si¢ podczas ich przygotowywania (mieszania). Sg one
przyczyng wahan ci$nienia, wskutek czego zaburzony zostaje jednostajny przeplyw
roztworow przez glowice. Cenng informacjg jest takze fakt, iz formowanie si¢
kapsulek typu kropla w kropli jest tym tatwiejsze im bardziej zblizone sg do siebie
wartosci lepkos$ci ttoczonych roztwordw plaszcza i rdzenia.

Do tej pory w literaturze naukowej pojawito si¢ niewiele doniesien
prezentujacych praktyczne podejscie do wspdlosiowej techniki tworzenia
mikrokapsutek z odrebnym rdzeniem [Kontturi i in., 2011; Wen i in., 2013; Liu i in.,
2014]. Dlatego szczegolnie istotna jest prezentacja zalet i rozwigzan, ktorymi ona
dysponuje. Metoda koaksjalna pozwala na:

. tworzenie kulistych kapsulek z oddzielnym rdzeniem 1 plaszczem,

w przeciwienstwie do sfer produkowanych w wigkszos$ci dobrze poznanych juz

metod,
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mozliwos¢ zamykania wigkszosci cieklych zwigzkow bez wzgledu na ich
wlasciwosci fizyko-chemiczne,

stosowanie niskich temperatur podczas procesu formowania kapsutek,
szczegblnie ze wzgledu na substancje wrazliwe na podwyzszong temperature
(biatka enzymatyczne, oleje spozywcze),

sterowanie porowatoscig plaszcza, zapewniajace kontrole nad zwigzkami
przenikajacymi do wewnatrz i z zewnatrz kapsutki,

wydajna produkcje (mikro)kapsutek w wyniku zastosowania baterii zlozonej
z kilku lub kilkunastu glowic,

mozliwo$¢ tworzenia uwodnionych oraz suchych kapsulek,

mozliwos¢ wykorzystania kapsutek praktycznie w kazdej galezi przemyshu,
ze szczegblnym  uwzglenieniem  przemystu  spozywczego  (kapsutki
z naturalnych polimeréw jak: alginian, guma arabska, chitozan).
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THE EVALUATION OF THE ENTEROCOCCI ABILITY TO FORM BIOFILM AND
SURVIVE THE PROCESS OF SANITATION IN VITRO

Bacteria of the genus Enterococcus, or enterococci, are ubiquitous Gram-
positive, non-sporeforming, microaerobic/anaerobic cocci that occur singly, in pairs,
or in chains. Enterococci grow optimally at temperature of 35 °C although most species
in the genus will grow at temperatures ranging from 10 to 45 °C. They can also grow
in the presence of 6.5 % NaCl, at pH 9.6, and they survive heating at 60 °C for 30 min
[Foulquie Moreno et al., 2006].

Enterococci constitute a large proportion of autochthonous bacteria associated
with the mammalian gastrointestinal tract. Also occur in large numbers in soil, surface
water, vegetables, plant material, and foods, especially those of animal origin such
as dairy and meat products [Giraffa, 2003; Klein 2003]. Enterococci are used as indicator
of fecal contamination through food production chain [Foulgquie Moreno et al., 2006].

The survival in the environment and insensivity against pH changes or high salt
contents are pre-requisites to be present in an indicator organism. This group of bacteria
could withstand normal conditions of food production. Therefore enterococci are now
also considered as normal parts of the food microflora and not only as indicator poor
hygiene [Giraffa, 2003; Klein, 2003].

Traditionally enterococci are considered as part of the lactic acid bacteria. They
are present in the microbial association of a variety of fermented foods such as cheeses
[Sarantinopoulos et al., 2001; Koluman et al., 2009], fermented sausages [Peters et al.,
2003; Barbosa et al., 2010] and fermented vegetables [Pérez-Pulido et al., 2006].

In cheese, particularly in traditional artisan raw milk cheeses, they are involved
in the primary fermentation activity, but they also form part of the secondary non-starter
lactic acid bacteria involved in the ripening process and in aroma development.
The positive influence of enterococci on cheese, respectively on other fermented foods,
seems due to specific biochemical traits such as proteolytic, lipolytic activity, citrate
utilisation, and production of aromatic volatile compounds [Sarantinopoulos et al., 2001;
Giraffa, 2003; Foulquie Moreno et al., 2006].
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Enterococci have the ability to produce bacteriocins, the so-called enterocins,
with antimicrobial activity towards bacteria including spoilage or pathogenic bacteria
[Franz et al., 1996; Sarantinopoulos et al., 2002; Giraffa, 2003].

Some strains of E. faecalis and E. faecium are used in “food technology” because
of their ability to produce bacteriocins and to act as a starter in fermented products
[Settanni — Moschetti, 2010]. Moreover, enterococci are used in some countries
as probiotics [Foulquie Moreno et al., 2006]. Established enterococcal probiotics include
E. faecium SF68" and E. faecalis Symbioflor 1 [Franz et al., 2011].

Using enterococci as starters and probiotics is a disputed issue given
the increasing incidence of human enterococcal diseases and multi-resistant enterococcal
strains. Antibiotic resistance, and in particular multiresistance, is a dramatic public health
problem since it may cause the failure of therapeutic treatment in case of enterococcal
infections [Franz et al., 2011].

A range of natural and acquired antibiotic resistances is characteristic
for enterococci. The natural resistance includes cephalosporines, aminoglycosides
(low-level type), polymixins, lincomycin and clindamycin (mostly). Additionally,
enterococci  often possess resistance or intermediate susceptibility to quinolones.
Furthermore, they are able to acquire resistance to macrolides, tetracyclines,
chloramphenicol, trimethoprim/sulfamethoxazole, rifampicin, aminoglycosides (high-
level type) and ampicillin. Also glycopeptide-resistant enterococci were detected [Peters
et al., 2003].

Several investigations showed the occurrence of vancomycin resistant
enterococci also in food of animal origin [Klein, 2003; Krocko et al., 2011; Duckova
et al., 2014].

Enterococcus spp. is able to transfer antibiotic genes to its own species, to other
pathogens and to non pathogenic bacteria, in human or animal intestinal tract,
in the environment, or even in food, thus contributing to the dissemination
and persistence of antimicrobial resistance [Pesavento et al., 2014].

Several studies have also shown that enterococci posse virulence determinants,
such as enterococcal surface protein gene (esp), aggregation substances (agg), cell wall
adhesions (efaAfm and efaAfs), gelatinase (gelE) and cytolysin (cyl) [Barbosa et al.,
2010].

The ability of enterococci to form biofilm is a further important virulence
property. Biofilm production can promote increase resistance to antibiotic [Tsikrikonis
et al.,, 2012]. Biofilm is a multicultural community anchored to a substratum and
embedded in an organic polymer matrix. It is the important reservoir of microorganisms,
which can cause post-processing contamination leading to lowered shelf-life of product
and transmission of diseases [Sharma — Anand, 2002]. It has also been found that biofilm
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cells of microorganisms are more resistant than planktonic cells to disinfectants
containing e.g. chlorine, iodine, quaternary ammonium and anionic acid compounds
[Salo et al., 2006].

The adhesion of bacteria to surface is the first and essential stage in the formation
of biofilm. This adhesion depends on both physicochemical properties of cell surface and
solid surface, and also on characteristics of the surrounding medium [Hamadi et al.,
2013]. To control these problems with biofilm formation and produced food
contamination, it has been recognised that greater understanding the interaction between
microorganisms and food-processing surfaces is required [Barnes et al., 1999].

Sanitizer efficacy is generally determined with microorganisms cultured under
ideal conditions. However, there is a lack of information on sanitizer efficacy against
adhered microorganisms in conditions resembling those encountered in food industry
[Carballo — Aratijo, 2012].

The aim of this study was therefore to investigate the adhesion of enterococci to
stainless steel in environment with different content of milk residues and then to evaluate
the ability of enterococci to survive the sanitation process in vitro.

Tested strains of enterococci were isolated from different sources (Table 1).

Table 1. Tested strains of enterococci and their origin

Strains of enterococci Origin

1. Enterococcus faecalis 1 Bryndza cheese

2. Enterococcus faecalis 2 Bryndza cheese

3. Enterococcus faecium 1 Sheep milk

4. Enterococcus faecalis 3 Rinse water after milking machine sanitation
5. Enterococcus faecium 2 Rinse water after milking machine sanitation
6. Enterococcus faecalis 4 Rinse water after milking machine sanitation

The adhesion of enterococci to stainless steel was determined modified method
describered by Carballo and Araujo [2012]. Overnight cultures of enterococci (37°C)
in Trypton Soy Broth (TSB) (HiMedia, India) were pelleted by centrifugation (4000 rpm,
20 min). Separated bacteria washed three times with phosphate buffered saline (PBS) and
were suspended in PBS. Bacterial cell density was adjusted with PBS to 8 log CFU.ml™
by spectrophotometer.

In farms with milk production and also in dairies, some impurities are not
always removed by sanitation from the surfaces of machines and equipments.
The residues of milk and dairy products can consequently form favorable conditions
for the biofilm formation. Therefore except enterococcal suspension in PBS, were
also prepared enterococcal suspension in PBS with content of 0.1% of skimmed
reconstituted milk and in PBS with content of 1% of skimmed reconstituted milk.
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Stainless steel, commonly present in the dairy processing equipment, was cut
in plates 10x25x1 mm, washed and sterilized (160°C, 4 h).

Stainless steel plates were immersed into bacterial suspensions (4 ml) and
were incubated for 1 h at 37°C. After incubation, plates were rinsed twice with 4 ml
of PBS, immersed in 4 ml of TSB. Adhered enterococci were immediately released
from stainless steel plates with ultrasonic probe UP 100 H (Hielscher ultrasound
technology, Germany) (30 W, 20 s). Ten-fold serial dilutions of TSB in saline were
made. After 48 hours incubation at 37°C on Slanetz-Bartley agar (HiMedia, India),
the number of enterococci was counted. Each experiment was performed twice.

In the second part of this study, efficacy of two commercial sanitizers was tested
on enterococci adhered on stainless steel plates. The sanitation solutions were prepared
and tested according to manufacturer recommendations (concentrations 0.25%, contact
time 20 min, temperature 20°C). Both tested sanitizers are commonly used for sanitation
of machine and equipments processing milk. Alkaline sanitizer contained NaOH and
NaClO, acidic sanitizer contained HzPO,.

The plates of stainless steel with adhered enterococci, obtained as explained
previously, were immersed into 4 ml of each sanitation solution for 20 min. Then,
the plates were washed with PBS (4 ml, twice) and the number of surviving enterococci
was determined as already explained.

Results of adhesion of enterococci to stainless steel plates in environment with
different content of milk residues are in Table 2.

Table 2. Numbers (log CFU.mm™) of adhered enterococci released from stainless steel
plates after 1 hour cultivation at 37°C in different environments

) Initial numbers of Adhered enterococci (log CFU.mm™)
Strains of enterococci in " PBS in PBSwith | in PBS with
enterococci (|osguscp;$:2:n-2) 0.1% milk 1% milk
E. faecalis 1 8.74 4.22 3.77 3.03
E. faecalis 2 8.71 3.58 2.69 2.76
E. faecium 1 8.69 3.45 2.58 2.58
E. faecalis 3 7.61 2.92 2.12 1.65
E. faecium 2 8.66 2.90 2.72 2.68
E. faecalis 4 8.71 3.09 2.51 2.42
X 8.52 3.36 2.73 2.52
Xmin 7.61 2.90 2.12 1.65
Xmax 8.74 4.22 3.77 3.03

Comparable results in environment of PBS (from 3.9 to 4.7 log CFU.mm™)
found Carballo and Aratjo [2012] for bacteria of genus Salmonella and higher ability to
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adhere on stainless steel had tested strains of Listeria monocytogenes (5.1 — 5.5
CFU.mm™).

Table 2 shows effect of different concentrations of milk in environment
to adhesion of enterococci on stainless steel surface. It can be concluded, that
increase of milk residues in environment, paradoxically decreased the adhesion
of enterococci on stainless steel surface. The differences between compared numbers
of enterococci were not statistically significant (P > 0.05).

The role of milk or milk components in inhibiting bacterial adhesion was
reported previously by several works. Hamadi et al. [2012] reported that milk reduces
Staphylococcus aureus adhesion and the level of this reduction depends on contact time.
Also Barnes et al. [1999] reported that pre-treatment of stainless steel with skim milk was
found to reduce Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Serratia marcescens
adhesion. Also Individual milk proteins a-casein, B-casein, k-casein and a-lactalbumin
were found to reduce the adhesion of Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes.

The adhesion results obtained in mentioned studies were discussed and
interpreted in terms of hydrophobicity and electron donor/electron acceptor properties
of both surfaces (cell surface, stainless steel surface) [Hamadi et al., 2012]. Dat et al.
[2010] and Srey et al. [2013] explain lower bacterial adhesion on surfaces with dairy
residues with repulsion between negatively charged milk proteins and equally charged
surfaces of bacterial cells. Another explanation of mentioned results is the lack
of nutritional substances in the environment, because according Mah and O’Toole
[2001], initiation of biofilm formation is the natural behavior of bacteria in nutrient
deficient environment.

Tables 3 and 4 show the effect of alkaline and acidic sanitation solutions,
respectively, on enterococci adhered on stainless steel plates.

Table 3. Effectiveness of alkaline sanitation solution (concentration 0.25%, temperature
20°C, 20 min) against enterococci adhered on stainless steel surface in environment with
different content of milk residues

Adhered enterococci (log CFU.mm™) on stainless steel surface
Tested strains in PBS in PBS with 0.1 % milk | in PBS with 1 % milk
of enterococci before after before after before after

sanitation sanitation | sanitation | sanitation sanitation | sanitation

E. faecalis 1 4.22 - 3.77 - 3.03 -
E. faecalis 2 3.58 - 2.69 - 2.76 -
E. faecium 1 3.45 - 2.58 - 2.58 -
E. faecalis 3 2.92 - 2.12 - 1.65 -
E. faeccium 2 2.90 - 2.72 - 2.68 -
E. faecalis 4 3.09 - 2.51 - 2.42 -
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Table 4. Effectiveness of acidic sanitation solution (concentration 0.25%, temperature
20°C, 20 min) against enterococci adhered on stainless steel surface in environment with
different content of milk residues

Adhered enterococci (log CFU.mm™) on stainless steel surface
Tested strains in PBS in PBS with 0.1% milk in PBS with 1% milk
of enterococci numbers reduction numbers reduction numbers reduction
before after before after before after
sanitation sanitation sanitation sanitation sanitation sanitation
E. faecalis 1 4.22 2.52 3.77 2.48 3.03 1.37
E. faecalis 2 3.58 2.48 2.69 2.25 2.76 1.48
E. faecium 1 3.45 2.93 2.58 2.11 2.58 2.20
E. faecalis 3 2.92 2.92* 212 2.12* 1.65 1.65*
E. faecium 2 2.90 2.62 2.72 2.72* 2.68 2.68*
E. faecalis 4 3.09 3.09* 251 2.51* 242 2.42*
X 3.36 2.76 2.73 2.37 2.52 1.97
Xmin 2.90 2.48 2.12 211 1.65 1.37
Xrmax 4.22 3.09 3.77 2.72 3.03 2.68

* Total elimination

Alkaline sanitation solution containing NaOH and NaClO was 100% effective
against all tested strains enterococci, which were adhered on stainless steel plates
regardless to content of milk residues in environment. Acidic sanitation solution
containing HiPO, was 100% effective only against E. faecalis 3, E. faecalis 4 and E.
faecium 2 (except of PBS environment). The values of reduction of enterococci
adhered on stainless steel after application of acidic sanitation solution decrease with
increase of milk residues content in environment for which stainless steel plates were
in contact. Effectiveness of acidic sanitation solution obviously decreased presence
of milk residues.

Similar results reported Trachoo and Frank [2002], who found that sanitizer
containing chlorine are more effective than acidic sanitizers based on peracetic acid
or mixture of peracetic and peroxyoctanoic acid against Campylobacter jejuni
in biofilms.

Carballo and Aratjo [2012] reported that by the manufacturer recommended
concentrations of sanitation solutions (quaternary ammonium compounds and
alquyldiethylenediamineglycine and di-alquyldiamineethylglycine) were not effective
to kill Listeria monocytogenes and Salmonella spp., especially they were adhered
to surfaces.

Also none of tested sanitizers (based on benzalkonium chloride, hypochlorite,
peroxides, and aldehydes) was sufficiently effective with all tested strains
at the devitalization of the biofilm or at its removal, when used at concentration
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recommended by the manufacturer and at duration of exposure of 10 min. Neither
a prolonged exposure of 30 min, nor a three-fold increase in the concentration led
to a significant improvement in the efficiency of the sanitizers [Korefiova et al., 2011].

It may be concluded that obtained results contribute to the better understanding
of enterococci adhesion as initial phase of forming biofilm and as mechanism of survival
enterococci in dairy industry. Results also indicate that adhered enterococci can survive
sanitation process, especially by using acidic sanitation solutions. Therefore,
manufacturers of sanitizers should test their products not only against planktonic
pathogenic microorganisms but also against microorganisms in biofilm (in different
phase). In dairy industry it is necessary to prevent biofilm formation and the
contamination of food undesirable microorganisms by thorough cleaning and
sanitation process. The risks of biofilm not consist only in food contamination but
also in possibility of antibiotic resistance genes transfer.
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MAL GORZATA ZIARNO

Katedra Biotechnologii, Mikrobiologii i Oceny Zywnosci, Wydzial Nauk o Zywnosci,
Szkota Glowna Gospodarstwa Wiejskiego w Warszawie

BIOLOGICZNE DETERMINANTY BEZPIECZENSTWA ZYWNOSCI

Codex Alimentarius [Food Hygiene Basic Texts, 4th Ed.] definiuje
bezpieczenstwo zywnosci (z ang. food safety), jako zapewnienie, ze zywno$¢ nie
spowoduje uszczerbku na zdrowiu konsumenta, jesli jest przygotowana i/lub spozywana
zgodnie z zamierzonym zastosowaniem. Podobna definicje przyjeto na potrzeby unijnego
Rozporzadzenia nr (WE) 852/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 29 kwietnia
2004 r. w sprawie higieny $rodkéw spozywczych. Zgodnie z nim bezpieczenstwem
zywnoSci jest zapewnienie, aby $rodki spozywcze po przygotowaniu i spozyciu nie mialy
szkodliwego wplywu na zdrowie konsumentéw. Przy czym bierze si¢ pod uwage:
(1) normalne warunki uzytkowania; (2) informacje dostarczane konsumentowi;
(3) prawdopodobny natychmiastowy lub odroczony wptyw na zdrowie; (4) skumulowane
skutki toksycznos$ci; (5) szczegdlng wrazliwo$¢ zdrowotna okresSlonej kategorii
konsumentow. Wedlug Rozporzadzenia (WE) nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego
i Rady z dnia 28 stycznia 2002 r. ustanawiajace ogélne zasady i wymagania prawa
zywnosciowego, powolujace Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywno$ci oraz
ustanawiajace procedury w zakresie bezpieczenstwa zywnosci, zywno$¢ musi by¢
bezpieczna dla konsumenta pod kazdym wzgledem. Srodek spozywczy jest uznawany
za niebezpieczny, jezeli: (a) jest szkodliwy dla zdrowia; oraz (b) nie nadaje si¢
do spozycia przez ludzi. Zaden niebezpieczny $rodek spozywczy nie moze byé
wprowadzany na rynek. Podejscie obejmuje zarowno produkty zywnosciowe
produkowane w UE, jak i artykuly importowane z krajow trzecich. Wedlug natomiast
amerykanskiej Agencji Ds Zywnosci i Lekow [Food and Drug Administration. Bad Bug
Book, Foodborne Pathogenic Microorganisms and Natural Toxins. 2nd Ed.] zywno$¢ jest
niebezpieczna, jesli zawiera: (1) trujace lub w inny sposéb szkodliwe substancje, ktore
nie sg naturalnym sktadnikiem samej zywnos$ci, w ilosci stwarzajacej ryzyko uszkodzenia
zdrowia; lub (2) substancjg, ktora jest nieodtacznie naturalnym sktadnikiem same;j
zywno$ci; nie jest wynikiem rolniczych, przemyslowych lub innych zanieczyszczen
srodowiska; 1 jest obecna w ilo$ci czynigcej zywno$¢ szkodliwg dla zdrowia.

W zwiazku z przedstawionymi przyktadami definiowania bezpieczenstwa
zywno$ci, nalezy zada¢ pytanie, jakie s3a determinanty tego bezpieczenstwa?
Z opracowanych zasad systemy HACCP wiadomo, ze zywno$¢ jest narazona na trzy typy
zagrozen. Zagrozenia mikrobiologiczne sa zwigzane z obecnoscig mikroorganizméw
chorobotworczych 1 saprofitycznych, pasozytow, szkodnikdéw, ktore mogg spowodowac
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zepsucie zywnosci, wytwarzac¢ toksyny, enzymy, aminy biogenne lub inne produkty ich
metabolizmu. Zagrozenie chemiczne jest to przeniesienie substancji szkodliwych
powszechnie wystepujacych w $rodowisku do zywno$ci z surowcow, z aktywnosci
rolniczo-hodowlanej, aktywnosci sanitarnej, technologicznej, dodatkow do zywnosci.
Zagrozenia fizyczne sg to wszystkie ciata state obce: naturalne (ko$ci, pestki, kamienie,
piasek), kawatki tworzyw sztucznych (z maszyn, opakowan), metali (opitki lub fragmenty
czesci maszyn, opakowan), szkto, drewno, inne (guziki, wtosy). Opierajac si¢ na takiej
klasyfikacji zagrozen nie jest trudno wywnioskowac, ze biologicznymi determinantami
tego bezpieczenstwa sa mikroorganizmy, pasozyty i szkodniki. Zapisy Rozporzadzenia
Komisji (WE) nr 2073/2005 z dnia 15 listopada 2005 r. w sprawie kryteriow
mikrobiologicznych dotyczacych $rodkéw spozywcezych, poszerzaja rozumienie pojecia
mikroorganizmy, przyjmujac na swoj uzytek, ze sa to bakterie, drozdze, plesnie, glony,
wirusy, pierwotniaki pasozytnicze, mikroskopijne robaki pasozytnicze, a takze ich
toksyny i metabolity. Opracowane w ramach cytowanego rozporzadzenia kryterium
bezpieczenstwa zywnosci wymienia nie tylko wybrane patogeny, np. Listeria
monocytogenes, Salmonella, Enterobacter sakazakii czy E. coli, ale takze enterotoksyny
gronkowcowe oraz histaming. Rowniez FDA w opracowaniu ,,Bad Bug Book” wymienia
liczne czynniki pochodzenia biologicznego, nie ograniczajac si¢ tylko do samych
mikroorganizméw. Zatem za determinanty biologiczne bezpieczenstwa zywnos$ci mozna
uzna¢ czynniki mikrobiologiczne (bakterie, drozdze, plesnie, glony, wirusy, pierwotniaki
pasozytnicze, mikroskopijne robaki pasozytnicze), a takze ich toksyny i metabolity
(np. aminy biogenne), ale podobnie mozna zaklasyfikowac priony, alergeny, GMO oraz
naturalnie wyst¢pujace toksyny zywnosci i1 inne naturalnie wystgpujace substancje.
Mikroorganizmy mogace wystepowa¢ w produktach spozywczych mozna
sklasyfikowa¢ na dwie kategorie: (1) saprofityczne, niechorobotworcze, ale mogace
powodowac zepsucie produktow; (2) chorobotworcze, ktorych bezwzglednie nie powinno
by¢é w produktach zywnosciowych. Zrddtami mikroorganizméw w  produktach
spozywczych moga by¢: surowce, stosowane dodatki, proces produkcji, opakowania
jednostkowe oraz cztowiek. Dostajac si¢ do organizmu konsumenta droga pokarmowa
moga one by¢ przyczyng zatru¢ pokarmowych. Dane epidemiologiczne wskazuja,
ze glownymi przyczynami zatru¢ pokarmowych sg przede wszystkim zbyt wysoka
temperatura przechowywania zywno$ci skazonej patogenami, niewtasciwa higiena
osobista 0sOb przetwarzajacych zywnos$¢, przygotowujacych lub spozywajacych positki,
a takze zanieczyszczenia wtOrne zywnoSci majgce miejsce po ostatniej obrobce
termicznej mogacej eliminowaé czynnik patogenny. Potencjalnym zrodtem zatrué
pokarmowych jest przede wszystkim zywno$¢ bogata w biatka, produkty o wysokiej
wartosci pH Iub o duzej aktywnosci wody. Oczywiscie od tych obserwacji
epidemiologicznych sg nieliczne wyjatki, np. produkty wysokoskrobiowe, ktore moga
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by¢ przyczyna zatrucia pokarmowego toksyng Bacillus cereus typu wymiotnego.
Rozroznia si¢ dwa rodzaje zatru¢ pokarmowych: intoksykacje i1 toksykoinfekcje.
Intoksykacje wystepuja po spozyciu toksyn bakteryjnych. Obecno$¢ zywych komorek
bakterii nie jest konieczna do wystgpienia objawow zatrucia. Warunkiem koniecznym
powodowania zatrucia typu intoksykacja jest to, ze najpierw mikroorganizmy musza
namnozy¢ si¢ w zywnosci do takich liczby, aby powstaly odpowiednie ilosci toksyn.
Wytworzone toksyny sa egzotoksynami, czyli substancjami wydzielanymi przez komorki
mikroorganizméw na zewnatrz. Przykladami intoksykacji sa zatrucie jadem
kietbasianym, czyli toksyna botulinowa Clostridium botulinum i zatrucie enterotoksyna
gronkowcowa Staphylococcus aureus. Toksykoinfekcje sg wywolywane po spozyciu
zywych komorek mikroorganizmow. Czasami wystarczy juz niewielka liczba
ich komorek w zywnosci. Mikroorganizmy te réwniez sa zdolne do wytwarzania toksyn,
ale sa to endotoksyny, czy substancje wewnatrzkomorkowe. Toksykoinfekcje moga by¢
wywolywane przez m.in.: Salmonella, Shigella, E. coli, Yersinia enterocolitica,
Cl. perfringens, B. cereus, Campylobacter jejuni, L. monocytogenes. Wymienione
przyklady mikroorganizméw odpowiadaja nie tylko za zatrucia pokarmowe.
Przyktadowo, Y. enterocolitica znane sg z powodowania infekcji gardta. Od lat wiadomo,
ze L. monocytogenes odpowiadajg za obumieranie ptodu i choroby zwierzat (w tym
zapalenie opon mozgowych lub mozgu), a takze ludzi (zapalenie opon moézgowych,
posocznica i rozne inne choroby, np. serca. C. jejuni sg przyczyna poronien i zapalen jelit
u owiec i bydta domowego. CI. perfringens wywotujg zgorzel gazows (z tac. gangraena
gaseosa), czyli martwicg migsni lub tkanki tacznej. Gronkowce, streptokoki i enterokoki
mogg powodowac z kolei ropne stany zapalne bton §luzowych.

Od kilkunastu lat znamy pojecie ,,nowych patogenéw”. Sa to bardzo czgsto
mikroorganizmy znane ludzkos$ci, ale pokazujace nam swoje nowe oblicze. Na przyktad
Y. enterocolitica, ktore zaczety wykazywac zdolnos$¢ do rozwoju w niskich temperaturach
(0-4°C) przechowywania zywno$ci minimalnie przetworzonej i produktach typu
ready-to-eat. Innym ,,sztandarowym” przyktadem nowego patogenu sg L. monocytogenes
dobrze tolerujace podwyzszone stgzenia soli, pH i rozwijajace si¢ w zakresie temperatur
0-44°C, moggce przetrwaé proces mrozenia, suszenia lub delikatnego ogrzewania.
Do ,,nowych patogendéw” zalicza si¢ takze np. C. jejuni, Helicobacter, Aeromonas
hydrophila, Plesiomonas shigelloides oraz patogenne szczepy Escherichia coli, taki jak
bardzo rzadki szczep 0104:H4 nalezacy do typu enterokrwotocznych E. coli (EHEC),
ktory kilka lat temu spowodowat fale zachorowan w Niemczech.

Kolejnym czynnikiem biologicznym determinujacym bezpieczenstwo zywnosci
sg wirusy. Sa to czasteczki inwazyjne, niezdolne do rozmnazania si¢ poza organizmem
gospodarza 1 przeprowadzania samodzielnie procesow metabolicznych. Pomimo,
ze nie sg zaliczane do $wiata organizmow zywych, najczesciej sg z nimi kojarzone
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i na listach czynnikow patogenéw wymieniane wraz z mikroorganizmami. Wsrod
wirusoéw istotnych dla zywnosci wymieni¢ mozna nastgpujace rodzaje: (1) adenowirusy
powodujace infekcje btony Sluzowej goérnych drég oddechowych, oczu, weziow
chlonnych, goraczke u ludzi, zapalenie watroby u zwierzat; (2) astrowirusy wywolujace
zapalenie zotadka i jelit, wodnista biegunke, nudnosci, wymioty, goraczke, zte
samopoczucie, brak taknienia, bole brzucha; (3) norowirusy, np. wirus Norwalk
odpowiedzialny za ok. 90% epidemii niebakteryjnego zapalenia zotadka 1 jelit;
(4) herpeswirusy, np. opryszczka, ospa Wietrzna, poétpasiec, zakazenia skory,
osrodkowego ukladu nerwowego, oczu 1 bton S§luzowych; (5) pikornawirusy
odpowiedzialne za choroby uktadu pokarmowego, nerwowego, skory i bton sluzowych,
przezigbienia, wirusowe zapalenie watroby; (6) rotawirusy wywolujace infekcje uktadu
oddechowego, zapalenie jelit, wysoka temperaturg, biegunke, zapalenie migénia
sercowego, jelit i watroby. Wydaje sig, ze w chwili obecnej nie doceniamy tego
zagrozenia. Tymczasem zdaniem amerykanskiego Centers for Disease Control and
Prevention za okoto 70% ognisk norowirusa przenoszonych ze skazonej zywnosci
odpowiadaja ludzie [CDC.gov].
maja endopasozyty, czyli pasozyty wewnetrzne, zyjace wewnatrz obcego organizmu
bedacego zrodtem pozywienia dla nich. Moga by¢ one przyczyng powaznych chordb.
Do takich pasozytow naleza m.in. nicienie: wlosien krety, spiralny (Trichinella spiralis),
glista ludzka (Ascaris lumbricoides hominis), owsik ludzki (Enterobius vermicularis syn.
Oxyuris vermicularis) oraz wtosogtowka ludzka (Trichuris trichiura syn. Trichocephalus
trichiurus). Pasozytami sg réwniez plazince — tasiemce: uzbrojony, soliter (Taenia
solium), nieuzbrojony (Taenia saginata), bablowcowy, bablowiec (Echinococcus
granulosus) i bruzdogtowiec szeroki (Diphyllobothrium latum). Do pierwotniakow
zalicza si¢ wielkousSciec jelitowy (Giardia lamblia, syn. G. intestinalis, G. duodenalis),
petzak czerwonki (Entamoeba histolytica) oraz Toxoplasma gondii, Cryptosparidium
parvum. Do najgrozniejszych przywr naleza: motylica watrobowa (Fasciola haepatica),
motyliczka (Dicrocoelium lanceatum), przywry kocia i tropikalna. Biologicznymi
czynnikami decydujagcymi o bezpieczenstwie zywnoSci sg réwniez szkodniki.
Ich obecnos$¢ moze sprzyja¢ przenoszeniu na produkty spozywcze innych biologicznych
determinantéw bezpieczenstwa zywno$ci. Do szkodnikoéw zywnos$ci nalezy zaliczy¢:
roztocza (rozkruszki, roztoczki), nicienie (wtosien krety, wegorek pszeniczny, wegorek
octowy), owady (wotek zbozowy, motyle: mol ziarniak, mklik maczny, karaczany),
muche domowg oraz gryzonie (np. myszy i szczury).

Moéwiac o mikroorganizmach i innych zywych organizmach, jako biologicznych
determinantach bezpieczenstwa zywnosci, nie sposob pomingé ich metabolitow.
Do takich metabolitow =zaliczyé nalezy przede wszystkich toksyny bakteryjne
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i mikotoksyny grzybowe. Sposrod toksyn bakteryjnych najwazniejsze dla bezpieczenstwa
zywnosci sg te, charakteryzujace si¢ stabilnoscig, np. termiczng, gdyz pozostaja one
w produkcie finalnym stanowigc ryzyko dla zdrowia cztowieka, pomimo eliminacji
zywych komorek ich producenta. Do takich toksyn zalicza si¢ m.in. cieptostabilne
toksyny Staphylococcus aureus, cieptostabilne neurotoksyny Clostridium botulinum oraz
toksyne wymiotng (ETE) i enterotoksyny HBL, Nhe, EntK wytwarzane przez Bacillus
cereus. Mikotoksyny sa wtdérnymi metabolitami, nieposiadajacymi biochemicznego
znaczenia dla wzrostu 1 rozwoju grzybow plesniowych je wytwarzajacych.
Toksynotworcze ple$nie moga wytwarza¢ jedna lub wigcej takich toksycznych wtérnych
metabolitow. Przy czym nie wszystkie plesnie sa toksynotworcze i nie wszystkie ich
wtorne metabolity sg toksyczne dla czlowieka. Dotychczas w zywnos$ci 1 paszach
zidentyfikowano ponad 400 roznych mikotoksyn. Znane sa dwie drogi narazenia
ludzkiego organizmu na dziatanie tych substancji: bezposrednie (spozywanie produktow
zywnosciowych pochodzenia ro$linnego zanieczyszczonych mikotoksynami) oraz
posrednie (spozywanie produktow pochodzenia zwierzecego, pozyskiwanych od zwierzat
skarmianych pasza skazong grzybami mikotoksynotwérczymi lub mikotoksynami).
Od pewnego czasu mowi si¢ o tzw. mikotoksynach maskowanych lub sprz¢zonych, ktére
czesto sg obecne w surowcach zywnos$ciowych i w paszach. Poniewaz wchodza
W wigzania z innymi czgsteczkami, np. glukoza, nie sg wykrywane w trakcie rutynowych
analiz, natomiast moga by¢ uwalniane podczas trawienia pokarmow w ukladzie
pokarmowym cztowieka lub zwierzat, powodujac nieznane stany chorobowe (brak
danych naukowych na ten temat).

Mikrobiologicznymi metabolitami sa roOwniez aminy biogenne. Sg to zwigzki
azotowe, proste zasady organiczne o matej masie czasteczkowej, powstajace w wyniku
dekarboksylacji aminokwaséw lub aminacji i transaminacji ketonéw i aldehydow.
Obecnosci amin biogennych nalezy spodziewac si¢ w kazdego rodzaju zywnosci, ktéra
zawiera biatka lub wolne aminokwasy i stwarza mozliwo$¢ rozwoju mikroorganizmow:
(1) jako efekt mikrobiologicznego zepsucia zywnos$ci; lub (2) jako efekt fermentacji
zywnos$ci. Wiekszo$¢ ludzi wychodzi z zalozenia, Ze substancje naturalne sa bezpieczne.
Tymczasem obecno$¢ amin biogennych w surowcach zywnosciowych lub produktach
przetworzonych moze by¢é wynikiem szlakow metabolicznych zachodzacych
w surowcach zywnos$ciowych (w tkance roslinnej lub zwierzecej) bez udziatu komoérek
mikroorganizmow. Wysoki poziom amin biogennych jest naturalng cechg niektorych
produktéw zywnosciowych, np.: cytrusdw, porzeczki, truskawek, winogron (putrescyna),
pomidoréw (tyramina, tryptamina), banandéw (tyramina, tryptamina), §liwek (tyramina),
szpinaku (histamina), ro$lin stragczkowych, czekolady, kakao, ziarna kakaowca
(fenyloetyloamina).
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Rowniez inne naturalnie wystepujace w zywnosci substancje mogg by¢
niebezpieczne dla organizmu czlowieka. Wymieni¢ tu trzeba przede wszystkim: (1)
glikozydy cyjanogenne, kumarynowe, saponinowe, nasercowe, np.. amygdalina obecna
w pestkach moreli, $liwek, wi$ni, migdatow, brzoskwini, jarzebinie), zwiazki saponinowe
(obecne w szpinaku, burakach, szparagach, soi); (2) alkaloidy, czyli zwiazki zasadowe,
na ogo6l heterocykliczne, zawierajgce azot, glownie pochodzenia ro$linnego, m.in.:
atropina, skopolamina, kokaina, chinina, morfina, kodeina, alkaloidy sporyszu, solanina,
chalkonina, tomatyna; (3) substancje wolotwoércze: tiocyjaniany, izotiocyjaniany,
tiooksazolidyny; (4) inhibitory trypsyny (obecne w soi, fasoli, grochu, kukurydzy,
ziemniakach, biatku jaja); (5) fitohemaglutyniny z grupy lektyn, wywotujace rzadko
spotykane zatrucie nazywane w wielu krajach ,zatruciem czerwona fasolg”;
(6) grajanotoksyny wywolujace ,,odurzenie miodowe”, czyli zatrucie po spozyciu miodu
zanieczyszczonego toksynami, ktore pszczoty zebraly razem z nektarem roslin
ozdobnych, szczegdlnie rododendrondéw; (7) toksyny mieczakdow, wytwarzane przez algi
obecne w planktonie, ktorym zywig si¢ migczaki, toksyny te sg akumulowane
lub metabolizowane przez migczaki, znane zatrucia tego typu to np. zatrucie paralityczne,
PSP, biegunkowe, DSP, neurotoksyczne, NSP, amnezyjne, ASP; (8) tetrodotoksyny
wytwarzane w organizmach ryb rzedu Tetraodontiformes; (9) ciguatoksyny powodujgce
zatrucia po spozyciu niektorych gatunkéw ryb morz zwrotnikowych i podzwrotnikowych.

O istotnos$ci substancji naturalnie wystgpujacych w zywnosci dla bezpieczenstwa
cztowieka $wiadczy¢ moze przyklad badan nad B-kazeina, frakcja kazeiny, gtownego
biatka mleka. Znanych jest 13 wariantow genetycznych B-kazeiny, ale u bydta mlecznego
najpowszechniejszymi sg Al i A2. Na skutek trawienia [B-kazeiny Al w ukladzie
pokarmowym jest uwalniana znaczna ilo$¢ B-kazomorfiny-7, a w przypadku trawienia
B-kazeiny A2 uwalniane jest bardzo malo tej substancji. Istnieje hipoteza,
ze P-kazomorfina-7 moze mie¢ powazne konsekwencje zdrowotne - uczestniczy¢
m.in. etiologii choroby wiencowej, cukrzycy insulino-zaleznej u dzieci do 14 r.z., a takze
schorzen takich jak autyzm. Dlatego od lat trwaja badania, ktéorych celem jest
potwierdzenie tej hipotezy, a takze proby wyhodowania kréw, ktore nie syntetyzuja
B-kazeiny w formie Al.

Stosunkowo nowym problemem w systemach bezpieczenstwa zywnosci
sa alergeny, ktore dostajac si¢ do ludzkiego organizmu droga pokarmowa, moga
wywolywa¢ objawy alergii pokarmowej, czyli gwaltownej reakcji organizmu
spowodowanej pobudzeniem mechanizmoéw immunologicznych. Alergia pokarmowa jest
czg¢sto mylona z nietolerancjg pokarmowa, czyli nadwrazliwoscig na zywno$¢ lub jej
sktadnik. Nietolerancja pokarmowa ma nieco inny przebieg i objawy niz alergia
pokarmowa. Zgodnie z unijnym Rozporzadzeniem Parlamentu Europejskiego i Rady
(UE) 1169/2011 z dnia 25 pazdziernika 2011 r. w sprawie przekazywania konsumentom
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informacji na temat zywnosci, producenci sg zobowigzani do wykazywania w skladzie
produktow zywnosciowych nazw substancji lub sktadnikow powodujacych alergie lub
reakcje nietolerancji za pomoca tekstu wyraznie odrozniajacego ja od reszty wykazu
sktadnikow. Substancjami lub produktami powodujacymi alergie lub reakcje nietolerancji
sa: zboza zawierajace gluten, tj. pszenica, zyto, jeczmien, owies, orkisz, kamut lub ich
odmiany hybrydowe, a takze produkty pochodne (z wyjatkami), skorupiaki i produkty
pochodne, jaja i produkty pochodne, ryby i produkty pochodne (z wyjatkami), orzeszki
ziemne (arachidowe) i produkty pochodne, soja i produkty pochodne (z wyjatkami),
mleko i produkty pochodne (lacznie z laktoza) (z wyjatkami), orzechy, tj. migdaty,
orzechy laskowe, orzechy wloskie, orzechy nerkowca, orzeszki pekan, orzechy
brazylijskie, pistacje/orzechy pistacjowe, orzechy makadamia lub orzechy Queensland,
a takze produkty pochodne (z wyjatkami), seler i produkty pochodne, gorczyca i produkty
pochodne, nasiona sezamu i produkty pochodne, dwutlenek siarki i siarczyny
(z zastrzezeniami), tubin i produkty pochodne, a takze mieczaki i produkty pochodne.

Niepodwazalnym biologicznym zagrozeniem bezpieczenstwa zywnosci sg priony
(z ang. proteinaceous infectious particle), czyli biatkowe czgsteczki zakazne PrP (z ang.
Prion Protein), biatka o strukturze drugorzgdowej innej niz biatka normalnie
funkcjonujace w zywych organizmach. Co ciekawe, priony sg czynnikiem patogennym
niezawierajacym informacji genetycznej. Powoduja choroby uktadu nerwowego zwierzat,
m.in. scrapie, gabczasta encefalopati¢ bydta, zwana choroba szalonych krow (BSE, z ang.
bovine spongiform encephalopathy), pasazowalng encefalopatic norek (z ang.
transmissible mink encephalopathy), encefalopati¢ gabczasta kotow (z ang. feline
spongiform encephalopathy), przewlekta chorobe wyniszczajaca jeleniowatych (z ang.
chronic wasting disease). A takze odpowiedzialne za wiele chordb ludzkich, m.in.:
chorobe  Creutzfeldta-Jakoba, chorobe  Gerstmanna-Strausslera-Steinkera,  kuru,
$miertelng bezsenno$¢ rodzinng (z ang. fatal familial insomnia). Badania genetyczne
dowodza, ze priony sa biatkami kodowanymi w DNA: gen PRNP u ludzi, gen Prn-p
u wszystkich ssakow, gadow i ptazéw, a nawet w komodrkach mikroorganizméw.
Co ciekawe, u Saccharomyces cerevisiae zwigkszajg zdolnosci adaptacyjne i umozliwiaja
przezycie w niekorzystnych warunkach srodowiskowych.

Od pewnego czasu biotechnologia i genetyka sg zafascynowane narzedziami
inzynierii genetycznej pozwalajacymi na modyfikacje genéw. Dzigki nim otrzymali§my
organizmy genetycznie modyfikowane (GMO, z ang. genetically modified organism).
Od chwili powstania takich organizméw, w tym mikroorganizmow, $wiat podzielit si¢ na
zwolennikow ich stosowania i ich przeciwnikéw. Jak dotad brak jednoznacznych
wskazan, ze GMO jest niebezpieczne dla czlowieka. Niezaprzeczalnie, producenci
zywnosci korzystaja z dobrodziejstwa mikroorganizméw modyfikowanych genetycznie,
uzyskujgc dzigki nim wiele wartoSciowych substancji w warunkach biotechnologicznych.
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Coraz intensywniej mowi si¢ o powszechnej produkcji surowcow zywnosciowych
modyfikowanych genetycznie. Na terenie krajow Unii Europejskiej podjeto probe
prawnej regulacji uzytkowania GMO. Do tego celu opracowano Rozporzadzenie (WE)
nr 1829/2003 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 22 wrze$nia 2003 r. w sprawie
genetycznie zmodyfikowanej zywnosci 1 paszy. Zgodnie z prawem, na terenie UE jest
zakaz stosowania sktadnikoéw modyfikowanych genetycznie do zywnos$ci i do pasz dla
zwierzat, bez odpowiedniego oznakowania. Oznacza to, ze w momencie nieuprawnionej
obecnos$ci w surowcach i produktach zywnosciowych GMO mozna ta zywno$¢ traktowac
jako zagrozenie biologiczne.

Podsumowujac, znanych jest bardzo duzo czynnikow mikrobiologicznych
i chemicznych, ktore mozna uzna¢ za biologiczne determinanty bezpieczenstwa
zywno$ci. Lista tych czynnikow nie skraca si¢ pomimo postepu nauki, techniki
i technologii. W pewnym sensie postep techniczny i technologiczny przyczyniaja si¢ do
pojawiania nowych zagrozen lub selekcji nowych odmian/szczepow starych zagrozen.
Z drugiej strony wiedza naukowa i analityczna pozwalaja wykrywaé i szacowaé nowe
zagrozenia, powoli ucza si¢ jak radzi¢ sobie z tymi zagrozeniami. Nalezy zada¢ sobie
pytanie Jakie sg wizje na przyszto$¢?”. Analizujac powyzszy przeglad mozna stwierdzi¢
,Lepiej chyba nie bedzie...”.
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KORZYSCI | ZAGROZENIA WYNIKAJACE ZE SPOZYWANIA SUPLEMENTOW DIETY
PRZEZ WYBRANA GRUPE MLODYCH, AKTYWNYCH ZAWODOWO OSOB

Streszczenie

Celem badan byta ocena wiedzy miodych, aktywnych zawodowo konsumentow
na temat dostepnych na rynku suplementow diety oraz zagrozen wynikajacych
z ich spozywania.

Badanie empiryczne w oparciu o kwestionariusz ankiety zostalo zrealizowane w
grupie 100 losowo wybranych studentéw pierwszego i drugiego stopnia studiow
niestacjonarnych  kierunku Towaroznawstwo  Wydzialu  Przedsiebiorczo$ci
i Towaroznawstwa Akademii Morskiej w Gdyni. Do analizy statystycznej wynikow
badan zastosowano test zgodno$ci x? (chi kwadrat), poréwnujgc uzyskane rozklady
odpowiedzi z rozktadem jednostajnym.

Na postawie przeprowadzonych badan sformutowano wniosek koncowy:
osobom miodym, aktywnym zawodowo potrzebna jest dodatkowa edukacja
zdrowotna z zakresu suplementacji, gdyz dokonywany przez nie wybdr suplementow
diety nie moze by¢ przypadkowy i oparty o rekomendacj¢ znajomych oraz relacje
ceny do wielkosci opakowania.

Stowa kluczowe: suplementy diety, zagrozenia zdrowotne, mtodzi konsumenci

Wprowadzenie

Suplementy diety sa fatwo dostgpnym 1 pozadanym przez konsumentow
produktem. Jednym z czynnikdw rozwoju rynku suplementow diety sg dzialania
marketingowe, zwigkszajace wiedzg spoteczenstwa o asortymencie tych produktow.
Perspektywa rozwoju rynku suplementéw diety w duzej mierze uzalezniona jest
od dalszego wzrostu znaczenia profilaktyki prozdrowotnej wsrod spoteczenstwa oraz
utrzymania si¢ trendu na zdrowy wyglad [ Waszkiewicz-Robak, 2009].

Jednym z czynnikow sprzyjajacych rozwéj rynku lekow sprzedawanych bez
recepty (OTC) 1 suplementow diety jest utrudniony dla Iudno$ci dostep do lekarza
specjalisty oraz rekomendacje udzielane przez farmaceutoéw. Wprowadzenie do sprzedazy
lekow OTC i roznego rodzaju suplementow diety, w sklepach ogdlnodostepnych
(hipermarketach, supermarketach, matych sklepach spozywczych, kioskach, stacjach
benzynowych, w sklepach zielarsko-medycznych), a nawet w urzedach pocztowych,
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mialo wplyw na wzrost spozycia tych preparatow. Coraz bardziej znaczacym,
stanowigcym udogodnienie dla odbiorcow, kanatem dystrybucji jest internetowa sprzedaz
wysylkowa. Mimo rozwoju rynku poza aptecznego, gldéwnym kanatem dystrybucji
suplementow diety w Polsce sa apteki. Okoto 80% wszystkich artykutow sprzedawanych
w aptekach to suplementy diety. Klienci stosuja je w szeroko rozumianegj profilaktyce
zdrowotnej. Drugim, bardzo istotnym czynnikiem majacym wplyw na sprzedaz
suplementow diety jest sezonowos¢ i1 moda, poparta skutecznymi kampaniami
reklamowymi [http://www.egospodarka.pl/...].

Chociaz dynamika rozwoju rynku suplementéw diety jest obecnie nizsza niz
w latach poprzednich to warto podkresli¢, ze wcigz jest bardzo wysoka i wyzsza niz dla
lekow OTC. Zaktada si¢, ze nadal beda kontynuowane trendy, ktore wystgpowaty
w poprzednich latach i pozytywnie wpltywaly na sprzedaz suplementéw, takie jak:
starzenie si¢ spoteczenstwa, wzrost zainteresowania samoleczeniem, zdrowym stylem
zycia 1 wygladem zewngtrznym, produktami pochodzenia naturalnego i ziolowego
[http://www.pmrpublications.com/...].

Na polskim rynku dostgpna jest obecnie szeroka gama suplementow diety.
W sprzedazy dostgpne sa miedzy innymi: odzywki dla sportowcéw (na zwigkszenie
masy), suplementy i preparaty odchudzajace, suplementy poprawiajace wyglad skory,
wlosow 1 paznokci, $rodki 1 suplementy na meskie problemy seksualne, suplementy dla
kobiet, suplementy prozdrowotne, suplementy pomocne przy nauce i pracy umystowej,
suplementy dla os6b aktywnych i sportowcow.

Suplementy diety maja wlasciwosci wzmacniajace stan zdrowia cztowieka. Moga
tez zmniejsza¢ ryzyko zachorowania na wybrane jednostki chorobowe przez dziatanie w
obszarze utrzymania przez organizm homeostazy [Stos i Szponar, 2006]. W praktyce
rozwaza si¢ znaczenie suplementéw jako sktadnikéw uzupehiajacych nieprawidtowa
diete, badz zmniejszajacych ryzyko wystapienia przewlektych choréb niezakaznych
[Ktosowicz-Latoszek i in., 2008]. Niemniej w niektorych stanach fizjologicznych, takich
jak: okres cigzy czy laktacji, zwigkszony wysitek fizyczny, choroby, niewtasciwy styl
zycia, suplementacja niektorymi sktadnikami, a zwlaszcza witaminami i sktadnikami
mineralnymi moze by¢ wskazana [Gertig i Przystawski, 2006]. Wazne jest, aby
stosowane ilosci suplementow witaminowych, czy mineralnych nie przekraczaty dawek
uznanych wedtug aktualnego stanu wiedzy za bezpieczne oraz by korygowac popelniane
bledy w sposobie zywienia [Brzozowska i in., 2005].

Bardzo niebezpieczne jest zjawisko tzw. samoleczenia, polegajace na dowolnym
doborze suplementow diety i niejednokrotne srodkow farmakologicznych. Dowolne
stosowanie lekow, czy tez ziol moze wywolywaé nieodwracalne zmiany w organizmie
[Waszkiewicz-Robak, 2009].
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Wiele z suplementéw diety cieszacych si¢ niezwykla popularno$ciag zawiera
surowce roslinne, w tym zielarskie. Czgsto sa to jednak tzw. ,,produkty z pogranicza
lek/zywnos$¢”, a surowce w nich zawarte wchodzily do tej pory wylacznie w sktad
produktéw leczniczych. Suplementy diety stanowia jedynie uzupelnienie normalnej diety
w wartosciowe sktadniki pochodzenia roslinnego i nie mogg by¢ alternatywa dla leku
roslinnego. Jednak w zwigzku z tym pojawia si¢ wiele pytan i kontrowersji na ten temat,
np.: jakie surowce roslinne moga wchodzi¢ w sktad suplementéow diety, jak ustali¢
maksymalne i minimalne dawki dobowe dla tych surowcéw, aby nie stanowily one
zagrozenia zdrowotnego dla konsumentow, ale wywolywaty pozadany ,efekt
fizjologiczny” oraz jakie powinny by¢ badania odnos$nie jakosci i standaryzacji surowcow
zielarskich wchodzacych w sktad suplementow diety [Derebecka-Hotysz i Ms$cisz, 2007].

Wedtug Ustawy z dnia 6 wrze$nia 2001 r. o prawie farmaceutycznym produktem
leczniczym jest substancja lub mieszanina substancji, przedstawiana jako posiadajaca
wlasciwosci zapobiegania lub leczenia chordb wystgpujacych u ludzi lub zwierzat
lub podawana w celu postawienia diagnozy lub w celu przywrdcenia, poprawienia
lub modyfikacji fizjologicznych funkcji organizmu poprzez dziatanie farmakologiczne,
immunologiczne lub metaboliczne. Suplementy diety natomiast sa przeznaczone
sg natomiast do uzupetninia diety w sktadniki niedoborowe i nie przypisuje si¢ im efektu
leczniczego. Oczywiscie zarowno suplementy diety jak i leki maja na celu utrzymanie
rownowagi fizjologicznej organizmu.

Z prawnego punktu widzenia suplementy diety i produkty farmaceutyczne
(lecznicze) to catkowicie odmienne kategorie produktow, chociaz w ich sktadzie mozna
dopatrze¢ si¢ wielu wspolnych cech. Problemem w prawidtowej klasyfikacji produktu,
jako suplementu diety, stwarzaja pewne substancje aktywnie czynne, inne niz witaminy
i sktadniki mineralne, czyli surowce znane z tradycji ich spozywania, wykorzystywane
w medycynie wschodu i ziololecznictwie, ale tez stosowane w preparatach
farmaceutycznych. Nalezy zaznaczy¢, ze zaden produkt nie moze by¢ produktem
farmaceutycznym i rownoczesnie Srodkiem spozywczym w postaci suplementu diety,
chociaz w obu przypadkach moga one zawiera¢ te same substancje, lecz w réznych
ilo$ciach [Waszkiewicz-Robak, 2009].

Celem badan byta ocena wiedzy miodych, aktywnych zawodowo konsumentow
na temat dostepnych na rynku suplementow diety oraz zagrozen wynikajacych
z ich spozywania.

Material i metody

Badanie empiryczne zrealizowano metoda wywiadu bezposredniego w 2012 roku
w grupie 100 kobiet i mg¢zczyzn, w wieku od 19 do 30 lat. Badana grupa skladata si¢
z 0sO6b miodych, aktywnych zawodowo i stosujacych suplementacje. Kobiety stanowity
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56%, a mezczyzni 44% ogo6tu badanych. Osoby do badania wylosowano metodg prosta,
indywidualng. Do wylosowania badanej grupy zastosowano tabele liczb losowych.
Operatorem losowania byta lista studentow pierwszego i drugiego stopnia studiow
niestacjonarnych  kierunku Towaroznawstwo Wydzialu  Przedsiebiorczosci
i Towaroznawstwa Akademii Morskiej w Gdyni. Badana grupa studentow
reprezentowala wiedze charakterystyczng dla ludzi mlodych, dobrze wyksztalconych,
poniewaz ich wiedza po przeprowadzeniu procesu rekrutacji na studia nie odbiegala
od przecigtnej wiedzy mtodych Polakow. Przy analizie wynikow uwzgledniono pte¢
respondentéw oraz zastosowano test zgodnosci y? (chi kwadrat), poréwnujac uzyskane
rozktady odpowiedzi z rozktadem jednostajnym.

Badanie przeprowadzono w oparciu 0 autorski kwestionariusz ankiety
zawierajacy 11 pytan typu zamknietego. Zakres analizowanych zagadnien umozliwit
oceng¢ sposobu zywienia badanej grupy studentéw, rodzaju, formy, pory roku i czgstosci
spozywania suplementéw diety, Zzrodet pozyskiwania informacji na temat suplementacji
(2 pytania w ankiecie badawczej), czynnikow wplywajacych na zakup oraz miejsca
zakupu suplementow, ustalenie czynnikéw wptywajacych na stosowanie suplementow
diety przez badana grupe respondentow, okreslenie rodzaju najczesciej kupowanych
suplementow, oceng wiedzy badanej grupy kobiet i mgzczyzn na temat zagrozen
wynikajacych z przyjmowania suplementow diety.

Wyniki i dyskusja

W XX i XXI wieku codzienny rytm zycia wigkszosci ludzi ulegt znacznym
zmianom. Obecnie niewiele czasu i1 uwagi poswieca si¢ na przygotowywanie
petnowartosciowych positkow, a stosowanie suplementow diety w celu uzupehienia
sktadnikow odzywczych stalo si¢ coraz bardziej powszechne. Jednocze$nie obserwuje si¢
coraz wicksza dbatos¢ Polakoéw o kondycje fizyczng, witalno$¢ i wyglad zewnetrzny
[Tyrakowska i in., 2009].

Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono, ze ponad polowa mezczyzn
(55%) 1 niemal polowa kobiet (45%) uwazata swdj sposob zywienia za prawidlowy.
Mimo to respondenci zadeklarowali, ze kupuja i spozywaja suplementy diety. Badana
grupa najczeSciej zazywala suplementy diety jesienig i zimg (54% kobiet i 65%
mezczyzn), czyli w okresie ostabionej odpornosci organizmu i wzmozonych przezigbien.
Najmniejszy odsetek badanych przyjmowal suplementy diety wiosna (12% kobiet i 9%
mezczyzn) i latem (6% kobiet 1 8% mgzczyzn). Okreslono, ze wickszy odsetek kobiet
(28%) niz mezczyzn (18%) stosowal suplementacje przez caty rok. Najwigcej, bo 48%
kobiety 1 41% mezczyzn zadeklarowato spozycie suplementow diety w zaleznosci od
potrzeb. Dwa procent kobiet i 9% mezczyzn stosowato suplementacje diety kilka raz
dziennie, 20% kobiet i 14% mezczyzn raz dziennie, a 11% kobiet 1 20% mezczyzn kilka
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razy w tygodniu. Siglowa i wsp. na podstawie przeprowadzonych badan w grupie
studentow r6znych kierunkéw, miedzy innymi dietetyki, nauki o Zywieniu, zdrowia
publicznego, pielegniarstwa, farmacji, turystyki, informatyki/elektroniki, stwierdzili,
ze przedstawiciele obu plci najczesciej deklarowali spozycie suplementow diety raz
dziennie, w tym 54,7% kobiet i 48,3% mezczyzn [Sigtowa i in., 2009]. Stwierdzona
regularno$¢ przyjmowania suplementéw przez badang grupg byta zblizona do wynikow
uzyskanych przez Sigtowa i in. [2009]

Obserwujac stron¢ podazowa polskiego rynku suplementow diety, mozna
zauwazy¢, ze ilo§¢ produkowanych preparatow stale rosnie, a nowe produkty kierowane
sg do kolejnych, waskich grup odbiorcow [Tyrakowska i in., 2009]. Miechota-Katulska
i in. [2009] stwierdzili, ze najczeSciej stosowanymi suplementami diety przez milode
kobiety (42%) byly preparaty witaminowo — wzmacniajace, a nastepnie $rodki
odchudzajace (25%) i poprawiajace pami¢¢ oraz koncentracj¢ (21%). Wedtug Miechoty-
Katulckiej i in. [2009] mgzczyzni przypisywali najwigksze znaczenie preparatom
witaminowo - wzmacniajgcym (28%), poprawiajagcym koncentracje (27%) oraz
przeznaczonym dla sportowcow (23%). Wyniki badan wlasnych potwierdzity
te zalezno$¢. Najczesciej spozywanymi suplementami przez kobiety (53%) i mezczyzn
(43%) byly suplementy witaminowo - mineralne. Ponadto respondenci spozywali
suplementy diety wspomagajace odchudzanie (18% kobiet i 6% mezczyzn), dla
sportowcow (24% mezezyzn i 1% kobiet), wspomagajace pracg umystowa (13% kobiet
i 11% mezczyzn), poprawiajace proces widzenia (6% kobiet i 6% mezezyzn),
na kobiece/megskie problemy (5% kobiet, 1% mezczyzn), zawierajace wielonienasycone
kwasy tluszczowe (3% kobiet, 9% mezczyzn). Najcze$ciej suplementy diety
przyjmowane byly w formie tabletek i kapsutek (45% kobiet i 41% mezczyzn), tabletek
musujacych (32% kobiet i 38% mezczyzn) oraz herbat (20% kobiet i 10% mezczyzn).
Najmniejsza popularnoscia, zardowno wsrdd kobiet (3%) jak 1 mgzczyzn (11%), cieszyly
si¢ napoje ze skoncentrowang dawka sktadnikow wspomagajacych.

Wedhug danych literaturowych do najistotniejszych i najbardziej popularnych
zrodet informacji o suplementach diety, majacych znaczacy wptyw na podjecie przez
konsumentéw decyzji o ich zakupie naleza: reklamy w mediach (75,5%), informacje
dostgpne w internecie (47%) oraz w niewielkim stopniu fachowa porada uzyskana od
lekarza (24%) [Tyrakowska i in., 2009]. Na podstawie przeprowadzonych badan
stwierdzono, ze 37% kobiet i 43% mezczyzn dokonywalo zakupu suplementéw diety pod
wplywem przekazu reklamowego zamieszczonego w mediach i internecie. Duza liczba
respondentéw brata pod uwage przy zakupie suplementéw opini¢ rodziny i znajomych
(25% kobiet i 36% megzczyzn), porad¢ uzyskana od farmaceuty (26% kobiet 1 12%
mezczyzn) i lekarza (11% kobiet 1 5% mezczyzn) oraz inne zrodta informacji (1% kobiet
i 4% mezczyzn). Wedlug Tyrakowskiej i in. [2009] konsumenci w swoich decyzjach
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nabywczych powinni kierowaé si¢ przede wszystkim wiarygodng porada lekarza,
szczegdlnie w odniesieniu do sposobu i przeciwskazan stosowania preparatow
farmaceutycznych. Wykazano, ze osoby milode, najczeéciej dokonywaty zakupu
suplementow diety w aptece (75% kobiet 1 41% mezczyzn), przez internet (10% kobiet
i 25% megzczyzn), w hipermarketach (15% kobiet i 28% mezczyzn) oraz na stacjach
benzynowych (tylko 4% mezczyzn) 1 w innych miejscach sprzedazy detalicznej
(2% mezczyzn). Kobiety, jako miejsce zakupu suplementow wybieraly glownie apteki,
poniewaz korzystaly w nich z darmowej porady farmaceuty. Mgzczyzni kupowali
suplementy gtéwnie w aptekach, hipermarketach i na stacjach benzynowych.

Wedhug Siglowej 1 in. [2009] stosowanie suplementéow diety powinno by¢
swiadome i1 uzasadnione ze zdrowotnego punktu widzenia, bowiem bezkrytyczne
przyjmowanie tego rodzaju preparatow moze prowadzi¢ miedzy innymi do przekroczenia
zalecanej dawki pobrania sktadnikéw odzywczych i zwiazanych z tym konsekwencji
zdrowotnych. Szacuje si¢, ze niedobor lub tez nadmiar niektorych sktadnikow
odzywczych w diecie czlowieka przyczynia si¢ do rozwoju ok. 80 dietozaleznych
jednostek chorobowych, ktorymi dotknigtych jest ok. 20% ogoétu ludnosci naszego kraju.
Do jednostek tych zalicza si¢ miedzy innymi chorobg niedokrwienng serca, nadcis$nienie
tetnicze, udary mozgu, cukrzyce, kamice zotciowsa, osteoporoze, otytosc i szereg innych
schorzen. Jezewska-Zychowicz [2007] do najistotniejszym czynnikow wyboru
suplementow diety przez miode osoby zaliczyla stan zdrowia, poglady dotyczace
koniecznosci uzupehiania diety, dbalos¢ o wyglad zewngtrzny oraz sposéb zywienia.
Wyniki przeprowadzonych badan potwierdzity istnienie zalezno$ci miedzy wyborem
suplementow diety, a oceng swojego stanu zdrowia przez respondentow. Do gléwnych
czynnikéw wptywajacych na stosowanie suplementéw diety przez badang grupe kobiet
i me¢zczyzn zaliczono: stan zdrowia (79% ogoétu badanych, w tym 46% kobiet 1 33%
mezczyzn), sposob zywienia (69% ogdhu badanych, w tym 42% kobiet 1 27% mezczyzn),
dbatos¢ o wyglad zewnetrzny (69% ogotu badanych, w tym 44% kobiet 1 25% mezczyzn)
i aktywnos$¢ fizyczng (62% ogotu badanych, w tym 30% kobiet i 32% mgzczyzn).
W mniejszym stopniu na stosowanie suplementow diety przez badana grupe miata wpltyw
mozliwos¢ tatwego zakupu (55% ogoétu badanych, w tym 27% kobiet i 28% mgzczyzn)
i reklama (33% ogdtu badanych, w tym 20% kobiet i 13% mezczyzn).

Kolejnym waznym aspektem dotyczacym oceny zachowan mitodych
konsumentoéw na rynku suplementéw diety byto okreslenie czynnikéw wplywajacych na
zakup suplementow. Stwierdzono, ze respondenci starali si¢ dokonywac rozsgdnych
decyzji przy zakupie suplementéw wybierajac znane marki (56% ogotu badanych, w tym
32% kobiet i 24% mezczyzn) oraz biorgc pod uwage opinie lekarza (54% ogohu
badanych, w tym 33% kobiet i 21% mezczyzn), farmaceuty (55% ogoétu badanych, w tym
34% kobiet i 21% mezczyzn) oraz postaé preparatu (55% ogoédtu badanych, w tym 31%
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kobiet i 24% mezczyzn). Nalezy jednak podkresli¢ fakt, ze swiadomo$¢ marki wsrod
konsumentéw budowana jest dzigki intensywnym kampaniom reklamowym, ktore nie
sg wiarygodnym zrodlem informacji 0 prezentowanych produktach [Michota-Katulska
i in., 2009]. Do mniej rozsadnych czynnikow prozakupowych wskazanych przez
respondentdéw zaliczono: polecenie znajomych (70% ogétu badanych, w tym 39% kobiet
i 31% mgzczyzn) oraz relacja ceny do wielkosci opakowania (68% ogoétu badanych,
w tym 40% kobiet i 28% mezczyzn). Polecenie suplementéw diety przez kosmetyczke
w opinii respondentdow 28% ogoétu badanych, w tym 17% kobiet 1 11% mezczyzn, oraz
wyglad opakowania w opinii 23% ogdtu badanych, w tym 13% kobiet i 10% me¢zczyzn,
zostaly zaliczone do malo istotnych czynnikow decydujacych o ich zakupie,
co potwierdzaja wyniki badan Michoty-Katulskiej i in. [2009].

Stwierdzono, ze w opinii mlodych konsumentéw stosowanie preparatow
jednosktadnikowych w duzych dawkach zwigksza ryzyko wystapienia zaburzen w
organizmie oraz ze nadmierna suplementacja witaminami i sktadnikami mineralnymi
moze spowodowaé wystapienie skutkow ubocznych, a niewtasciwe ich dawkowanie
moze by¢ przyczyna zatru¢. Ponadto respondenci stwierdzili, ze spozywanie
suplementow diety moze wptywac na wyniki badan diagnostycznych oraz ze nie mozna
nimi zastgpowa¢ lekarstw (tab.1).

Wyniki przeprowadzonych testow wskazujg, ze dla wszystkich analizowanych
kryteriow istnieje statystycznie istotna rdznica pomigdzy pozytywnymi, a negatywnymi
odpowiedziami na zadawane pytania. Wysokie wartosci statystyki testowej przemawiaja
na niekorzy$¢ hipotez zerowych. Roéznice sg wyrazne i za kazdym razem zgodne
z aktualnym stanem wiedzy na temat suplementacji, jej skutkow i potencjalnych
zagrozen. Wskazuje to na znaczna wiedzg badanych osob w zakresie dostepnych na
rynku suplementoéw diety oraz zagrozen wynikajacych z ich stosowania (tab.1).

Najwicksza popularnoscia wsréd kobiet 1 mezczyzn cieszyly si¢ preparaty
witaminowe i witaminowo - mineralne, szczeg6lnie multiwitaminy réznych producentow
1 preparaty zawierajace magnez oraz magnez z witaming Bg. Szeroka gama tych srodkow
jest powszechnie popularna i tatwa do nabycia, zarowno w sklepach, w aptekach, jak
i za posrednictwem internetowej sprzedazy wysytkowej. Mezczyzni czgéciej niz kobiety
spozywali preparaty dla sportowcoéw, np. biatkko HMB, a kobiety suplementy
wspomagajace odchudzanie oraz suplement Skrzypowita (tab.2).
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Tabela 1. Istotnosci réznic pomigedzy pozytywnymi i negatywnymi odpowiedziami na
pytania dotyczace wiedzy respondentdéw na temat suplementdow oraz
ewentualnych zagrozen wynikajacych z ich stosowania

Odpowiedzi | Odpowiedzi Wartos¢

Kryterium pozytywne | negatywne | statystyki x>

Nadmierne spozywanie witamin i sktadnikow
mineralnych moze spowodowa¢ wystapienie 76 17 37,43*%*
skutkéw ubocznych

Suplementy diety powinno stosowaé si¢ po

**x
konsultacji z lekarzem 58 19 19,75

Jednym =z niebezpieczenstw nicodpowiedniego
stosowania suplementéw diety s3 interakcje 51 11 25,81**
miedzy lekami a skladnikami mineralnymi

Suplementy diety moga wptywaé na wyniki badan

. 69 8 48,32**
diagnostycznych

Suplementy diety moga zastapi¢ niektore lekarstwa 23 58 15,12**
Spozywanie tzw. zywnosci funkcjonalnej (celowo
wzbogacanej w dodatkowe sktadniki odzywcze) 46 16 14,52**
zalicza si¢ do suplementacji diety

Stosowanie preparatow jednosktadnikowych w
duzych dawkach powoduje ryzyko powstawania 71 9 48,05**
zaburzen w organizmie
Niewtasciwe dawkowanie preparatow
zawierajacych witaminy i/lub sktadniki mineralne 72 13 40,95**

moze by¢ przyczyng zatrucia

* - istotno$¢ na poziomie a = 0,05, warto$¢ krytyczna rowna 3,84
% . L e .
- istotno$¢ na poziomie o = 0,01, warto$¢ krytyczna réwna 6,63

Zrodto: badania wiasne
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Tabela 2. Najczgsciej spozywane suplementy diety przez respondentéw wg plci i rodzaju
produktu [%]

Rodzaj suplementu

Pte¢
Kobiety Mezczyzni
Preparaty witaminowe Kwas foliowy 1
Capivit
Vitaral
Immunaron Forte
Nursea
Multiwitamina
Preparaty Magnez
witaminowo - mineralne Wapn
Magnez + wit. Bg
Pluszz
Rutinacea
Cynk
Ambio-Vitamins A-Z
Vigor
Magnum
Preparaty energetyzujace Pluszz Activ
Bodymax
Inne Linea
BioCLA
Skrzypowita
Btonnik
Lecytyna
Vitapil
Belissa
Provag
Aqua Slim
Omega — 3
Calivita
Biatko HMB
Kreatyna
Glukozamina

Ogotem
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Zrodto: badania wlasne

Whnioski

1. Osoby mtlode, aktywne zawodowo stosowaly suplementy diety przede wszystkim
w celu zwigkszenia odporno$ci organizmu, poprawy koncentracji oraz z uwagi
na dbatos¢ o wyglad zewnetrzny i sposob zywienia.

2. Konsumenci nie brali pod uwage opinii lekarza na temat konsekwencji zdrowotnych
wynikajacych z niewlasciwego przyjmowania suplementow diety.

3. Osobom mtodym, aktywnym zawodowo potrzebna jest dodatkowa edukacja
zdrowotna z zakresu suplementacji, gdyz dokonywany przez nie wybor suplementow
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diety nie moze by¢ przypadkowy i oparty o rekomendacj¢ znajomych oraz relacje

ceny do wielkosci opakowania.
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PROBA OSZACOWANIA POBRANIA KADMU Z DIETA PRZEZ POPULACJE 0SOB
W WIEKU PRODUKCYJNYM Z TERENU AGLOMERACJI MIEJSKIEJ

Kadm jest metalem cigzkim, ktérego ilos¢ w Srodowisku rosnie nieprzerwalnie
[Dzygora, 2009]. Szacuje si¢, ze rocznie o okoto 0,2% wzrasta stezenie kadmu w glebach
[Jin, 2002]. Kadm jest powszechnie stosowany w przemysle do produkcji stopow, baterii,
powlok galwanicznych, a takze pigmentéw dodawanych do farb, emalii, gumy czy tez
tworzyw sztucznych [Witkiewicz, 2008]. Ponadto jest wykorzystywany jako stabilizator
w produkcji ceramiki. Kadm ma rowniez zastosowanie w fotografice, grawerstwie,
litografii oraz produkcji lamp fluorescencyjnych i luminescencyjnych. Inne powszechne
zastosowanie kadmu to: produkcja fungicydow, elektronika, prety kontrolne w reaktorach
atomowych. Swiatowa produkcja kadmu wynosi 15-20 tysiecy ton/rok. Z kolei jego
roczna emisja do $rodowiska w skali globalnej wynosi 3,3-14,6 tysiecy ton, w tym
aktywno$¢ wulkaniczna, czyli naturalne zrodto stanowi okolo 10%. Kadm jest tatwo
wchtaniany i kumulowany w tkankach roslin i zwierzat. Ws$rdéd zwierzat niektore gatunki
wykazuja szczegélng zdolno$¢ akumulacji tego pierwiastka. Wysokie stezenia
Cd stwierdza si¢ przede wszystkim w tkankach skorupiakow i migczakow. Z kolei wsrod
ssakow wystepuje on w najwigkszych ilosciach w watrobie oraz nerkach zwierzat
hodowlanych i dzikich [Bonda, 2007]. Ze wzgledu na dlugi okres poitrwania kadmu
wynoszacy 10-30 lat, u ludzi gromadzi si¢ on w tkankach, co zwigksza ryzyko
wystapienia objawow toksycznych [Waisber, 2003]. Do organizmu czlowieka 1 zwierzat
kadm przedostaje si¢ roznymi drogami. Czlowiek najczeSciej pobiera ten pierwiastek
z pozywieniem. Ponadto kadm przedostaje si¢ do organizmu z dymem papierosowym
[Brzozowska, 2004]. Przy zawodowym narazeniu na kadm najwazniejsza rolg odgrywa
wchtanianie inhalacyjne.

Obecnie bardzo duza uwage zwraca si¢ na skazenie §rodowiska zwigzkami tego
pierwiastka ze wzgledu na jego wilasciwosci kancerogenne dla organizméw zywych
[Parus, 2012]. Kadm zostal zakwalifikowany do kategorii A ludzkich karcynogenow,
wsérod innych czynnikow takich jak: azbest, benzen, aflatoksyny, wirus Hepatitis B.
Szkodliwos¢ kadmu wynika w duzym stopniu m. in. z tatwej absorpcji z przewodu
pokarmowego, przenikania przez lozysko, tworzenia pofaczen z sulfohydrylowymi
grupami biatek czy tez uszkadzania budowy tancucha kwasow nukleinowych (DNA
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i RNA). Jego ilos¢ w organizmie zwigksza si¢ wraz z wiekiem. W korze nerkowej
noworodka raczej nie stwierdza si¢ obecnosci kadmu, natomiast u dorostego cztowieka
ilos¢ tego pierwiastka moze waha¢ si¢ w granicach 40-50 pg/g. Jednak najwicksze
stezenie tego toksycznego metalu obserwuje si¢ u ludzi w wieku 40-60 lat [Satarug,
2003]. To wilasnie w tej grupie najczesciej opisuje si¢ toksyczne efekty dziatania kadmu,
np.: nieodwracalne uszkodzenia nerek, watroby, phuc, osteoporoze i anemig [Jarup,
1998]. Przeprowadzone w Polsce badania wykazaty, ze w duzych aglomeracjach
miejskich, u 0s6b powyzej 50 lat w korze nerek $rednie stezenie kadmu wynosi 29-51
pg/g [Sieminski, 2007].

Skutki nadmiernego dziatania kadmu mogg prowadzi¢ do nowotworéw
m.in. trzustki, nerek, pluc czy prostaty [Waalkes, 2003]. Narazenie organizmu
na dziatanie toksyczne kadmu moze wigzaé si¢ z podwyzszeniem ryzyka $miertelnosci.
Taki efekt zostal zaobserwowany na zanieczyszczonych przez ten metal terenach
zarobwno wsrod ludzi, jak i zwierzat, gdzie stwierdzono obnizenie przezywalnosci
gtownie mtodych osobnikow [Larison, 2000].

Skutki, spowodowane przez nadmierne stezenie metali cigzkich w organizmie,
powoduja niekorzystne zmiany na tle biochemicznym. Do takich zmian nalezy
m.in.: niszczenie bton komérkowych, wymiana podstawowych jonow, reakcje z grupami
fosforanowymi w ADP oraz ATP, a takze reakcje z grupami —SH. Organizmy zywe moga
tolerowa¢ niewielkie wahania poziomu wigkszo$Sci pierwiastkow, ale zbyt duzy
ich nadmiar w dtuzszym czasie powoduje wystgpienie skutkéw toksycznych, ktore moga
doprowadzi¢ nawet do $mierci. Przyktadem kontroli nadmiaru metali w organizmie jest
tworzenie si¢ bialek metalosiarkowych. W przypadku roslin t¢ sama funkcje pehnia
fitochelatyny, ktore wigza kadm w postaci fizjologicznie nieaktywnej. Homeostatyczne
mechanizmy zwierzat czesto wykorzystujg biatka — metalotioneiny. Moga one wiazaé
kadm tworzac niedostgpne biologicznie postaci. Jako wskaznik toksycznosci substancji
stosuje si¢ LD50 (dawka $miertelna), ktora w przypadku kadmu wynosi 1500—9000
mg/dzien, z kolei dawka toksyczna kadmu to 3-330 mg/dzien [Alloway i Ayres, 1999].

W organizmie kadm oddzialywuje z wieloma enzymami. Uszkodzenie nerek jest
wynikiem szkodliwego dzialania na enzymy, ktére sg odpowiedzialne za resorpcje biatek
w kanalikach nerkowych. Dodatkowo kadm redukuje aktywnos$¢ syntetazy kwasu sigma
—aminolewulinowego, dehydrogenazy  alkoholowej, a takze dehydrogenazy
lipoamidowej.  Zwigksza natomiast aktywno$¢ dehydratazy kwasu  sigma
aminolewulinowego, dehydrogenazy pirogronowej i dekarboksylazy pirogronowej [Gary,
2007].

W warunkach zawodowego narazenia na kadm oraz w przypadku wysokiego
zanieczyszczenia $rodowiska kadm sprzyja powstawaniu schorzen kosci. U zwierzat
doswiadczalnych stwierdza si¢ osteoporoze, ktora moze by¢ nastepstwem uszkodzenia
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nerek, zaburzenia metabolizmu witaminy D i hormonu tarczycy, a takze zwigkszonego
wydalania wapnia i fosforu. U os6b narazonych na ten pierwiastek stwierdza si¢
osteomalacje (rozmickczenia ko$ci), a takze osteopeni¢ i osteoporoze. Istnieje dodatnia
korelacja pomigdzy poziomem kadmu w moczu, a kalciurig oraz aktywnoscia fosfatazy
zasadowej. Moze to wskazywaé na istnienie zalezno$ci pomiedzy poziomem
biologicznym kadmu i rozwojem osteopenii. Spozywanie produktéw, ktore zawieraja
duza ilo$¢ blonnika moze ograniczy¢ wchlanianie kadmu i zmniejszy¢ w ten sposob jego
toksyczne dziatanie na organizm.

Teratogenne efekty oraz dziatanie toksyczne na ptodd stwierdzono przy wysokim
stezeniu kadmu u gryzoni. Jezeli pierwiastek ten zostanie podany we wczesnym okresie
cigzy ma dziatanie teratogenne, ktore objawia si¢ wodoglowiem, brakiem ko$ci czaszki,
rozszczepem warg u potomstwa. Z kolei podany w pdéznym okresie cigzy uszkadza
lozysko, w zwigzku z czym moze nastgpi¢ $mier¢ plodu. Lozysko stanowi skuteczna
bariere, ktora chroni ptéd, kadm przedostaje si¢ przez nie w niewielkich ilosciach i jego
zawarto§¢ w organizmie noworodka wynosi okoto 0,2 pg. U szczuréw, ktérym kadm
podawano w sposob ciagly, zaobserwowano obnizenie spermatogenezy oraz ruchliwos$ci
plemnikéw. W badaniach z udzialem szczurow eksponowanych inhalacyjnie na ten
pierwiastek stwierdzano zwigkszone wystepowania nowotwordéw ptuc. Jednak takiego
samego dziatania nie udowodniono w przypadku innych organizméw (myszy i chomiki)
[Parus, 2012]. Komoérkowy mechanizm kancerogennego wplywu kadmu jest zwigzany
z aktywacja procesdw ontogenezy, blokowania supresorow nowotworowych oraz
blokowaniem mechanizmu naprawy DNA. Blokowanie to jest zwigzane ze zdolnoscig
jonoéw kadmu do wypychania jonéw cynku z kompleksow biatkowych [Parus, 2012].

Majac na uwadze negatywne skutki nadmiernego pobrania kadmu, celem pracy
byla préba oszacowania pobrania tego pierwiastka z dieta przez osoby doroste.

Material i metody badan

Badanie przeprowadzono w grupie osob w wieku 19-26 lat, mieszkajacych
na terenie Krakowa. W pierwszym etapie przeprowadzono badanie ankietowe stuzace
okresleniu zwyczajow zywieniowych 1 wielko$¢ spozycia produktow spozywczych
(metodg historii zywienia oraz wywiadu 24—godzinnego). Dodatkowo respondenci zostali
poproszeni 0 wskazanie miejsc dokonywania zakupow produktow spozywczych.
Z opracowanej - na podstawie ww. badan - listy produktow do drugiego etapu wybrano
te, ktore (zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (WE) NR 629/2008 z dnia 2 lipca 2008
roku zmieniajgce rozporzadzenie (WE) nr 1881/2006 ustalajace najwyzsze dopuszczalne
poziomy niektorych zanieczyszczen w s$rodkach spozywczych) moga by¢ zrodlem
kadmu. W ww. produktach oznaczono zawarto$¢ tego metalu. Sposdb przygotowania
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probek byl zgodny z PN-EN 13804 ,,Artykuly Zywno$ciowe; oznaczanie pierwiastkow
sladowych; kryteria sprawnosci, zasady ogolne i1 przygotowanie probek”.

W celu odpowiedniego przygotowania probek przeprowadzono mineralizacje
mikrofalowa. Oznaczenie zawartosci kadmu wykonano metoda atomowej spektrometrii
absorpcyjnej z atomizacja elektrotermiczng wg PN-EN 13804:2003 i PN-EN 14084:2004.
Do wzmocnienia sygnalu w przypadku matych stezen analitu zastosowano wielokrotne
podanie probki. Podczas oznaczania nie stosowano metody dodatku wzorca. Jako
modyfikator zostal zastosowany mianowany roztwor palladu 1000 mg/l w ilosci 5 pl,
ktéry byt dodawany wraz z probka. Krzywa wzorcowa zaleznos$ci absorbancji od stezenia
zostala wykreslona dla szesciu powtorzen.

Wyniki

Zgodnie z rozporzadzeniem Komisji Europejskiej (WE) nr 629/2008 zrodiem
kadmu moga by¢ produkty takie jak ryby i inne owoce morza, warzywa (szczegélnie
liSciaste), mi¢so i podroby oraz zboza i ich przetwory.

Najczesciej wybieranym przez osoby ankietowane produktami byly ziemniaki
(63% badanej populacji). Czgsto spozywano takze piersi z kurczaka (ok. 1/3 badanych
0s0b) oraz chleb pszenny i makarony (ok. 1/4). Pozostate produkty spozywano juz duzo
rzadziej (tab. 1).

Tabela 1. Produkty spozywcze wybrane do badan na zawarto$¢ kadmu [%]

Produkt spozywczy Procent spozycia
Ziemniaki 63
Piers z kurczaka 33
Chleb pszenny 24
Makaron 23
Pomidor 17
Tunczyk z puszki 13
Ogorek zielony 10
Marchew 9
Ogorek kiszony 8
Chleb razowy 7
Papryka czerwona 7
Chleb zytni 6
Otreby pszenne 6
Kapusta pekinska 6
Butka pszenna 55

Na podstawie otrzymanej od respondentdw gramatury produktéw i potraw
obliczono $rednie spozycie przypadajace na jedng osobe. Wyniki przedstawiono w tabeli
2. Sposrod wybranych produktow, respondenci spozywali dziennie najwigcej chleba
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pszennego (0,16 kg). Na drugim miejscu znalazt si¢ pomidor (0,12 kg), a na dalszych
piers z kurczaka oraz ogorek §wiezy, odpowiednio 0,09 i 0,08 kg. Najmniejsze $rednie

spozycie dotyczytlo makaronu, kapusty pekinskiej oraz butki pszennej - po 0,03 kg

dziennie.

Tabela 2. Srednie dzienne spozycie badanych produktow [kg]

Produkt spozywczy

Srednie dzienne spozycie surowca

Chleb pszenny
Pomidor
Ziemniaki
Pier$ z kurczaka
Ogorek zielony
Tunczyk z puszki
Marchew
Chleb razowy
Ogorek kiszony
Chleb zytni
Otrgby pszenne
Papryka czerwona
Butka pszenna
Kapusta pekinska
Makarony

0,16
0,12
0,12
0,09
0,08
0,06
0,06
0,05
0,05
0,04
0,04
0,04
0,03
0,03
0,03

Na podstawie wynikow otrzymanych z przeprowadzonych ankiet wybrano trzy

sieci sklepow, w ktérych respondenci najczesciej robili zakupy. Produkty wymienione

w tab. 2 zakupiono we wskazanych przez respondentéw miejscach, a nastepnie

0znaczono w nich zawartos¢ kadmu (tab. 3).

Na podstawie Rozporzagdzenia Komisji (WE) NR 629/2008 z dnia 2 lipca 2008
roku zmieniajgcej rozporzadzenie (WE) nr 1881/2006 ustalajace najwyzsze dopuszczalne

poziomy niektorych zanieczyszczen w srodkach spozywczych mozna stwierdzié, ze tylko

w marchewce zakupionej w markecie 3 dopuszczalny poziom kadmu (0,1 mg/kg) zostat

przekroczony. Pozostate przebadane produkty nie zawieraly wysokiej ilosci kadmu.
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Tabela 3. Zawartos¢ kadmu w badanych produktach [mg/kg]
Miejsce zakupu

Produkt Market 1 Market 2 Market 3
Pier§ z kurczaka 0,0015 0 0
Butka pszenna 0,04 0,048 0,043
Chleb zytni 0,03 0,006 0,027
Chleb razowy 0,026 0,0163 0,018
Ziemniaki 0,042 0,05 0,04
Chleb pszenny 0,025 0,021 0,023
Marchew 0,009 0,007 0,159
Ogorek kiszony 0,0017 0,0015 0,008
Otreby pszenne 0,0228 0,157 0,093
Makaron spaghetti 0,022 0,029 0,027
Papryka czerwona 0,003 0,0028 0,004
Ogorek zielony 0 0 0
Kapusta pekinska 0,023 0,018 0,025
Pomidor 0,001 0,001 0,001
Tunczyk z puszki 0,006 0,0064 0,04

W oparciu o wyniki badan ankietowych oraz analiz chemicznych oszacowano
pobranie kadmu ze spozywanymi produktami (tab. 4).

Tabela 4. Rzeczywiste pobranie kadmu z badanych produktéw [mg/dzien]

Produkt Market 1 Market 2 Market 3
Piers z kurczaka 0,0001 0 0
Butka pszenna 0,0012 0,0015 0,0013
Chleb zytni 0,0012 0,0003 0,0011
Chleb razowy 0,0013 0,0008 0,0009
Ziemniaki 0,0050 0,0060 0,0048
Chleb pszenny 0,0040 0,0034 0,0037
Marchew 0,0005 0,0004 0,0088
Ogorek kiszony 0,0001 0,0001 0,0004
Otreby pszenne 0,0010 0,0065 0,0037
Makaron spaghetti 0,0006 0,0007 0,0007
Papryka czerwona 0,0001 0,0001 0,0001
Ogorek zielony 0 0 0
Kapusta pekinska 0,0007 0,0006 0,0005
Pomidor 0,0001 0,0001 0,0001
Tunczyk z puszki 0,0004 0,0004 0,0024
Suma 0,0164 0,0209 0,0285

PTWI 0,1148 0,1463 0,1995
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Dyskusja

Wyniki badan monitoringowych przeprowadzonych zaréwno w Polsce, jak
i w innych krajach Unii Europejskiej wykazuja najwyzsze zanieczyszczenie kadmem
w rybach, owocach morzach, glonach, a takze suplementach diety, czekoladzie,
podrobach i nasionach roslin oleistych. Jednak najwigkszy udziat w catkowitym pobraniu
kadmu z zywno$cig majg zboza, produkty zbozowe, warzywa oraz ziemniaki. W krajach
europejskich srednie dzienne pobranie kadmu z produktami zbozowymi wynosi 4 pg,
w Polsce jest wyzsze - S5ug [Wojciechowska-Mazurek i in., 2010]. Warzywa i produkty
zbozowe dostarczaja okolo 75% catkowitego pobrania kadmu [Kot, 2003]. W Polsce
obecnie spozywa si¢ od 180 do 250 kg produktow zbozowych i ziemniakéw, a ich udziat
w diecie wynosi od 36 do 40%.

Zawarto$¢ kadmu w badanych produktach byta zblizona do warto$ci podawanych
przez innych autoréw. Kot [2003] przeprowadzit wiele badan dotyczacych ilosci
Cd w produktach zbozowych. Otrzymane przez niego wyniki wskazaty, ze chleb razowy
zawieral 0,008 mg/kg kadmu, chleb zytni 0,006 mg/kg kadmu, chleb pszenny 0,016
mg/kg kadmu, butka pszenna 0,014 mg/kg kadmu, a otreby pszenne 0,112 mg/kg kadmu.
Podobne badania tego autora [Kot i Zargba, 2007; Kot i in., 2009] wykazaty zblizony
poziom tego pierwiastka. Fiton i Karczewski [2012] oznaczyli zawarto$¢ kadmu
w produktach zbozowych, w zalezno$ci od regionu ich zakupu (regiony poéinocny,
srodkowy, zachodni i potudniowy). W pieczywie bialym najmniejsza zawartos¢ kadmu
(0,007 — 0,030 mg/kg) zaobserwowano w regionie poinocnym, z kolei najwigksza
zawarto$¢ kadmu wykazano w regionie potudniowym (0,027 — 0,0197 mg/kg).
W przypadku pieczywa razowego najmniejsza zawarto$¢ kadmu stwierdzono w regionie
p6tocnym 0,003 mg/kg, a najwigksza w regionie zachodnim 0,025 mg/kg.

Zywno$¢ pochodzenia zwierzecego moze zawieraé wysokie stezenie kadmu.
Bardzo czesto towarzyszy temu nadmierne st¢zenie miedzi, cynku czy tez zelaza. Nerki
oraz watroba - ze wzgledu na petnione funkcje - sg narzadami, ktére gromadza w swoich
tkankach szkodliwe zwiagzki dla zdrowia, w zwigzku z czym moga by¢ swoistym
wskaznikiem zanieczyszczenia srodowiska. Wagner i in. [1999] w swoich badaniach
stwierdzila, ze najwigksza zawarto$¢ kadmu odnotowano w watrobie. St¢zenie tego
metalu pochodzacego z regionu Etku i Wolbromia wyniosto odpowiednio 0,03 mg/kg
oraz 0,24 mg/kg $wiezej masy. Bardzo niskie stgzenie tego toksycznego pierwiastka
stwierdzono w schabie oraz w polgdwicy sopockiej. Podobne badania przeprowadzita
Wagner w 2000 roku. Przebadano wybrane gatunki migsa (migso wotowe i wieprzowe
roéznych klas), a takze wedliny pod wzgledem zawarto$ci w nich pierwiastkow, w tym
kadmu. Migso i jego przetwory pochodzity z ZM ,,Stuzewiec” (Warszawa). Zawarto$¢
kadmu tylko w jednym przypadku (kietbasa zwyczajna) przekroczyta nieznacznie
warto$¢ podang w wymaganiach i wyniosta 0,04 mg/kg produktu [Wagner i in., 2000].
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W przeprowadzonych badaniach nie wykazano (za wyjatkiem marchwi)
zwigkszonej zawartosci kadmu w porownaniu do dopuszczalnego limitu. Nie zanotowano
takze niebezpieczenstwa przekroczenia dawki PTWI. Tymczasowa dawka tolerowanego
tygodniowego pobrania (PTWI) kadmu ustalona przez Komitet Ekspertéow WHO/FAO
dla cztowieka zdrowego o masie 70 kg wynosi 0,49 mg/osobe/tydzien.

Takze badania przeprowadzone przez Sikore i Cieslik [2003] wykazaty, ze racje
pokarmowe mlodziezy nie stanowitly wigkszego ryzyka zdrowotnego w zwiazku
z obecnos$cig w nich kadmu. Pierwiastek ten byt na poziomie nizszym od tymczasowego
tolerowanego pobrania tygodniowego (PTWI). Rowniez Klos i in. [2012] nie
zaobserwowali przekroczenia dopuszczalnych warto$ci tygodniowego tolerowanego
pobrania kadmu przez studentow.

Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci ustalit ogélne zasady
1 wymagania prawa zywnosciowego oraz ustanowit procedury w zakresie bezpieczenstwa
zywnosci. Opracowano opini¢ naukowa dotyczaca zagrozenia dla zdrowia
spowodowanego zanieczyszczeniem srodkow spozywczych kadmem. Opinia ta uzasadnia
potrzebe przyjecia dla kadmu 2,8 razy nizszej wartosci tolerowanego pobrania
tygodniowego (TWI) czyli 2,5 pg/kg masy ciata. Uwzglednia si¢ ciggle pobranie tego
pierwiastka, ktore u 95% ludzi w wieku 50 lat moze spowodowaé wzrost stezenia kadmu
w moczu nawet do 1ug/g kreatyniny. RoOwniez zwraca si¢ uwagg na koniecznos$¢ dziatan,
ktére zmniejszaja zagrozenie dla zdrowia i w miare mozliwosci weryfikacje
obowigzujacego ustawodawstwa w zakresie dopuszczalnego poziomu zanieczyszczen
kadmem w $rodkach spozywczych.

Whnioski

1. Najczgsciej spozywanymi produktami spozywczymi byly ziemniaki (63%), pier$
z kurczaka (33%), chleb pszenny (24%) oraz makarony (23%).

2. Respondenci w najwigkszej ilosci w ciggu dnia spozywali chleb pszenny, pomidory i
ziemniaki, za§ w najmniejszej - butki pszenne, kapuste pekinska i makarony.

3. Ankietowane osoby najczegsciej jako miejsce zakupow wybieraly sklepy nalezace do
najwickszych sieci handlowych na polskim rynku. W sumie stanowity one 56%
wszystkich miejsc zakupowych.

4. Zakupione produkty spozywcze w wigkszosci zawieraly kadm w ilosci ponizej
dopuszczonego limitu. Jedynie w przypadku marchwi zanotowano wigksza niz
dopuszczalna zawartos¢ tego pierwiastka.

5.  Srednie tygodniowe pobranie kadmu wyliczone na podstawie danych ankietowych
1 wynikéw analiz chemicznych nie przekraczato w zadnym omawianym przypadku
tymczasowej dawki tolerowanego tygodniowego pobrania (PTWI).
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PIECZYWO JAKO ZRODLO POTENCJALNIE SZKODLIWYCH ZWIAZKOW REAKCJI
MAILLARDA - OCENA NARAZENIA ZDROWIA

Dla wiekszosci polskich konsumentow pieczywo pozostaje podstawowym
elementem codziennej diety. Podczas procesu produkcji pieczywa zachodzi szereg
nastgpujacych po sobie reakcji chemicznych pomigdzy wolng grupa karbonylowsg cukréw
redukujacych, a wolna grupa aminowa aminokwasow, peptydow lub biatek.
W okreslonych warunkach podczas wypieku mogg powstawaé zwiazki potencjalnie
szkodliwe dla zdrowia cztowieka w tym takze akrylamid. Celem pracy byla ocena
zawarto$ci akrylamidu w wybranych typach pieczywa, oraz szacunkowa ocena narazenia
zdrowia konsumenta na podstawie $redniego spozycia. Badania pokazaty, ze wszystkie
analizowane probki pieczywa zawieraja znaczne ilosci akrylamidu. Srednia zawarto§é
akrylamidu w badanych probkach pieczywa wahata si¢ w granicach 162,53-372,83 pg/kg
dla migkiszu oraz 48,02-1537,83 pg/kg dla skorki. Najwyzsza og6lng zawartoscia
akrylamidu cechowato si¢ pieczywo zwykle mieszane (938,55 pg/kg), najnizsza
pieczywo zwyklte pszenne (290,28 pg/kg). W wyniku szacunkowej oceny narazenia
konsumenta na toksyczne dziatanie akrylamidu, stwierdzono, Ze jedynie systematyczne
spozycie pieczywa zwyklego mieszanego moze wigza¢ si¢ z niebezpieczenstwem
dla zdrowia (w kontekscie oddziatywania kancerogennego). Zaznaczy¢ jednak trzeba,
ze pieczywo nie jest jedynym zrodlem tego zwiazku, tym bardziej zasadna jest stata
kontrola jego zawarto$ci w Zywnosci.

Stowa kluczowe: reakcja Maillarda, akrylamid, pieczywo, zdrowie
Wprowadzenie

Reakcje Maillarda

Podczas przetwarzania zywno$ci zachodza reakcje chemiczne odpowiedzialne
za powstawanie takich charakterystycznych cech zywnosci jak odpowiedni smak, zapach
i wyglad [Tessier i Birlouez-Aragon, 2012]. Reakcje, w wyniku ktorych ksztaltowane
sg W zywnos$ci wyzej wymienione cechy nazywane sg reakcjami nieenzymatycznego
brazowienia lub reakcjami Maillarda [Purlis, 2010; Yu i in., 2012].
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Reakcje Maillarda naleza do grupy bardzo zlozonych i kompleksowych reakcji
chemicznych zachodzgcych pomiedzy grupa aminowg (aminokwasow, peptydow,
biatek), a grupa karbonylowa (cukréw redukujacych) [Michalska, Zielinski 2007; Roux i
in. 2009].

Podczas reakcji nieenzymatycznego brazowienia tworzy si¢ wiele zwigzkow
odpowiedzialnych za powstawanie oczekiwanych cech organoleptycznych (smak, zapach,
kolor). Jednak obok zwigzkéw pozadanych wystepuje wiele produktéw reakcji Maillarda
o udowodnionym lub potencjalnym dzialaniu toksycznym = (mutagennym,
kancerogennym, neurotoksycznym). Do nich nalezy zaliczy¢ m.in. akrylamid [Michalska
i in. 2008; Purlis 2010; Kwon i in. 2011; Hwang i in. 2012].

Akrylamid

Akrylamid (AA) to bezbarwne (lub biate), bezwonne ciato state o krystaliczne;j
budowie przypominajacej platek $niegu. Jest substancjg ltatwo rozpuszczalng
w rozpuszczalnikach polarnych m.in.: acetonie, metanolu, etanolu, eterach i wodzie. Nie
jest rozpuszczalna w benzenie lub heptanie (rozpuszczalnikach niepolarnych) [Mustafa,
2008; Jankowska i in., 2009].

Zwigzek ten nalezy do grupy silnie reaktywnych zwigzkow i charakteryzuje si¢
obecno$cig wigzania podwojnego oraz fragmentu amidowego w swojej czasteczce. Silng
reaktywnos¢ akrylamidu determinuje jego budowa czasteczki, w szczegdlnosci obecnosé
wielkokrotnego wigzania elektrofilowego [Zyzlewicz i in., 2010].

Istnieje kilka hipotez moéwiacych o szlakach tworzenia si¢ akrylamidu
w zywnosci, jednak wyroznia si¢ dwa gtdowne modele, w ktérych zwigzek ten powstaje
[Karamat i in., 2011].

Pierwszy z nich polega na reakcjach zachodzacych pomigdzy aminokwasami
(kwasem asparaginowym, glutaming, waling, kwasem glutaminowym, lizyng oraz
glownie asparaging), a cukrami redukujagcymi (gtownie glukoza 1 fruktoza)
w temperaturze powyzej 120 °C. Schemat ten jest $cisle zwigzany z reakcjami Maillarda.
W fazie wstepnej reakcji Maillarda, podczas ogrzewania grupa aminowa aminokwasu
reaguje z grupa karbonylowa cukrow redukujacych. W reakcji tej powstaje
(po odczepieniu czasteczki wody) zasada Schiff’a, ktéra odgrywa kluczowa rolg
w powstawaniu akrylamidu. Dalsze przemiany prowadzace do powstawania akrylamidu
moga mie¢ rézny przebieg, m.in. obejmuja degradacje Stracker’a (w bardzo wysokich
temperaturach rzedu 180-220°C) lub bezposrednie przejscie zasady Shiff’a do akrylamidu
[Markowicz-Bostos i in., 2012].

Drugi model zaktada, ze akrylamid tworzy sie w trakcie termicznej degradacji
gliceroli, podczas ktorej powstaje akroleina, ktora ulega utlenieniu do kwasu akrylowego.
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Ostatnim etapem jest reakcja kwasu akrylowego z amoniakiem (wytworzonym podczas
pirolizy), czego efektem jest powstawanie akrylamidu [Bekas i in., 2006].

Proces tworzenia si¢ akrylamidu w zywnos$ci jest skomplikowany i wplywa
na niego szereg ztozonych parametrow. Glownie zalezy od temperatury zastosowanej
w trakcie obrobki cieplnej (powyzej 120°C), czasu jej trwania oraz zawarto$ci
aminokwasow (asparaginy) i cukréw redukujacych. Udowodniono, ze zmiany stosunkow
ilosciowych substratow reakcji kondensacji (w badaniach modelowych) skutkowaty
tworzeniem si¢ akrylamidu o zréznicowanych stezeniach. Biorac pod uwage fakt, ze AA
moze powstawaé na drodze reakcji Maillarda, znaczagcym czynnikiem determinujgcym
poziom stezenia tego zwigzku moze by¢ pH srodowiska. Najwyzsze stezenia akrylamidu
stwierdza si¢ dla pH w granicach 7-8, natomiast obnizenie pH do ok. 4 (w badaniach
modelowych) powoduje spadek zawartosci AA nawet o ok. 99% [Michalak i in., 2011].

W 1994 roku IARC (International Agency for Research on Cancer) uznata
akrylamid za substancj¢ nalezaca do kategorii substancji $rednio niebezpiecznych,
potencjalnie wywotujacych raka (grupa 2A). W obszarze UE substancja ta uznawana jest
za kancerogen grupy 2., co oznacza, ze nalezy traktowac ja, jako substancje wywolujaca
raka [Lingnerti in., 2002; Sanfanyado i in., 2011].

Prowadzone na zwierzgtach badania pozwolily naukowcom ustali¢ bezpieczny
poziom akrylamidu, przy ktorym nie powinno dochodzi¢ do niekorzystnych skutkow
zdrowotnych. Tolerowana dzienna dawka (TDI) akrylamidu dla dzialania
neurotoksycznego zostata ustalona na poziomie 40 pg/kg masy ciata, natomiast TDI
dla dziatania kancerogennego na poziomie 2,6 ug/kg m.c [Tardiff i in., 2009].

Akrylamid wystepuje w duzej ilosci produktéw zywnosciowych. Glownymi jego
zrodtami sg produkty zywnosciowe produkowane na bazie zbdz, ziemniakow oraz kawy.
Ze wzgledu na fakt, ze produkty zbozowe (zwtaszcza pieczywo) w diecie czlowieka
stanowig do$¢ duzy procent ogdlnego spozycia pokarmow w ciggu doby, nawet niskie
stezenia akrylamidu w tego rodzaju produktach moze nie$¢ za sobg niekorzystne skutki
[Mustafa, 2008].

Materialy i metody badan

Materiat badan

Badania zostaly przeprowadzone na probkach pieczywa dostepnego na lokalnym
rynku. Pieczywo nabyto w sieciowych sklepach wielkopowierzchniowych oraz
w piekarniach. Badane pieczywo zostalo podzielone na 5 typoéw, w obrebie ktdrych
znajdowato si¢ kilka rodzajow pieczywa (6-10) odpowiednich dla konkretnego typu.
Tabela 1 pokazuje wszystkie typy badanego pieczywa z uwzglednieniem iloSci
analizowanych probek. Dla kazdego pieczywa przeprowadzono oddzielne analizy
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zarowno dla skorki jak i migkiszu. W sumie, analizie poddano 68 probek pieczywa
(34 dla skorki i 34 dla migkiszu) pod katem zawartosci akrylamidu.

Tabela 1. Typy analizowanego pieczywa z podang liczba analizowanych probek

. Liczba préb

Typ pieczywa

(n)
Zwykle pszenne 6
Zwykle zytnie 6
AZwykle mieszane
Wyborowe pszenne 10
Wyborowe zytnie 6

A — pieczywo wypiekane z mieszanki mqgk: pszennej i Zytniej z przewagq maki pszennej

Probki skorki i migkiszu pobierane byty w taki sposdb, aby pozostatos¢ miekiszu
pod powierzchnig skorki nie byta wieksza niz 2 mm. Wszystkie pobrane probki
(oddzielnie migkisz i skorka) rozdrabniano w blenderze w celu ujednolicenia, a nastepnie
poddano analizie. Dla kazdej probki pieczywa analiza byla prowadzona w dwoch
rownolegtych powtdrzeniach.

Do okreslenia $redniego spozycia pieczywa w gospodarstwie domowym - tym
samym szacunkowej oceny narazenia ludno$ci Polski na potencjalnie szkodliwe dziatanie
akrylamidu — postuzyly dane statystyczne Glownego Urzedu Statystycznego odno$nie
Budzetow gospodarstw domowych w 2012 r.

Metody badan

Doktadnie rozdrobniony i ujednolicony material, odwazano w ilosci 1-2 ¢
do kolby stozkowej. Do nawazonej probki dodawano 20 ml 80% metanolu w celu
dokonania ekstrakcji akrylamidu. Ekstrakcja prowadzona byla w wytrzgsarce
w temperaturze 60°C przez 60 min. Nastgpnie probki chtodzono i sgczono przez sgczek
papierowy, a otrzymany filtrat poddano odtluszczaniu. W tym celu do przesaczu
dodawano heksanu (20 ml) i wytrzasano przez 10 minut. Po uptywie zatozonego czasu
gorng warstwe (tluszczowo-heksanowa) odrzucano i czynno$¢ powtarzano jeszcze
dwukrotnie. Odttuszczong probke pobierano w ilosci 5 ml i przenoszono do probowki
wirowniczej, po czym wymrazano w temperaturze -18°C przez 24 h. Bezposrednio
po wymrazaniu, probki wirowano przez 20 min. przy predkosci 12000 rpm (7200xg)
w temperaturze 5°C. Odwirowany supernatant pobierano i 0oczyszczano za pomoca
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techniki SPE (ekstrakcja do fazy statej) [Peterson i in., 2006; Nilsen i in., 2006; Michalak
iin., 2011].

Proces oczyszczania probek przeprowadzono w celu pozbawienia ekstraktu z soli
i zwigzkdéw niepolarnych oraz wyodrebnienia ekstraktu akrylamidu. Podczas procesu
zastosowano kolumienki Oasis ® HLB Waters WAT 094225 (1ml, 30 mg) zakupione
od firmy Waters (Milford, ME) wg procedury Nielsen i in. [2006], Michalak i in. [2011].

Otrzymane probki saczono przez 0,45 pum nylonowy filtr strzykawkowy
i analizowano z uzyciem wysokosprawnej chromatografii cieczowej z odwroconymi
fazami (HPLC-RP). Do analizy zastosowano chromatograf cieczowy firmy Schimadzu
LC-10A, sprzezony z uktadem komputerowym z programem do integracji LC Solutution
Schimadzu. Zestaw chromatograficzny wyposazony byt w detektor UV-Vis pracujacy
w zakresie 190 — 600 nm, ci$nieniowy degazer, automatyczny podajnik probek, podwdjna
pompe oraz termostat kolumn. Do oznaczen uzyto kolumne chromatograficzneg Synergi
4 uM Hydro — RP 80A, 250 x 4,6 mm firmy Phenomenex (Torrance, CA). Oznaczenia
prowadzone byty przy nastepujacych warunkach pracy: faza ruchoma - roztwor buforowy
5mM sulfonianu heptanu w wodzie/acetonitryl (97/3; v/v); predkos$é przeptywu fazy
ruchomej: 1,0 ml/min; objetos$¢ nastrzyku — 100 pl; temperatura kolumny - 25°C; czas
analizy - 30 min.; system detekcji - detektor Schimadzu UV-Vis z matryca fotodiod
(DAD) SPD — M 20A (ustawiona dtugosc¢ fali detektora A = 200 nm). Sygnat akrylamidu
pojawiatl si¢ w ok. 8-9 minucie. Interpretacje jakosciowa i iloSciowa otrzymanych
rozdziatéw chromatograficznych przeprowadzono na podstawie porOwnania czasu
retencji 1 wielkosci pola powierzchni piku akrylamidu w probkach wzorca z czasem
retencji i wielko$cia pola powierzchni pikéw tego zwiazku w badanych probkach. W tym
celu postuzono si¢ rownaniem regresji otrzymanym na podstawie sporzadzonej krzywej
wzorcowe] akrylamidu w zakresie stezen 0,006-12 pg/ml. Pozwolilo to na otrzymanie
krzywej regresji (y = 000000022x+0,00193) o zadowalajacej liniowosci (R?=0,9997,
n=>5). Stezenie akrylamidu wyrazone zostalo w pg/kg.

Analiza statystyczna

Oznaczenia dla kazdej z probek zostato wykonane w dwoch powtorzeniach. Dane
przedstawiono w formie $redniej arytmetycznej z podaniem odchylenia standardowego
pomigdzy prébami. Wszystkie obliczenia statystyczne dokonane byly przy uzyciu pakietu
Statystyka 10.0 (StatSoft, Inc. 2011, STATISTICA version 10). Istotno$¢ rdznic
obliczono za pomocag analizy wariancji jednoczynnikowej przy poziomie istotno$ci
p <0,05.
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Wyniki

Celem badan byto poréwnanie zawartosci akrylamidu w pieczywie roznego typu,
ogo6lnie dostepnego w handlu detalicznym oraz szacunkowa ocena narazenia zdrowia
konsumenta na ten zwigzek chemiczny na przyktadzie ludnosci Polski. Tabela 2
przedstawia zawarto$¢ akrylamidu w badanych probkach pieczywa.

Tabela 2. Zawartos¢ akrylamidu w badanych probkach pieczywa

Akrylamid (ng/kg)
T ieczywa
yppieczyw Migkisz Skorka
n MIS (%)
min / max Xgts CV% min / max Xgts CV %
Zwykle pszenne 6 130,37/21025 162,53+32,35°° 19,90 | 32596/53829  418,02+8573° 2051 38,89
Zwykle iptnie 6 14521/201,21 166,23+23,86™" 1435 | 54113/83831 65572410087 1538 2535
Zwykle mieszane 6 251,03/392,00 339,26456,87 16,76 | 1201,25/1895,57 1537,83+260,58° 1694 22,06
Wyborowe pszenne 10 201,56/321,12 27160+37,37 1376 | 49464/77943  649,94+8351° 1285 4179
Wyborowe iytnie 6 321,25/39521 372,8342492% 6,68 | 731,21/100012  897,8148343° 929 4153

n — liczba probek, min — wartos¢ minimalna, max — wartos¢ maksymalna, X, —wartosé
srednia, s — odchylenie standardowe CV% - procentowy wspotczynnik zmiennosci, M/S —
stosunek pomiedzy zawartosciqg oznaczanego zwigzku w migkiszu i skorce. Wartosci
Srednie oznaczone tymi samymi literami (a, b, ¢, d, e, f) sq istotnie rozne (statystycznie)
przy poziomie istotnosci p<0,05.

We wszystkich typach pieczywa zostaly oznaczone znaczace ilosci akrylamidu.
Srednia zawarto$¢ tego zwiazku w mickiszu pieczywa wahala si¢ w granicach
od 162,53 ng/kg dla pieczywa zwyktego pszennego do 372,83 pg/kg w przypadku
pieczywa wyborowego zytniego. Minimalng zawartoscia akrylamidu w skorce cechowato
si¢ pieczywo zwykte pszenne ze S$rednig zawarto$ciag tego zwigzku na poziomie
418,02 ug/kg, maksymalng natomiast pieczywo zwykle mieszane ze $rednig zawartoscia
akrylamidu wynoszaca 1537,83 ug/kg. W kazdym z przypadkow zawartos¢ akrylamidu
w skorce pieczywa byla wyzsza niz w jego migkiszu. Procentowa réznica wahala sie
w granicach 58 — 80%. Najwickszg roznicg pomigdzy zawartoscig akrylamidu w skorce
i w mickiszu cechowato si¢ pieczywo zwykte mieszane. R6znica stgzen w tym przypadku
wynosita 1198,57 pg/kg (77,94%). Tak duze zawartosci tego zwigzku w pieczywie tego
typu moga $wiadczy¢ o nieuczciwych praktykach producentdow m.in. polegajacych na
dobarwianiu pieczywa karmelem. Nalezy podkresli¢, ze stosunkowo wysokie wartosci
odchylenia standardowego oraz procentowego wspolczynnika zmienno$ci wynika¢ moga
z faktu, iz material badan pochodzit z roéznych zrédel (réozne surowce piekarnicze
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i techniki wypieku) oraz niejednolitego stopnia spieczenia skorki w analizowanych
probkach pieczywa.

Analiza statystyczna otrzymanych wynikéw akrylamidu dla badanych typow
pieczywa wykazala statystycznie istotne roznice (p<0,05) pomigdzy poszczegdlnymi
typami pieczywa w co najmniej jednym przypadku dla kazdego z nich. Stwierdzono
rowniez istnienie statystycznie istotnych ré6zni¢ (p<0,05) pomig¢dzy zawartoscig
akrylamidu w skorce i w migkiszu dla kazdego typu analizowanego pieczywa.

Tabela 3. Porownanie teoretycznej dawki przyjmowanego akrylamidu w kontekscie typu
spozywanego pieczywa oraz przecigtnego spozycia pieczywa dla rdznego typu
gospodarstwa domowego

Typ gospodarstwa domowego

1-osobowe 2 -osobowe 3-osobowe 4 -osobowe 5 -osobowe >5-osobowe Srednia

APrzecietne miesieczne spozycie na cztonka rodziny (kg)

Typ pieczywa 5,68 493 421 3,84 4,10 431 451

BPrzecietne dzienne spoiycie na czlonka rodziny (kg)

0,19 0,16 0,14 0,13 0,14 0,14 0,15

CPrzecietne dzienne dawka przyjetego akrylamidu (ng/kg)

Zwykle pszenne 54,96 47,70 40,74 37,16 39,67 41,70 43,65
Zwykle iytnie 77,81 67,54 57,67 52,60 56,17 59,04 61,81
Zwykle mieszane 177,70 154,23 131,71 120,13 128,27 134,84 141,15
Wyborowe pszenne 87,24 75,72 64,66 58,98 62,97 66,20 69,29
Wyborowe iytnie 120,29 104,40 89,16 81,32 86,83 91,27 95,55

A — na podstawie ,,Budzet gospodarstw domowych w 2012 roku” (Gtowny Urzqd
Statystyczny; B — na podstawie miesiecznego spozycia, zaktadajgc: miesigc = 30 dni;
C — na podstawie przedstawionych wynikow badan zawartosci akrylamidu w badanych
probkach pieczywa

W celu oszacowania stopnia narazenia ludnosci polskiej na akrylamid
przyjmowany poprzez spozycie pieczywa postuzono si¢ danymi statystycznymi budzetow
gospodarstw domowych w 2012 roku. Dane te pozwolily na pordéwnanie S$redniej
dziennej dawki przyjmowanego akrylamidu w odniesieniu do typu spozywanego
pieczywa oraz ilosci 0osob w gospodarstwie domowym (dane przeliczone na 1 osobg).
Wyniki zostaly przedstawione w Tabeli 3. Z zaprezentowanych danych wynika,
Ze najwigcej pieczywa spozywaja osoby, ktore same stanowig gospodarstwo domowe
(gospodarstwa 1 — osobowe), spozycie w tym przypadku sigga 5,68 kg/miesiac
(0,19 kg/dzien). Najmniejsze spozycie przypada na osobe w 4 — o0sobowych
gospodarstwach domowych, w tym przypadku wynosi ono 3,84 Kkg/miesigc
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(0,13 kg/dzien). Srednie spozycie pieczywa wynosi (bez wzgledu na typ gospodarstwa
domowego) ok. 4,51 kg/miesiac (0,15 kg/dzien). W odniesieniu do dziennego spozycia
pieczywa oszacowano $rednig zawarto$¢ akrylamidu, ktora przyjmuje statystyczny Polak
w ciaggu dnia (z wyszczegolnieniem badanych typdéw pieczywa). Z szacunkowych danych
wynika, ze najwigkszg ilos¢ akrylamidu dostarcza do organizmu cztowieka spozywanie
pieczywa zwyklego mieszanego (Srednio 141,15 pg/dzien), najmniejsza natomiast
spozywanie pieczywa zwyklego pszennego ($rednio 43,65 pg/dzien). Roznica pomigdzy
najwicksza $rednig warto$cia, a najmniejsza wynosita 97,5 pg (czyli ok. 3 razy wigcej).

Tabela 4. Maksymalne limity dla potencjalnego oddziatywania wybranych zwigzkow
reakcji Maillarda

APrzecietna waga doroslego Polaka wg. plci (kg)
Potencjalne Kobiety Mezczyzni
oddzialywanie 65 90

BLimit przyjmowanego akrylamidu (ng)
Neurotoksyczne 2600 3600
Kancerogenne 169 234

A — na podstawie badan firmy Estimator na reprezentatywnej grupie 800 Polakow w
wieku 18-80 lat; B — na podstawie wynikow badan Tardiff'i in. [2010]

W Tabeli 4 przedstawiono graniczne limity przyjmowania akrylamidu, powyzej
ktérych stwierdza sa dziatania niepozadane dla organizmu czlowieka. Maksymalna
dawka dla przecietnej polskiej kobiety (waga 65 kg) w przypadku dziatania
neurotoksycznego wynosi ok. 2600 pg (40 pg/lkg mc), w przypadku dziatania
kancerogennego ok. 169 pg (2,6 ug kg/mc). Dla przeci¢tnego polskiego mezczyzny
(waga 90 kg) dawki te wynosza 3600 ug — dziatanie neurotoksyczne oraz
234 ug — dziatanie kancerogenne. Nalezy zaznaczy¢, ze dane przedstawiajg dopuszczalne
dzienne dawki dla ludnosci Polski w wieku 18 — 80 lat. Dla ludnosci ponizej 18 lat
(dzieci) dawki te sg czasami 2-3 krotnie mniejsze [Tardiff i in., 2010]. Poréwnujac
graniczne dzienne dawki niewywotujace niepozadanego dziatania z danymi dotyczacymi
dziennego spozycia akrylamidu w pieczywie mozna stwierdzi¢, ze w przypadku ludnosci
Polski w wieku 18-80 lat niebezpieczne (kancerogenne) moze okazaé si¢ systematyczne
spozycie pieczywa zwyklego mieszanego. Z punktu widzenia przeprowadzonych badan
najmniej inwazyjne dla zdrowia cztowieka moze okaza¢ si¢ spozycie pieczywa zwyklego
pszennego.
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Podsumowanie

Przeprowadzone analizy pokazaly, ze akrylamid obecny byt we wszystkich
badanych typach pieczywa. Najwieksza $rednig zawarto$cig tego zwiazku cechowato si¢
pieczywo wyborowe zytnie (w przypadku migkiszu) oraz pieczywo zwykle mieszane
(w przypadku skorki). Wyniki badan pokazaty rowniez, ze istniejg liczne statystycznie
istotne rdéznice zaré6wno pomigdzy poszczegodlnymi typami pieczywa, jak i pomiedzy
skorka, a miekiszem. Roéznice pomiedzy typami wynikaé mogly z r6znego rodzaju sktadu
surowcowego (tym samym réznej ilosci reagentow w reakcji powstawania akrylamidu),
jak réwniez z roznych metod wypieku. Z tego samego powodu moga wynikaé roznice
pomigdzy poziomem akrylamidu w skorce i w migkiszu. Szacunkowa analiza narazenia
ludnosci Polski pokazata, ze kazdy Polak przyjmuje ok. 43,65-141,15 pg akrylamidu
dziennie (w zaleznosci od spozywanego typu pieczywa). W porownaniu do zalecanego
granicznego poziomu tego zwigzku w diecie czlowieka wylgcznie systematyczne
spozycie pieczywa zwyklego mieszanego moze okazac si¢ niebezpieczne i skutkowaé
pojawieniem si¢ choroby nowotworowej. Spozywanie pozostatych typow pieczywa nie
niesie bezposredniego zagrozenia neurotoksycznego czy kancerogennego. Zaznaczy¢
trzeba, ze pieczywo nie jest jedynym zréodlem akrylamidu w diecie cztowieka
i ze wzgledu na to nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na monitorowanie zawartosci tego
zwigzku w r6znych rodzajach zywnosci.
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DETEKCJA ALERGENNYCH BIALEK MLEKA W WYBRANYCH PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

Streszczenie

W  prezentowanym doswiadczeniu biatka mleka wyizolowano z r6znych
produktow spozywczych przy uzyciu czterech ekstrahentow. Nastgpnie przeprowadzono
identyfikacje beta-laktoglobuliny i kazeiny technika Western blot z wykorzystaniem
odpowiednich przeciwciat detekcyjnych. Sposrdd zastosowanych czterech ekstrahentow
najskuteczniejszym okazat si¢ 4% dodecylosiarczan sodu. Stwierdzono obecnos¢
alergennych biatek mleka rowniez w produktach o niezadeklarowanej ich zawarto$ci.

Stowa kluczowe: alergia pokarmowa, kazeina, beta-laktoglobulina, Western blot

Wprowadzenie

Alergie pokarmowe dotycza obecnie okoto 3,5-4% o0s6b dorostych oraz 6-8%
dzieci [Maleki i in.,, 2000]. Poniewaz jedyna metodg unikania kontaktu
z immunoreaktywnymi proteinami i glikoproteinami, jest stosowanie przez konsumenta
diety eliminacyjnej, konieczne jest prawidlowe etykietowanie produktow spozywczych,
przestrzeganie przez producentdw czysto$ci linii technologicznych i stosowanych
surowcoOw. Przed analitykami zywnosci stoi natomiast wyzwanie opracowania
skutecznych metod wykrywania nawet S$ladowej ilosci niebezpiecznych biatek
w surowcach i produktach spozywczych.

Okoto 170 rodzajow zywnosci moze wywotaé reakcje alergiczng, ale w grupie
o$miu najbardziej alergennych sktadnikow zywnosci wskazanych przez Codex
Alimentarius Commission w 1999 r. znajduja si¢: mleko krowie, jaja, ryby, skorupiaki,
orzechy drzewne, orzeszki arachidowe, soja i pszenica [ Wroblewska, 2002].

Na pierwszym miejscu wymieniane jest wigc mleko krowie, ktore ze wzgledu na
sktad aminokwasowy przez zywieniowcOw uwazane jest za §wietne zrodto aminokwasow
egzogennych, bliskie wzorcowi WHO/FAO/UNO 2007 . i bialku jaja [Normy Zywienia
Czlowieka, 2008]. W skladzie mleka krowiego wystepuje jednak 18-26 biatek
alergennych, a ponadto jest ono zrodtem wywotujacej nietolerancje pokarmowa laktozy.
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Poza wysoka warto$cig odzywcza, biatka mleka krowiego cechuja si¢ bardzo
dobrymi wlasciwosciami funkcjonalnymi; do ktorych naleza: rozpuszczalno$e,
wlasciwosci emulgujace, zelujace i zdolno$¢ tworzenia piany. Stad mleko i izolowane
z niego biatka stosowane sg podczas produkcji wielu produktow spozywczych w celu
poprawienia ich wartosci odzywczej, wlasciwosci reologicznych, pienistosci, stabilnosci
itp. [Gilbowski, 2004]. Podczas produkcji zywnosci nastgpuja znaczne modyfikacje
biatek mleka, szczegolnie gdy stosowana jest obrobka cieplna [Ziarno, 2006]
i modyfikacje enzymatyczne [Guanhao i in., 2013]. Modyfikacje te nie gwarantuja jednak
alergikom bezpieczenstwa zdrowotnego produktéw uzyskanych z dodatkiem biatek
mleka i dlatego konieczne jest opracowanie szybkich i skutecznych metod detekcji tych
biatek w zywnosci.

Podstawowym problemem w analizie Zywnos$ci jest najczgsciej odpowiednie
przygotowanie probki do analizy. W przypadku wielu metod analitycznych kluczowym
punktem staje si¢ prawidlowe przygotowanie ekstraktu. Bialka mleka wprowadzone
do zywnosci wchodza w liczne interakcje z jej sktadnikami, a jednocze$nie podlegaja
roznorodnym przemianom, W skutek denaturacji czy hydrolizy. Utrudnia to proces ich
wydobywania z matrycy, a w konsekwencji dalsza analize jako$ciow3 i ilosciowg.

Celem prezentowanych badan bylo poréwnanie zdolnosci ekstrakcyjnych
czterech roznych rozpuszczalnikéw sugerowanych do ekstrakcji biatek mleka, a nastgpnie
detekcja beta-laktoglobuliny — glownego biatka alergennego mleka oraz kazeiny —
dominujacego biatka mleka w izolatach otrzymanych z produktow spozywczych.

Materialy i metody
Badane produkty

Prezentowane badania wykonano dla dostepnych w handlu produktow
spozywczych, ktore zestawiono w grupy obejmujace produkty wyprodukowane przez
tego samego producenta, a na podstawie deklarowanej zawartosci biatek mleka
podzielono na klasy, tj.: 1- produkty, dla ktorych nie zadeklarowano na etykiecie
zawarto$ci biatek mleka, 2- produkty o zadeklarowanej mozliwej obecnosci sladowych
iloci biatek mleka oraz 3- produkty, ktore na etykiecie zawieraly informacj¢ o dodanych
do produktu biatkach mleka.

Pierwsza grupa obejmowata czekolady A: mleczna (3. klasa) i gorzka (klasa 2.),
grupa druga: czekolady B, wyprodukowane przez innego producenta, w tym mleczna
(3. Kklasa) i gorzka (2. klasa). Trzecia grupa obejmowata sosy, w tym sos chrzanowy
(klasa 3.) i majonez (klasa 1.). W grupie 4. znalazly si¢ wyroby piekarskie, ktore nie
posiadaty etykiet z zadeklarowanym sktadem surowcowym: chleb pszenno-zytni, butka
pszenno-zytnia (klasa 1.) oraz chleb na maslance i butka mleczna, dla ktoérych producent
nie zadeklarowat sktadu, jednak nazwa produktow sugeruje dodatek biatek mleka
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do produkcji, dlatego zakwalifikowano je w prezentowanych badaniach do klasy 3.
W ostatniej, piatej grupie, znalazty si¢ desery, czyli: kisiel truskawkowy (klasa 2.), kisiel
truskawkowy instant (klasa 1.), kaszka manna (klasa 3.), budyn $mietankowy instant
(klasa 3.) oraz galaretka wisniowa (klasa 1.).

Ekstrakcja

Produkty o zadeklarowanej wysokiej zawartosci tluszczu przed przystgpieniem
do ekstrakcji odtluszczano trzykrotnie za pomoca heksanu.

Ekstrakcje wykonano przy zastosowaniu nastgpujacych rozpuszczalnikow: 4%.
roztworu dodecylosiarczanu sodu (SDS), 0,1M buforu fosforanowego o pH 7,4 z 4%.
dodatkiem SDS, 0,1M buforu fosforanowego o pH 7,4 z 1%. dodatkiem Tweenu 20 oraz
0,1M buforu fosforanowego o pH 7,4 z 0,4%. dodatkiem Tritonu X-100. Proby
wytrzasano przez 1 godzine w temperaturze pokojowej, stosujac proporcje
rozpuszczalnika do nawazki produktu 20 ml : 1g.

Analiza otrzymanych ekstraktow

Stezenie biatka w otrzymanych ekstraktach oznaczano metoda z czerniag amidowa
[Popov i in., 1975], stosujac jako standard do przygotowania krzywej wzorcowej
albuming surowicy wotowej. Otrzymane wyniki przedstawiono jako wartos¢ $rednia
+ odchylenie standardowe, a analiza wariancji (ANOVA) pozwolita na wyznaczenie
statystycznie istotnych roznic migdzy S$rednimi wartosciami (na poziomie istotnosci
p< 0.05), przy wykorzystaniu programu Statistica 10 (StatSoft, Inc.).

Nastepnie wykonano rozdziat elektroforetyczny otrzymanych izolatéw metoda
SDS-PAGE, stosujac 4%. zel zaggszczajacy i 12%. zel rozdzielajagcy [Laemmli, 1970].
Transfer bialek z Zelu na membrane z polifluorku winylidenu wykonywano przy
wykorzystaniu sit cigzkosci. Przeciwciatami detekcyjnymi byty: poliklonalne krolicze
przeciwciato skierowane przeciwko [B-laktoglobulinie (Abcam, abl11289) oraz
poliklonalne krolicze przeciwciato skierowane przeciwko kazeinie (Abcam, ab 166596).
Natomiast jako przeciwcialo drugorzedowe wykorzystano kozie poliklonalne
przeciwciato skierowane przeciw calej czasteczce IgG krolika, skoniugowane
z alkaliczng fosfataza (Sigma, A3686). Do sycenia membrany stosowano 1%. zelatyne
wieprzowa (Sigma). Reakcje barwng wywotywano z substratem BCIP/NBT
(5-bromo-4-chloro-3 indoilo-fosforan/btekit nitrotetrazolowy, Calbiochem).

Omowienie wynikoéw i dyskusja

Ekstrakcja bialek z zywno$ci determinowana jest zaréwno wiasciwosciami
wyodrgbnianych biatek, jak i matrycy, w ktorej si¢ znajduja. Izolacje¢ biatek mleka
dodatkowo utrudnia ich tendencja do tworzenia uktadéw micelarnych, dlatego czesto
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w skladzie ekstrahentow sugerowanych do ich ekstrakcji znajdujg si¢ detergenty
[Steinhoff i in, 2011]. W omawianym doswiadczeniu wykonano ekstrakcje
jednostopniowa, aby nie doprowadza¢ do zbednego rozciefnczania izolatow, chociaz
oczywiscie nalezy spodziewaé si¢, ze ekstrakcja nie byla catkowita. Poniewaz
rozpuszczalno$¢ biatek mleka najnizsza jest w pH 5,7 (punkcie izoelektrycznym),
do ekstrakeji stosuje si¢ bufory np. o pH 7,4 [Steinhoff i in., 2011; Monaci i in., 2011].
Udowodniono rowniez wzrost ekstraktywnosci bialek wraz ze wzrostem temperatury,
jednak obrébka termiczna ekstraktow wplywa na zmiany konformacji epitopoéw
odpowiadajacych za wigzanie specyficznych przeciwcial [Besler i in., 2001], dlatego
omawiane izolacje wykonano w temperaturze pokojowej.

W izolatach otrzymanych z czekolad mlecznych (od producenta A i B)
najwicksza ekstraktywno$¢ wykazano dla roztworu SDS, natomiast stezenia bialtek
oznaczone w pozostatych izolatach, nie roznity si¢ statystycznie istotnie (ryc. 1A i 1B).
W przypadku czekolad gorzkich, obecno$¢ biatek potwierdzono jedynie w jednym
ekstrakcie: otrzymanym z czekolady gorzkiej A z 4%. SDS (ryc. 1A).

Ekstrakty otrzymane z majonezu, niezaleznie od zastosowanego ekstrahentu
roznity si¢ istotnie statystycznie, przy czym najwicksze stezenie biatka stwierdzono
w izolacie z 4%. SDS (ryc. 2). Natomiast izolaty z sosu chrzanowego tworzag 3 grupy
jednorodne: 4%. SDS wykazal najwigksza skutecznos$¢, dalej bufor dodatkiem SDS
i Tritonu X-100, natomiast nie powiodta si¢ ekstrakcja przy uzyciu buforu z dodatkiem
Tweenu 20 (ryc. 2).

Skuteczna ekstrakcja z wyrobow piekarskich mozliwa byla tylko przy
zastosowaniu ekstrahentow zawierajacych SDS, przy czym 4%. roztwor SDS byt
ponownie skuteczniejszy niz zbuforowany roztwor SDS (pH 7,4), za wyjatkiem
ekstraktow otrzymanych z butki pszenno-zytniej (ryc. 3).

W piatej badanej grupie produktow, tj. w deserach, otrzymane wyniki byty
najbardziej zroznicowane (ryc. 4). Z produktéw, ktore w swoim sktadzie zawieraja
znaczne iloSci biatek, czyli budyniu (zawierajacego mleko), galaretki (zelatyne
wieprzowa) i kaszki manny (mleko i ziarno pszenicy), otrzymano izolaty o duzej
zawarto$ci biatek (od 16,82 mg z kaszki manny roztworem zawierajagcym Tween 20,
do 66,04 mg z galaretki roztworem SDS). Ponownie najlepszym spo$rod stosowanych
ekstrahentow okazal si¢ roztwor SDS. Dla budyniu wyrazne byly réznice pomiedzy
skutecznos$cig kazdego z badanych roztworow ekstrakcyjnych. Natomiast dla galaretki
i kaszki manny wyodrebniono 3 jednorodne grupy. Zawsze najmniej skutecznym
ekstrahentem okazywat sie bufor fosforanowy z dodatkiem Tweenu 20.

Natomiast stgzenie bialtka w ekstraktach otrzymanych z kisieli, w ktorych
sktadzie wykazana byla jedynie skrobia oraz substancje smakowe i aromatyzujace, nie
przekraczato wyznaczonego progu detekcji.
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Sposrod badanych, zalecanych do izolacji bialek mleka ekstrahentow wybranych
na podstawie przegladu literatury, do iloSciowej izolacji biatek najlepszy okazat si¢ 4%.
roztwor SDS. Zaraz po nim najlepsza skuteczno$¢ ekstrakcji wykazano dla buforu
fosforanowego z dodatkiem SDS. Jedynie w przypadku czekolad A lepsze zdolnosci
ekstrakcyjne ze wzgledu na ilo$¢ wyizolowanego biatka uzyskano dla buforu
fosforanowego z dodatkiem Tweenu 20.

Prezentowane wyniki zgodne sg z obserwacjami Steinhoffa i in. (2011), ktorzy
z jedenastu roztworow zastosowanych do ekstrakcji biatek mleka z mleka w proszku,
stodkiej 1 kwasnej serwatki, najlepsze zdolnosci izolacyjne wykazali dla 4%. roztworu
SDS.

Kolejnym etapem badania skutecznos$ci badanych ekstrahentow do izolacji biatek
mleka byla proba jakos$ciowej detekcji kazeiny i beta-laktoglobuliny (BLG) metoda
Western blot.

W badanych czekoladach, zar6wno mlecznych, jak i gorzkich wykryto obecnos¢
BLG, biatka o masie czasteczkowej 18,6 kDa (ryc. 5A i B), przy czym w izolatach
otrzymanych z czekolad mlecznych widoczne sa takze prazki sugerujace obecnosé
dimeru tego biatka. Ponadto na obrazie immunoblottingu czekolady A stwierdzono
reakcje przeciwciata z biatkiem, ktérego masa czasteczkowa nie odpowiada ani mono-,
ani dimerowi BLG. We wszystkich otrzymanych izolatach z czekolad wykryto rowniez
obecno$¢ kazeiny, przy czym najstabsza detekcja tego bialka wystapita w przypadku
czekolad gorzkich A (ryc. 6). Obecnos¢ biatek mlecznych w badanych czekoladach byta
wykazana na etykietach przez producenta (produkty zakwalifikowane do 2 i 3 klasy).
W przypadku czekolad mlecznych biatka mleka sg istotnym sktadnikiem produkcyjnym,
natomiast w przypadku czekolad gorzkich prawdopodobnie nastgpita kontaminacja
produktu wewnatrz zaktadu produkcyjnego. Producent informowat o takiej mozliwosci,
umieszczajac zapis ,,produkt moze zawiera¢ mleko”.

W przypadku ekstraktéw otrzymanych z badanych sosé6w potwierdzono obecnos¢
zar6wno mono- jak i dimeru BLG w sosie chrzanowym (Ryc. 5), natomiast w ekstraktach
otrzymanych z majonezu, podobnie jak w przypadku czekolady gorzkiej A, zauwazono
oddziatywania przeciwciala z dwoma biatkami o masach czasteczkowych nie
odpowiadajacych ani monomerowi, ani dimerowi BLG (ryc. 5.). Poniewaz jednak
na obrazach membran po detekcji z przeciwcialem poliklonalnym przeciwko kazeinie nie
zauwazono obecnosci biatek mleka w majonezie (ryc. 6), stwierdzono, ze nalezy uznac
ten produkt za pozbawiony biatek mleka, a wiec zgodny z deklaracjg na etykiecie.
Pomimo tego, ze w tym samym zakladzie produkowany jest sos chrzanowy zawierajacy
biatka mleka (produkt klasy 3), producent zachowal czystos$¢ linii technologicznej dla
innego produktu — tj. majonezu (klasa 1).
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Wsrod wyrobow piekarskich nie stwierdzono obecnos$ci kazeiny w produktach
pszenno-zytnich (ryc. 6), chociaz wykryto w nich sladowe ilosci BLG (ryc. 5). Natomiast
w przypadku wyrobow, ktérych nazwa jednoznacznie sugeruje dodatek biatek mleka,
chociaz brak jest stosownej etykiety, potwierdzono w nich obecno$¢ zaré6wno biatek
kazeinowych, jak i serwatkowych (ryc. 5 i 6). Zaskakujacy byt fakt matej intensywnosci
prazkow zidentyfikowanych przez przeciwciata anty-kazeinowe w izolatach z butki
mlecznej, w poréwnaniu do izolatdéw z chleba na maslance. Otrzymane wyniki $wiadcza
o mozliwym wystapieniu zanieczyszczen wtornych produktéw o niezdeklarowanej
zawarto$ci biatek mleka (klasa 1) w trakcie wytwarzania na terenie jednego zakladu
produkcyjnego. Mozliwym powodem kontaminacji produktu jest niewlasciwa higiena
utrzymywana na linii produkcyjnej lub niepoprawny sposob przechowywania i transportu
poszczegblnych skladnikow lub gotowego produktu zwigzany z krzyzowaniem linii
technologicznych wytwarzajacych rozne produkty — butki i chleby z dodatkiem biatek
mleka, z linig dla produktéw pszenno-zytnich.

W ostatniej badanej grupie nie stwierdzono obecnosci bialek mleka w galaretkach
(ryc. 51 6). W kisielu truskawkowym instant, ktory nalezy do klasy 1. stwierdzono
obecnos$¢ biatek kazeinowych (Ryc. 6). Natomiast zaréwno w kaszce mannie, jak
i budyniu potwierdzono zaréwno obecnos¢ BLG (i jej dimerow), jak i kazeiny. W tych
produktach ponownie wykryto biatko o masie czasteczkowej innej, niz dla monomeru
i dimeru BLG. Poza kisiclem instant, badane produkty z grupy 5. byly prawidlowo
oznakowane. W tym samym zaktadzie wytworzono zaréwno pozbawiong biatek mleka
galaretke, jak i mleczny budyn. Niestety kisiel instant zostal wtérnie zanieczyszczony.

Na podstawie uzyskanych technikg western-blotting obrazéw membran
stwierdzono, ze zastosowane bufory ekstrakcyjne skutecznie wyizolowaty alergenne
frakcje bialek mleka z badanych produktéw spozywczych, przy czym zazwyczaj
najkorzystniejszym ekstrahentem byt 4%. SDS, o czym $wiadczy intensywno$¢
wybarwienia prazkow na obrazach immunoblottingu.

Podsumowanie

Wsrod zastosowanych czterech wariantow ekstrahentow najlepsze zdolno$ci
ekstrakcyjne dla bialek mleka wykazat 4%. roztwor SDS. Ekstrahowat najwigksze ilo$ci
biatek, wséréd ktorych  zidentyfikowano alergenne frakcje bialek mleka,
beta-laktoglobuliny i kazeiny.

W pigtnastu przebadanych produktach spozywczych potwierdzono obecnosé
biatek mleka we wszystkich produktach, ktore taka zawarto$§¢ mialy zadeklarowang
na etykiecie. Niestety stwierdzono obecno$¢ tych bialek réwniez w produktach, dla
ktérych producent nie podaje informacji o sktadzie jakosciowym (ani na etykiecie, ani
w miejscu ich sprzedazy), tj. wyrobach piekarskich. Brak deklaracji o zawarto$ci biatek
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mleka we wszystkich produktach piekarskich niekoniecznie wynika ze zlej woli
producenta, lecz prawdopodobnie z faktu, ze nikt obecnie takich etykiet nie oczekuje.
Zmieniajace si¢ jednak w 2016 r. prawo, dotyczace etykietowania produktéw w zakresie

obecnosci alergenow, wymusi takze na producentach pieczywa takie deklaracje.
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Ryc. 1. Zawarto$¢ biatka w izolatach otrzymanych z czekolad A (A) i B (B) [mg/g
produktu] przy uzyciu: 1 — 4%. roztworu SDS, 2- buforu fosforanowego+4% SDS, 3-
buforu fosforanowego+1% Tween 20, 4 - buforu fosforanowego+0,4% Tritonu X-100.
Warto$ci oznaczone w wierszach tabeli innymi indeksami literowymi wykazuja
statystycznie istotne roznice w obrebie ekstraktow z badanego produktu.
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Ryc. 2. Zawarto$¢ biatka w izolatach otrzymanych z sos6w — majonezu i sosu
chrzanowego [mg/g produktu] przy uzyciu: 1 — 4%. roztworu SDS, 2- buforu
fosforanowego+4% SDS, 3- buforu fosforanowego+1% Tween 20, 4 - buforu
fosforanowego+0,4% Tritonu X-100.

Wartosci oznaczone w wierszach tabeli innymi indeksami literowymi wykazuja
statystycznie istotne roznice w obregbie ekstraktow z badanego produktu.
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Ryc. 3. Zawarto$¢ biatka w izolatach otrzymanych z wyrobow piekarskich — chlebow 1
butek [mg/g produktu] przy uzyciu: 1 — 4%. roztworu SDS, 2- buforu fosforanowego+4%
SDS, 3- buforu fosforanowego+1% Tween 20, 4 - buforu fosforanowego+0,4% Triton X-
100.

Warto$ci oznaczone w wierszach tabeli innymi indeksami literowymi wskazuja
statystycznie istotne roznice w ekstraktach otrzymanych z tego samego produktu.
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Ryc. 4. Zawarto$¢ biatka w izolatach otrzymanych z deseréw o wysokiej zawartosci
bialek— budyniu, galaretki i kaszki mannej [mg/g produktu] przy uzyciu: 1 — 4%.
roztworu SDS, 2- buforu fosforanowego+4% SDS, 3- buforu
fosforanowego+1%Tween 20, 4 - buforu fosforanowego+0,4% Triton X-100.

Wartosci oznaczone w wierszach tabeli innymi indeksami literowymi wykazuja
statystycznie istotne roznice pomigdzy ekstraktami otrzymanym z tego samego produktu.
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AzeKvlada mlecznaA mwwm (koa) czekolada gorzka A grekoladamlecznaB  mwm czekolada gorzka B
1 2 3 4 120 1 2 3 4 1

2 3 4 (kpa) 1 2 3 4

majonez MwWM sos chrzanowy
c 1 2 3 4  (ka) 1 2 3 a
120
85
50
PR A+ g = 5N
- e ™ .9 —
35
ﬂf— ---------- TN25
v
20 “
_ [ ey !_
butkamleczna ~ mwm butka pszenno-zytnia chleb na maslance mwm  chleb pszenno-zytni
D 4 3 2 1 (kpa) 4 3 2 18 (kDa)
) " 4 3 2 130120 3 2 1

-_
kisaiel lnsztant y galaretka MW (kDa) budyn

4 3 2

skierowanym  przeciwko beta-laktoglobulinie. A — ekstrakty 2z czekolad
wyprodukowanych przez producenta A, B - ekstrakty z czekolad z grupy B, C - ekstrakty
uzyskane z sosow, D — ekstrakty z wyrobow piekarskich, E — ekstrakty z produktow

deserowych.
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Cyfry 1-4 na S$ciezkach elektroforetycznych odpowiadajg rozpuszczalnikom
zastosowanym do ekstrakcji, czyli: 1 — 4%. roztworu SDS, 2- buforu fosforanowego+4%
SDS, 3- buforu fosforanowego+1% Tween 20, 4 - buforu fosforanowego+0,4% Triton X-
100. MWM — marker mas czasteczkowych.

W ramkach — biatka zidentyfikowane jako BLG (monomer lub dimer).

Linig przerywang oznaczono biatka reagujace z przeciwcialem anty-BLG, 0 masie

czasteczkowej innej, niz charakterystyczna dla tego biatka.
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Ryc. 6. Obrazy membran uzyskane po przeprowadzeniu immunoblotingu z
poliklonalnym przeciwciatem skierowanym przeciwko kazeinie. A — ekstrakty z czekolad
wyprodukowanych przez producenta A, B - ekstrakty z czekolad z grupy B, C -
ekstrakty uzyskane z sosow, D — ekstrakty z wyrobow piekarskich, E — ekstrakty z
produktéw deserowych.

Cyfry 1-4 mna S$ciezkach elektroforetycznych odpowiadaja rozpuszczalnikom
zastosowanym do ekstrakcji, czyli: 1 — 4%. roztworu SDS, 2- buforu fosforanowego+4%
SDS, 3- buforu fosforanowego+1% Tween 20, 4 - buforu fosforanowego+0,4% Triton X-
100. MWM — marker mas czasteczkowych.

W ramkach — biatka zidentyfikowane jako kazeinowe.
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OZNACZANIE ERGOSTEROLU JAKO CHEMICZNEGO WSKAZNIKA
ZANIECZYSZCZENIA GRZYBAMI MIKROSKOPOWYMI

Wstep

Grzyby mikroskopowe sa wszechobecnymi, cudzozywnymi organizmami
wielokomorkowymi, stanowigcymi zanieczyszczenie wielu produktéw spozywczych,
w tym jaj konsumpcyjnych [Szablewski i in., 2010]. Wzrastaja szybko i agresywnie
tworzac sie¢ strzgpek zwanych grzybnig, a ich rozwojowi towarzyszy zwykle
wytwarzanie mikotoksyn. Do pelnej oceny zagrozen wynikajacych z obecnosci grzybow
mikroskopowych niezbedne jest okreslenie ich ilosci. Obecnie odchodzi si¢
od klasycznych iloSciowych metod oznaczania plesni na rzecz szybszych
i precyzyjniejszych chemicznych metody analizy zawarto§ci wybranych markerow,
tj. chityny, adenozynotrifosforanu [ATP] i ergosterolu [ERG] [Stuper, 2010]. ERG
(ergosta-5,7,22-trien-23-0l)  jest gtownym sterolem wystepujacym w  blonach
komoérkowych wigkszosci grzybow mikroskopowych, a jego ilos¢ ergosterolu istotnie
koreluje z zawarto$cig mikotoksyn [Osborne i in., 1982] oraz liczba jednostek tworzacych
kolonie [Pasanen i in., 1999]. Stosunkowo szybka metoda oznaczenia ilosci ERG stata sig¢
swoistym wskaznikiem obecnosci mikroflory grzybowej. Metode oznaczania ilo$ci
biomasy grzybowej na podstawie stezenia ergosterolu stosuje si¢ powszechnie do analiz
porazenia ple$niami ziarna [Seitz i in., 1977], pasz [Miiller i Schwadorf, 1990], gleby
[Ruzicka i in., 2000], materiatdéw budowlanych [Miiller i Lehn., 1988] oraz produktow
zywnosciowych, w tym jaj [Szablewski i in., 2010], poniewaz metabolit ten nie jest
integralnym sktadnikiem jaja [Elkin i Lorenz, 2009].

W ostatnich latach w coraz wigkszym stopniu bezpieczenstwo zywnosci decyduje
o wyborze zakupu okre§lonego produktu przez konsumenta. Amerykanska organizacja
FDA (Food and Drug Administration) sposrod wszystkich zagrozen wystepujacych
W Zywnosci na pierwszym miejscu wymienia drobnoustroje chorobotworcze. Specyficzne
mikroorganizmy zasiedlajgce skorupy jaj takze stanowig potencjalne ryzyko zatruc
pokarmowych, prowadzgcych czasem do powaznych schorzen. W przypadku wigkszosci
swiezo zniesionych jaj ich tres¢ jest jatowa. Do zanieczyszczenia jaj dochodzi najczesciej
w kurniku i w czasie przechowywania w nieodpowiednich warunkach. W ostatnich latach
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dowiedziono, ze podczas magazynowania jaj dochodzi do migracji mikroflory obecnej
na ich powierzchni do wngtrza przez pory skorupy [Wesierska, 2006]. Bogate w sktadniki
odzywcze wnetrze jaja stanowi idealne srodowisko dla rozwoju bakterii, a takze grzybow
mikroskopowych. Ponadto specyficzny mikroklimat kurnika tj. podwyzszona temperatura
1 wilgotno$¢ sprzyja wzrostowi plesni. Stopien jej zanieczyszczenia zwigzany jest takze
z systemem chowu kur niosek. Wykazano, ze jaja od kur trzymanych na glgbokiej Scidtce
majg na skorupie i blonach podskorupowych okoto 15-krotnie wiecej bakterii niz jaja
od kur trzymanych w klatkach [Harry, 1963]. Latwo tez dochodzi do zanieczyszczenia
skorup, gdy w gniazdach dla niosek $ciotka jest brudna i wilgotna. Warunki te sprzyjaja
wzrostowi grzybow mikroskopowych m.in. z rodzajéow Cladosporium, Penicillium,
Fusarium, Mucor, Alternaria, Candida [Board i Tranter, 1986]. Zdecydowana ich
wiekszo§¢ produkuje drugorzedowe metabolity wtdérne zwane mikotoksynami, ktore
wplywaja toksycznie zarowno na drob jak i na konsumentéw, powodujac choroby zwane
mikotoksykozami. W literaturze przedmiotowe] pojawiaja si¢ pojedyncze doniesienia
dotyczace penetracji strzepek plesni przez skorupe do tresci jaj, zarowno
konsumpcyjnych jak i wylegowych [Szablewski i in., 2010, Nowaczewski i in., 2011].
Postanowiono wigec wykona¢ oznaczenia zawarto$ci mikroflory grzybowej za pomoca
chemicznej metody (ERG) w roznych czeSciach jaj pochodzacych z intensywnego
systemu chowu klatkowego i scidtkowego.

Material i metody

Do badan uzyto po 150 sztuk jaj pochodzacych z chowu S$cidtkowego
i klatkowego. Jaja z chowu $ciotkowego pozyskano od stada niosek Zielonondzka
kuropatwiana w szczycie niesno$ci zywionych pasza petloporcjowa, natomiast jaja
z chowu klatkowego pozyskano od stada niosek rasy Rhode Island Red réwniez
w szczycie niesnosci, zywionych pasza pelnoporcjowa. Jaja przechowywano przez okres
4 tygodni, w temperaturze 6+2°C. Z kazdego tygodnia przechowywania kazdorazowo
z 30 jaj przygotowano probki biatka, zottka i skorupy, odwodnione przez liofilizacje
(FreeZone Plus, Labconco, Kansas City, MO) i poddano analizie ERG.

Analize stezenia ERG w przygotowanych probkach wykonano za pomocag
metody opisanej przez Perkowskiego i in. [2008]. Do analiz pobrano 0,10 g proby
i umieszczano w zakrgcanych probéwkach o pojemnosci 17 ml, gdzie przeprowadzono
ekstrakcje ergosterolu z jednoczesnym zmydlaniem. W tym celu do probowek dodawano
2 ml metanolu oraz 1 ml 0,5M roztworu wodorotlenku sodu i dwukrotnie poddano
dziataniu mikrofal o mocy 350 W, przez okres 20 s (Whirlpool model AVM 401/1/WH,
2450 MHZ, 900 W). Po schlodzeniu probki poddano neutralizacji za pomoca
1M wodnego roztworu kwasu solnego i po dodaniu 2 ml metanolu ERG ekstrahowano
za pomocg 12 ml pentanu (3x4 ml). Uzyskane ekstrakty pentanowe na biezaco
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przenoszono do fiolki o pojemnosci 8 ml, po czym odparowano do sucha w strumieniu
azotu. Przed rozpoczeciem analizy proby rozpuszczano w 1 ml metanolu. Analizg
przeprowadzono za pomocg wysokosprawnego chromatografu cieczowego (Waters SDS
501) z detektorem absorbcjometrycznym (Waters 486 Tunable Absorbance Detector).
Rozdzial chromatograficzny odbywat si¢ na kolumnie Nova Pack C18, (150x3,9 mm),
jako faz¢ wymywajaca stosowano mieszaning metanol:acetonitryl 90:10 (v/v). Pomiar
stezenia ergosterolu nastgpowat przy uzyciu wzorca zewnetrznego przy diugosci fali
A=282 nm. Identyfikacja zwigzku odbywata si¢ na podstawie poréwnania czasu retencji
badanego pliku z czasem retencji standardu oraz poprzez dodanie do badanej probki
okreslonej ilosci standardu (>95 %, Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI) i powtorng analizg.
Poziom detekcji wynosit 0,01 mg/kg.

Wyniki i dyskusja

W wyniku przeprowadzonych analiz zaobserwowano obecno$¢ ERG w tresci jaj
co $wiadczy o zdolnosci grzyboéw mikroskopowych do przerastania przez pory skorupy.
Zawartos¢ ergosterolu w probach jaj byta zréznicowana w zalezno$ci od rodzaju chowu.
W przypadku chowu $ciotkowego stezenie ERG we wszystkich cze$ciach jaja bylo
istotnie wyzsze niz w przypadku chowu klatkowego. Obserwowana zalezno$¢ wynika
z faktu, ze skorupa jaj z chowu $cidtkowego ma bezposredni kontakt ze Sciotka
co powoduje jej zanieczyszczenie grzybami mikroskopowymi. Interesujacym wydaje sig
fakt, iz obecnos¢ tego metabolitu grzybowego stwierdzono w znacznej wickszosci prob
tylko w skorupie i biatku (Tabela 1).

Tabela 1. Stezenie ergosterolu (mg/kg) w 300 probach skorupy, biatka i zottka jaja
z chowu klatkowego i $ciotkowego

Chéw Kklatkowy Chéw $ciotkowy
Rodzaj Czas przechowywania Czas przechowywania
proby tygodnie tygodnie
0 1 2 3 4 0 1 2 3 4
Skorupa 0,45 0,99 1,54 2,10 3,27 0,50 2,39 3,40 4,48 5,27
Bialko 0,01 0,19 0,22 0,48 0,63 0,02 1,39 2,04 2,66 2,94
Zéttko <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD | <LOD

<LOD = ponizej limitu detekcji

Na podstawie tych krotkich, wstepnych badan zaobserwowano pewng
prawidtowos¢ w przypadku wszystkich prob. Najwicksze stgzenie ERG wystepuje
w skorupie, z kolei nizsze w biatku, natomiast w zéttku stwierdzono $ladowe iloSci tego
metabolitu. Podobne zjawisko autorzy zaobserwowali w przypadku ziarniakow zboz
[Jackowiak i in, 2005; Packa i in., 2008]. Mechanizm zasiedlania ziarniakéw przez
grzyby mikroskopowe rozpoczyna si¢ od zewnetrznej warstwy, nastepnie strzepki
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grzybni wnikajg do wnetrza ziarniaka i w poszczegodlnych jego warstwach obserwuje si¢
Zmieniajaca si¢ zawartos¢ ERG [Perkowski i in., 2008]. St¢zenie ERG zmniejsza si¢ wraz
z glebokoscig warstwy mierzonej od powierzchni skorupy. Na podstawie uzyskanych
wynikéw mozna wnioskowaé, iz strzepki grzybow mikroskopowych wnikaja przez
skorupg do tresci jaja dzigki obecnosci poréw. Mechanizmy obronne jaj oddziataja
glownie wobec bakterii, natomiast grzyby mikroskopowe prawdopodobnie s3 na nie
w pewnym zakresie odporne i moga wnika¢ do wnetrza jaja.

Dotychczasowych  publikacji nad zawartoscig ergosterolu W  jajach
konsumpcyjnych jest bardzo mato. Szablewski i in. [2010] wykazali, ze zawarto$¢
ergosterolu w jajach zalezy od systemu chowu ptakoéw. Najwyzsze stgzenie ERG
otrzymano z prob skorup przechowywanych 7 dni z chowu $cidtkowego, wynoszace
17,01 mg/kg, odpowiednio nizsze w probach biatek (6,49 mg/kg). Dla systemu
klatkowego, najwyzsze stezenie ERG wynosito 3,17 mg/kg w prébach skorup oraz
0,97 mg/kg w probach biatek.

Podsumowanie

Wazrost grzybow mikroskopowych na produktach spozywczych stanowi powazny
problem ze wzgledu na mozliwo$¢ wytwarzania przez nie szkodliwych metabolitow -
mikotoksyn. W przypadku jaj konsumpcyjnych, niewidoczny wzrost mikroflory
grzybowej na ich powierzchni moze stanowi¢ potencjalne zroédio problemow
zdrowotnych dla konsumenta. Nieodpowiednie warunki sanitarne panujace w kurnikach
zwigkszaja wyjsciowe zanieczyszczenie jaj i1 sprzyjaja dalszemu rozwojowi grzybow
mikroskopowych, ktore podczas przechowywania jaj zdolne sg do przerastania przez pory
w skorupie do wnetrza.

Wyniki przeprowadzonych analiz wskazuja, ze podczas przechowywania
nastgpuje wzrost mikroflory grzybowej zarowno na jej powierzchni jak 1 w tresci
niezaleznie od okresu zycia niosek. Z jednej strony niskie wymagania odzywcze grzybow
mikroskopowych zapewniaja im ciagly wzrost na powierzchni skorupy, mimo stosowania
odpowiednich warunkéw przechowalniczych jaj (temp. do 18°C, wilgotnos¢ do 85%),
a z drugiej, dluzszy proces przechowywania i postgpujacy proces ,starzenia si¢” jaj
ostabia naturalne bariery przeciwdrobnoustrojowe.
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AKTYWNOSC FUNGISTATYCZNA PREPARATOW BIALKOWYCH POZYSKANYCH
Z PAENIBACILLUS ALVEIWZGLEDEM TRICHODERMA SPP.

Wstep

Paenibacillus alvei jest gatunkiem bakterii Gram-dodatnich, mezofilnych, ktore
klasyfikuje si¢ jako obligatoryjne tlenowce, izolowane przede wszystkim z gleby.
Paenibacillus spp. wykazuje zdolno$¢ do sporulacji i moze przetrwa¢ nawet najbardziej
restrykcyjne warunki srodowiskowe, obejmujace miedzy innymi: susze, promieniowanie
jonizujace, promieniowanie ultrafioletowe, a takze kontakt z toksycznymi substancjami
chemicznymi [McSpadden, 2004; Larsen i in., 2009; Raza i in., 2009; Zarschler i in.,
2010].

Bakterie Paenibacillus alvei sa zdolne do wytwarzania metabolitow
o wlasciwosciach fungistatycznych. Sg nimi antybiotyki peptydowe ograniczajace rozwoj
grzybni i kietkowanie zarodnikow oraz enzymy zewnatrzkomorkowe [McSpadden, 2004;
Larsen i in., 2009; Deng i in., 2011]. Antybiotyki wytwarzane sa rybosomalnie, podczas
fazy wzrostu biomasy bakteryjnej albo pozarybosomalnie, po jej zakonczeniu [Lee i in.,
2008]. Najczesciej produkowanymi przez Paenibacillus spp. substancjami tego typu sa:
polimyksyna, polipeptyna, jolipeptyna, gawaseryna, kolistyna oraz saltawalina [Chung
i in., 2000; Choi i in., 2008]. Jednakze za najwazniejsze, z uwagi na wywotywany efekt
fungistatyczny, uznaje si¢ metabolizowane w mniejszych ilosciach fusaricydyny A, B, C
i D. Naleza one do grupy cyklicznych depsypeptydow zwiazanych z reszta kwasu
pentadekanowego i wolng grupg aminowa [Raza i in., 2009]. Typowsg chitynaza
produkowang przez Paenibacillus alvei jest B-glukanaza [Hong i Meng, 2003]. Ponadto
bakterie Paenibacillus spp. zdolne sa do wytwarzanie innych pozakomoérkowych
enzymow hydrolitycznych takich jak: proteazy, celulazy, ksylanazy, lipazy, amylazy
i chitynazy, ktore sg przydatne w biologicznej kontroli grzybow [Selim i in., 2005; Raza
i in., 2009].

Agresywne szczepy grzybow z rodzaju Trichoderma sg czynnikiem powstawania
zespotu chorobowego, okreslanego mianem zielonej ple$ni i1 stanowig powazng
przyczyne strat w uprawach boczniaka ostrygowatego na calym $wiecie [Velazquez-
Cedeno 1 in., 2008]. Stwierdzono, ze w towarowe] uprawie boczniaka w Polsce
najwigksze jego straty obserwuje si¢ po zakazeniu grzybni boczniakowej nastgpujacymi
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patogenami: Trichoderma aggressivum f. europeanum, Trichoderma pleuroticola oraz
Trichoderma pleurotum [Sobieralski i in., 2012].

Celem pracy byla ocena przydatnosci fungistatycznej Paenibacillus alvei
wzgledem Trichoderma spp. jako patogenéw boczniaka. Badaniu wlasciwosci
fungistatycznych poddano nastgpujace preparaty pozyskane z Paenibacillus alvei PCM
481: supernatant, preparat biatkowy uzyskany po wysoleniu i dializie, preparat biatkowy
po wysoleniu i dializie poddany inaktywacji enzymatycznej oraz 2 biatka otrzymane
w wyniku rozdziatu chromatograficznego.

Material i metody

W badaniach wlasciwoséci fungistatycznych zastosowano Paenibacillus alvei
PCM 481 jako szczep bakterii testowych. Przygotowano go z zachowaniem
nastepujacych warunkéw hodowli:

e podloze - bulion odzywczy,
e temperatura - 30°C,
e czas - 48 godzin.

Badanie bakteryjnych preparatow biatkowych obejmowato izolacje i czg$ciowe
oczyszczanie bialek.

Namnozona ptynna hodowle bakteryjng odwirowano w temperaturze 20°C
(Eppendorf Centrifuge 5804 R). Supernatant zlano do jalowych kolb. Wszystkie kolby
(poza jedna, ktérej zawartos¢ zamrozono) ogrzewano nastgpnie w tazni wodnej
w temperaturze 80°C przez 15 minut. Po ochlodzeniu przesaczu do temperatury 4°C
poddano go wysalaniu. Proces ten przebiegal w temperaturze 4°C i trwat 24 godziny.
Nastepnie roztwor poddano kolejnemu wirowaniu w temperaturze 4°C (Eppendorf
Centrifuge 5804 R). Supernatanty odrzucono, a uzyskane osady rozpuszczono w 0,05M
buforze potasowo-fosforanowym o pH 6,8, otrzymujac koncowa objeto$¢ taczonego
preparatu 50 ml. Objetos¢ ta zostala nastepnie podzielona migdzy 2 woreczki dializacyjne
(MWCO 3500, s$rednica 22 mm) po 25 ml. Oba woreczki umieszczono w zlewkach
o pojemnosci 21 wypetnionych 0,05M buforem potasowo-fosforanowym o pH 6,8
i prowadzono dialize na mieszadtach magnetycznych przez 24 godziny. W czasie dializy
kilkakrotnie wymieniono bufor. Po jej zakonczeniu woreczki dializacyjne oprézniono,
a ich zawartosé¢ przeniesiono do probowek i zamrozono.

Chromatografia Zelowa

Na uprzednio aktywowang i zréwnowazong 0,05M buforem potasowo-
fosforanowym o pH 6,8 kolumn¢ (wysoko$¢ 30 cm, Srednica 1,7 cm, wypelienie
Sephadex G-75) naniesiono 1 ml rozmrozonego preparatu biatkowego. Rozdziat
prowadzono przez 3 godziny przy predkosci przeptywu 33 ml/h. Kolumne Zelowa
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uzupetniano 0,05M buforem potasowo-fosforanowym o pH 6,8. W tym czasie kolektor
frakcji zbieral po 50 kropel filtratu do kazdej probowki, a spektrofotometr mierzyt
jednocze$nie absorbancje tego eluentu przy dlugosci fali A=280 nm. Warto$ci absorbancji
byly zapisywane przez rejestrator. Po zakonczeniu chromatografii frakcje odpowiadajace
poszczegbdlnym pikom polaczono i zamrozono.

Inaktywacja enzymami proteolitycznymi
Hydroliz¢ enzymatyczng biatka wykonano z uzyciem termostabilnej proteazy
bakteryjnej (P-5380, Sigma Chemicals).

Okreslenie wlasciwosci fungistatycznych uzyskanych preparatow

Badanie zostato przeprowadzone na podlozu z pozywki pszennej. Do uptynnionej
pozywki dodawano preparaty bakteryjne w stgzeniu 10%. Tak przygotowane pozywki
wylewano na ptytki Petriego o Srednicy 6 cm w trzech powtoérzeniach. Po zestaleniu
pozywki na centralnej czesci kazdej ptytki umieszczano krazek (o $rednicy 1 cm)
wyrosnietej kultury grzyba jednego z dwoch analizowanych szczepow wskaznikowych,
ktére wykazaly najwigksza wrazliwos¢ wzgledem wybranego biologicznego czynnika
kontroli. Jednoczes$nie prowadzono hodowle kontrolne pozbawione dodatku szczepow
testowych. Co 24 h dokonywano pomiaru $rednicy grzybni i wyliczano procentowy efekt
hamowania wedtug wzoru przedstawionego ponize;.

srednica proby kontrolnej[cm] - Srednica proby badanej [cm]

efekt hamowania wzrostu = +*100%

$rednica proby kontrolnej[cm]

Obserwacje przerywano w dniu, w ktérym grzybnia w probach kontrolnych osiagata
brzeg ptytki Petriego, po czym okreslano ostateczny stopien zahamowania wzrostu.

Wyniki i dyskusja

Badaniu wtasciwosci fungistatycznych poddano nastgpujace preparaty pozyskane
z Paenibacillus alvei PCM 481: supernatant, preparat biatkowy uzyskany po wysoleniu
i dializie, preparat biatkowy po wysoleniu i dializie poddany inaktywacji enzymatycznej
oraz 2 biatka otrzymane w wyniku rozdziatu chromatograficznego (biatko 1- suma frakcji
od 5 do 7, biatko 2- suma frakcji od 12 do 16). Testowano je wzgledem Trichoderma
aggressivum f. europeanum T 14/2 oraz Trichoderma pleuroticola M 142. Stwierdzono,
ze analizowane patogeny wykazaty zroznicowang wrazliwo$¢ na 10% dodatek badanych
preparatow biologicznych (rys. 1).
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Rys. 1. Efekty fungistatyczne preparatow bakteryjnych

W przypadku Trichoderma aggressivum f. europeanum T 14/2 najlepsze
oddzialywanie grzybostatyczne wykazato biatko 2, jednakze warto$¢ tego oddziatywania
wyniosta jedynie 10%. Dodatek preparatu biatkowego po wysoleniu i dializie oraz biatka
1 dal mniejsze efekty hamujace grzyby. Z kolei przy dodatku preparatu biatkowego
inaktywowanego enzymatycznie nie zaobserwowano podczas badania efektow
hamujacych rozwoj analizowanych patogenéow. W przypadku Trichoderma pleuroticola
M 142 oddzialywanie hamujace wykazal juz sam supernatant. Preparat biatek
wysolonych dziatat mniej skutecznie niz wydzielone z niego biatka 1 i 2. Ponadto
uzyskane efekty fungistatyczne biatek 1 i 2 byly istotnie wigksze od rezultatow
zaobserwowanych w kierunku Trichoderma aggressivum f. europeanum T 14/2.W obu
przeprowadzonych do$wiadczeniach nie zaobserwowano oddziatywania fungistatycznego
w probach, do ktorych dodawano preparaty biatek inaktywowanych enzymatycznie.
Ponadto zauwazono takze, ze wyzsze oddzialywanie antygrzybowe wystepuje, gdy
do prob dodaje sie preparaty biatek rozdzielonych chromatograficznie, niz gdy dodaje sig¢
mieszaning bialek wysolonych z supernatantu. Pozwala to wnioskowa¢, iz im bardziej
oczyszczone biatko tym lepszy efekt fungistatyczny. Poczyniona dwuczynnikowa analiza
wariancji ANOVA pozwolila ponadto stwierdzi¢, Zze ostateczne efekty fungistatyczne
zalezaty od rodzaju zastosowanego preparatu z Paenibacillus alvei PCM 481 i od rodzaju
szczepu wskaznikowego.
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Whioski

Na podstawie wynikow uzyskanych po przeprowadzeniu badan przedstawiono

nastgpujace wnioski:

1.

Aktywno$¢ przeciwgrzybowa preparatow biatkowych pozyskanych
z Paenibacillus alvei PCM 481 jest zroznicowana i zalezna od rodzaju
zastosowanego preparatu i szczepu wskaznikowego.

Na efekt fungistatyczny preparatow biatkowych wuzyskanych z hodowli
Paenibacillus alvei PCM 481 wptywa stopien ich oczyszczenia.
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BIOLOGICZNA KONTROLA WZROSTU GRZYBOW Z RODZAJU TRICHODERMA
JAKO PATOGENOW BOCZNIAKA OSTRYGOWATEGO

Wstep

Biologiczna kontrola z zastosowaniem rozmaitych organizméw zywych jest
galezig nauki obejmujaca zaré6wno: rolnictwo, ogrodnictwo, biotechnologig, jak tez
przemyst spozywczy [Someya, 2008; Abou-Zeid i in., 2009]. Powstata ona na skutek
proby ograniczenia stosowania chemicznych $rodkow ochrony ro$lin, przy jednoczesnym
wzro$cie zainteresowania $rodkami ekologicznymi, szczegdlnie w produkcji zywnosci
oraz wyzszej $wiadomosci spoteczenstwa dotyczacej koniecznosci ochrony $rodowiska
naturalnego [Kiihne, 2008].

Literatura przedmiotu podaje, ze mikroorganizmy takie jak bakterie (przede
wszystkim z rodzajow Bacillus, Brevibacillus, Enterobacter, Erwinia, Lactobacillus,
Paenibacillus, Propionibacterium, Pseudomonas, Serratia, Streptomyces), plesnie
(migdzy innymi z rodzajéow Penicillium, Aspergillus, Fusarium) oraz niektoére drozdze
wykazuja istotng skuteczno$¢ aktywnego hamowania wzrostu wybranych grup
patogenow roslinnych [Seddon i in., 1997; Larkin i Fravel, 1998; Ghai i in., 2007;
Chaiharn i in., 2009; Abou-Zeid i in., 2009].

Boczniak (Pleurotus spp.) jest drugim po pieczarce (Agaricus spp.) grzybem
jadalnym uprawianym na skal¢ przemystows. Wzrastajace zainteresowanie konsumentow
oraz eksporterow przyczynia si¢ do dynamicznego wzrostu jego produkcji w wielu
krajach, w tym takze w Polsce. Grzyb ten cechuja wyjatkowe walory sensoryczne,
a dziatanie zdrowotne, interesuje badaczy z dziedzin takich jak medycyna, czy farmacja
[Tomalak, 2008].

Uprawa grzybow napotyka na wiele probleméw i ograniczen. Jednym
z powazniejszych zagrozen jest porazenie uprawy przez grzyby z rodzaju Trichoderma.
Patogeny te sa czynnikiem chorobotwérczym powodujacym duze straty w uprawie
boczniaka, a takze innych grzybow i powodujacym obnizenie ich plonowania. Grzyby
z rodzaju Trichoderma konkuruja z innymi grzybami uprawnymi o pokarm i moga
zahamowa¢ wzrost ich grzybni lub nawet spowodowac jej zanik. Niektore z nich
pasozytuja na zywej grzybni, inne rozwijaja si¢ tylko w podtozu [Sobieralski i in., 2007].
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Dotychczas nie opracowano skutecznej metody zwalczania Trichoderma spp. w uprawie
grzybow, a stosowane $rodki chemiczne sg maloefektywne [Sobieralski i in., 2012].

Jednym ze sposobow walki z niepozadanymi mikroorganizmami jest
wykorzystanie przeciwdrobnoustrojowych wlasciwosci innych mikroorganizmow.
W niniejszej pracy podjeto probe wykazania fungistatycznego oddzialywania niektorych
szczepow bakterii z gatunkow Bacillus subtilis, Brevibacillus brevis, Paenibacillus alvei,
Paenibacillus macerans na wybrane patogenne gatunki Trichoderma spp. i ha samego
boczniaka ostrygowatego celem wyboru optymalnego biologicznego czynnika kontroli.
Ponadto w tym kierunku przebadano takze biofungicyd Serenade Max na bazie Bacillus
subtilis. Wybor wyzej wymienionych gatunkow bakterii, jako naturalnych czynnikéw
hamujacych rozwdj badanych plesni, wynikal z wczes$niejszych doniesien naukowych,
ktére wskazaty, ze mikroorganizmy te, wskutek produkcji antybiotykéw,
biosurfaktantow, enzymow i bakteriocyn, skutecznie ograniczaja wzrost wielu
grzybowych patogenow roslinnych, miedzy innymi z rodzajow: Alternaria, Aspergillus,
Botrytis, Fusarium, Penicillium, Rhizoctonia i Sclerotinia [Moita i in., 2005; Ghai i in.,
2007; Li i in., 2009; Seddon i in., 2007; Todorova i Kozhuharova, 2010; Radzhabov i
Davranov, 2010]. Brak jest jednak informacji o szerszym zakresie oddziatywania tych
mikroorganizméw, co pozwolitoby oceni¢ ich praktyczng przydatnos¢ do biologicznej
kontroli w uprawie boczniaka.

Material i metody
W badaniach wlasciwosci fungistatycznych zastosowano nastgpujace szczepy
bakterii testowych: Bacillus subtilis PCM 2021, Brevibacilus brevis PCM 2020,
Paenibacillus alvei PCM 481 oraz Paenibacillus macerans PCM 1399, a takze preparat
handlowy Serenade Max. Wszystkie szczepy pochodzity z kolekecji Katedry
Przyrodniczych Podstaw Jakos$ci Uniwersytetu Ekonomicznego w Poznaniu. Zostaty one
przygotowane z zachowaniem nast¢pujgcych warunkéw hodowli:
podtoze: bulion odzywczy,
temperatura: 30°C,
czas: 48 godzin.
Jako organizmy wskaznikowe wykorzystano: Trichoderma aggressivum
f. europeanum T 14/2, Trichoderma aggressivum f. europeanum T 14/12, Trichoderma
pleuroticola M 142, Trichoderma pleuroticola T 4, Trichoderma pleurotum E 136,
Trichoderma pleurotum T 127 oraz Pleurotus ostreatus K 22. Szczepy pochodzity
z kolekcji Katedry Przyrodniczych Podstaw Jakosci Uniwersytetu Ekonomicznego
w Poznaniu. Grzyby przygotowano zgodnie z zachowaniem nastgpujacych warunkow
hodowli:
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podtoze: agar na brzeczce,

temperatura: 24°C,

czas: 14 dni.

Badanie = wlasciwosci  fungistatycznych  bakterii  szczepdéw  testowych

i biologicznego preparatu handlowego zostalo przeprowadzone metoda plytkowa
na podlozu z pozywki pszennej. Do uptynnionej pozywki dodawano hodowle bakterii
W stezeniach 5 i 10%, a w przypadku preparatu Serenade Max w stezeniu 0,5% (najnizsza
dawka efektywna zgodnie z zaleceniem producenta). Nastgpnie wylewano je na ptytki
Petriego o $rednicy 9 cm w dwoch powtorzeniach. Po zestaleniu pozywki na centralnej
czesci kazdej plytki umieszczano krazek wyrosnigtej kultury grzyba szczepu
wskaznikowego o $rednicy 1 cm. Jednoczesnie prowadzono hodowle kontrolne
pozbawione dodatku szczepdéw testowych i biologicznego preparatu handlowego.
Nastepnie w wybranych odstepach czasu dokonywano pomiary $rednicy grzybni
i wyliczano procentowy efekt hamowania wedtug wzoru przedstawionego ponize;j.

. $rednica proby kontrolnej [cm] - srednica proby badanej [cm]
efekt hamowania wzrostu = - *100%
Srednica proby kontrolnej[cm]

W przypadku prob zaszczepionych Trichoderma spp. pomiary dokonywano
codziennie, a w przypadku Pleurotus ostreatus codziennie od czwartego dnia
po posiewie. Obserwacje przerywano w dniu, w ktorym grzybnia w probach kontrolnych
osiggata brzeg ptytki Petriego, po czym okre§lano ostateczny stopien zahamowania
WZrostu.

Wyniki i dyskusja

W pracy okreslono, w warunkach laboratoryjnych, wtasciwosci fungistatyczne
czterech szczepow bakterii testowych (B. subtilis PCM 2021, B. brevis PCM 2020,
P. alvei PCM 481, P. macerans PCM 1399) wobec wybranych gatunkow i szczepow
sze$ciu grzybow strzgpkowych z rodzaju Trichoderma spp., a takze wobec jednego
szczepu boczniaka ostrygowatego. Wyznaczono czynnik o optymalnym dziataniu
wzgledem Trichoderma spp. oraz P. ostreatus. Optymalne dziatanie miato polegaé
na maksymalizacji efektu hamujacego wzgledem patogennych gatunkéw z rodzaju
Trichoderma przy mozliwie najmniejszym niekorzystnym oddzialywaniu wzglgdem
boczniaka ostrygowatego.
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Rys. 1. Analiza poréwnawcza koncowych efektow fungistatycznych wywolywanych
przez badane biologiczne czynniki kontroli wzgledem szczepow  grzybow
wskaznikowych

Poczyniona analiza poroéwnawcza uzyskanych wynikow (rys. 1) pozwolita
stwierdzi¢, iz preparat Serenade Max w stezeniu 0,5% wykazat zbyt silne oddziatywanie
hamujace wzgledem wszystkich analizowanych grzybow. Duze oddzialywanie hamujace
byto wskazane w stosunku do Trichoderma spp., jednakze poszukiwano preparatu, ktory
nie wstrzymywalby tak drastycznie rozwoju P. ostreatus. Analizujgc dalej wyniki
dotyczace dodatku samych hodowli bakteryjnych do pozywki grzybowej zauwazono,
iz ich oddzialywanie jest wysoce zroznicowane. Nie wszystkie szczepy testowe
hamowaty jednocze$nie wzrost wielu grzybow patogennych. Przyktadowo B. subtilis
PCM 2021 wstrzymywat rozwoj T. pleuroticola M 142, T. pleuroticola T 4, T. pleurotum
E 136 oraz T. pleurotum T 127, podczas gdy P. macerans PCM 1399 juz tylko
T. pleuroticola M 142, T. pleurotum E 136 i T. pleurotum T 127. Uzyskane wyniki
pozwolity wnioskowac, ze najlepszym sposrdod analizowanych biologicznych czynnikéw
kontroli patogenéw boczniaka ostrygowatego byt izolat P. alvei PCM 481.
W optymalizacyjnym stezeniu 10% wykazywal on dziatanie fungistatyczne wzgledem
wszystkich patogennych szczepoéw wskaznikowych, to jest wzgledem: T. aggr.
f. europeanum T 14/2, T. aggr. f. europeanum T 14/12, T. pleuroticola M 142,
T. pleuroticola T 4, T. pleurotum E 136 oraz T. pleurotum T 127. Ponadto wartos$ci tych
efektow hamujacych byly istotnie wyzsze od odpowiadajacych im efektow uzyskanym
przez dodatek innych bakterii. Co prawda P. alvei PCM 481 ograniczat takze wzrost
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P. ostreatus, ale duza sita oddziatywania hamujacego wzgledem jego patogenow byta
czynnikiem decydujacym o zakwalifikowaniu tego szczepu testowego jako najlepszego
czynnika biologicznej kontroli podczas przeprowadzonych badan.

Wyniki aktywnosci fungistatycznej poszczegélnych szczepow testowych
wzgledem Trichoderma spp. poddano ostatecznie opracowaniu statystycznemu.
Okreslono istotno$¢ wplywu rodzaju organizmu wskaznikowego, rodzaju organizmu
testowego oraz ilosci dodatku hodowli bakteryjnej do podtoza grzybowego na uzyskane
efekty fungistatyczne. Do oceny sity oddziatywania tych zaleznosci wykorzystano
wieloczynnikowa analize wariancji ANOVA. Badajac wplyw rodzaju szczepu
wskaznikowego 1 rodzaju szczepu testowego na uzyskany efekt fungistatyczny
stwierdzono interakcj¢ migdzy tymi parametrami. Ponadto zauwazono, iz najbardziej
efektywnym szczepem testowym byl P. alvei PCM 481. Stanowilo to statystyczne
potwierdzenie jego wyboru na najlepszy sposrod badanych izolatow. W dalszej
kolejnosci przeprowadzono analizg wariancji wskazujace] na wplyw rodzaju szczepu
testowego 1 wielkosci jego dodatku do pozywki grzybowej w stosunku do uzyskanego
efektu fungistatycznego. Stwierdzono istotne interakcje migdzy tymi parametrami.

Whioski
Na podstawie wynikow uzyskanych po przeprowadzeniu badan przedstawiono
nastgpujace wnioski:

1. Wszystkie testowane szczepy bakterii, to jest: Bacillus subtilis PCM 2021,
Brevibacillus brevis PCM 2020, Paenibacillus alvei PCM 481 oraz Paenibacillus
macerans PCM 1399 wykazywaly aktywno$¢ fungistatyczng wzgledem grzybow
z rodzaju Trichoderma takich jak: Trichoderma aggressivum f. europeanum T 14/2,
Trichoderma aggressivum f. europeanum T 14/12, Trichoderma pleuroticola M 142,
pleuroticola T 4, Trichoderma pleurotum E 136 oraz Trichoderma pleurotum T 127.
Ich oddziatywanie bylo jednak zréznicowane i zalezne od szczepu testowego
i wielkosci jego dodatku do hodowli grzybowej, a takze szczepu wskaznikowego.

2. Najbardziej optymalnym biologicznym czynnikiem kontroli z punktu widzenia
maksymalizacji efektu fungistatycznego wzgledem Trichoderma spp. i minimalizacji
niekorzystnego oddziatywania wzgledem Pleurotus ostreatus okazat sie szczep
Paenibacillus alvei PCM 481.

3. Testowany preparat Serenade Max nie moze by¢ stosowany do ochrony boczniaka
ostrygowatego przed ,zielonymi plesniami”, poniewaz jego oddzialywanie przy
zastosowaniu zgodnie z zaleceniem producenta jest niszczace dla grzybni Pleurotus
ostreatus.
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4. Sposréd patogennych szczepdw wskaznikowych najwrazliwszy na dodatek
do pozywki bakterii jest szczep Trichoderma pleuroticola M 142, natomiast
najodporniejszy Trichoderma aggressivum f. europeanum T 14/2.
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CZYSTOSC MIKROBIOLOGICZNA POWIETRZA W ZAKLADZIE CIASTKARSKIM
| JEGO WPLYW NA STABILNOSC WYROBOW KREMOWYCH

Streszczenie

Celem pracy byta ocena wptywu mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza
w pomieszczeniach produkcyjnych zaktadu ciastkarskiego na stabilno$¢ biologiczng
wyrobow kremowych przechowywanych w warunkach chtodniczych.

Badania realizowano w 2010 roku (1 etap) i w 2012 (2 etap, po wdrozeniu
zalecen higienicznych). Doswiadczenia obejmowaly kontrole mikrobiologiczng
powietrza, kremow i ciast. Materiat badawczy stanowily proby reprezentujace 48 partii
masy budyniowej, kremu gotowanego oraz ciast z kremem. Okre$lano: ogdlng liczbe
tlenowych bakterii mezofilnych, grupe coli, wybrane bakterie chorobotworcze
(Staphylococcus aureus, Salmonella ssp., Bacillus cereus) oraz drozdze i ples$nie.

Liczba drobnoustrojow skazajacych powietrze w 2010 r. ksztaltowala sie¢
w granicach od 4,0x10" do 3,3x10? jtk/m*. Wyniki badan wstepnych (2010) przyczynity
si¢ do podjecia dziatan zapobiegawczych, ktore wptynety na poprawe czystosci powietrza
(max. 6,8x10? jtk/m?).

Ocena wyrobow kremowych wykazatla rowniez istotnie wyzsza czystosé
mikrobiologiczng w roku 2012. Ogolna liczba bakterii mezofilnych wahata si¢
w przedziale 10'-10° jtk/g (2010) i 10'-10* jtk/g (2012). We wszystkich badanych
wyrobach nie wykazano obecnosci pateczek z rodzju Salmonella, natomiast odnotowano
bakterie z grupy coli, Staphylococcus aureus oraz Bacillus cereus.

Stowa Kkluczowe: wyroby ciastkarskie, powietrze w pomieszczeniach produkcyjnych,
jako$¢ mikrobiologiczna, poziomy zanieczyszczen

Woprowadzenie

Mikrobiologiczne zanieczyszczenie powietrza w zakladach przemystu
spozywczego istotnie wplywa na bezpieczenstwo i jakosci zywnosci, zaréwno podczas
procesow produkcyjnych, jak tez podczas przechowywania [Altunatmaz i in., 2012].
W pomieszczeniach produkcyjnych wystepuje typowa mikroflora saprofityczna -
bakterie, grzyby strzgpkowe, drozdze i wirusy. Najcze$ciej izolowanymi drobnoustrojami
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sa grzyby strzgpkowe z rodzajow Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Rhizopus
i Mucor. W halach produkcyjnych wystepuja rowniez bakterie, glownie z rodzaju
Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus i inne specyficzne dla stosowanych procesow
technologicznych [Poniznik i Najmrodzka, 2007; Gutarowska, 2009].

Wyroby ciastkarskie, a przede wszystkim ciasta z kremem, ze wzgledu na sktad
chemiczny (biatka, weglowodany, ttuszcz i inne), wysoka aktywno$¢ wodng (a,,>85), jak
rowniez pH bliskie obojetnemu, stanowiag doskonate $rodowisko rozwoju
mikroorganizméw, w tym takze szczepoéw patogennych [Sirken i in. 2009]. Produkty
te sa szczegdlnie narazone na niekorzystny wplyw zanieczyszczen mikrobiologicznych
z powietrza, rowniez ze wzgledu na stosunkowo diugi czas ekspozycji oraz duza
powierzchni¢ kontaktu. Podkresli¢ nalezy, ze caly proces produkcji prowadzony jest
w systemie otwartym, wyroby stykaja si¢ z powietrzem na prawie kazdym etapie
technologicznym m.in. podczas gotowania kremow (metoda tradycyjna), ubijania,
napowietrzania, smarowania, przekladania lub napetniania, krojenia, dekorowania,
a takze w trakcie pakowania, dystrybucji i sprzedazy. Nieodzownym postgpowaniem
powinien by¢ ciagly monitoring czystosci mikrobiologicznej powietrza w zaktadach
ciastkarskich.

W zaleznosci od rodzaju pomieszczenia sktad mikroflory moze by¢ rdzny
i zalezy glownie od liczby pracownikow w strefie produkcji, wpltywu srodowiska
zewnetrznego, zanieczyszczenia surowcow, wilgotnosci i temperatury (rys. 1). Stopien
skazenia powietrza zalezy rowniez od stanu sanitarnego pomieszczen produkcyjnych,
sprzetow, kanalizacji Sciekowej oraz wentylacji. Drobnoustroje wystepuja w powietrzu
najczesciej W postaci bioaerozoli [Trzetrzelewska-Lalik i Tuszynski 2010].

Czynniki pierwotne Czynniki wtérne

Stosowany surowiec- 23% Systemy wentylacyjne

Proces technologiczny — 25% Systemy.kanallzacyjne .
Ilo§¢ pracownikow, kierunki Nieprawidlowy proces mycia i
ruchu- 30% ’ dezynfekcji  urzadzen  oraz

powierzchni produkcyjnych
Stan zanieczyszczenia przegrod
budowlanych

Wyposazenie i narzgdzia — 15%
Powietrze atmosferyczne

Rys. 1. Czynniki wptywajace na stan zanieczyszczenia mikrobiologicznego w zakladzie
produkcyjnym [Gutarowska, 2011]
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Bioaerozole, czyli uklady zawierajace faze rozpraszajaca (powietrze) oraz faze
rozproszong w postaci drobnych czastek cieczy, kurzu pochodzenia roslinnego,
zwierzgcego czy tez mineralnego, stanowig od 5 do 34% zanieczyszczen powietrza
wewnetrznego. CzasteczKi bioaerozoli maja zazwyczaj $rednicg 0,3-100 um, a komorki
bakteryjne od 0,5-2,0 um, np. Bacillus, Pseudomonas, Xanthomonas czy Arthrobacter.
Srednica wielu zarodnikéw grzybéow plesniowych z rodzaju Aspergillus, Pencillium
i Cladosporium jest zwykle wigcksza niz 2,5-3,0 um [Bonetta i in., 2009]. Bakterie
stanowig najczesciej od 19 do 26% mikroflory powietrza w pomieszczeniach
produkcyjnych. W powietrzu wewne¢trznym moze wystepowac kilkadziesigt rdéznych
gatunkow bakterii, wérdd nich gtéwnie z rodzaju Bacillus, Pseudomonas, Enterobacter,
Flavobacterium, Alcaligenes, Microccocus i Streptomyces [Brickus i in., 1998].

Mikroorganizmy obecne w bioaerozolach sa uformowane w skupiska komorek
bakterii i grzybow, potaczonych czasteczkami kurzu, a takze mikrokropelkami wody.
Bioaerozole drobnoziarniste (1,0-5,0 um) zazwyczaj pozostaja w powietrzu, natomiast
gruboziarniste osadzajac si¢ na powierzchniach tworza biofilmy, ktore sg odpowiedzialne
za kontaminacj¢ zywnosci [Osimani i in., 2013].

W  prawodawstwie polskim sposob kontroli czystosci mikrobiologicznej
powietrza nie jest opracowany w sposdb wystarczajacy i w efekcie stosuje si¢ rdzne
metodyki analityczne [Krogulski, 2006]. Niemniej jednak istnieja w piSmiennictwie
liczcbowe warto$ci standardow 1 wymagan jakoSciowych, ktére pomagaja
w interpretowaniu danych pomiarowych. W przypadku oceny stopnia zanieczyszczenia
powietrza w przemysle spozywczym stosuje si¢ zalecenia Krzysztofika [1992], ktore
dopuszczaja 0golng liczbe mikroorganizméw w 1m? na poziomie 6,0x10? jtk, natomiast
wyklucza si¢ obecnos¢ drozdzy i plesni [Gorny, 2004].

Celem pracy bylo okreslenie stopnia zanieczyszczenia mikrobiologicznego
powietrza w zakladzie produkcyjnym (w dwoch okresach badawczych - przed
i po modernizacji procesu) oraz jego wplywu na stabilno$¢ kremowych wyrobow
ciastkarskich ~ wyprodukowanych metodg tradycyjng (bez dodatku $rodkow
konserwujacych), w czasie chtodniczego przechowywania.

Material i metody

Badania przerowadzono w warunkach przrmystowych, w 2010 i 2012 roku.
Materiatem badawczym bylo powietrze, masa budyniowa, krem pottlusty i ciasto z
kremem. Probki powietrza pobierano w 6 strefach zaktadu: przygotowalni (P), hali
wykonczen (W), chtodni pétproduktéw (ChP), magazynie wyrobow gotowych (MG) i
magazynie ekspedycyjnym (ME) oraz myjni produkcyjnej (MP). Ocene¢ czystosci
powietrza przeprowadzano metoda sedymentacyjng Kocha. Oznaczano ogoélng liczbe
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mezofilnych bakterii tlenowych, a takze liczbe drozdzy i grzyboéw plesniowych [PN-1SO
7218:1998].

W celu oszacowania wptywu jakosci powietrza na stabilno$¢ mikrobiologiczng
badaniem obj¢to rowniez wyroby kremowe (144 proby) nalezace do 3 grup: 1) masa
budyniowa (M), 2) krem pottlusty (K) i 3) ciasto z kremem (C). Mas¢ budyniowa
po ugotowaniu dzielono na porcje (5 kg) i studzono (ok. 6 godz.) w pojemnikach ze stali
nierdzewnej, a nastgpnie przechowywano w warunkach chtodniczych (4+1°C) przez
okres od 1 do 3 dni. Krem sporzadzano na bazie schtodzonej (20°C) masy budyniowej
wymieszanej z tluszczem. Produkt finalny powstal w wyniku polaczenia ciasta
biszkoptowego z uprzednio przygotowanym kremem.

W celu oceny stabilnosci mikrobiologicznej badanych produktéw oznaczono
0golng liczbe tlenowych bakterii mezofilnych [PN-ISO 4833], bakterie z grupy coli
[PN-ISO 4832], a takze wybrane bakterie chorobotworcze (Staphylococcus aureus
[PN-EN ISO 6888-1], Salmonella ssp. [PN-EN ISO 6579], Bacillus cereus [PN-EN ISO
7932]) oraz drozdze i plesnie [PN-A-74134-6:1998].

Whyniki i dyskusja

Skazenie powietrza W pomieszczeniach zaktadu (2010) byto istotnie
zréznicowane w obrebie poszczegdlnych stref produkcyjnych. Stwierdzono wysoka
liczbe drobnoustrojow w myjni produkcyjnej (od 10° do 3,3x10° jtk/m?), a najmniejsza
w magazynie ekspedycyjnym (od 50 do 4,9x10? jtk/m?). Wedlug Krzysztofika [1992]
dopuszczalny stopien mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza nie powinien
przekraczaé¢ poziomu 6x10? jtk/m*. Wyniki opisywanych badan wskazuja na znaczne jego
skazenie, szczegdlnie w pomieszczeniach produkcyjnych oraz myjni.

Przeprowadzony monitoring w 2010 r. przyczynit si¢ do podjecia w zaktadzie
dziatan modernizacyjnych i zapobiegawczych, ktore polegaty na wydzieleniu osobnych
pomieszczen dla poszczegdlnych etapoéw produkcji, przebudowaniu myjni (zwigkszenie
kubatury, wydajnosci wentylacji i zamotowaniu osuszaczy powietrza) oraz wyposazeniu
pomieszczen W lampy UV.

Analizujac uzyskane wyniki z okresu 2010 i 2012 (rys. 2) mozna stwierdzic,
ze wdrozone zalecenia higieniczne w istotny sposob przyczynity sie¢ do poprawy stanu
higienicznego powietrza w obszarze produkcji. Ilos¢ drobnoustrojow w przygotowalni
kreméw obnizyta si¢ z poziomu 10° jtk/m* (2010) do 6,1x10* jtk/m* (2012), w hali
wykonczen z 10,1x10° jtk/m3? do 5,2x10? jtk/m*, natomiast w chlodni potproduktow
z 8,8x10? jtk/m?® do 3,5x10? jtk/m?.

191



1,2E+03

9,0E402
£ 606402
3,0E4+02
0,0E+00
12346567 8911112 12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12
2010 . 2012 [Miesiace]
W P oeeeeennns ChP

Rys. 2. Zanieczyszczenie powietrza w pomieszczeniach produkcyjnych: wykanczalnia
(W), przygotowalnia (P) i chtodnia poétproduktow (ChP)

Jak wynika z przedstawionych danych (rys. 3), w badnych strefach
produkcyjnych odnotowano wysoka liczbe ple$ni i drozdzy, ktéra ksztattowala sie
w granicach od 3,3x10? jtk/m? (2010) do 1,3x10? jtk/m? (2012). Wczeéniejsze badania
Poniznik i Najmrodzkiej [2007] réwniez wykazaty, iz stopien zanieczyszczenia powietrza
w ciastkarniach i piekarniah znacznie przekracza dopuszczalne limity stezenia bakterii
oraz drozdzy i plesni. Dominujaca mikroflore stanowity bakterie z rodzaju: Micrococcus,
Bacillus oraz Gram (-) pateczki, natomiast w przypadku grzybow izolowano: Penicillium,
Aspergillus i Cladosporium.
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Rys. 3. Drozdze i plesnie w wybranych pomieszczeniach produkcyjnych: wykanczalnia
(W), przygotowalnia (P), chtodnia potproduktow (ChP)

Najliczniejsza mikroflorg w powietrzu (2010) stwierdzono w myjni produkcyjnej
(max. 3,3x10° jtk/m*®). Po wdrozeniu zabiegoéw sanitarno-higienicznych zredukowano

stopien skazenia mikrobiologicznego powietrza o ponad 80% (4,3x10? jtk/m3).
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Rys. 4. Zanieczyszczenie powietrza w myjni produkcyjnej (MP)

Jak wynika z danych przedstawionych na rysunkach 4 i 5, poziom bakterii
w 2010 roku wynosit od 10 do 3,3x10° jtk/m?, a grzybow od 2,4x10? do 1,3x10? jtk/m?.
W 2012 odnotowano wyrazny spadek ogodlnej liczby drobnoustrojow (od 4,3x10?
do 6,8x10? jtk/m?), a takze drozdzy i plesni (od 90 do 1,5x10? jtk/m?).
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Rys. 5. Drozdze i ple$nie w myjni produkcyjnej (MP)

W magazynie wyrobu gotowego i magazynie ekspedycjnym (rys. 6 i 7)
po zainstalowaniu lamp UV oraz zwiekszeniu czgstotliwosci mycia 1 dezynfekcji
agregatow chtodniczych obnizono liczbe mikroorganizméw z poziomu masymalnego
4,9x10? jtk/m* (2010) do 10? jtk/m® (2012). W przypadku grzybow, rowniez wskazano
istotne zmniejszenie ich liczebnosci: od 1,1x10? jtk/m* (2010) do 20 jtk/m? (2012).
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Rys. 6. Zanieczyszczenie powietrza w magazynach: produktu gotowego (MG)
i ekspedycyji (ME)

Istotnym problemem w zaktadach ciastkarskich sa drozdze i plesnie, ktore
stwierdzano w powietrzu we wszystkich badanych pomieszczeniach. Drobnoustroje
te stanowia duze zagrozenie mikrobiologiczne, ze wzgledu na czestotliwosé
wystepowania, oporno$¢ na niektére $rodki dezynfekujace oraz trudnosci zwigzane
z ustaleniem Zrddta ich pochodzenia [Gutarowska, 2009].
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Rys. 7. Drozdze i plesnie w magazynach: produktu gotowego (MG) i ekspedycji (ME)

Zaréwno zanieczyszczenia mikrobiologiczne powietrza, jak roéwniez czas
przechowywania ocenianych wyrobow kremowych miaty wpltyw ich na stabilnos$¢
mikrobiologiczng. Ogélna liczba bakterii mezofilnych wahata sie w przedziale od 10'-10°
jtk/g (2010) do 10%-10* jtk/g (2012). Przyjmuje sie, ze stan produktow ciastkarskich jest
zadawalajacy, jesli liczba bakterii mezofilnych mieéci sie w granicy 10%-10° jtk/g
[WHO, 1994; Stewart i in., 2003]. Wedtug innych Zrédel za akceptowalng wartos¢
progowa tych bakterii przyjmuje si¢ poziom 10° jtk/g [Siriken i in., 2009; Saddozai i in.,
2009]. W odniesieniu do tych wymagan, zanieczyszczenie produktéw bakteriami
mezofilnymi bylo na zadawalajagcym poziomie w catym okresie badawczym.
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Rys. 8. Obecno$¢ tlenowych bakterii mezofilnych w badanych produktach: masa
budyniowa (M), krem pétttusty (K), ciasto z kremem (C)

Ocena produktow pod wzgledem grzybow wykazata, ze ich liczba miescita si¢ w
zakresie od <10 do 3,9x10° jtk/g (2010) i od <10 do 2,7x10? jtk/g (2012). Dzicki
wdrozonym zaleceniom higienicznym ilo$¢ drozdzy i ple$ni zostala istotnie zredukowana
w ocenianych wyrobach kremowych. W 2010 roku, w okoto 35% badanych prob poziom
ich nieznacznie przekroczyt 10° jtk/g, z czego najwiccej grzybow stwierdzono w kremie
po 2 i 3 dniu przechowywania. Wprowadzone dzialania podwyzszajace standardy higieny
produkcji przyczynity si¢ do istotnego zmniejszenia liczby grzybow - tylko w okoto 26%
prob w ilosci 102 jtk/g.
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Rys. 9. Liczba drozdzy i ple$sni w badanych produktach: masa budyniowa (M), krem
potthusty (K), ciasto z kremem (C)

W polskich wymaganiach jako$ciowych nie okresla si¢ granicznej liczby
grzybow w artykutach ciastkarskich. Wytyczne niemieckie wskazuja, ze ogolna liczba

drozdzy i plesni w wyrobach piekarskich nie powinna by¢ wyzsza niz 10° jtk/g
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[Leitenberg i Rocken, 1998]. Wedlug innych zrédet poziom zanieczyszczenia produktow
piekarskich ta grupa drobnoustrojow zawiera si¢ w granicach 10*-10* jkt/g [Dale, 2003].
Oznacza to, ze wszystkie badane proby spetnity powyzsze wymagania.

Zanieczyszczenia produktow ciastkarskich zarodnikami plesni najczgsciej
pochodza z surowcoéw (zboza, maka), jak rowniez z powietrza i z powierzchni urzadzen
produkcyjnych [Marin i in., 2002; Corneta i in., 2011].

Skazenie badanych prob bakteriami z grupy coli w 2010 roku byto
na stosunkowo wysokim poziomie (rys.10). W ponad 38 z nich (ha 72 badanych - 52,8%)
ilos¢ tych bakterii wynosita >10? jtk/g, a w 2 probach kremu stezenie ich bylo
na poziomie >10° jtk/g. W 2012 roku odnotowano wyrazny spadek bakterii z grupy coli
we wszystkich badanych grupach wyrobow kremowych. Tylko w 13 probach (18%)
stopien zanieczyszczenia pateczkami coli ksztattowat si¢ na poziomie >10? jtk/g.
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Rys. 10. Bakterie z grupy coli w badanych produktach: masa budyniowa (M), krem
potttusty (K), ciasto z kremem (C)

Warto w tym miejscu zaznaczy¢, ze prawo wspolnotowe [Rozporzadzenie
Komisji WE nr 2073/2005 wraz z nowelizacja nr 1441/2073] nie okresla limitu
zanieczyszczen mikrobiologicznych dla produktow ciastkarskich. W Nowej Zelandii
dopuszczalna zawarto$é bakterii z grupy coli wynosi 10° jtk/g [New Zealand Food Safety
Authority, 2007]. Podobne wymagania zapisane zostalty w wytycznych opracowanych dla
gotowej zywnosci przez Center for Food Safety [2007].

Liczba bakterii Bacillus cereus w ponad 42% (2010) i 20,8% (2012)
analizowanych prob ksztattowala si¢ w granicach >10? jtk/g. Stosunkowo wysoka ich
zawarto$¢ wykazano w trzech probach ciasta z kremem w 2010 roku (4,5x10% do 8,2x10°
jtk/g). Poroéwnujac wyniki przeprowadzonych badan z wytycznymi opracowanymi przez
Center of Food Safety (CFS) oraz German Society for Hygiene and Microbiology
[Leitenberg i Rocken, 1998], ktore dopuszczaja zanieczyszczenie tymi bakteriami
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na poziomie od 10° do <10* jtk/g, nalezy stwierdzi¢, ze stan mikrobiologiczny badanych
probek byt zadawalajacy.
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Rys. 11. Bacillus cereus w badanych produktach: masa budyniowa (M), krem potttusty
(K), ciasto z kremem (C)

Na rys. 12 przedstawiono zanieczyszczenie badanych prob koagulazododatnimi
bakteriami z rodzaju Staphylococcus. Obecnosé¢ gronkowcoéw koagulazododatnich, w tym
Staphylococcus aureus w liczbie >10? jtk/g stwierdzono w 17 probach (2010) i tylko
1 probie ciasta z kremem po 3 dniu przechowywania w 2012 r. Odnoszac uzyskane
w tym wzgledzie wyniki do wytycznych Center for Food Safety [2007], ktore
dopuszczaja obecno$é gronkowcow w zywnosci, w liczbie do 102 jtk/g, nalezy wskazaé,
ze w 11% (na 144) badanych prob nastapito przekroczenie ustalonego kryterium.
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Rys. 12. Staphylococcus koagulazododatnie w badanych produktach: masa budyniowa
(M), krem potttusty (K), ciasto z kremem (C)
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Nalezy zaznaczy¢, ze mimo wysokiego zanieczyszczenia przez bakterie, w zadne;j

z badanych prob nie stwierdzono obecnosci gramujemnych pateczek z rodzaju

Salmonella. Obecnos¢ tych chorobotworczych mikroorganizméw w zywnosci jest
niedopuszczalna.

WhioskKi

1.

Stan ocenianego powietrza w 2010 roku byt niezadawalajacy. W wigkszosci hal
technologicznych ~ odnotowano  przekroczenie  zalecanych  wskaZnikow
mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza bakteriami (powyzej 6x10? jtk/m?),
a takze koloniami drozdzy i plesni.

Wdrozone zalecenia sanitarno-higieniczne przyczynity si¢ do zwigkszenia czystosci
mikrobiologicznej powietrza w 2012 roku. We wszystkich obszarach produkcyjnych
ustabilizowano stezenie bakterii na zadawalajagcym poziomie (ponizej 6x10? jtk/m?),
jednak nie udato si¢ catkowicie wyeliminowac z powietrza drozdzy i plesni.

Jako$¢ mikrobiologiczna powietrza, jak rowniez czas przechowywania wyrobow
kremowych w warunkach chlodniczych w istotnym stopniu determinuja stabilno$¢
mikrobiologiczng wyrobow kremowych.

Literatura

1.

198

Altunatmaz S.S., Issa G., Aydin A. Detection of airborne psychrotrophic bacteria
and fungi in food storage refrigerators. Brazilian Journal of Microbiology, 2012,
1436-1443.

Brickus L.S.R., Siqueira L.F.G., Aquino Neto F.R., Cardoso J.N. Occurrence of
airborne bacteria and fungi in bayside offices in Rio de Janeiro, Brazil. Indoor
Built Environment, 1998, 7(5-6), 270-275.

Bonetta SA., Bonetta Sl., Mosso S., Sampo S., Carraro E. Assessment of
microbiological indoor air quality in an Italian office building equipped with an
HVAC system, 2009. Environ Monit Assess, 2010, 161, 473-83.

Centre for Food Safety (CFS). Wytyczne mikrobiologiczne dla zywnosci gotowej
do spozycia. Risk Assessment Section Centre for Food Safety Food and
Environmental Hygiene Department, Hong Kong 2007.

Corneta C.P., Ciuca M., Voaides C, Gagiu V., Pop A. Incidence of fungal
contamination in a Romanian bakery: a molecular approach. Romanian
Biotechnological Letters, 2011, 16(1), 5863-5871.

Dale H. Microbial threats in the bakery. Iternational Food Hygiene, 2003, 14(1), 9-
10.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.
22.

Gutarowska B. Mikroorganizmy w powietrzu, W: Mikrobiologia Techniczna, tom
1, pod red. Libudzisz Z., Kowal K., Zakowska Z., Wydawnictwo Naukowe PWN,
2009, 233-239.

Gutarowska B. Zanieczyszczenie mikrobiologiczne powietrza w zaktadach
mleczarskich. Przeglad Mleczarski, 2011, 4 (www.forummleczarskie.pl)

Gorny R. Biologiczne czynniki szkodliwe: normy, zalecenia i propozycje wartosci
dopuszczalnych. Podstawy i Metody Oceny Srodowiska Pracy, 2004, 3(41), 17-39.
Krogulski A. Metody oznaczania ogolnej liczby bakterii w powietrzu
atmosferycznym i wewnatrz pomieszczen. Roczniki PZH, 2006, 57(1), 1-7.
Krzysztofik B. Mikrobiologia powietrza, Wyd. Politechniki Warszawskiej,
Warszawa 1992.

Leitenberger E., Roken W. HACCP in small bakeries. Food Control, 1998, 9(2-3),
151-156.

Marin S., Guynot M.E., Neira P., Bernado M., Sanchis V., Ramos A.J. Risk
assessment of the use of sub-optimal levels of weak-acidpreservatives in the
control of mould growth on bakery products. International Journal of Food
Microbiology, 2002, 79, 203-211.

New Zealand Food Safety Authority. Microbiological Quality of Bakery Products,
2007, www.nzfsa.govt.nz.

Osimani A., Aquilgnti L., Tavoletti S., Clementi F. Microbiological monitoring of
air quality in a university canteen: on 11-year report. Environ Monit Assess, 2013,
185, 4765-4765.

Poniznik 1., Najmrodzka A. Mikrobiologiczna analiza powietrza w
pomieszczeniach produkcyjnych wybranych zaktadéw przemystowych. Problemy
Higieny i Epidemiologii, 2007, 88, 56-66.

PN-ISO 7218, 1998. Oznaczanie mikrobiologicznego zanieczyszczenia powietrza
metodg sedymentacyjna.

PN-ISO 4833, 2004. Mikrobiologia. Ogodlne zasady oznaczania liczby
drobnoustrojow. Metoda ptytkowa 30°C.

PN-EN ISO 7932, 2005. Oznaczanie przypuszczalnych Bacillus cereus.

PN-EN ISO 6888-1, 2001. Mikrobiologia zywnosci i pasz. Horyzontalna metoda
oznaczania liczby gronkowcow koagulazo-dodatnich (Staphylococcus aureus i
innych gatunkow. Czgs¢ 1: Metoda z zastosowaniem pozywki Baird-Parkera.
PN-ISO 6579, 1998. Ogblne zasady wykrywania pateczek Salmonella.

PN-ISO 7954, 1999. Ogolne zasady oznaczania drozdzy i plesni — Metoda
ptytkowa w 25°C.

199


http://www.forummleczarskie.pl/
http://www.nzfsa.govt.nz/

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

200

Rozporzadzenia Komisji (WE) nr 1441/2073 z dnia 5 grudnia 2007 r. zmieniajgce
rozporzadzeniec (WE) nr 2073/2005 w sprawie kryteriow mikrobiologicznych
dotyczacych srodkow spozywcezych.

Saddozai A.A., Khalil S. Microbiological status of bakery products available in
Islamabad. Pakistan J. Agric. Res. 2009, 22, 1-2.

Siriken B., Cadirci O., Inat G., Pamuk S. Microbiological Examination of
Meatball, Cream Cake and Turkish Delight (Lokum). Journal of Animals and
Veterinary Advances, 2009, 8(10), 2049-2054.

Stewart C. M., Cole M., Schaffer D.W. Managing the Risk of Staphlococcal Food
Poisoning from Cream-Filled Baked Goods To Meet a Food Safety Objective.
Journal of Food Protection, 2003, 66(7), 1310-1325.

Trzetrzelewska-Lalik E., Tuszynski T. Bezpieczenstwo mikrobiologiczne wyrobow
ciastkarskich — cz. 1l., Cukiernictwo Piekarstwo, 2010, 11, 58-60.
Trzetrzelewska-Lalik E., Tuszynski T. Stabilno$¢ mikrobiologiczna gotowanych
kremow ciastkarskich, w: Zywno$¢ Projektowana cze$é 11, pod red. Walczycka M.,
Jaworska G., Duda-Chodak A., Staruch L., Polskie Towarzystwo Technologow
Zywnosci, Krakow 2011, 232-243,

WHO, Guideline value for food and drinking water, World Health Organization,
Geneva 1994.

Zrédlo finansowania DS3700/WTZ/2013-2014
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Katedra Technologii Fermentacji i Mikrobiologii Technicznej, ul. Balicka 122, Krakéw

MONITORING JAKOSCI MIKROBIOLOGICZNEJ
PRODUKTOW SPOZYWCZYCH DLA DZIECI

Streszczenie

Celem pracy byla izolacja oraz identyfikacja drobnoustrojow z produktow
spozywczych dla niemowlat i matych dzieci. Badaniu poddano 3 rodzaje artykutow:
deserki, obiadki oraz soczki produkowane przez pig¢ wiodacych na rynku europejskim
przedsigbiorstw. Zbadano wplyw czasu i1 temperatury przechowywania na rozwoj
mikroorganizméw. Poréwnano roéwniez aktywno$¢ przeciwutleniajagca pomiedzy
badanymi produktami. Z analizowanych artykulow wyizolowano gramdodatnie ziarniaki,
Bacillus oraz bakterie fermentacji mlekowej, a takze ples$nie z rodzajow: Aspergillus,
Penicillium, Rhizopus oraz Alternaria. Nie wykazano obecnosci bakterii Escherichia coli
oraz drozdzy. Ogoélng liczbe bakterii oraz grzybow strzgpkowych oceniono na poziomie
bezpiecznym. Najliczniejsza mikroflore oznaczono w artykutach z upraw ekologicznych.
Deserki byty najlepszym $rodowiskiem do rozwoju bakterii i ple$ni. Potwierdzono
niekorzystny wplyw dlugiego czasu oraz wysokiej temperatury przechowywania na
czystos¢  Dbakteryjng  produktéw. Najwyzsza aktywnos$cig  przeciwutleniajaca
charakteryzowaty sie deserki, szczegélnie te z upraw ekologicznych. Nie istnieja wiec
obawy przed podawaniem tego typu zywno$ci niemowlakom i matym dzieciom pod
warunkiem przestrzegania okresu zdolnosci do spozycia.

Wstep

Sposob odzywiania ma bezposredni wptyw na stan zdrowia. Szczegdlng uwage
powinno przywigzywac¢ si¢ do zywnosci podawanej matym dzieciom, aby zapewnié
im optymalny rozwoj psychosomatyczny oraz zmniejszy¢ ryzyko wystapienia infekcji
i chordb dietozaleznych. Stworzono specjalistyczne modele bezpiecznego zywienia dla
najmtodszych, oparte na badaniach w obszarze nauk zywieniowych i medycznych. Model
taki uwzglednia czesto$¢ spozywania positkow, ich organizacj¢, jako$¢ zdrowotng
1 warto$¢ odzywcza podawanych pokarmow, wlasciwy dobor produktow, a takze nawyki
zywieniowe [Gawecki i Hryniewicz, 2000; Grzymistawski i Gawecki, 2010; Francis,
2010].

Artykuty zywno$ciowe dla niemowlat (noworodki i dzieci do 12 miesiaca)
i matych dzieci (od 1 do 3 roku zycia) nalezg do tzw. Srodkdéw spozywczych specjalnego
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przeznaczenia zywieniowego. Takie produkty maja specjalny sktad i specyficzny proces
wytworczy [Rozporzadzenie Ministra Zdrowia, 2010b; Dyrektywa Komisji WE, 2006].

W zywieniu dzieci zaleca si¢ wykorzystywanie zywno$ci mato przetworzonej,
naturalnej oraz wysokiej jakosci. Produkcja oparta jest na stosowaniu Surowcow
pochodzacych z kontrolowanych upraw i hodowli, ktore speiniajg rygorystyczne
wymagania odno$nie sktadu okreslajacego ich warto$¢ odzywcza oraz jako$¢ zdrowotna.
W recepturach artykutéw dla dzieci wykorzystanie substancji dodatkowych
i pomocniczych (sol, sacharoza czy tluszcze nasycone) ogranicza si¢ do minimum. Coraz
powszechniejsze staje si¢ wzbogacanie zywno$ci, w celu poprawy profilu zdrowotnego
gotowego produktu. W przetworach mlecznych zwigksza si¢ zawarto$¢ wapnia
i witaminy D, a takze kontroluje ilo$¢ tluszczu mlecznego czy laktozy. Soki oraz
przeciery owocowe suplementuje si¢ witaming C, a do produktéw zbozowych dodaje sole
wapnia i zelaza oraz witaminy z grupy B. Odpowiednie potaczenie takich produktéw
w positki w codziennej diecie dziecka pokrywa zapotrzebowanie na energi¢ oraz
sktadniki odzywcze [Weker i Wigch, 2008].

Udowodniono, ze zwigzki antyoksydacyjne (polifenole oraz niektore witaminy),
zawarte w surowcach roslinnych wykazuja pozytywny wplyw na organizm cztowieka.
Producenci zywno$ci starajg si¢, aby ich produkty charakteryzowaly si¢ wysoka
aktywnoscia przeciwutleniajace dodajac do zywnos$ci witaminy np. A, E oraz C. Zywno$é
uzupetniana jest w sktadniki, ktore zostaty utracone podczas procesu produkcyjnego lub
wzbogacana w substancje, ktore naturalnie w niej nie wystepujg. Witaminy naleza
do skladnikéw niezwykle labilnych, rozktadajacych si¢ pod wplywem wysokiej
temperatury podczas pasteryzacji badz sterylizacji. Dlatego tez dodatek podczas
produkcji witamin jest bardzo czesto stosowanym zabiegiem. Suplementacja musi
odbywac si¢ zgodnie z wytycznymi Ministra Zdrowia, np. dodatki musza mie¢ okreslona
forme¢ chemiczng [Rozporzadzenie Ministra Zdrowia, 2010a; Pisulewski i Pysz, 2008].

Ocena jakosci zdrowotnej artykutow dla niemowlat oraz matych dzieci opiera si¢
na badaniach polegajacych na oznaczeniu poziomu zanieczyszczen m. in. pestycydami,
azotanami i azotynami oraz metalami cigzkimi (np. Cd, Hg, Pb). Analizowana jest
zawarto$¢ izomerow trans kwasow tluszczowych i akrylamidu. Oznacza si¢ szczegdtowo
czystos¢ mikrobiologiczng [Ksigzyk i Weker, 2007; Weker i Wiech, 2009; Weker, 2011].
Wymagania dotyczace bezpieczenstwa mikrobiologicznego sa regulowane prawnie przez
Ministra Zdrowia oraz Wspolnote Europejska [Rozporzadzenie Ministra Zdrowia, 2010b;
Ustawa, 2006].

Celem niniejszej pracy byta izolacja i identyfikacja metodami klasycznymi,
potencjalnych mikroorganizmow (bakterii, drozdzy i plesni) z gotowych produktow
dla niemowlat i matych dzieci, a takze zbadanie wplywu czasu i temperatury
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przechowywania na stan mikrobiologiczny produktow. Zbadano takze ich wiasciwosci
przeciwutleniajace.

Materialy i metodyka

Materiatem badawczym byty produkty specjalnego przeznaczenia zywieniowego
dla niemowlgt i matych dzieci (desery, obiady oraz soki). Ich producenci nalezg
do wiodacych na rynku europejskim (5 przedsigbiorstw). Produkty wybrano na podstawie
obserwacji najblizszego S$rodowiska (artykuly najbardziej popularne i najchgtniej
wybierane przez klientdéw). Desery dla matych dzieci, w zaleznosci od producenta,
zawieraly:
deser 1: jabtka 62%, morele 19%, banany 14%, sok z winogron i cytrynowy oraz wit. C,
deser 2: jabtka 50%, banany 22,4%, sok jabtkowy 12%, brzoskwinie 10%, make¢ ryzowa,
wodg oraz wit. C,
deser 3: jabtka 46%, banany 18%, brzoskwinie 18%, sok jabtkowy z soku zageszczonego,
grysik ryzowy i wit. C,
deser 4 ekologiczny zawieral: jabtka 40%, banany 20%, brzoskwinie 15%, wodg, sok
winogronowy, make ryzowa, kwas askorbinowy i kwas cytrynowy.

Obiady dla matych dzieci, w zaleznosci od producenta, zawieraty:
obiadek 1: marchew, wode, ziemniaki, sok jabtkowy 8,1%, migso z indyka 8%,
kukurydze, skrobi¢ kukurydziang, masto z mleka, jarzyny ogotem 58%,
obiadek 2: marchew 35%, wode, ziemniaki 16%, mieso z indyka (bez wywaru) 10%,
groszek 3%, skrobi¢ pszenna bezglutenowa, por 2%, olej rzepakowy,
obiadek 3: warzywa 41% (marchew, ziemniaki, pasternak), wode, gotowany ryz, migso
z indyka 8%, sok winogronowy, cebule, olej rzepakowy 1,2%.

Natomiast soki, w zaleznos$ci od producenta, zawieraty:
soczek 1: sok z jabtek (z zageszczonego) 41%, wode, jabtka 19%, marchew 10%, wit. C,
soczek 2: wodg, przeciery 41% z marchwi mazurskiej, malin i jabtek, syrop glukozowo-
fruktozowy, kwas cytrynowy, wit. C oraz aromat.

Analizowane produkty (geste musy OWOCOWe, przeciery warzywne, metne soki)
rozcienczono W sterylnej soli fizjologicznej przed posiewami (107, 10° i 107) dla
kazdego produktu. Do izolacji drobnoustrojow wykorzystano agar odzywczy z glukozg
dla bakterii, agar brzeczkowy i agar DRBC (z dichloranem, czerwienig bengalska
i chloramfenikolem; Merck) dla drozdzy i plesni, podtoze Eijkmana (LPB) dla E. coli,
podtoze MRS (de Man, Rogosa i Sharpe; Biocorp) i Blickfeldta dla bakterii mlekowych
i mlekowych typu kwaszacego, oraz podtoze dla bakterii octowych.

Posiewy na sterylne szalki Petriego z odpowiednimi podtozami oraz podloze
ptynne LPB wykonano w warunkach jatowych pod komorg z laminarnym przeptywem
powietrza (Lamil 13). Wysiewano po 1 cm® z kazdego rozcieficzenia. Plytki z agarem
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odzywczym inkubowano w 32°C przez 24 h, a szalki z podtozem dla bakterii octowych,
MRS i w 32°C przez 5 dni. Plytki z agarem brzeczkowym i DRBC inkubowano w 28°C
przez 48 h. Z kolei probowki z podtozem LPB w 37°C przez 48 h. Wszystkie posiewy
zostaty wykonane bezposrednio po otwarciu i po przechowywaniu przez 48 h w 4°C
1 20°C, a takze po 7 dniach w 4°C i 20°C.

Po inkubacji policzono kolonie za pomoca licznika (LKB 2002, Pol-Eko
Aparatura). W celu pozyskania czystych kultur do dalszych badan, wybrane kolonie
bakterii przeszczepiono na skosy z agarem odzywczym (32°C), a plesnie na skosy
z agarem brzeczkowym (28°C) i inkubowano przez 24 h. Skosy przechowywano w temp.
4°C i przeszczepiano raz w miesigcu.

Czyste kultury bakterii analizowano makro- i mikroskopowo (barwienie Grama)
oraz w te$cie na katalazg. W celu wyznaczenia obecnosci bakterii z grupy coli oraz
kwaszacych typu mlekowego, obserwowano zmiany odpowiednio, na podiozu LPB
i Blickfeldta.

Plesnie analizowano makro- i mikroskopowo w preparatach przyzyciowych.
Obserwacje wykonano przy pomocy mikroskopu Nikon (Eclipse), a dokumentacje
fotograficzng kamera cyfrowa Moticam 200 z programem Tomic Live Imaging.

Do oznaczenia aktywnosci przeciwutleniajacej zastosowano metod¢ z uzyciem
rodnika ABTS (Sigma). Rodnik uzyskano w wyniku reakcji pomiedzy 7 mM Sola
dwuamonowg kwasu 2,2°-azyno-benzotiazolowego i 2,45 mM pirosiarczanu potasu.
Rodnik stabilizowano w 22-25°C przez 18 h, bez dost¢pu $wiatta. Roztwor rozcienczono
buforem fosforanowym (PBS) tak, aby jego absorbancja przy dlugosci fali 734 nm
wyniosta A = 0,70 = 0,02 (ABTS,7). W drugim etapie wyznaczono krzywa standardowsg
Troloxu (kwas 6-hydroksy-2,5,7,8-tetrametylchroman-2-karboksylowy; Aldrich) dla
ABTS. W tym celu wykorzystano 1 mM roztwor Troloxu w PBS (Sigma) i wykonano
szereg rozcienczen: 0; 1,25; 2,5; 5; 7,5; 10 [mg/100 cm3]. Pomiar probek polegat na ich
rozcienczeniu (10-krotnym) i odwirowaniu. Do kuwet odmierzono po 1 cm® ABTS,;
i doktadnie, co 30 sekund, do kazdej z nich dodano 100 ul badanych probek. Absorbancje
mierzono dokladnie w 6 minucie. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca wyznaczono
wykorzystujac krzywa kalibracyjnag dla syntetycznej witaminy E (Troloxu) i wyrazono
w mg Troloxu/100 cm®.

Dos$wiadczenia wykonano w trzech powtdrzeniach. Okre$lenia istotnosci
statystycznych migdzy warto$ciami $rednimi  wykonano tylko dla aktywnosci
antyoksydacyjnej, przy wykorzystaniu jednoczynnikowej analizy wariancji (ANOVA) z
testem post hoc Tukey’a. Rozklad normalnosci wykonano testem Kotgomorowa-
Smirnova (InStat3).
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Wyniki i dyskusja

Analiza produktow zywno$ciowych specjalnego przeznaczenia zywieniowego
obejmowata 9 produktow (4 deserki, 3 obiadki i 2 soki). W tabeli 1 przedstawiono
przyktadowe ilosci bakterii i plesni w jtk/1g dla deserku 1 w zalezno$ci od warunkdéw

przechowywania.

Tabela 1. Ilos¢ bakterii w jtk/1 g dla deserku 1 w zalezno$ci od czasu i temperatury
przechowywania

Deserek 1 [jtk/1 g]
'igfc:z b0 otwarciy | P08 Po 48 h Po 7d. Po 7d.
+4°C +20°C +4°C +20°C
Bakterie 56,7 89,6 59,5 123,3 1000
Ple$nie 50,6 130,55 137,8 286,1 216,1

Ponizej przedstawiono ilo$ci kolonii bakteryjnych w zaleznosci od rodzaju
produktu: deserki, obiadki i soki (ryc. 1) oraz czasu i temperatury ich przechowywania

(ryc. 2).
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Rycina 1. Tlo$¢ kolonii bakteryjnych w zaleznosci od rodzaju produktu
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Rycina 2. Tlo$¢ kolonii bakteryjnych w zaleznosci od czasu i temperatury
przechowywania

Na rycinach 3 i 4 przedstawiono ilosci kolonii plesni w zalezno$ci od rodzaju
produktu (ryc. 3) oraz czasu i temperatury ich przechowywania (ryc. 4).
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Rycina 3. Ilo§¢ wyrostych plesni w zaleznos$ci od rodzaju produktu
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Rycina 4. Tlo$¢ plesni w zaleznos$ci od czasu i temperatury przechowywania

Ogolna liczba bakterii i plesni w produktach dla matych dzieci byla rézna
w zalezno$Sci od produktu oraz czasu i temperatury przechowywania. Najmniej
drobnoustrojow obserwowano w produktach zaraz po otwarciu oraz przechowywanych
do 48 h w warunkach chlodniczych, co jest zgodne z zaleceniami producentéow. Jak si¢
spodziewano, dluzsze przechowywanie w 4°C czy w nieodpowiednich warunkach
spowodowalo wzrost iloéci kolonii bakteryjnych i plesni. Z drugiej strony takie analizy
pokazaly, ze surowce wykorzystywane do produkcji artykutéw specjalnego
przeznaczenia zywieniowego rzeczywiscie pochodza z upraw kontrolowanych,
odpowiadaja wymoga najwyzszej jakosSci i sg szczegétowo badane pod katem czystosci
mikrobiologicznej [Weker, 2011].

Niestety brak doktadnych norm dotyczacych zanieczyszczen mikrobiologicznych
produktow dla matych dzieci. W badanych produktach obok owocow, warzyw, obecne
byly rowniez migso, tluszcz i inne, ktore teoretycznie mogly zwigkszy¢ ilosé
drobnoustrojow. Porownujac uzyskane wyniki z normami np. dla §wiezego mi¢sa, ktory
wynosi odpowiednio 10° jtk/1 g dla bakterii i 10* jtk/1 g dla plesni, wida¢, ze ilos¢
drobnoustrojow w badanych produktach jest stosunkowo niska. Artykuty dla matych
dzieci sg wigc bezpieczne pod wzgledem mikrobiologicznym.

Zwigkszone namnazania bakterii w trakcie przechowywania artykutow
po otwarciu jest zwiagzane z fazami wzrostu drobnoustrojow. Po otwarciu produktu
bakterie nie rozmnazaja si¢ z maksymalng szybko$ciag. Wraz z wydluzaniem czasu
przechowywania i utrata jego sterylnosci (wptyw s$rodowiska zewnetrznego) bakterie
rozmnazaja si¢ coraz szybciej. Producent uznaje produkt za mozliwy do spozycia tylko
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do 48 h po otwarciu, je$li przechowywany byt w temperaturze +4°C [Zakowska
i Stobinska, 2000; www.gerber.pl].

Rodzaj surowca, z ktorego zostaly wytworzone badane produkty ma duze
znaczenie dla rozwoju mikroorganizméw. Najwigksza ilos¢ bakterii i ples$ni
obserwowano w deserach, do produkcji, ktorych wykorzystuje si¢ gldwnie owoce
i warzywa (ryc. 1 i 3). Surowce te sg srodowiskiem, w ktérym moga rozwijac si¢ liczne
drobnoustroje niszczace dany surowiec lub powodujac niekorzystne zmiany chemiczne.
Rygorystyczne wymogi dla surowcow przeznaczonych do produkcji pokarméw dla dzieci
praktycznie w 100% eliminujg niebezpieczng mikroflore [Zakowska i Stobinska, 2000].

Deserki poddane badaniom byty produkowane przede wszystkim z jablek, moreli,
banandéw oraz brzoskwin. Podczas produkcji przetwory owocowe sg zabezpieczane przed
rozwojem drobnoustrojow przez pasteryzacje. Obiadki sktadajg si¢ gléwnie z warzyw
(marchwi, ziemniakdw, groszku) oraz migsa drobiowego. Produkty warzywne
i warzywno-migsne sg poddawane sterylizacji. W procesie pasteryzacji inaktywowane
sg tylko formy wegetatywne niektorych gatunkow odpowiedzialnych za psucie si¢
zywnosci, a takze patogeny. Ogrzewanie powyzej 100°C powoduje inaktywacje rowniez
form przetrwanych. Stad obserwowany nieco wigksza ilo$¢ bakterii w deserkach, a nie
w obiadkach [Hajduk i in., 2001].

Najwigcej bakterii rozwingto si¢ w deserku 4, ktory wyprodukowano z owocow
i warzyw hodowanych ekologicznie. Taki wynik byt spowodowany specyfika produkcji
[Rozporzadzenie Rady (WE), 2007].

Najmniejsza ilo§¢ bakterii obserwowano w soczkach. Na taki wynik moze mie¢
wplyw technologia produkcji. Soki sg wytwarzane z zageszczonego soku owocowego.
Zageszczanie prowadzi si¢ na wyparkach, a surowiec poddawany jest dzialaniu
wysokiego cis$nienia i wysokiej temperatury przez dtugi czas, co wplywa destrukcyjnie na
mikroorganizmy. Ponadto, w czasie zaggszczania usuwana jest z produktu woda,
a srodowisko bezwodne nie jest korzystne dla rozwoju mikroorganizméw. Drugi badany
sok zawieral syrop glukozowo-fruktozowy zwigkszajacy stabilnos¢ mikrobiologiczna,
tym samym $rednia ilo$¢ bakterii dla sokow byta nizsza [Hajduk i in., 2001].

Sposrod wszystkich kolonii wybrano 113 bakteryjnych i 44 szczepy plesni, ktore
poddano identyfikacji. Wyr6zniono gramdodatnie ziarniaki, laseczki Bacillus, bakterie
kwasu mlekowego (ziarniaki i Lactobacillus) oraz jedng gramujemng pateczke. Udziat
procentowy bakterii w badanych produktach przedstawiono na rycinie 5.
Nie obserwowano bakterii z grupy coli.
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Rycina 5. Procentowy udziat bakterii w produktach spozywczych dla matych dzieci

W analizowanych produktach spodziewano si¢ rozwoju mikroflory typowej dla
surowcow owocowych (jabtka, banany, morele, brzoskwinie), warzywnych (marchewka,
pasternak, ziemniaki, groszek) oraz zwierzecych. Nalezy podkresli¢, ze wigkszo$¢ roslin
ma kontakt z gleba. Mimo dokladnego mycia i przestrzegania wszystkich
rygorystycznych zasad higieny, moze si¢ zdarzy¢, ze cze¢$¢ mikroflory glebowej
przedostanie si¢ na surowiec przeznaczony do przetworzenia. Ponadto, nawozy naturalne
stosowane w hodowlach organicznych, z ktoérych produkuje si¢ artykuly BIO, moga
powodowa¢ wystepowanie w glebie bakterii z rodzin Enterococcaceae oraz
Enterobacteriaceae. W przypadku migsa jego mikroflora jest bardzo bogata (Proteus,
Micrococcus, Achromobacter, Pseudomonas, Flavobacterium, Serratia), dlatego bardzo
wazny jest jak najszybszy przerob surowca [Zakowska i Stobifiska, 2000].

Obserwacje makro- i mikroskopowe plesni pozwolity zidentyfikowaé
w badanych produktach plesnie z rodzajow: Aspergillus, Penicillium, Alternaria oraz
Rhizopus (rycina 6). Nie zidentyfikowano drozdzy.
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Rycina 6. Procentowy udziat ple$ni w produktach spozywczych dla matych dzieci

Mikroflora owocow w duzej mierze sktada si¢ z plesni: Penicillium, Aspergillus,
Botrytis, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Alternaria czy Rhizopus i Mucor. Mimo,
iz plesnie wystepuja zwykle na surowcach roslinnych, to moga pojawi¢ si¢ na surowcach
zwierzgcych np. Rhizopus. Dlatego tez producenci zywnosci dla dzieci dbaja o to, aby
mieso zostato przetworzone jak najszybciej po uboju zwierzecia [Zakowska i Stobinska,
2000].

Analiza aktywnosci przeciwutleniajace badanych produktow dla matych dzieci
(rycina 7) wskazuje, ze najwyzsza aktywnoscig charakteryzowal si¢ deserek
4 produkowany z surowcow ekologicznych. Uprawy ekologiczne wptywajg na
zwigkszong zawarto$¢ naturalnych przeciwutleniaczy w poroOwnaniu z uprawa
konwencjonalng. Moze to by¢ zwiazane ze specyfika prowadzenia takiego rolnictwa,
glownie z restrykcyjnym zakazem uzywania srodkéw chemicznych. Przeciwutleniacze sg
zwigzkami bardzo reaktywnymi i moglyby wchodzi¢ z nimi w reakcje powodujac
niekorzystne zmiany [Duthie i in., 2000; McNaughton i Marks, 2003].

Trudno w literaturze odnalez¢é wartoSci aktywno$ci przeciwutleniajgcej dla
owocow lub ich przetworow, gdyz najczegsciej podawana jest zawarto$¢ polifenoli. I tak
stezenie np. epikatechiny w jabtkach wraz ze skorkg wynosi ponad 8 mg na 100 g. Owoce
aronii zawieraja rekordowa ilos¢ 2080 mg polifenoli w 100 g [Dietrich i in., 2004;
Wawer, 2006].
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Rycina 7. Aktywno$¢ przeciwutleniajaca artykutow dla niemowlat i matych dzieci.
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Z badanych produktow, deserki posiadajg najwyzsza aktywno$¢ antyoksydacyjna.
Zawierajg one owoce, ktore sg glownym zrodtem przeciwutelniaczy. Badane przetwory
w swoim skladzie zawieraly jabtka, morele, banany i brzoskwinie, ktore sg uwazane
za owoce O najmniejszej wartosci antyoksydacyjnej. Najbogatszym zrodtem tych
zwigzkow sg owoce jagodowe (aronia, jezyny, boréwki, jagody oraz truskawki, poziomki
i maliny). Warzywa generalnie charakteryzuja si¢ niskg zdolnoscig do zmiatania wolnych
rodnikow. Badane obiadki zawieraly warzywa (marchew, ziemniaki, groszek, por)
0 najnizszym potencjalne antyoksydacyjnym. Do warzyw o najbogatszych
wiasciwosciach antyoksydacyjnych zalicza si¢ rodzing kapustnych i cebulowych oraz
buraki ¢wiklowe. Takze migso dodawane do produktu w ogoble nie zawiera zwigzkoéw
o wlasciwosciach przeciwutleniajgcych [Dietrich i in., 2004; Szajdek i Borowska, 2004;
Cieslik i Sikora, 2007].

Niska zawarto$¢ przeciwutleniaczy w sokach, pomimo uzycia owocoéw, zwigzana
moze by¢ z procesem technologicznym ich powstawania. Sok 2 byt przecierowy,
to znaczy, ze tkanki owocow najbogatsze w biologiczne czynne zwigzki antyoksydacyjne
pozostaly w gotowym produkcie. Jednak sok nie osigga wysokich wynikoéw, poniewaz
sktada si¢ gtéwnie z marchwi, ktéra posiada niskie wtasciwosci przeciwutleniajace. Sok
1 zawieral tylko 19% jabtek, reszt¢ stanowil odtworzony sok zageszczony, a jego
produkcja wymagata klarowania. Podczas tego procesu pozbywamy si¢ najbardziej
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warto$ciowych sktadnikéw o wiasciwosciach antyoksydacyjnych [Zukiewicz-Sobczak
i in., 2009].

Wszystkie badane deserki i soczki w swoim skladzie zawieraly kwas
askorbinowy, ktory obok polifenoli, jest jednym z najsilniejszych przeciwutleniaczy.
Latwos$¢ suplementacji witaming C wigze si¢ z tym, ze jest ona bardzo dobrze
rozpuszczalna w wodzie. Oprocz zwickszenia aktywnosci antyoksydacyjnej, posiada
zdolno$¢ do neutralizowania kancerogenow, ktéore moga tworzy¢ si¢ w organizmie
cztowieka, lub dostawac sie do niego wraz z pozywieniem. Zapobiega, wiec tym samym
rozwojowi nowotworow [Borek-Wojciechowska, 2000; Pisulewski i Pysz, 2008].

Whioski

W produktach spozywczych dla matych dzieci stwierdzono obecnos¢ bakterii
i plesni. Zidentyfikowano gramdodatnie ziarniaki, laseczki Bacillus i bakterie kwasu
mlekowego. Wsrdd plesni wyizolowano rodzaje: Aspergillus, Penicillium, Alternaria
oraz Rhizopus. Nie wykazano obecnosci bakterii z grupy coli ani drozdzy.

Najwiecej mikroorganizméw wyizolowano z deserkow, szczegolnie z produktu
z upraw ekologicznych. Moze to by¢ zwiazane ze specyfika uprawy roslinnych surowcow
ekologicznych (stosowanie tylko nawozoéw naturalnych). Stwierdzono niekorzystny
wplyw wysokiej temperatury i czasu przechowywania na czysto$¢ mikrobiologiczng
badanych artykulow. Spozycie produktow bezposrednio po otwarciu lub do 48 h
przechowywanych w warunkach chtodniczych zapewnia zachowanie bezpieczenstwa
mikrobiologicznego. Pomimo tego, Ze w niniejszej pracy nie bylo to bezposrednio
badane, proces produkcji srodkoéw specjalnego przeznaczenia zywieniowego ma ogromny
wptyw na rozwoj mikroflory.

Aktywno$¢ antyoksydacyjna produktéw mozna uznaé za stosunkowo wysoka
szczegblnie w deseru ekologicznym. Niemniej jednak na aktywnos$¢ przeciwutleniajace
wplyw ma sktad surowcow wykorzystany w produkcji i technologia wytwarzania. [1o$¢
drobnoustrojow wyizolowanych z badanych artykutow spozywczych mozna uznaé
za bezpieczng. Nie istnieja, wigc uzasadnione obawy przed podawaniem gotowych
produktow spozywczych dzieciom.
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PESTYCYDY NOWEJ GENERACJI - POZOSTALOSCI W ZYWNOSCI,
METODY OZNACZANIA | WYZWANIA ANALITYCZNE

W 2015 r. uptynie 70 lat istnienia swiatowego rynku pestycydow, ktorego
powstanie zwykto liczy¢ si¢ od wprowadzenia do szerokiego stosowania preparatu DDT
w 1945 r. Pestycydy, powszechnie stosowane w rolnictwie oraz gospodarstwach
domowych, stanowia obecnie zrdznicowanag i liczng grupe zwigzkéw chemicznych,
pozyskiwanych naturalnie lub tez otrzymywanych w wyniku syntez chemicznych.
Jak kazda substancja chemiczna, pestycydy, kumulujace si¢ w poszczegélnych
elementach Srodowiska naturalnego, nie pozostaja bez wplywu na bezpieczenstwo
i jako$¢ zdrowotng zywnos$ci. Gwaltowny rozwoj wiedzy dotyczacej dtugofalowych
skutkéw stosowania $rodkéw ochrony roslin spowodowal, iz obecnie dazy sig
do wykorzystywania takich substancji czynnych, ktorych stosowanie niostoby ze sobg jak
najmniejsze ryzyko dla funkcjonowania przyrody i organizmow zywych.

Przedstawicielami nowej generacji pestycydow sa m.in. zwiazki z grupy
neonikotynoidow (np. imidakloprid, acetamiprid, nitrozoguanidyna, dinotefuran,
klotianidyna, tiametoksam), stosowane glownie jako $rodki owadobdjcze. Insektycydy
neonikotynoidowe wykazuja duza skutecznos¢ w usuwaniu owadow, z tego tez powodu
sg szeroko stosowane w uprawach np. roslin dyniowatych [Camel, 2010; Guziejewski
i in., 2011]. Neonikotynoidy dziatajg jako agonisci dla receptoréw nikotynowych
acetylocholiny, ktora odgrywa wazna role w synaptycznej transmisji W centralnym
uktadzie nerwowym owadow [Xiao i in., 2011]. Wykazujac dziatanie neurotoksyczne
w organizmach niepozadanych insektéw zwiazki neonikotynoidowe powoduja
jednocze$nie masowe giniecie pozytecznych owadow, w tym pszczol. Dotychczasowe
badania wykazaty, ze w miejscach, gdzie uzycie neonikotynoidow byto wigksze, rodziny
pszczot rozwijaly si¢ gorzej niz te umieszczone na terenach wolnych od pestycydow.
W ulach umieszczonych na wuprawach pochodzacych z zaprawianych nasion
obserwowano wyzsza $miertelno$¢ pszczol w porownaniu do uli kontrolnych, w ktérych
rodziny pozostawaly zdrowe. Szczegdlnie istotny jest fakt, Zze pestycydy poza
bezposrednim oddziatywaniem na pszczoty dostajg si¢ takze do pytku oraz nektaru wielu
roslin [Skubida i in., 2010].

Do pestycydéw nowej generacji zaliczane sg tez tzw. biopestycydy uzyskiwane
podczas fermentacji z wudzialem niektorych mikroorganizméw glebowych lub
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ekstrahowane z pewnych gatunkow roslin. Nalezg do nich m.in. spinosad, abamektyna,
azadyrachtyna, rotenon. Spinosad, stosowany jako $rodek owadobdjczy, jest
makrocyklicznym  laktonem produkowanym w trakcie fermentacji tlenowej
promieniowca Saccharopolyspora spinosa. W sktad spinosadu wchodzg dwa metabolity:
spinosyn A i spinosyn D. Z powodzeniem wykorzystywany jest do zwalczania
szkodnikow tytoniu, bawelny, owocowek jabloni i §liw, chrzaszczy, much, szaranczakow,
szkodnikéw magazynowych oraz szkodnikow zboz [Kowalska i Drozdzynski, 2009].
Spinosad wykazuje dziatanie wglebne na ro$linach, dziala kontaktowo i zotadkowo.
W organizmie owada zwigzek ten blokuje kanaly chlorkowe zakiocajac tym samym
proces przenikania jonoéw chloru. Koncowym efektem dziatania spinosadu jest paraliz
owada. Spinosad uwazany jest za insektycyd wzglednie bezpieczny dla cztowieka
i innych ssakow. Jego istotng zaletg jest takze stosunkowo krotki czas karencji (3 dni),
oraz szybki czas rozktadu w Srodowisku (okoto 16 dni) [Angioni i in., 2013]. Spinosad
zostal dopuszczony na mocy rozporzadzen unijnych do stosowania w rolnictwie
ekologicznym [Gerwick i Sparks, 2014]. Abamektyna nalezy do makrocyklicznych
laktonow i jest naturalnym produktem fermentacji przeprowadzanej przez
mikroorganizmy glebowe Streptomyces avermitilis. Abamektyna jest mieszaning dwoch
homologéow zawierajacych wigcej niz 80% awermektyny Bla i mniej niz 20%
awermektyny Blb. Obecnie, obok spinosadu, awermektyny sg jednymi z najbardziej
powszechnych insektycydow stosowanych w hodowli zwierzat, w rolnictwie, a takze
w gospodarstwach domowych do zwalczania np. prusakow i karaczanow [Hernando i in.,
2007]. Abamektyna wykazuje dziatanie zarowno owadobodjcze jak i roztoczobojcze.
Na owady dziata zotadkowo i stabiej kontaktowo, a w roslinie najlepiej pobierana jest
przez miode liscie. Jej mechanizm dzialania w organizmach owadow jest analogiczny
do spinosadu i opiera si¢ na blokowaniu kanatow chlorkowych. Jednoczes$nie zwigzek ten
jest bardzo bezpieczny i zupelnie nieszkodliwy dla cztowieka [Sannino, 2007].
Azadyrachtyna, ekstrahowana z kory, liSci, owocoéw lub nasion miodli indyjskiej
Azadirachta Indicta, jest naturalng substancjg insektobdjcza, wykazuje rowniez
wlasciwosci repelentne i antyfidantne oraz hamuje zdolno$ci rozrodcze owaddw.
Dziatanie azadyrachtyny w organizmie owadow polega na zaburzaniu procesu mitozy
i uszkodzeniu systemu chromosomow [Kuhne 2008]. Substancja czynna sktada si¢
z co najmniej dziewigciu $cisle zwigzanych izomeréw terpenoidowych, charakteryzuje
si¢ niska toksycznoscig w stosunku do organizmow wyzszych [Gai i in., 2011]. Innymi
wazniejszymi  triterpenoidami 0 wtasciwosciach antyfidantnych, wytwarzanymi
w mniejszych ilosciach przez miodle indyjska i inne rosliny z rodziny Meliaceae sa:
meliantrol, salannina, nimbin i nimbidin. Znalazly one zastosowanie w ograniczaniu
liczebnosci populacji szkodliwych owadow, w tym stonki ziemniaczanej [Malinowski,
2010]. Rotenon i jego pochodne, okre$lane jako rotenoidy, sg dobrze znane z ich
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wiasciwosci owadobodjczych. Wystepuja one naturalnie w korzeniach, todygach i lisciach
roslin tropikalnych z gatunkéw Derris, Lonchocarpus, Tephrosia i Amorpha. Rotenon
dziala na owady jako trucizna zotadkowa, poprzez zaburzanie funkcji tancucha
oddechowego w mitochondriach. Jest takze toksyczny dla ryb, ktére go szybko absorbuja,
dlatego tez stosowany jest jako srodek do ich wybijania podczas potowu. Poniewaz
rotenon nie jest zbyt dobrze wchtaniany w przewodzie pokarmowym cztowieka,
spozywanie takich potrutych ryb jest wzglednie bezpieczne. Od kilku lat podejrzewa sig¢
jednak zwigzek pomiedzy rotenonem a chorobg Parkinsona. Rotenon tatwo ulega
biodegradacji w srodowisku, tworzac dihydrorotenon i wode [Drozdzynski i Kowalska,
2009; Kuhne, 2008].

Stosowanie nowych generacji $§rodkow ochrony roslin pociaga za soba takze
potrzebe rozwoju oraz optymalizacji procedur analitycznych, stuzacych do oznaczania
pozostatosci tych substancji czynnych w zywnos$ci. Wymaga to czesto zastosowania
nowoczesnych technik przygotowania probek oraz czutych metod detekcji koncowej,
z uwagi na fakt, iz pozostatosci pestycydow w artykulach spozywczych zazwyczaj
wystepuja na poziomie sladow.

Przygotowanie probki jest Kluczowym etapem w catym procesie analitycznym
i niesie za sobg najwigksze ryzyko straty analitow — w tym przypadku pestycydoéw — oraz
zanieczyszczenia probki. Przygotowanie probki w oznaczaniu pozostatosci pestycydow
polega na wyekstrahowaniu badanych zwiazkow z danego produktu spozywczego,
usuni¢ciu niepozadanych sktadnikow matrycy, ktéore moglyby zaktoca¢ analize
instrumentalng oraz czgsto zwigzany jest z jednoczesnym wzbogaceniem analitow w celu
poprawienia ich wykrywalnosci. Jest to wiec etap czaso- i pracochtonny, w ktorym
zazwyczaj zuzywa si¢ duze ilosci toksycznych rozpuszczalnikoéw organicznych.
Do najczesciej stosowanych, klasycznych technik przygotowania probek naleza
ekstrakcja ciecz-ciecz (LLE, ang. liquid liquid extraction), ekstrakcja do fazy statej (SPE,
ang. solid phase extraction), oczyszczanie metodg chromatografii kolumnowe;j
z zastosowaniem odpowiednich sorbentdw oraz wykorzystanie chromatografii zelowe;j
(GPC, ang. gel permeation chromatography).

Alternatywa dla wspomnianych metod jest zastosowanie tzw. odwroconej,
dyspersyjnej ekstrakcji do fazy statej (r-dSPE, ang. reversed dispersive SPE), polegajacej
na dosypywaniu sypkich sorbentow, takich jak PSA, GCB, SAX, NH,, C;3 do roztworu
ekstraktu probki. Sorbenty te maja za zadanie wigzaé, a nastgpnie usuwac niepozadane
sktadniki matrycy, takie jak kwasy thuszczowe, barwniki, cukry, biatka, zwigzki fenolowe
i inne. Glowng wada r-dSPE jest jednak niewystarczajgca skuteczno$¢ w usuwaniu
interferentow w przypadkach bardziej skomplikowanych matryc oraz strata niektérych
analitow, ktore moga wigzac si¢ ze sorbentami. Niesie to za sobg konieczno$¢ stosowania
nowych, bardziej efektywnych materiatéw. Jednym z nich jest grafen, ptaski, sktadajacy
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si¢ z atomow wegla potaczonych w szesciokatne figury jednowarstwowy materiat
0 strukturze plastra miodu. Grafen posiada niezwykle wlasciwosci elektroniczne,
termiczne i mechaniczne, dobra przewodnos¢ cieplng, wysokie wartosci modutu Younga
oraz wysoka odporno$¢ na pegkanie. Grafen jest rowniez skutecznym adsorbentem
pigmentéw, dlatego tez material ten zostal z powodzeniem wykorzystany
do oczyszczania ekstraktow probkach ogorkow, herbaty, pomaranczy, ogorka i sataty
[Wuiin., 2012; Liu i in., 2014].

Nanorurki weglowe (CNT, ang. carbon nanotubes) sa kolejnym rozwigzaniem
stosowanym w przygotowaniu probek do oznaczania pozostalo$ci pestycydow
w zywnosci. Nanorurki zbudowane sg z arkuszy grafenowych. Znane sg dwa rodzaje
nanorurek: jednoscienne (SWCNT, ang. single-walled carbon nanotubes) i wieloscienne
(MWCNT, multi-walled carbon nanotubes). Te ostatnie sktadaja si¢ z wielu cylindrow
grafenowych umieszczonych wspotosiowo jeden w drugim [Pietrzak i Jeszka, 2010].
Nanorurki  weglowe posiadaja  szczegolne wilasciwosci fizyczne 1 chemiczne,
wytrzymatos¢ mechaniczng i stabilno$¢ chemiczng, niska gestos¢ i zdolnos¢ do wigzania
grup funkcyjnych. W dziedzinie chemii analitycznej sa wykorzystywane jako fazy
stacjonarne w chromatografii gazowej, cieczowej, elektroforezie kapilarnej oraz
w produkcji membran filtracyjnych [Gonzalez-Curbelo i in., 2011]. Dzi¢ki wyjatkowo
duzej powierzchni oraz unikalnej strukturze (waski rozktad wielkosci poréw), CNT
charakteryzujg si¢ doskonalg zdolnoscig adsorpcji i moga by¢ stosowane jako sorbenty
do ekstrakcji (SPE) lub mikroekstrakcji do fazy statej (SPME). Jak dotad pojawito si¢
kilka prac, w ktorych uzyto CNT do oczyszczania ekstraktow probek (sok z jabtek,
winogrona, herbata, pomarancze i owoce ananasa) w analizie pestycydow [Gonzalez-
Curbelo i in., 2011; Zhao i in., 2013].

Podjeto takze proby wykorzystania adsorbentéw magnetycznych, dzieki ktorym
mozna unikngé duzego zuzycia ekstrahentow organicznych i rozdzieli¢ fazy za pomocy
zewnetrznego pola magnetycznego zamiast procesu  wirowania. Kompozyty
te zbudowane sg poprzez naniesienie warstwy porowatego polimeru na magnetyczny
rdzen wykonany z Fe;O, lub naniesienie na zewngtrzng powierzchni¢ porowatego
sorbentu nanoczastek o wilasciwosciach magnetycznych. Sorbenty o wiasciwo$ciach
magnetycznych czesto taczg unikalne wihasciwosci fizyczne i chemiczne nanorurek
weglowych i wlasciwosci paramagnetyczne nanoczasteczek magnetycznych. Ponadto
wigkszos¢ adsorbentow magnetycznych moze by¢ tatwo poddawana recyklingowi przez
prosta operacje przemywania, co powoduje, ze jest t0 sposdb oszczedny i przyjazny
srodowisku. W oznaczaniu pozostatosSci pestycyddw zywnosci zostal on zastosowany
m.in. do oczyszczania probek herbaty [Deng i in., 2014].

Oprocz powszechnie znanych i szeroko stosowanych technik ekstrakceji
1 oczyszczania probek w analizie pozostatoéci pestycydéw, w ostatnich latach na
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popularnos$ci zyskuje dyspersyjna mikroekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz (DLLME, ang.
dispersive liquid liquid microextraction). DLLME opiera si¢ na potrojnym uktadzie
cieczy: wodnego roztworu zawierajacego anality (pestycydy), rozpuszczalnika
ekstrahujacego niemieszajacego si¢ z woda (np. chloroform) oraz rozpuszczalnika
dyspersyjnego (dyspergatora, np. acetonitryl). Mieszaning dyspergatora i rozpuszczalnika
ekstrahujgcego wprowadza si¢ do roztworu wodnego. Po wytrzasnieciu, osiggnig¢ciu
rownowagi na powierzchni styku pomiedzy kropelkami rozpuszczalnika ekstrahujacego
i probki wodnej oraz odwirowaniu, rozpuszczalnik jest pobierany z dna probowki
i poddany analizie instrumentalnej [Chen i in. 2013]. Zaleta metody DLLME jest krotki
czas ekstrakcji, niski koszt, tatwos¢ wykonania oraz wysoki stopien odzysku pestycydow.
Technika ta zostata efektywnie wykorzystana do oznaczenia pozostalosci pestycydow
z grup m.in. neonikotynoidéw w zenszeniu, pomaranczy, miodzie [Andras¢ikova i in.,
2012; Jovanov i in., 2014].

Ekstrakcja ciato stale-ciecz w niskich przedziatach temperatur (SLE-LTP, ang.
solid liquid extraction with low temperature partitioning) ze wzgledu na mozliwo$¢
jednoczesnej ekstrakcji pestycydow i oczyszczania ekstraktow jest Kkolejnym
rozwigzaniem stosowanym w analityce pestycydow w Zywnosci i zostala wykorzystana
do oznaczenia m.in. tiametoksamu w ananasie. Ze wzgledu na duza wydajnos¢ ekstrakcji,
prostote wykonania oraz mate zuzycie odczynnikéw nawet w poréwnaniu do techniki
QUEChERS, procedura ta moze z powodzeniem zastgpi¢ klasyczne techniki ekstrakcji
[da Costa Morais i in., 2014].

Technika ekstrakcji woda w stanie podkrytycznym (SWE, ang. subcritical water
extraction) jest oparta na zastosowaniu wody jako rozpuszczalnika ekstrahujgcego.
Proces przeprowadzany jest w temperaturze migdzy 100 a 374°C, przy cisnieniu
pozwalajacym utrzyma¢ wode w stanie cieklym oraz obnizy¢ jej polarno$é, co sprawia,
ze charakteryzuje si¢ ona wlasciwo$ciami podobnymi do rozpuszczalnikow
organicznych. SWE =zostala wykorzystana do ekstrakcji neonikotynoidow z probek
wegorza [Xiao i in., 2013].

Analiza pozostatosci dotychczasowo stosowanych pestycydow przeprowadzana
byla zazwyczaj metodg chromatografii gazowej (GC, ang. gas chromatography)
z wykorzystaniem odpowiednio dobranych, selektywnych detektorow lub tez
w polaczeniu ze spektrometriag mas (MS, ang. mass spectrometry) jako technika detekcji.
Obecnie wykorzystywane pestycydy sa jednak bardziej polarne, nietrwate termicznie
i mato lotne, stad istnieje koniecznos$¢ uzycia chromatografii cieczowej (LC, ang. liquid
chromatography), rowniez w potaczeniu z MS, w trybie pojedynczym, tandemowym
(MS/MS) lub z zastosowaniem liniowego uktadu trzech kwadrupoli (qqq). Aktualnie
chromatografia cieczowa w rdznych jej odmianach jest najpopularniejsza i najbardziej
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wszechstronng technikg instrumentalng w analizie pozostatosci pestycydéw w zywnosci,
glownie ze wzgledu na wysokg czutos¢ analiz [Camel, 2010].

Ultrawysokosprawna chromatografia cieczowa sprzezona z tandemowa
spektrometria mas 1 jonizacja poprzez rozpylanie w polu elektrycznym
(UHPLC-ESI-MS/MS, ang. ultra-performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry with electrospray ionisation) ze wzglgdu na krotki czas trwania analizy,
wysoka czulo$¢ i rozdzielczo$¢ w poréwnaniu do konwencjonalnej HPLC, jest jedna
z technik stosowang w obecnym czasie do analizy pestycydow. W UHPLC wykorzystuje
si¢ nowg generacje kolumn wypetnionych czgstkami o wielkosci 1,7 pm, ktéry moga
dziata¢ przy wyzszych cisnieniach, co znacznie polepsza parametry analiz [Chen i in.,
2014]. Nowoscia jest takze zastosowanie spektrometrii mas wysokiej rozdzielczosci
(HRMS, ang. high resolution mass spectrometry) ze wzgledu na wysoka doktadnos¢
pomiaru masy zwiazkéw oraz wykorzystanie analizatora Orbitrap z transformacja
Fouriera do identyfikacji zwigzkow. Pozwala on uzyska¢ doktadny pomiar masy (ponizej
1 ppm) nawet dla zwigzkow o niskiej masie molowej i charakteryzuje si¢ réwniez
szerokim zakresem dynamicznym (ok. 6000 m/z). Z powodzeniem jest stosowany
w badaniach pozostatosci pestycydow z réznych klas chemicznych, w tym takze
spinosadu, azadyrachtyny i neonikotynoidow [Gomez i in., 2013; Jia i in., 2014; Farre
i in., 2014]. Analiza mas w Orbitrapie moze by¢ tez poprzedzona bezposrednio jonizacjg
probki przy uzyciu lasera z promieniowaniem UV (MALDI, ang. matrix assisted laser
desorption ionisation). Potaczenie UV-MALDI-MS-Orbitrap posiada unikalne cechy
instrumentalne: niskie granice wykrywalnos$ci rzedu attomola, duza zdolno$¢ rozdzielcza
pozwalajaca zidentyfikowac szereg pestycydow w produktach o zlozonej matrycy,
znaczng szybko$§¢ analiz oraz zmniejszenie iloSci etapow procedury analityczne;j.
Technika ta zostata wykorzystana m.in. do identyfikacji rotenonu w oleju rzepakowym
[Ivanova i Spiteller, 2014].

Alternatywng metoda do klasycznych metod chromatograficznych, stosowang
w analizie $rodkow ochrony roslin jest micelarna chromatografia elektrokinetyczna
(MEKC, ang. micellar electrokinetic chromatography), ktora jest modyfikacja
elektroforezy kapilarnej. Metoda tg oznacza¢ mozna m.in. pestycydy neonikotynoidowe
[Amelin i in., 2013].
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AKRYLAMID - POTENCJALNYM ZAGROZENIEM
W PRZETWORZONEJ ZYWNOSCI

Rozwazania na temat akrylamidu (AA) wystepujacego w zywnosci zostaly
przedstawione przez Swiatowa Organizacje Zdrowia (WHO — World Health
Organization) oraz Organizacje ds. Wyzywienia i Rolnictwa (FAO - Food and
Agriculture Organization) na mi¢dzynarodowym spotkaniu, ktore odbylo si¢ w 25-27
czerwca 2002 roku w Genewie [FAO/WHO, 2002]. Na kolejnym spotkaniu, ktore miato
miejsce w Brukseli 3 lipca 2002r.,, dotyczacym problematyki akrylamidu
zorganizowanym przez Komitet Naukowy ds. Zywnosci (Scientific Committee on Food),
szwedzcy naukowcy przedstawili oficjalne informacje na temat akrylamidu, bedacego
potencjalnym zagrozeniem dla zdrowia czlowieka w zywnosci [E.C., 2002]. Od tego
momentu, rozpoczgte zostaly intensywne badania dotyczace akrylamidu, powstajacego
w zywno$ci bogatej w weglowodany, poddanej dziataniu wysokiej temperatury w
procesie produkcyjnym.

Akrylamid/akryloamid (2-propenamid; ang. — acrylamide; CAS No. 79-06-1) jest
to zwigzek bez wyraznego smaku i zapachu, bardzo dobrze rozpuszczajacy si¢ w wodzie
oraz w rozpuszczalnikach polarnych tj. metanol i etanol (z wyjatkiem heptanu i benzenu)
[FAO/WHO, 2002; JECFA, 2005; Friedman, 2003, Zyzlewicz i in., 2010]. Akrylamid
jest substancjg chemiczng wykorzystywang do produkcji i syntezy modyfikowanych
poliakrylamidow, ktore stosowane sg w przemysle, m.in.: do produkcji sztucznych
tworzyw, barwnikow, klejow, zapraw murarskich. Uzywane sg do sporzadzenia roznego
typu preparatow kosmetycznych, do uzdatniania wody i oczyszczania $ciekdw oraz jako
reagent chemiczny majacy zastosowanie w biologii molekularnej [Friedman, 2003;
Zyzlewicz i in., 2010; Pedreschi i in., 2014]. Do organizmu cztowieka zwigzek ten moze
dosta¢ si¢ przez skorg, droga oddechowa oraz przede wszystkim, droga pokarmowa
[Friedman, 2003; JECFA, 2005; Friedman i Levin, 2008].

Migdzynarodowa Agencja do Badan nad Rakiem (IARC) zakwalifikowata
akrylamid jako zwigzek prawdopodobnie kancerogenny dla ludzi (grupa 2A), ktérego
spozycie w zywno$ci o podwyzszonej jego ilo$ci, znacznie zwigksza ryzyko zachorowan
na raka. Wykazano takze, ze akrylamid moze wykazywac dzialanie neurotoksyczne,
genotoksyczne oraz mutagenne [IARC, 1994]. Badania pod tym katem prowadzone
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sg intensywnie przez wiele osrodkow naukowych [Olesen i in., 2008; Hogervorst i in.
2010; Chen i in., 2012; Pennisi i in., 2013].

Akrylamid tworzy si¢ w zywno$ci o duzej zawartosci weglowodanow, ktora
poddana zostaje dzialaniu wysokiej temperatury, powyzej 120°C w procesach takich jak:
smazenie, pieczenie, prazenie, grillowanie, tostowanie, czy tez suszenie lub ekstruzja
[Rosén i Hellends, 2002; E.C., 2002; Friedman, 2003; JECFA, 2005; FAO/WHO, 2009;
Rytel i in., 2012; Tajner-Czopek i in., 2012a; Pedreschi i in., 2014]. Na poczatku
prowadzonych badan nie stwierdzano obecno$ci akrylamidu w nieogrzewanej lub
gotowanej zywnosci [E.C., 2002; Rosén i Hellenids, 2002]. Jednak w miarg, prowadzenia
szeroko zakrojonych badan i zastosowania coraz dokladniejszych urzadzen oraz metod
pomiarowych, umozliwiajagcych oznaczenie §ladowych zawartosci tego zwiazku,
stwierdzono pewne ilosci AA w wybranych produktach, tj.: gotowane ziemniaki.
Friedman i Levin [2008] podaja, ze w gotowanych ziemniakach, ilo$¢ tego zwigzku moze
ksztattowaé sie na poziomie 48pg-kg™. W soku z suszonych §liwek, przeznaczonym dla
dzieci, ilo§¢ akrylamidu wahata si¢ w zakresie od 33 do 61pg-kg™[Becalski i in., 2011],
natomiast w zywnosci dla niemowlat (w stoiczkach) w zakresie od 2 do 162pg-kg™
(rednio 55pg'kg™) [Mojska i in., 2012]. Szczegodlnie wysoka zawartoscia akrylamidu
charakteryzuja si¢ produkty smazone z ziemniaka, tj.: czipsy i frytki. W czipsach ilos¢
tego zwigzku moze si¢ ksztattowaé w zakresie od 200pg'kg™ do 12000pg kg™ [Friedman,
2003], natomiast we frytkach od 15pgkg™ do 3700pg'kg™ [Tajner-Czopek i in., 2008;
Gielecinska i Mojska, 2009; Lineback i in., 2012; Tajner-Czopek i in., 2012b].

W raporcie podanym przez FAO/WHO w 2002 roku, przekazano informacje na
temat zawarto$ci akrylamidu w wybranych produktach zywno$ciowych. Ilos¢ tego
zwiazku ksztattowata sie w zakresie od 50 do 1312pgkg [FAO/WHO, 2002]. Z badan
monitoringowych, nad zawarto$cia AA w zywno$ci prowadzonych na terenie Polski,
zgodnie z zaleceniem UE w latach 2007-2009 wynika, ze ilo$¢ tego zwiazku waha si¢
w zakresie od ponizej 10ug-kg™ do ponad 2000ug-kg™ w zaleznosci od produktu [Mojska
i in., 2011]. W roku 2012 Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA -
European Food Safety Authority) przedstawit dane dotyczace zmian zawarto$ci
akrylamidu w wybranych grupach produktow analizowanych w latach 2007-2010,
z ktorych wynikato, ze ilo$¢ akrylamidu generalnie zmniejszata si¢ [EFSA, 2012].
Kontrolg nad poziomem akrylamidu w zywnosci podjal réwniez Komitet Ekspertéw ds.
Dodatkéw do Zywnosci (JECFA - Joint Expert Commitee on Food Additives) [JECFA,
2002]. Do dziatan wiaczyta sie tez intensywnie Europejska Komisja (EC - European
Commission), ktora zamie$cila stosowne zalecenia dotyczace AA [E.C., 2011; E.C,,
2013]. W zaleceniu Komisji z dn. 8 listopada 2013r. w oparciu o wyniki dochodzen
uzyskane w latach 2011 i 2012, oraz na podstawie wynikow monitorowania uzyskanych
w latach wcze$niejszych, zmieniono niektére wartosci wskaznikowe, okreslone do
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tej pory w zalaczniku do zalecenia z 2011r [E.C., 2011] i podano nowe [E.C., 2013].
Zobligowano tez panstwa czlonkowskie do przekazania Komisji ustalen dotyczacych AA,
poczatkowo do dnia 31 pazdziernika 2014r., a nastepnie do 30 kwietnia 2015r
[E.C., 2013].

Pierwsze informacje na temat powstawania akrylamidu sugerowaly, ze moze
tworzy¢ si¢ on, w wyniku reakcji towarzyszacej tzw. reakcji Maillarda, zachodzacej
pomigdzy cukrami redukujacymi, tj. glukoza i fruktoza oraz aminokwasami, gtownie
asparaging [Yaylayan i in., 2003; Zyzak i in., 2003]. Tlos¢ powstajacego akrylamidu
w gotowym produkcie jest uzalezniona od zawarto$ci wyzej wymienionych sktadnikow
wystepujacych w surowcu [Yaylayan i in., 2003; Friedman, 2003; Friedman i Levin,
2008]. Kolejne informacje na temat mechanizmu powstawania AA w zywno$ci poddane;j
obrobce termicznej, opieraty si¢ na kilku hipotezach [Yaylayan i in., 2003; Zyzak i in.
2003]. Jedna z hipotez tworzenia si¢ akrylamidu podaje, ze konieczna jest obecnos¢
akroleiny powstajacej w wyniku oksydatywnej degradacji tluszczu lub degradacji
aminokwasow 1 biatek, ktora ma wptyw na powstawanie kwasu akrylowego. Natomiast
kwas akrylowy moze reagowaé z amoniakiem tworzac akrylamid [Zyzak i in., 2003;
Becalski i in., 2003, Friedman, 2003].

Ilos¢ powstajacego w gotowym produkcie akrylamidu jest zwigzana
z zawartoscig glukozy 1 asparaginy, wystepujacych w surowcu. W ziemniakach
za tworzenie si¢ AA, odpowiedzialne sa gtownie cukry redukujace, natomiast w zbozach
czynnikiem limitujacym ilo$¢ powstatego zwigzku jest zawarto$¢ asparaginy [Claeys
i in., 2005]. Do wspomnianych wczeéniej produktow o wysokiej zawartosci AA nalezg
czipsy i frytki. llo$¢ akrylamidu we frytkach (w potprodukceie i gotowym produkcie) oraz
w czipsach uzalezniona moze by¢ od czynnikow surowcowych, technologicznych oraz
metod oznaczania.

Do czynnikoéw surowcowych majgcych wplyw na ilo§¢ powstajacego akrylamidu
w usmazonych produktach zaliczana jest odmiana ziemniaka oraz ksztaltujace jakosé
surowca: czynniki klimatyczne, uprawowe oraz warunki przechowywania ziemniakow
[Friedman, 2003; Mestdagh i in., 2009]. Dobor wyselekcjonowanej odmiany ziemniaka
do produkcji frytek, o odpowiednio niskiej zawartosci cukréw redukujacych w bulwie,
jest jednym z wazniejszych czynnikow majacych wpltyw na ilo§¢ AA powstajacego
w czasie smazenia produktu [Friedman, 2003; Tajner-Czopek i in., 2012b; Tajner-
Czopek, 2011; Lineback, 2012; Pedreschi i in., 2014].

Wprowadzenie w procesie produkcji frytek i czipsow pewnych modyfikacji
parametréw technologicznych ma wplyw na ksztaltowanie zawartosci akrylamidu
w gotowych produktach [Kita, 2006; Tajner-Czopek i in., 2008; Mestdagh i in.., 2008;
Orzel 1 Biernat, 2011; Rachwat i Nebesny, 2012; Wang i in., 2013; Pedreschi i in., 2014].
Do istotnych czynnikéw technologicznych zaliczony jest proces: blanszowania,
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podsuszania przed smazeniem i smazenia oraz dosuszanie czipsOw po smazeniu.
Do najczesciej modyfikowanych etapéw procesu technologicznego nalezy blanszowanie,
w ktorym moga by¢ dobierane temperatura i czas trwania procesu [Mestdagh i in., 2008]
lub tez moga by¢ zastosowane rézne roztwory blanszujace z dodatkiem np.: glicyny
[Kita, 2006], CaCl,, MgCl, [Gokmen i Senyuva, 2007], kwasu fitynowego [Wang i in.,
2013] lub z mozliwoscia obnizenia pH roztworu blanszujacego [Kita, 2006].
Zastosowanie procesu podsuszania przed smazeniem prowadzone moze by¢ w ré6znym
czasie i temperaturze procesu [van Loon i in., 2007] wraz z zastosowaniem metody
konwekcyjnej, mikrofalowej, mikrofalowo-prézniowej [Tajner-Czopek i in., 2007].
Proces smazenia ziemniakbw moze przebiegaé rowniez w rdéznym czasie oraz
temperaturze [Becalski i in., 2003; Friedman, 2003] przy uzyciu tradycyjnych lub
prozniowych metod smazenia [Yuan i in., 2007] oraz z zastosowaniem dodatku réznych
przeciwutleniaczy do oleju smazalniczego [Kita i in., 2011].

Do oznaczania zawarto$ci AA najczesciej stosowane sg metody prowadzone przy
uzyciu chromatografii cieczowej (LC-MS-MS) lub chromatografii gazowej (GC-MS-MS)
[Friedman, 2003; Lineback i in., 2011; Oracz i in., 2011]. Stosowane sa rOwniez coraz
nowoczesniejsze techniki pomiarowe, tj.: HPLC-DAD (z uktadem detekcji diod — diode
array detector), HPLC-UV (detekcji UV), GC (ECD) detekcji wychwytywania
elektronow, strefowej elektroforezy kapilarnej (CZE), testow immuno-enzymatycznych
(ELISA), elektrochemicznych biosensorow czy tez spektroskopii w zakresie
podczerwieni (NIR) [Lineback i in., 2011; Oracz i in., 2011; Xu i in., 2014; Pedreschi
iin., 2014].

Na podstawie badan przeprowadzonych w wielu osrodkach naukowych nad
mozliwoscia obnizenia zawarto$ci akrylamidu w gotowych produktach, Konfederacja
Zywnosci i Napojow UE (CIAA) mogta przedstawi¢ producentom Zywnosci pewne
zalecenia. Dzigki nim, moga oni podjg¢ probe obnizenia ilo§ci AA w trakcie procesu
produkcyjnego [CIAA, 2011; CIAA, 2013; Pyrzanowski i in., 2013]. Zalecenia
te dotycza uzytych surowcow, przebiegu produkcji zywnosci, w tym doboru parametrow
procesow technologicznych [CIAA, 2011; CIAA, 2013].

Podsumowanie

Obnizenie zawartosci akrylamidu w  zywnos$ci, dzigki zastosowaniu
odpowiedniego surowca oraz zabiegéw technologicznych w procesie produkcji, jest
mozliwe, ale nie zostaje ten zwigzek catkowicie wyeliminowany. Biorgc pod uwage
stwierdzong szkodliwo$¢ AA dla zdrowia czlowieka, powinno si¢ spozywac¢ mniejszg
ilo§¢ produktow i ptyndow zawierajacych podwyzszong zawarto$¢ akrylamidu. Postepujac
zgodnie z zalozeniem systemu ALARA (as low as reasonably or achievable = tak niskie
spozycie AA, jak jest to tylko mozliwe do osiagnigcia) obnizamy zagrozenie ze strony
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akrylamidu dla zdrowia i zycia czlowieka [FAO/WHO, 2002; JECFA, 2005]. Od czasu
pierwszych doniesien na temat powstawania toksycznego akrylamidu w Zywnosci mingto
zaledwie 12 lat. Porownujac dane zawartosci tego zwigzku podawane przez autorow
w poczatkach lat 2000 i obecnie sg one nawet kilkunastokrotnie nizsze. Jest to rezultat
natychmiastowej reakcji zard6wno naukowcow jak i producentdw zywnosci zagrozonej
obecnoscig akrylamidu. Rokrocznie pojawiajg si¢ prace naukowe coraz bardziej drazace
problem AA. Roéwnolegle producenci wyrobow spozywczych, korzystajac
z doswiadczenia naukowcoéw oraz najnowszych danych literaturowych wprowadzili
do technologii modyfikacje prowadzace do zmniejszenia zawarto$ci akrylamidu
w produktach. W zwigzku z tym, zostato znacznie zmniejszone zagrozenie dla zdrowia
i zycia cztowieka, wynikajace z obecnosci AA w Zywnosci.
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ANALIZA ZAWARTOSCI WWA W WYROBACH TRADYCYJNIE WEDZONYCH
A WYMAGANIA PRAWNE UE

W dobie przemystowej produkcji i przetwarzania zywnos$ci daje si¢ zauwazy¢
bardzo duze zainteresowanie konsumentéw zywno$cig regionalng oraz poddang obrobce
w tradycyjny sposob. W ostatnich latach w krajach wysoko rozwinietych mozna
zaobserwowaé odwrot od konsumpcji zywnos$ci masowej na rzecz wysokiej jakosci
produktow lokalnych o znanym pochodzeniu, smacznych i oryginalnych [Winawer i in.,
2013].

Jednym z podstawowych sposobdw realizacji polityki jakosci w panstwach
Unii Europejskiej jest wprowadzony system znakowania, ktory chroni i promuje
produkty regionalne przyznajac im nastepujace oznaczenia: Chroniona Nazwa
Pochodzenia (ChNP) lub Chronione Oznaczenie Geograficzne (ChOG) oraz produkty
i potrawy tradycyjne przyznajac im znak Gwarantowana Tradycyjna Specjalnosé
(GTS). W 2013 r. Agencja Rynku Rolnego, wspierana przez Ministerstwo Rolnictwa
i Rozwoju Wsi rozpoczeta trzyletnia kampani¢ informacyjna pt. ,, Trzy znaki smaku”.
Celem kampanii jest zwrocenie uwagi konsumentow na szczegdle cechy, ktoérymi
wyrdzniaja sie¢ produkty regionalne i tradycyjne m.in. ich jako$¢ wynika
z do$wiadczen i tradycji ksztaltowanych przez cate pokolenia, natomiast ochrona
unijnego systemu powoduje, ze falszowanie jest karane [Anonim, 2013]. Rowniez
Polska Izba Produktu Regionalnego i Lokalnego, ktora jest organizacja zrzeszajaca
producentow stawia sobie za cel zbudowanie polskiego systemu ochrony dla
produktow tradycyjnych regionalnych i lokalnych. Notyfikowany w Komisji
Europejskiej system ,,Jako$¢ Tradycja”, gwarantuje konsumentom wysoka jako$¢
i autentyczno$¢ produktow oraz daje im mozliwos¢ odtworzenia procesu
wytwarzania, poznania skladu oraz pochodzenia wszystkich surowcow uzytych
do wyrobu produktu wyrdéznionego tym znakiem. Producent musi udowodni¢ trwajaca
50 lat tradycje wytwarzania produktu, za§ w przypadku systemow europejskich
minimum 30 letnig [Winawer i in., 2013; www.produktyregionalne.pl]. Natomiast Lista
Produktéw Tradycyjnych prowadzona przez Ministerstwo Rolnictwa i Rozwoju Wsi
promuje i opisuje produkty powstate z zastosowaniem tradycyjnych metod produkcji
znanych od co najmniej 25 lat. Powyzszy wpis pozwala producentowi uzyskac
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derogacje procesu produkcyjnego, jesli jest to konieczne dla zachowania jakosci
i oryginalnosci wytwarzanego produktu [www.minrol.gov.pl].

Wsrdd produktow wyrdznionych europejskimi badz polskimi znakami jako$ci
sa wyroby migsne wedzone w tradycyjnych wedzarniach. Za ich szczegdlne walory
odpowiadajg sktadniki dymu nadajac im charakterystyczne cechy sensoryczne, ktorych
trudno szuka¢ w wyrobach produkowanych na skalg przemystowa z zastosowaniem
preparatow dymu wedzarniczego. Dym stosowany w procesie wedzenia jest mieszaning
gazowych, ciektych i drobnych statych produktéw otrzymanych w wyniku spalania
materialu drzewnego (m.in. trocin, zrgbkéw, szczap, brykietow) przy ograniczonym
dostepie tlenu atmosferycznego. W procesie pirolizy drewna otrzymujemy dwie
podstawowe fazy — fazg rozpraszajacg (powietrze i gazowe produkty spalania drewna)
oraz faze rozproszong (para wodna, pary zwiazkow organicznych oraz czasteczki stale).
Zwiazki chemiczne zawarte w dymie wedzarniczym pelnig funkcje utrwalajaca
(przeciwutleniajaca 1 bakteriostatyczng), aromatyzujacg, barwotwoércza oraz
impregnujaca [Kotakowski i Bolejko, 2012; Kubiak, 2014].

Jako$¢ dymu wedzarniczego zalezna jest od rodzaju [Stumpe-Viksna, 2008]
1 wilgotno$ci drewna, temperatury spalania, ilosci dostarczanego tlenu oraz szybkosci
odprowadzania lotnych zwigzkow ze strefy spalania. Drewno twarde, o zwigzlej
strukturze pali si¢ wolniej niz drewno migkkie o luzniejszej strukturze i podczas tego
procesu powstaje do 4,5-krotnie mniej 3,4-benzopirenu [Kowalski i in., 2006].
Najkorzystniejsze jest uzywanie drewna o twardo$ci nie mniejszej niz 40MPa i masie
wlasciwej powyzej 0,500g/cm [Surminski, 2000]. Wraz ze zwickszeniem twardosci
i gestosci drewna zwigksza si¢ ilos¢ otrzymywanych sktadnikow dymu [Kotakowski,
2012]. Najczesciej do wedzenia uzywane jest drewno z drzew lisciastych takich jak: buk,
olcha, jesion, wigz, dab, klon, akacja, grusza. Na Podkarpaciu i w Matopolsce
popularnym drewnem jest buczyna, olszyna i debina. Olcha posiada $rednig gestosé
i charakteryzuje si¢ bardzo malg zawartoscig garbnikoéw, dzigki czemu smak wedzonych
produktéw nie wykazuje goryczki, jest czesto uzywana do wedzenia ryb oraz réznych
rodzajow migs. W trakcie wedzenia mozna uzyska¢ kolor wedzonki od ciemnozottego
do brazowego w zaleznosci od stezenia dymu. Dym z buczyny nadaje produktom
po uwedzeniu barwe zlocistozotta oraz tagodny, aromatyczny zapach i smak. Walory
smakowe i zapachowe oraz barwa wedzonki s3 w duzej mierze zalezne od stosunku
wagowego pentozanéw do heksozanow wchodzacych w sklad hemiceluloz, ktérych
zawarto$¢ w drewnie waha si¢ od 20-35%. W hemicelulozach drzew liSciastych dominuja
pentozany, natomiast drzew iglastych heksozany [Surminski, 2000]. Zdecydowana
wigkszos$¢ drzew iglastych nie nadaje si¢ do wedzenia ze wzgledu na zawarto$¢ wigkszej
ilosci zywic, przez ktore dym i wedzone produkty maja nieprzyjemny zapach, kwasny
odczyn oraz gorzki smak. Niepozadang cechg jest tez duza ilos¢ sadzy osiadajaca
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na wedzonych produktach. Wyjatek stanowi jalowiec dodawany na koncowym etapie
wedzenia, nadajacy wedzonym produktom specyficzny smak i aromat, z czego stynie
m.in. kietbasa jalowcowa [WE 379/2011]. Do wedzenia nalezy uzywaé¢ drewna
zdrowego, okorowanego, bez $ladéw zagrzybienia, zgnilizny czy tez porazenia przez
owady. Niedopuszczalne jest uzywanie drewna malowanego lub impregnowanego.
Najlepsze jest tzw. drewno powietrzno- suche o wilgotnosci w granicach 15-20%.

Czas trwania wedzenia, stezenie dymu w komorze oraz wilgotno$¢ powietrza
podczas obrébki w duzej mierze wplywaja na intensywno$¢ osadzania si¢ dymu
na produkcie. Nie mniej waznymi parametrami sg wielko$¢ batonéw wedlin, odstepy
miedzy wedzonymi produktami oraz rodzaj ostonki. Badania wskazuja, Zze penetracja
WWA do wngtrza produktu wedzonego nie zachodzi intensywnie, a zdjecie ostonki lub
warstwy powierzchniowej znaczaco obniza zawarto$¢ tych zwigzkow [Ciecierska i in.,
2012].

Temperatura zzarzania i ilo$¢ dostarczanego tlenu jest waznym czynnikiem
wpltywajacym na sktad dymu wedzarniczego [Simko, 2002]. Najwigksze stezenie
pozadanych zwigzkéw gazowych w dymie wedzarniczym wystepuje w zakresie
temperaturowym 200-550°C [Yang i in., 2007]. Ilo$¢ substancji lotnych wydzielajacych
si¢ z drewna w temperaturze powyzej 500°C jest niewielka [Kowalski i in,. 2006],
natomiast w tej temperaturze powstaje benzo(a)piren [McGrarh i in., 2003]. Maksymalna
temperatura pirolizy drewna nie powinna by¢ wyzsza niz 425-450°C przy kontrolowanym
doptywie powietrza do strefy zarzenia. Dym otrzymany przy matym doplywie powietrza
zawiera mniej zwiazkow z grupy WWA niz przy pelnym doplywie powietrza.
W wedzeniu konwencjonalnym stosuje si¢ w zaleznosci podrodzaju produktu i tradycji
w danym regionie tzw. wedzenie zimne (w temperaturze dymu wedzarniczego
ok. 15-20°C), ciepte (powyzej 30°C do 60°C) i gorace (powyzej 60°C). Produkty wedzone
w zbyt niskiej temperaturze cechuje pogorzelisty, kwaskowaty zapach oraz luzna tekstura
miesa, natomiast w zbyt wysokiej temperaturze otrzymujemy produkt osmolony
o gorzkawym smaku. Charakterystyczny zapach i smak wedzonki jest wynikiem
dzialania fenoli i zwigzkow karbonylowych zawartych w dymie, a takze produktéw ich
reakcji z biatkami 1 lipidami, szczegoélnie podczas goracego wedzenia. W dymie
wedzarniczym zidentyfikowano ok. 1100 zwigzkéw chemicznych m.in. fenole, kwasy
organiczne, alkohole i estry, aldehydy i ketony oraz weglowodory alifatyczne
i aromatyczne.

Wielopier$cieniowe  weglowodory ~ aromatyczne  (WWA,  poliareny)
sa powszechnie wystepujacym zanieczyszczeniem w srodowisku, tworzg si¢ w procesie
niepelnego spalania wegla, podczas ktorego przy niewystarczajacym dostepie tlenu
mozliwe jest formowanie i zamykanie tancuchow weglowych w wielopierscieniowe
uktady aromatyczne [Starski i in., 2011]. Zanieczyszczenie srodowiska WWA moze by¢

235



spowodowane przez katastrofy ekologiczne, gazy spalinowe, emisj¢ zanieczyszczen
z zaktadow przemystowych, piecow domowych, a takze pozary [Fismes i in., 2002;
Samsoe-Petersen i in., 2002]. Tlos¢ WWA na ktora narazony jest cztowiek zalezna jest
od prowadzonego stylu zycia, sposobu odzywiania oraz palenia papierosow.
W przypadku palaczy to narazenie dodatkowo zwigksza si¢ o 2-5 pg/l paczka
papierosow [Nowak i in., 2008]. Na podstawie badan stwierdzono, ze ponad 80%
poliarendw czlowiek pobiera wraz z zywnos$cig. Gltéwnymi produktami wnoszacymi
WWA do diety sa produkty zbozowe, owoce morza, tluszcze ro§linne i zwierzece,
produkty migsne i rybne, warzywa, orzechy i rosliny straczkowe, a takze kakao, herbata,
kawa [Wieczorek i in., 2011]. Oprocz procesow wedzenia WWA powstaja podczas
termicznej obrobki zywnosci takiej jak: grillowanie, smazenie, suszenie oraz pieczenie.

O transporcie oraz kumulacji WWA decyduje ich rozpuszczalno$¢ w wodzie,
masa czasteczkowa, lotno$¢, zdolno$¢ do adsorpcji na powierzchni pytow oraz duza
rozpuszczalno§¢ w thuszczach — zwiazki te moga kumulowaé si¢ w tkance thuszczowej
zwierzat [Starski i in., 2011]. Grupa WWA liczy kilkaset zwigzkow, ktore zawierajg
od dwoch do kilkunastu, a nawet kilkudziesieciu pierscieni benzenowych potaczonych
ze soba, co decyduje o zroéznicowanych wlasciwosciach fizykochemicznych
i toksycznych. Duza ilo$¢ wielopier§cieniowych wegglowodorow aromatycznych posiada
wlasciwosci kancerogenne, a takze moze dawac silne efekty mutacji biologicznych
[Walker, 2002; Jira i in., 2006], czgs¢ zwigzkéw mimo nie udowodnionych wiasciwosci
kancerogennych, moze wykazywac dzialanie synergistyczne. Zwiazki te wykazuja
stosunkowo niskg toksyczno$¢ ostra, ale bardzo duza toksycznos¢ przewlekla.
Amerykanski Narodowy Instytut Standaryzacji i Technologii (National Instytute
of Standards and Technology) zamies$cit ponad 660 wzoréw strukturalnych WWA
w NIST Special Publication 922/2011 nt. Polycyclic Aromatic Hydrocarbon Structure
Index [www.nist.gov]. Przez ostatnie kilkanascie lat zwigzki te podlegaly ocenie
Miedzynarodowego Programu Bezpieczefistwa Chemicznego przy Swiatowej Organizacji
Zdrowia (WHO), Komitetu Naukowego ds. Zywnosci (SCF, ang. Scientific Committee
on Food) przy Komisji Europejskiej oraz Wspdlnego Komitetu Ekspertow FAO/WHO
ds. Dodatkéw do Zywnosci (JECFA, ang. Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives).

Na poczatku 2014 r. w mediach, gazetach oraz roznorodnych fachowych
czasopismach branzowych ukazaty si¢ artykuly dotyczace zmian dopuszczalnych
zawartosci WWA w prawie unijnym. Najwigksze obawy producentdow oraz zwolennikow
tradycyjnych wedzonek budzito obnizenie od 1 wrzeénia 2014 r. dopuszczalnych limitow
poliarenéw rowniez w wyrobach tradycyjnie wedzonych - dla BaP do 2 pg/kg oraz dla
sumy benz(a)antracenu, benzo(b)fluorantenu, benzo(a)pirenu oraz chryzenu do 12 pg/kg
[WE 835/2011].
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Wprowadzenie tych regulacje konsultowano z duzymi firmami z branzy migsnej
w ramach Rady Gospodarki Zywnosciowej. Niestety w okresie konsultacji przed
resortem zdrowia nie byli reprezentowani mali producenci - lokalni wytworcy wedzonych
wedlin. Wyroby, ktore produkuja, posiadaja czesto unijne certyfikaty, ktore chronia
receptur¢ z uwzglgdnieniem procesu wedzenia w tradycyjnych wedzarniach, gdzie
spalanie drewna odbywa si¢ bezposrednio pod dragzkami z kietbasga poddawang wedzeniu
np. w przypadku kietbasy jatowcowej [UE 918/2010].

EFSA opublikowata dane dotyczace 10 000 wynikow analiz przekazanych przed
2006r. przez 18 panstw cztonkowskich (bez Polski) skad mozna uzyska¢ informacje
0 poziomie narazenia na WWA w roznego rodzaju $rodkach spozywczych. Rowniez
na podstawie analizy wynikow badan przeprowadzanych w ostatnich latach przez
Inspekcje Weterynaryjng (IW) petnigca bezposredni nadzor nad produkcja zwierzeca oraz
analiz wykonywanych w akredytowanych laboratoriach Panstwowej Inspekcji Sanitarnej
(PIS) mozna oceni¢ zawarto$¢ zwigzkow WWA w probkach wedzonego migsa
i produktow migsnych oraz probkach wedzonych ryb i produktach rybolowstwa.
Przedstawiane dane nie wykazuja jednak rozroéznienia na produkty wedzone metodami
tradycyjnymi i pozostatymi, w tym rdwniez z zastosowaniem preparatow wedzarniczych.
W przypadku badan WWA poboér probek oraz zastosowane procedury badawcze musza
spetnia¢ wymagania zawarte w Rozporzadzeniu WE 836/2011, ktore okresla metody
pobierania probek (m.in. wielko$¢ probek, rodzaj opakowania) oraz kryteria dla metod
analiz stuzacych do celéw urzgdowej kontroli limitowanych poziomow.

Z ogblnych danych analizowanych przez rzad wynikato, ze jedynie ok. 20%
probek przekracza normy, ktore bedg obowigzywaly od 1 wrzesnia 2014r. Analizujac
jednak wyniki badan produktéow wedzonych pochodzacych z poludniowej czesci Polski
mozna stwierdzi¢ zdecydowanie wigksza range problemu. Intereséw zagrozonej branzy
wedliniarskiej postanowili broni¢ sami producenci - wiasciciele ponad 150 firm migsnych
z Podkarpacia i Matopolski, ktorzy zawigzali Polskie Stowarzyszenia Producentow
Wyrobow Wedzonych Tradycyjnie.

W 2014r. Gloéwny Lekarz Weterynarii zorganizowal pilotazowy program
monitoringu WWA w wedzonych tradycyjnie produktach pochodzenia zwierzecego.
Przebadano 170 probek migsa i produktow migsnych oraz 30 probek ryb wedzonych
tradycyjnymi metodami. Analiza wynikow badan probek pobranych z wszystkich
wojewodztw wskazuje na wystapienie przekroczen aktualnie obowiazujacych limitow
w kietbasach wedzonych tradycyjnie na poziomie 15,7%, natomiast w wedzonkach
na poziomie 4,4%. W rybach wedzonych metodami tradycyjnymi nie stwierdzono
przekroczen. Oceniajagc otrzymane wyniki w stosunku do majgcych obowigzywac
od 01.09.2014 r. wymagan mozna stwierdzi¢ zdecydowanie wigkszy odsetek produktow,
ktore nie spelniag zaostrzonych norm: kietbasy tradycyjnie wedzone - 50%, wedzonki -
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20,6%. Analiza wynikow badan probek pobranych w wojewodztwie podkarpackim
(30 probek) pokazuje, ze nowych limitéw nie spelni — 70% produktow, natomiast
w wojewodztwie matopolskim (28 probek badanych) - 64,3% [Kijanek i in., 2014].

Zastosowanie w trakcie wedzenia kielbas dymogeneratora z paleniskiem
tradycyjnym skutkowato uzyskaniem przekroczonych zaostrzonych wymagan w ok. 65%
probkach dla sumy benz(a)antracenu, benzo(b)fluorantenu, benzo(a)pirenu oraz
chryzenu. W probkach wedzonych zmodyfikowanymi metodami z zastosowaniem
urzadzen wedzarniczych typu Atmos na przemian z tradycyjnym wedzeniem nad
paleniskiem, z zastosowaniem zasuw lub kanatu doprowadzajacego dym nie uzyskano
produktow o akceptowalnych parametrach.

Monitoring zanieczyszczenia WWA w wedlinach wedzonych metodami
tradycyjnymi zostal przeprowadzony na polecenie Gtownego Inspektora Sanitarnego
przez Panstwowa Inspekcje Sanitarng w I kwartale 2014r. W Krajowym Laboratorium
Referencyjnym ds. WWA NIZP-PZH w Warszawie przebadano 100 probek wyrobow
wedzonych metodami tradycyjnymi pochodzacych z obrotu handlowego z catego kraju.
Wyniki badan potwierdzity, ze w przypadku zaostrzenia unijnych norm ponad 50 procent
produktéw nie spelni nowych wymagan. W wojewddztwie podkarpackim
i $wictokrzyskim samorzady chcac wesprze¢ lokalnych producentéw sfinansowaty
badania ich wyrobow. Wyniki badan po przekazaniu do Ministerstwa Rolnictwa
i Rozwoju Wsi maja postuzy¢ resortowi do rozméw z Komisja Europejska w sprawie
wprowadzenia zmian do rozporzadzenia. Wyniki probek zbadanych na zlecenie
samorzadu w wojewodztwie podkarpackiego pokazuja, ze 57% produktow nie spelni
zaostrzonych norm Rozporzadzenia UE 835/2011.

W Polsce zarejestrowanych jest ok. 950 podmiotoéw, ktore stosujg tradycyjne
metody wedzenia. W trakcie zorganizowanych przez MRiRW w 2014r. szkolen dla
producentdow w ramach projektu ,Wplyw procesu wedzenia na bezpieczenstwo
zywnosci”  wspotfinansowanego ze S$rodkow UE przedstawiono wyniki badan
monitoringowych oraz dostgpne dane naukowe nt. procesu wedzenia. Jednoznacznie
mozna stwierdzié, ze powstawanie wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
jest uzaleznione od: gatunku i wilgotnosci drewna, temperatury spalania oraz utleniania,
sposobu przeplywu dymu przez komore¢ oraz czasu i sposobu wedzenia, a takze
wilgotnosci powierzchni wyrobow i ich wielkos$ci. Odpowiednie praktyki podczas
wedzenia moga ograniczy¢ powstawanie szkodliwych substancji. Takie dziatania
to na przyklad odsunigcie paleniska czy miejsca wytwarzania dymu od produktu,
oczyszczanie dymu, stosowanie odpowiedniego drewna - nie wszystkie te parametry
mozna dowolnie regulowaé, poniewaz konsumenci poszukuja okreslonego rodzaju
produktu i oczekujg tradycyjnego wygladu i smaku. W przypadku wedzarni tradycyjnych
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opartych o naturalny przeptyw powietrza, to od wiedzy, doswiadczenia oraz umiej¢tnosci
panowania nad warunkami spalania bedzie zalezato bezpieczenstwo uzyskanego wyrobu.

Literatura

1.

10.

11.

12.

13.

Anonim. Trzy znaki smaku. Szlakiem dobrego smaku. Wydawca: Agencja Rynku
Rolnego, Warszawa 2013.

Ciecierska M, Obiedzinski M. Zawarto$§¢ wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych w produktach migsnych wedzonych oznaczona metoda GC-MS.
Bromat. Chem. Toksykol., 2012, 45(3), 402-407.

Fismes J., Perrin-Ganier C., Empereur-Bissonet P., Morel J.L. Soil-to-root transfer
and translocation of polycyclic aromatic hydrocarbons by vegetables grown on
industrial contaminated soils. J.Environ. Qual., 2002, 31(5), 1649-1656.

Jira, W., Ziegenhals, K., Speer, K. PAK in gerducherten Fleischerzeugnissen nach
den neuen EU-Anforderungen. Fleischwirtschaft, 2006, 86(10), 103-106.

Kijanek T., Niewiadomska A. Ocena ryzyka wystepowania wielopierscieniowych
weglowodorow aromatycznych (WWA) w zywnosci pochodzenia zwierzgcego
poddanej procesowi wedzenia. Materialy szkoleniowe w ramach projektu "Wplyw
procesu wedzenia na bezpieczenstwo zywnosci” opracowanego przez MRIRW
2006.

Kotakowski E. Technologia wedzenia zywnosci. Powszechne Wydawnictwa
Rolnicze i Le$ne, Warszawa 2012.

Kowalski R., Pyrcz J. Wedzenie produktow migsnych. Gospodarka Migsna, 2006,
6, 10-12.

Kubiak M.S. Proces wedzenia, chemizm i regulacje prawne Unii Europejskiej.
Przemyst Spozywczy, 2014, 68, 10-13.

Kuna P. Zanieczyszczenie wybranych komponentow $rodowiska przez
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) w Dabrowie Gornicze;j.
Nauka Przyr. Technol., 2011, 5, 4, 8, 1-9.

Lista Produktow Tradycyjnych. [online]. MRiRW [dostep: 15.06.2014.]. Dostgpna
w Internecie: http://www.minrol.gov.pl/pol/Jakosc-zywnosci/Produkty-regionalne-
i-tradycyjne/Lista-produktow-tradycyjnych.

McGrarh T.E., Chan W.G., Hajaligol R. Low temperature mechanism for the
formation of polycyclic aromatic hydrocarbons from the pyrolysis of cellulose. J.
Anal. Appl. Pyrolysis., 2003, 66, 51-70.

Nowak A., Libudzisz Z. Karcynogeny w przewodzie pokarmowym czlowieka.
Zywnosé. Nauka. Technologia. Jako$¢, 2008, 4(59), 9-25.

Polska Izba Produktu Regionalnego i Lokalnego [online] [dostep: 15.06.2014.].
Dostepna w Internecie: http://www.produktyregionalne.pl

239


http://www.minrol.gov.pl/pol/Jakosc-zywnosci/Produkty-regionalne-i-tradycyjne/Lista-produktow-tradycyjnych/woj.-warminsko-mazurskie/Sekacz-mazurski
http://www.minrol.gov.pl/pol/Jakosc-zywnosci/Produkty-regionalne-i-tradycyjne/Lista-produktow-tradycyjnych/woj.-warminsko-mazurskie/Sekacz-mazurski

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

240

Rozporzadzenie Komisji (WE) Nr 835/2011 z dnia 19 sierpnia 2011 r. zmieniajace
rozporzadzenie (WE) nr 1881/2006 odnosnie do najwyzszych dopuszczalnych
poziomow wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych w  $rodkach
spozywczych (Dz.U.UE L 215/4 z dnia 20 sierpnia 2011 r.)

Rozporzadzenie Komisji (WE) Nr 836/2011 z dnia 19 sierpnia 2011 r. zmieniajace
rozporzadzenie Nr 333/2007 z dnia 28 marca 2007 r. ustanawiajace metody
pobierania probek i metody analiz do celow urzedowej kontroli poziomow olowiu,
kadmu, rteci, cyny nieorganicznej, 3-MCPD i benzo[a]pirenu w $rodkach
spozywczych (Dz.U.UE L 215/9 z dnia 20.08.2011r.).

Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) Nr 379/2011 z dnia 18 kwietnia 2011
r. rejestrujace w rejestrze gwarantowanych tradycyjnych specjalno$ci nazwe
[,,Kietbasa jatowcowa”(GTS)]. (Dz.U.UE.L.2011.103.2 wersja: 2011-05-09).
Samsoe-Petersen L., Larsen E.H., Larsen P.B., Bruun P. Uptake of trace elements
and PAHSs by fruit and vegetables from contaminated soils. Environ. Sci. Technol.,
2002, 36(14), 3057-3063.

Simko P. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in smoked meat
products and smoke flavouring food additives. J. Chromatogr. B, 2002, 770, 3-18.
Starski A., Jedra M. Ocena zawarto$ci wielopierscieniowych weglowodorow
aromatycznych (WWA) w oleju rzepakowym produkowanym w Polsce. Bromat.
Chem. Toksykol., 2011, 44(4), 1054-1060.

Stumpe-Viksna |., Bartkevics V., Kukare A., Morozovs A: Polycyclic aromatic
hydrocarbons in meat smoked with different types of wood. Food Chem., 2008,
110, 794-797.

Surminski J. Zarys chemii drewna. Wydawnictwo Akademii Rolniczej w Poznaniu,
Poznan 2000.

Walker C.H., Hopkin S.P., Sibly R.M., Peakall D.B. Podstawy ekotoksykologii.
PWN, Warszawa 2002.

Wieczorek J., Wieczorek Z. Pobranie wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych z zywnoscig. Bromat. Chem. Toksykol., 2011, 3, 725-731.
Winawer Z., Wujec H. Produkty regionalne i tradycyjne we wspolnej polityce
rolnej. Wydawca Europejski Fundusz Rozwoju Wsi Polskiej, Warszawa 2013,
wyd. 1. A
www.nist.gov/mml/analytical/organic/upload/SP-922-Polycyclic-Aromatic-
Hydrocarbon- Structure- Index-3.pdf

Yang H., Yan R., Chen H., Lee D.H., Zhung Ch. Characteristics of hemicellulose,
cellulose and lignin pyrolysis. Fuel, 2007, 86, 1781-1788.


http://www.nist.gov/mml/analytical/organic/upload/SP-922-%20Polycyclic-Aromatic-Hydrocarbon-%20Structure-%20Index-3.pdf
http://www.nist.gov/mml/analytical/organic/upload/SP-922-%20Polycyclic-Aromatic-Hydrocarbon-%20Structure-%20Index-3.pdf

27. Zalecenie Komisji z dnia 4 lutego 2005 r. w sprawie dalszego badania poziomoéw
wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych w niektorych srodkach
spozywczych.(2005/108/WE).

241



JOZEF GOLIAN, LUBOMIR BELEJ, RADOSLAV ZIDEK, JOZEF CURLEJ

Faculty of Biotechnology of Food Sciences, Slovak Univwersity of Agriculture Nitra

QUALITY AND SAFETY OF MEAT AND MEAT PRODUCTS
IN THE SLOVAK REPUBLIC

Abstract

Since 2008, the continuous exports of live animals have increased, the gross
domestic beef and pork meat and meat products have been reduced and constantly
imports have increased. Slovakia takes more than 78% of its pork production, while
imports constitutes about 88% of total consumption. There was over 67% of total beef
production exported and import comprised 62% of total consumption. In 2013, official
veterinary inspections were carried out in 1276 approved establishments and approved
stores, in total 12 904 veterinary checks. Deficiencies were found in 307 establishments
(24.06%). Altogether, 2 244 hygiene deficiencies were identified.

Introduction

Meat quality has always been important to the consumer, and it is especially
critical issue for the meat industry in the 21st century. As consumer demand for high
quality meat is increasing in most countries, the meat industry should consistently
produce and supply quality meat that is tasty, safe and healthy for the consumer to ensure
continued consumption of meat products. In order to produce high quality meat, it is
necessary to understand the characteristics of meat quality traits and factors to control
them. Fresh meat quality is difficult to define because it is a complex concept determined
by consumer preferences. Because fresh meat is the animal tissue that is suitable for use
as food, the quality characteristics are influenced by various factors such as muscle
structure, chemical composition, chemical environment, interaction of chemical
constituents, postmortem (p.m.) changes in muscle tissues, stress and pre-slaughter
effects, product handling, processing and storage, microbiological numbers and
populations, etc. In particular, fresh meat quality is directly related to muscle fiber
characteristics because skeletal muscles mainly consist of muscle fibers. The muscle
fibers are characterized by their morphological traits, and contractile and metabolic
properties [Lee et al., 2010].

The important quality traits for fresh meat are color, WHC, texture and amount
of fat (intramuscular fat/ intermuscular fat/subcutaneous fat), while the important traits
for eating quality of cooked meat are tenderness, flavor and juiciness. In general,
consumers rate color as the most important quality trait for fresh meat, while tenderness is
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rated as the most important palatability trait for cooked meat followed by flavor and
juiciness [Glitsh, 2000].

However, this can vary among consumers depending upon past experiences and
cultural background. Therefore, the order of importance of meat quality traits can vary
by country [Warner et al., 2010]. Quality traits of fresh meat are categorized based on
major intrinsic and extrinsic factors. Generally, intrinsic factors are the physiological
characteristics of meat such as AQT and EQT, whereas extrinsic factors are the RQT
of meat products [Joo and Kim, 2011]. All these traits contribute to the consumer's
expectation of high quality meat. Consumers determine quality meat as one with desirable
color, firm texture, low drip, high marbling, and moderate visible fat and fresh meat odor,
while discoloration, soft texture, large amount of drip, low marbling, excessive visible fat
and abnormal meat odor are considered as poor quality traits for fresh meat. Also,
the consumer expects quality meat that is reliable in relation to safety, nutrition,
sustainability and ethics [Troy and Kerry, 2010].

During the last decade food safety research and governance came to realize that
a new strategy of collaboration between public health sector and animal health sector
is needed as well as a partnership of public and private actors in the agri-food chain.
Public authorities, private industries and organizations and universities in the fields
of animal health and public health should collaborate regarding regulations and
guidelines, scientific methods and research programs, surveillance systems and data
exchange [Hueston, 2003; Stirk et al., 2006; FAO, 2008; Kahn et al., 2009; Tanner and
Zinsstag, 2009; Salman, 2009; Wichmann-Schauer et al., 2009; Conraths et al., 2011].
This common approach to combat food borne hazards is summed up under the terms
“Veterinary Public Health” or “One Health concept”. A well known example for
veterinary public health is the appreciation of the slaughterhouse as the key point
of zoonoses surveillance [Codex Alimentarius Commission, 2005] with meat inspection
having dual responsibility for animal health (upstream in the food chain) and public
health (downstream in the food chain) [OIE, 2011a]. Since 2002 the World Organisation
for Animal Health (OIE) has a mandate to work in collaboration with the Codex
Alimentarius Commission (CAC) and other international organizations [OIE, 2011b].

Safety and meat quality

The strategic objectives of the Slovak Republic in the field of food safety are
based on the strategic objectives defined by the European Union acquis communautaire,
the international commitments of the Slovak Republic, as well as the national interests
and obligations of the government:
1. Ensure a high level of protection of human, animal and plant health;
2. Scientific risk assessment as a basis for decision making and risk management;
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3. Effective official inspection at all stages of the food chain;
4. Effective communication with the professional and wider public.

Food safety is based on an integrated approach and the principle of "from farm to
fork™ understood as the safety of the entire food chain from health and plant health and
welfare of animals through feed safety to food safety, including food supplements and
materials in contact with food. Food safety policy is based on risk analysis, which
consists of three components: risk assessment, risk management and risk communication,
and food safety is addressed at three levels - international, Community and national.
At the international level within the framework of the joint program of the FAO / WHO
Codex Alimentarius international standards for food are handled, OIE animal health and
the OECD deals with security issues of biotechnology.

At the community level it belongs below the so-called Food Safety old approach
that involves a high degree of harmonization of the acquis communautaire in the entire
food chain. Risk management at the community level is charged with DG SANCO,
European Parliament and European Council. Audits of the official checks in Member
States and the third countries shall be done by the FVO. Risk assessment and risk
communication within the EFSA, training and education on food safety is ensured
at Community level by EAHC; alternative methods of dealing with ECVAM and its
network Parera.

Requirements for quality of food is given by common european legislation.
In cases where the quality requirements are not established by common legislation,
individual Member States regulate these requirements in national legislation.

Meat industry is one of the strategic and key sectors of the food industry in terms
of diet of the population in general, but also in terms of providing the population with
food. Share of total production and sales in food industry reaches 13%.

Raw materials base

Meat industry is processing raw materials originating from Slovakia but also from
abroad, there are half-carcases and quarters imported, if necessary, finished cutting meat
from which meat products are produced. Effect of the export and import of live animals,
carcasses of cattle and pigs significantly affects the Slovak slaughterhouses and meat
handlers. In 2012, the total supply of pork was 205 thousand t, of which domestic
production accounted for 77 thousand t (37.5%), and import 124 thousand t (60.5%).
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Table 1. Pork balance in tonnes (t)

Indicator 2008 2009 2010 2011 2012

Initial stocks 4726 2379 5945 3245 3230
Gross domestic production 99 723 86 558 86 621 88 197 77767
Import 107 425 110 626 120 137 115015 124 275
-inthe EU 106 815 110 001 119 990 114 542 124 088
Change in stocks -72 79 0 7 0
Global tender 211 946 199 483 212 703 206 449 205 272
Export 31701 23566 41 617 50 089 61108
-inthe EU 31138 23489 41 546 49 345 59 821
Meat consuption 175742 168 583 166 575 151 886 140 717
Other disposals 2125 1389 1266 1245 1208
Overall use 209 567 193 538 209 458 203 220 203 033
Closing stocks 2379 5945 3245 3230 2239

Source: VUEPP

Total supply at beef in 2012 stood at 32 thousand t, domestic production reached
20 thousand t (64.3%) and imports 11 thousand t (34.7%).

Table 2. Beef balance in tonnes

Indicator 2008 2009 2010 2011 2012

Initial stocks 1192 586 319 354 311
Gross domestic production 28571 27 999 26 319 22 246 20 737
Import 8 386 7 052 11 835 11777 11175
-inthe EU 8 163 6989 11553 11587 10 980
Change in stocks -4 - 83 0 2 0
Global tender 38 153 35719 38 473 34 376 32 223
Export 13170 13 884 15919 15 060 13979
-inthe EU 11 967 11 640 14 005 12 898 8 859
Meat consuption 23 803 21 006 21813 18 640 17 798
Other disposals 594 511 387 364 264
Overall use 37 567 35 400 38119 34 064 32042

Source: VUEPP

Production of meat and meat products and production capacity utilization

Slaughter, cutting carcasses of slaughtered animals and meat products copy the
amount of purchased animals from which market offer is derived. Since 2008, the
continuous exports of live animals have increased, the gross domestic beef and pork meat
and meat products have been reduced and constantly imports have increased. The export
of live animals at the same time takes the value added, whereas back are imported meat
products with higher added value compared to raw material. From the balance point of
view, Slovakia takes more than 78% of its pork production, while imports constitutes
about 88% of total consumption. The beef export exceed 67% of its production and
import comprises 62% of total consumption.
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Table 3. Selected capacities in 2012 at meat industry production

Commodity units capacity production % utilization
Slaughter cattle tz.hm. 53170 11 986 22.54
Slaughter pigs tz.hm. 182 431 61 400 33.66
Meat carcasses - bovine tonne 26 968 4 604 17.07
Meat carcasses - pork tonne 96 629 57 374 59.38
Meat carcasses - veal tonne 540 11 2.04
Meat carcasses - sheep,

goats tonne 1499 434 28.95
Refigerators meat in vise tonne 34211 12 452 36.40
Worked meat cutting tonne 67 285 26 063 38.74
Meat products tonne 88 668 58 382 65.84
Non heated meat products tonne 14 858 10 794 72.65
Heated meat products tonne 15 158 11763 77.60
Pork lard tonne 478 253 52.93

Source: POTRAV (MPRV SR) 1-02, CD MPRV SR

Table 4. Trend of pork meat products

2008 2009 2010 2011 2012
Meat products 87 996 87 452.3 70 397.8 63 350.2 58 382
Non heated meat products 13 458 12 763.0 14 298.5 17 220 10 794
Heated meat products 23 215 21 252 12 109.8 5594 11 763
Pork lard 452 389 120.2 199 253

Source: POTRAV (MPRV SR) 1-02, CD MPRV SR
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Development of balance indicators at beef market
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Table 5. Estimated development of the balance at pork till 2020 in tonnes

2012| 2013| 2014| 2015| 2016 | 2017 2018 | 2019 | 2020
production | 77767 | 83211| 89035| 95268 | 101937 | 109072 | 116707 | 124877 | 133618
consuption | 140717 | 141000 | 141400 | 141700 | 142 000 | 142 140 | 142 000 | 141950 | 142 000

self- 55 59 63 67 72 77 82 88 94
sufficiency

Source: estimate MPRV SR, own calculations
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At beef production there is no need to increase due to the fact that at present it
reaches 108.2% of self-sufficiency. Slovakia is for long time in overdue in the
consumption of beef per recommended dose, graph 3 shows the calculation of the
consumption of beef with a view to achieve the recommended dose in 2020 and
production in response to 80% of sufficiency. To achieve this scenario the consumption
would need to be increased by 18.3% per annum and production by 14% per year.
Currently, Slovakia does not have sufficient production capacity to meet this assumption.
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Official checks of products of animal origin by relevant authorities were done by
veterinary administration under the Act n0.39/2007 Coll. and according to the law
n0.152/1995 Z.z. in accordance with Regulation (EC) n0.882/2004 and Regulation (EC)
n0.854/2004 to protect the health of animals and public health at all stages of the food
chain, from primary production to retail sales. The main objective of the official checks
on products of animal origin was verification of compliance with legislation on food
guality and safety:

1. Determination of microbiological and chemical contamination (contaminants, residues
veterinary drugs, pesticide residues, food additives)

2. Check of food labeling

3. Protecting consumers against abusive and illegal practices (control of labeling
and food composition)

4. Control of food with protected designations.

In 2013, official veterinarians of the Regional Veterinary and Food
Administration (hereinafter "RVPS") made at 97 approved slaughterhouses (which
represents a decrease compared to 2012 by 8 establishments) ante mortem and post
mortem controls at 740,711 pieces of domestic ungulates, that represents compared to
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2012, a decrease of 67,866 units (assessed as non-edible items there were 834 domestic
ungulates, which represents a decrease compared to 2012 about by 266 pieces).
At the end of the year, we registered a list of approved establishments in the amount
of 17 with the discontinuance of their work and 16 establishments in which there have
been approved modifications to the requirements in design and equipment. At the official
veterinary inspection of carcasses of cattle and pigs there were the most frequent
diagnosis of deviations in sensory characteristics, masculine odor in cryptorchids and
boars, non-infectious nature of the disease (Dietary disorders), Hydrema (dropsy) and
meat cachexy. Moreover, in the official veterinary inspections of sheep carcasses,
parasitosis occurred. Sampling for laboratory examination was carried out under official
inspection ante mortem and post mortem inspection in accordance with the Regulation
(EC) no. 854/2004, whenever it was necessary to reach the definitive diagnosis or
the detection of animal diseases or suspected residues of antimicrobials.

In 2013, official veterinary inspections were carried out in 1276 approved
establishments and approved stores in total 12,904 veterinary checks. Deficiencies were
found in 307 establishments (24.06 %). Altogether, 2,244 hygiene deficiencies were
identified. The most common were found building-technical defects (damaged walls,
floors, poor maintenance equipment) and problems at hygienic conditions.
For the deficiencies found operators in food business were imposed to 2455 of measures
(47 in the decisions or other measures), 22 penalties in the amount of € 132,532, and
in 2 cases there was approval of establishment cancellation.

Checks at monitoring of processing of carcases of domestic ungulates were
carried out in approved slaughterhouses, including food establishments with a small
volume production. Thus 753 inspections were peformed at 33 sanitary indicators
in carcasses of cattle and 580 checks were provided in 25 indicators for carcasses
of domestic pigs. The most common hygienic deficiency in the case of slaughter cattle is
failure to perform sorting of animals according to the purity and defects in the processing,
implementation and use of appropriate Killing systems and the risk of secondary
contamination in naked muscle forelimbs of carcasses.

At 153 inspections in 36 establishments of controlled small-volume
manufacturers, deficiencies were not found at exceeding the prescribed limited
production capacity. For official controls in 2013 2,298 samples of meat products were
taken, totally failed 57 samples (2.5%), that is a decrease compared to 2012 by 1.6%.
Labeling requirements did not meet 8 samples (2.2% of samples taken). At 4 samples
(1.1% of the samples analyzed for allergens) the presence of allergens was not labelled
(the presence of unlabeled celery, soy protein and milk proteins). 14 samples did not
comply with the composition (3.12% analyzed on indicators of quality - in most cases
there was a false statement of the amount of meat); exceeding of the maximum level
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of NaCl was found in 5 samples (2.5% of examined). Requirements for food additives did
not comply one sample (0.3% - the presence of synthetic dyes). 14 samples taken largely
on the basis of complaints of consumers (6.11 %) did not comply with sensory needs.
5 samples failed in microbiological criteria (0.83 % of microbiological examination -
Detection of pathogenic microorganism Listeria monocytogenes). At requirements
on contaminants 3 samples failed (0.6 % of examined - inadmissible PAU content).

Minced meat and meat preparations, mechanically separated meat

In 2013, there was under official control, collected 446 samples of minced meat
and meat preparations and 15 samples of mechanically separated meat. All samples
MSM were of satisfactory quality. 12 samples did not comply at minced meat
and meat preparations (2.69%). Sensory requirements failed 6 samples (13.33%), they
were taken on the basis of complaints of consumers. 5 samples (1.75%) did not comply
with the microbiological requirements for the presence of salmonella. One sample
(1.67%) did not comply with the requirements of the food additives (the presence
of preservative substances - benzoic acid and sorbic acid in minced meat).

Rendered animal fats

In 2013, under official control were collected 303 samples of rendered
animal fats; 6 samples (1.98%) failed, which is a worsening by 0.28% compared to 2012.
4 samples (3.25%) failed to pass for analytical parameters, namely
the failure to meet standards of free fatty acids. 2 samples (1.45%) failed to pass for
failure standards for peroxides.

Targeted monitoring for the presence of RIL in pork (refrigerated, frozen and
quick-frozen state) and offal - liver

Based on the publicized information on the use of veterinary medicines
at pig breeding in the Member States, SVFA ordered RVFA to carry out targeted checks,
the purpose was the sampling of pork in a place of slaughtering, distribution stores and
shops. Of the total number of examined samples of pork (28), in neither case was
confirmed positive sample for RIL, all samples met this requirement.

Conclusion

Production of meat and meat products in the Slovak Republic is under
the constant control of the State Veterinary and Food Administration. In Slovakia there
have not yet been recorded any food scandals at meat and meat products. The quality
of meat products is particularly difficult to control. The quality of meat products imported
into the Slovak Republic is often problematic. By the year 2020 is the time increase
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self-sufficiency in meat production to 80% from current about 46%. To enhance
the quality of meat products will be necesary to perform the checks on their originality
and authenticity. Inspection of meat imported from abroad must be mainly formed on
the presence of microorganisms and contaminants.
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APPLICATION OF MARGINAL SENSORY METHODS

Abstract

Sensory evaluation of food is the youngest but the most rapidly developing field
of the food industry. Actually, the great emphasis is given to the production of rapid
techniques of data collection, the difference between consumers and trained panel is
obscured and the role of sensory methodologists is to prepare the ways for evaluation,
by which a lay panel (consumers) can achieve identical results as a trained panel.
Currently, there are several conventional methods of sensory evaluation of food (ISO
standards), but more sensory laboratories are developing methodologies that are not strict
enough in the selection of evaluators, their mechanism is easily understandable and
the results are easily interpretable. This paper deals with mapping of marginal methods
used in sensory evaluation of food (new types of profiles, CATA, TDS, napping).

Key words: FCP, Flash profile, CATA, TDS, napping

Introduction

Sensory analysis is a technique that grew fast over the last years and that uses
the human senses to characterize a product. With the unique sensory analysis, it is
possible to understand and describe how consumers evaluate the products. In other words,
sensory analysis can reveal how they perceive the appearance, aroma, taste and texture
of a product. In turn, it helps producers to create products based on consumer preferences.
Sensory anaylysis is an invaluable set of methods for research and marketing. Knowledge
of product variability, stability, comparison to competitor product(s), relationships to
instrumental analyses and consumer understanding are all requirements for a successful
product. Still nowadays, there is an evident lack of specific methods to be used by
certificated bodies in sensory quality control of products with quality of distinctive labels.
Many of these methods are simple and easy to apply, whereas others are more complex
and require training and experience. These methods and their practical application must
be independent, technically competent and as objective as possible. So, selection
of the appropriate sensory method and testing conditions provide powerful results.
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Free-choice profile (FCP)

New types of profiles aim at providing a quick sensory positioning of a set
of products and thus by pass the time-consuming steps of attribute and scaling alignment
of classical methods. These new methods build on the idea of free choice profiling that
allows assessors to use their own attributes [Abdi and Valentin, 2007].

Free-choice profile (FCP) is a sensory analysis method that can be carried out by
untrained panel. The assessors need only to be able to use a scale and be consumers of the
product under evaluation [Aparicio et al., 2007]. It is a relatively quick, easy and
inexpensive sensory method that allows an insight into the perception of products from
consumers [Frances and Piggott, 2003]. FCP is a sensory methodology that differs from
other descriptive methods because it is not necessary to use a common vocabulary
of attributes to describe the samples, nor are the panellists expected to agree on their
interpretation of the terms used [Williams and Langron, 1984]. This is based on
the assumption that assessors do not differ in their perceptions, but merely in the way in
which they describe them. FCP is similar to traditional profiling in that assessors must be
able to detect differences between the samples, verbally describe the perceived attributes
and quantify them [Oreskovich et al., 1991]. In this methodology, assessors not only set
their own descriptors, but also measure their acceptability and intensity. Before the test, it
is necessary that the assessors were given adequate instructions and several descriptors on
consideration (flavor, appearance, flavor, texture, etc.) [Gonzalez-Vinas et al., 2001].
The FCP method can yield important insights into consumer differentiation of products
and establish relationships between consumer preferences and sensory characteristics
[Jack and Piggott, 1992]. Regarding the number of attributes generated, this is limited
only by the perceptual and descriptive skills of the consumer [Oreskovich et al., 1991]
and according to Deliza et al. [2005], terms used by untrained assessors may vary, based
on their individual experience and familiarity with the product. This method allows
consumers to use any number of words in the description and evaluation of the intensity
of selected attributes, resulting in a more effective overview of consumer perception and
acceptance of products [Gonzalez-Vifias et al., 2001 Delizia et al., 2005]. The data are
analysed by sophisticated statistical methodologies like Generalized Procrustean Analysis
(GPA) or STATIS [Aparicio et al., 2007].

Generalized Procrustes Analysis (GPA) is a useful tool for sensory professionals
to analyze sensory data, especially those from free choice profiling, because it can
accommodate different numbers and kinds of attributes among assessors. Moreover, GPA
can be used to visually describe different effects, such as product differences, assessor
agreement, and repeatability [Xiong, 2008]. It is a multivariate exploratory technique that
involves transformations (i.e., translation, rotation, reflection, isotropic rescaling)
of individual data matrices to provide optimal comparability. The average
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of the individual matrices is called the consensus matrix. The individual and consensus
matrices are typically submitted to Principal Components Analysis (PCA) and projected
onto alower dimensional space. This space provides a vantage point to compare
individual data and to visualize the consensus [Dijksterhuis and Heiser, 1995].

Flash profile (FP)

Flash profile is a quick sensory profiling technique designed to meet industrial
needs. This method, initially developed by Sieffermann [2000] is based on
the combination of free choice profiling and a comparative evaluation of the entire
product set [Delarue and Sieffermann, 2004]. The advantage of Flash profile is that the
panel does not have to be trained in the long term and evaluation methodology can handle
well informed consumer. The objective of this technique is achieved the rapid sensory
arrangement of the whole product set and thus replace the time-consuming procedures
involved in conventional methods [Abdi and Valentin, 2007]. The assessors select their
own attributes and then rank order the products from least to most on each of their
selected attributes. They are free to generate as many attributes as they want, but are
asked to focus on descriptive terms and to avoid hedonic terms. Assessors can re-taste the
products as often as they wish [Valentin et al., 2012]. The way of evaluation transcription
is illustrated in Figure 1. That is, the assessor ranks the products on abscissae of attributes
in order and subsequently the transcription is converted into order.

Sweet

145
- 327 365 124 909 + Assessort
f f I I L Product Sweet Strawberry
327 1 1,9
145 2.5 1,9
Straw berry 365 25 3
327 124 124 4 45
- 1eI15 :?65 EIJDQ : 909 5 45

Figure 1 The form of transcription and conversion of Flash profile data [Valentin et al.,
2012]

Consequently, it is necessary to process the results of all assessors. To illustrate this, the
transcription of ranks for three assessors is demonstrated in Figure 2.
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Assessor 1 Assessor 2 Assessor 3
Product A1 A2 A3 A4 A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A1 A2 A3 A4 A5

327 1 154 1 25155 1 1 1 45 15 453 15 4
145 25151 45 1 152 452 251 452 2 151
365 253 5 25 254 4 253 2545 15451 3 4
124 4 452 45 4 3 2 45454 2 451 4 4 2
909 5 453 25 5 5 2 25455 3 3 3 5 5 4

Figure 2 Dataset prepared for statistical analysis [Valentin et al., 2012]

Ranking lists of all assessors are processed by the Generalized Procrustes
Analysis (GPA) and are mostly presented by two-dimensional graph similar to the map
of the principal components. After GPA it can be possible to make cluster analysis on
descriptive terms, which may facilitate their easier interpretation [Tarea et al., 2007].
Flash profile became very popular in laboratory sensory analysis and its further
modifications as ranking descriptive analysis (RDA) are rising. This method was
designed by Bragato Richter [2010]. Methodological it is allied to "classical profile" and
presents some of compromise between the descriptive classic profile and free choice
profiling because it uses fixed form of attributes and ordinal scales.

Check-all-that-apply (CATA)

CATA method is based on verbal interpretation and free choice profiling.
It provides information about the attributes that are detectable according to consumers
and relate with overall popularity and acceptability of products [Stone and Sidel, 2007].
This technique consists of a list of attributes (words or phrases) from which assessors
select all the attributes they consider appropriate to describe a product. Assessors
evaluate each product and check in the list the attributes that best describe the product.
They can check as many attributes as they wish and can take as much time as needed
[Valentin et al., 2012]. To compare with scaling, CATA method is easier, less time
consuming and more natural for assessors [Adams et al., 2007, Ares et al., 2010b].
Driesener and Romaniuk (2006) used this method for the survey of consumer perception
of different brands products. According to these authors CATA method gives identical
results compared with other time-demanding sensory methods. This technique can be
done in several ways: consumers can select words to describe the product during the test,
the entry form can provide a trained panel [Dooley et al., 2010], or dates for evaluation
may be intended in the consumer group interviews (focus group), respectively alternative
can be determined from the questionnaires with open questions [Ares et al., 2010a].
The completed and processed form for CATA method is illustrated in Figure 3.

257
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oYum my ¥ Disgusting i o0 100 0010 1t w0001
=l vy thick ? LA N s O 1 (A A (A A |
EThick Overy sweet 1 [N N R D |
O Infense chocolate fevour oWl much Wick 4 | | s | N ([ N Y (I (N
CVanilla flavaur ol much chacolale Tavour 3 te ot ettt
Cilreamy & Bifer B oo 1' I] : 1 3 ol g rl 3 . g
- 7 [ | ] ] I
;:JE rinus ool mugh creamy 8 D06 00 1106 10 6n 0 110 0
Rough

Figure 3 Example of form after processing [Valentin et al., 2012]

The result from the processing of data for this method is a matrix of frequencies
and subsequent post-production of results using technique Correspondence analysis.
Specialized software generates sensory map of similarity. Some studies compared
the sensory maps created using the CATA method with maps of a descriptive analysis
performed by a trained sensory panel and the same results were found [Ares et al., 2010g;
Bruzzone et al., 2011, Dooley et al., 2010]. Several authors propose a more sophisticated
approach using multivariate analysis respectively multicorrespondence analysis [Ares et
al., 2011a, b], even Popper et al. [2011] suggest the use of Correspondence analysis
variant called Hellinger analysis and Abdi et al. [2012] argue over the use of different
metrics to measure distances between products (where classical Correspondence analysis
uses chi-square procedures).

Projective mapping (Napping)

Projective mapping (napping) presents an efficient method to obtain overall
product differences from consumers or trained assessors. In combination with
a descriptive technique, projective mapping performed by consumers can provide insight
as to which attributes are most important to consumers in determining product differences
[Kenedy and Heymann, 2009]. Napping provides a simpler and faster way to obtain
produc tinter-distances than similarity scaling [Risvik et al., 1997] and provides better
product differentation than sorting [King et al., 1998]. Configurations from projective
mapping have been shown to provide similar product maps as those from descriptive data
and similarity scaling [Risvik et al., 1994]. Napping is a multivariate sensory method in
which participants physically place stimuli on a large sheet of paper and orient them so
that the distance between pairs represents a measure of dissimilarity [Nestrud and
Lawless, 2011]. Consequently, assessors mark the position of each sample using a
numerical code. Data are written in the form of coordinates of individual samples in
sensory map. Way of the transcription of evaluation is illustrated in Figure 4.
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Figure 4 The form of transcription and conversion of data from napping [Valentin et al.,
2012]

The results obtained in this way can then be processed using Principal component
analysis (PCA) and recently Pages [2003, 2005] suggested the use of Multivariate
analysis (MFA) because this technique takes into account the differences between
assessors. Projective mapping or napping has been applied to various kinds of products
such as cheese, wine, fruit juices, chocolate and apples [Nestrud and Lawless, 2008].

Temporal dominance of sensations (TDS)

Temporal dominance of sensations (TDS) is a recent descriptive sensory method
consisting in assessing repeatedly, until the sensations end, which sensation is dominant
and in scoring its intensity. Compared to time—intensity, this method considers
the multidimensionality of the perceptual space over time. TDS provided reliable
information close to standard sensory profiling. In addition, TDS provided information on
the dynamic of perception after product consumption that was not available using
a conventional profiling method and that may be critical for the understanding of complex
perceptions such as refreshing [Labbe et al., 2009]. The method aims at studying these
guence of the most dominant sensations during a certain time period like the mastication
or the after taste period. Investigating the quality of the panel and hence of the data is
essential to judge on the reliability of the results and their interpretation. In contrast to
sensory profiling, TDS includes a temporal dimension [Meyners, 2011]. It is mainly used
for a description of the characteristics of each single product over time [Meyners and
Pineau, 2010].

The method consists in presenting the entire set of attributes to the panelist on the
computer screen with corresponding unstructured linear scales. The assessor after
drinking or swallowing samples presses the start button and selects a dominant attribute
on a computer screen, while its intensity is measured, usually on the 10 point scale. After
the end of evaluation, it is necessary to process the results [Le Reverend et al., 2008]. The
note of data transcription is illustrated in Figure 5.
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Figure 5 The time sequence of dominant attributes with pertaining matrix of data
[Meyners, Pineau, 2010]

Temporal dominance of sensations is from time and financial point of view more
effective than one monitoring by Time intensity method because several attributes are
evaluated in a single measurement. It is simple and easily enforceable, requires only
minimal training of assessors. This technique requires specialized software of collecting
information [Labbe et al., 2009].

Conclusion

To sum up, sensory analysis of food is perspective science that more and more
clearly connects marketing practices and analysis of consumer behavior. Currently, there
are a number of new approaches based on simplicity, clarity and due to sensometry
processes the elimination of extreme values and reproducibility of the results. Recently,
a less known laboratory methods come to the foreground by which it can be accurately
evaluated and determined the quality of the products. These methods provide information
about specific differences between products, the consumers' desire for new product
development in the food industry, help product developers with identifying potential risks
and have an important position in a survey of demand. Their advantages are mainly
the speed of applications, simplicity of methodical process and effectiveness at work with
a lay panel.
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AKTYWNOSCI WODY A BEZPIECZENSTWO MIKROBIOLOGICZNE ZYWNOSCI

Woda w zZywnoSci
Woda stanowi nieodlaczny sktadnik zard6wno zywnosci nieprzetworzonej jak
i poddanej obrobce technologicznej. W zaleznosci od rodzaju produktu jej zawartos¢
moze si¢ waha¢ od kilku dziesigtych do ponad 98%. Odpowiednia wilgotno$¢ warunkuje
pozadane cechy fizykochemiczne i sensoryczne zywno$ci i tym samym wplywa
na akceptacje produktow przez konsumentow. Z drugiej strony, ze wzgledu
na specyficzne wlasciwosci, woda moze przyczynia¢ si¢ do wystegpowania negatywnych
zmian w trakcie przechowywania produktow spozywczych. Pojecie wilgotnosci,
wyrazone poprzez procentowa zawarto$¢ wody w materiale, nie jest wystarczajacym
parametrem do petnego zdefiniowania rodzaju i kierunku przemian jakie moga zaj$¢
w produkcie spozywczym w okreslonym czasie. Wigze si¢ to ze zréznicowaniem form,
pod jakimi wystgpowaé moze woda, co wynika bezposrednio z budowy jej czasteczki
1 oddziatywania z innymi sktadnikami uktadu. Produkty spozywcze moga zawierac:
o krystaliczng wode strukturalng, ulokowang w przestrzeniach makroczasteczek lub
zwigzang chemicznie w postaci wodzianow,
o wod¢ zwigzang w postaci monowarstwy, silnie oddziatywujaca ze zjonizowanymi
sktadnikami bezwodnymi oraz grupami polarnymi,
o wode zwiazang w kilku dalszych warstwach, o strukturze uporzadkowanej wokot
hydrofilowych grup sktadnikéw bezwodnych,
o ruchliwa wode wolng, powigzang siecia wigzan wodorowych, wykazujaca
wlasciwosci charakterystyczne dla wody w rozcienczonych roztworach soli,
o wod¢ uwigziong w niewypetnionych przestrzeniach sktadnikow strukturalnych lub
zelach, o wlasciwosciach wody wolnej lecz o utrudnionym przeptywie.

Wystepowanie pigciu wymienionych powyzej form ,,zwigzania” wody powoduje,
ze produkty o tej samej wilgotnosci moga rozni¢ si¢ iloscig wody dostepnej dla roznego
rodzaju przemian, co odgrywa istotna role¢ w trakcie prob prognozowania trwatosci
produktu. Dlatego tez za podstawowg wielko$¢, bedaca termodynamicznym miernikiem
potencjatu chemicznego, wyrazajacym podatno$¢ wody na interakcje z innymi
sktadnikami zywnosci uwaza sie aktywno$é wody a,, [Cwiertniewski i in., 2005].
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Koncepcja aktywnosci wody

Pod pojgciem aktywnosci wody rozumiany jest stosunek cisnienia pary wodnej
nad zywnoS$cia do ci$nienia nad powierzchnig czystej wody w tych samych warunkach.
Parametr ten moze przyjmowac wartosci, ktore rosng wraz ze wzrostem udziatlu wody,
ktorej czasteczki maja zdolno$¢ do wykonywania pracy w zakresie od 0 dol [Patacha,
2008]. Wielko$¢ ta, jako czynnik determinujacy rozwdj drobnoustrojow, wprowadzona
zostata w pracy W.J. Scott [1953] i stala si¢ jednym z podstawowych parametréw
stosowanych w badaniach i kontroli trwalo$ci zywnosci [Troller i Christian, 1978; Scott,
1953; Beuchat, 1987; Christian, 1963].

Okreslenie zalezno$ci pomigdzy stanem termodynamicznym wody w zywnosci
a jej wlasciwosciami i trwatoscia znajduje wykorzystanie zar6wno przy przewidywaniu
zmian przechowalniczych, jak 1 na etapie projektowania nowych produktow
spozywczych. Pierwotna koncepcja aktywnos$ci wody zakladata stan termodynamicznej
rownowagi zywno$ci oraz zachowywanie przez produkt najwyzszej stabilnosci przy
aktywnosci wody odpowiadajacej zawartosci wilgoci w monowarstwie, a niestabilnosc¢
powyzej i ponizej tej wartosci. Okreslenie wilgotno$ci monowarstwy mozliwe jest dzieki
wykorzystaniu fizycznych modeli opisujacych wiasciwosci sorpcyjne, wsérod ktorych
podstawe stanowig model BET (Brunauera, Emmetta i Tellera) i jego rozszerzona wersja,
uwzgledniajaca wlasciwosci materiatu — model GAB (Guggenheim, Anderson, de Boer)
[Al-Muhtaseb, 2002; Anderson, 1946; Bizot, 1983, Brunauer i in., 1938].

Wplyw aktywnos$ci wody na dynamike zmian wlasciwo$ci mechanicznych,
przebieg reakcji chemicznych oraz wzrost drobnoustrojow przedstawiony zostal przez
Rahmana [2009] w postaci tzw. mapy stabilnosci zywnosci. Procesy zachodzace
w zywno$ci podczas przechowywania zobrazowane zostaly na obszarze ponizej
monowarstwy BET, w strefie adsorpcji wielowarstwowej oraz w zakresie kondensacji
kapilarnej. Obrazowe przedstawienie zmian produktow spozywczych w odniesieniu
do poziomu aktywnosci wody stanowi przydatne narzedzie, pozwalajace na szybkie
oszacowanie trwato$ci przechowalniczej danego produktu [Patacha, 2013].

Mimo  powszechnego  zastosowania,  istnieja = pewne  ograniczenia
w  wykorzystaniu koncepcji aktywnos$ci wody. Jednym =z nich jest mozliwos¢
wystepowania zywno$ci w stanie innym niz roéwnowagowym — produkty o niskiej
zawartosci wody moga =znajdowa¢ si¢ w stanie krystalicznym, amorficznym
lub szklistym. Dlatego tez sama koncepcja aktywnosci wody nie wystarcza
do wyjasnienia zjawisk takich jak krystalizacja, Zelowanie czy zbrylanie. Pewne
ograniczenie stanowi roOwniez zrdznicowanie dziatania substancji rozpuszczonej, uzytej
do hamowania mikroorganizmow, tzw. specyficzny efekt substancji rozpuszczone;j.
Krytyczne granice aktywnos$ci wody moga by¢ rdwniez przesuni¢te przez inne czynniki,
takie jak zawarto$¢ soli lub substancji przeciwdrobnoustrojowych, pH, obrobke termiczng
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lub promieniowanie elektromagnetyczne. Istotna jest rowniez zmiana temperatury
wplywajaca w matym stopniu na samg aktywno$¢ wodna, lecz w duzym na szybko$¢
reakcji. Omawiana koncepcja aktywnosci wody dostarcza informacji dotyczacej ilosci
wilgoci, stopnia zwigzania i reaktywnosci, nie jest jednak wystarczajaca do okreslenia
rozpoczgcia ruchliwosci molekularnej wody [Rahman i Labuza, 1999]. W zwiagzku
Z powyzszymi ograniczeniami, aktualnie opracowywane mapy stabilno$ci opierajg si¢
o polaczone koncepcje aktywnosci wodnej i przemiany szklistej, wyjasniajacej wptyw
temperatury na ruchliwo$¢ czasteczek w materiale. Potaczenie powyzszych teorii
pozwala na uzyskanie pelnego obrazu stanu produktu z uwzglednieniem mikroobszaréw
o zréznicowanej stabilnosci [Rahman, 2012].

Aktywno$¢ wody warunkuje fizyczne, biochemiczne oraz mikrobiologiczne
zmiany podczas przechowywanie zywnosci. Najwazniejszym procesem fizycznym
zachodzacym przy a, w zakresie 0,3-0,5, stanowigcym problem przy przechowywaniu
zywnosci o duzej zawartosci cukru jest krystalizacja. Prowadzi ona do uwalniania wody
zwigzanej i tym samym wptywa na strukturg i konsystencje, co ma znaczenie zwlaszcza
w przypadku produktéw sypkich. Moze rowniez indukowac i przys$piesza¢ dalsze zmiany
chemiczne. Przy warto$ciach a, ponizej 0,2 i powyzej 0,6 zachodzi najintensywniejsze
utlenianie ttuszczéw. Podobny zakres obowigzuje dla zwigzkéw w nich rozpuszczalnych,
takich jak karetonoidy i barwniki. Reakcje nieenzymatycznego brunatnienia rozpoczynaja
si¢ przy takich aktywnos$ciach, przy ktoérych woda zaczyna peic role rozpuszczalnika,
natomiast spowalniane sa przy a, powyzej 0,8-0,9. Réwniez procesy enzymatyczne
uzaleznione sa w duzej mierze od aktywnosci wody, ktora wptywa na konformacje biatek
i tym samym warunkuje zdolno$ci katalityczne. Do zaj$cia hydrolizy wymagana jest
minimalna warto$¢ a, wynoszaca 0,3, natomiast reakcje z udziatem fenylooksydazy,
peroksydazy i amylaz zachodza przy a,>0,8. Optymalna zawarto$¢ wody pelni kluczowa
role w zapewnieniu odpowiednich warunkow do wzrostu i rozwoju mikroflory
zanieczyszczajacej zywnos¢. Uogoélniona zasada glosi, ze drobnoustroje nie moga
rozwija¢ si¢ w aktywnosci wody nizszej niz 0,6. Jednak ze wzgledu na duze
zréznicowanie mikroorganizméw, jak i stosunkowo wysokie wartosci a, produktéw
spozywczych, kontrola bezpieczenstwa mikrobiologicznego stanowi jedno z gldéwnych
wyzwan wspotczesnego przemystu spozywczego [Patacha, 2008].

Aktywno$¢ wodna a wzrost mikroorganizmow

Zanieczyszczenia  mikrobiologiczne  zywnosci moga by¢  wynikiem
niedostatecznego  oczyszczenia  surowcow, zlego stanu  higienicznego  linii
technologicznej lub zakazenia wtérnego spowodowanego nieodpowiednimi warunkami
przechowywania. Wszystkie drobnoustroje wystepujace w produktach spozywczych
podzieli¢ mozna, w zalezno$ci od mechanizmu dziatania, na dwie grupy. Pierwsza z nich
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to mikroflora saprofityczna, ktorej SciSle okreslona ilos¢ moze by¢ dopuszczalna
w niektorych grupach produktéw. Nie jest ona chorobotworcza, jednak przyczynia si¢
do powstawania zmian fizykochemicznych oraz obnizenia jako$ci zywnosci. Wigksze
zagrozenie dla zdrowia konsumentéw stanowi grupa mikroorganizméw patogennych.
Ich szkodliwe dziatanie moze objawiac si¢ poprzez intoksykacje wywotang spozyciem
jedynie metabolitow, wytwarzanych przez drobnoustroje lub toksykoinfekcja wynikajaca
z obecnosci zywych komorek bakteryjnych. Wér6d mikroorganizméw wytwarzajacych
toksyny najwicksze zagrozenie stanowi gronkowiec (Staphylococcus aureus) oraz
szczepy Clostridium botullinum odpowiedzialne za zatrucie jadem kietbasianym
porazajacym  struktury neuronowe. Objawy chorobowe wystepuja  dopiero
po przyswojeniu odpowiedniej dawki tych zwiazkéw, jednak odporno$¢ metabolitoéw na
wysokie temperatury podwyzsza ryzyko zachorowan. Wiystgpienie dolegliwosci
wywotanych toksykoinfekcja nie jest natomiast zalezne od ilosci spozytych
drobnoustrojow, ktoére wykazuja zdolnos$¢ do rozmnazania w przewodzie pokarmowym.
Zaburzenia uktadu trawiennego wywolujg zazwyczaj szczepy Salmonella, Shigella,
Escherichia coli, Yersinia enterolitica i Listeria monocytogenes [Batz, 2013].

Poza uwarunkowaniami fizjologicznymi, funkcjonowanie oraz wzrost
drobnoustrojéw uwarunkowane sg poprzez szereg czynnikow srodowiskowych. Zywnosé
stanowi bardzo dobre zrédlo niezbednych do rozwoju mikroorganizméw sktadnikow
pokarmowych. Rowniez szeroki zakres pH produktow spozywczych umozliwia generacje
wielu szczepow drobnoustrojow o zréznicowanej wrazliwosci na odczyn $rodowiska.
Innymi waznymi parametrami warunkujagcymi wzrost mikroflory sg: temperatura,
dostepnos¢ tlenu, $wiatlo oraz obecno$¢ substancji hamujgcych. Istotny wplyw
na intensywno$¢ procesOw zyciowych drobnoustrojow ma woda. Przyjmuje sie,
ze jej minimalna zawarto$¢ umozliwiajaca rozw6j mikroflory w produkcie musi by¢
wyzsza niz 15%. Podobnie jak w przypadku innych zmian zachodzacych w zywnosci,
decydujacy wptyw na rozwoj mikroorganizmow ma nie zawarto$¢ wilgoci w srodowisku
a jej dostgpnos¢ — aktywnos¢ wody [Muller, 1986].

Znajomos$¢ aktywnos$ci wody pozwala oszacowaé prawdopodobienstwo rozwoju
okreslonych mikroorganizméw, co umozliwia dobor odpowiedniej metody utrwalania
oraz warunkéw przechowywania zywnos$ci. Wysokie wartosci a,, wigkszosci produktow
spozywczych wynikaja ze skladu chemicznego charakterystycznego dla materiatow
pochodzenia biologicznego. Najwyzsza aktywnoscia wody od 0,94 do 0,99 cechuja si¢
produkty o wysokiej zawartosci ttuszczu. Produkty migsne mieszczg si¢ w granicach:
0,92-0,98, a suszone owoce: 0,65-0,70. Najwyzszy zakres aktywno$ci wodnej, od 0,21
do 0,97, wykazujg produkty piekarnicze [Patacha i Makarewicz, 2011]. Obnizenie ryzyka
psucia si¢ zywnosci przyczynia si¢ do konieczno$ci stosowania zabiegéw utrwalajacych,

267



zapewniajacych czysto§¢ mikrobiologiczng produktow przeznaczonych do obrotu
i przechowywania.

Kontrola aktywno$ci wody jest szczegoélnie istotna w przypadku produktow
nieprzechowywanych w warunkach chtodniczych, o $redniej zawartosci wody. Wartos¢
a,, tego typu zywnosci waha si¢ w granicach 0,60-0,85, co nie sprzyja wzrostowi bakterii,
jednak umozliwia rozwdj plesni. Trwatos¢ takich produktéw nie przekracza zazwyczaj
dwoch miesiecy. Zywno$é o wysokiej wilgotnosci i a, powyzej 0,85 wymaga
przechowywania w warunkach chtodniczych, a jej data przydatnos$ci do spozycia nie
przekracza kilku tygodni. Trwato$¢ produktéw spozywczych o aktywno$ci wody ponizej
0,65 wynosi zazwyczaj wigcej niz pot roku [Cwiertniewski i in., 2005].

Najwazniejszymi parametrami wspomagajacymi procesy kontroli stabilnosci
mikrobiologicznej produktow zywnosciowych, opartymi na koncepcji aktywnosci wody
s3:

o aktywnos$¢ minimalna ponizej ktorej drobnoustroje nie moga si¢ rozwijac,
o aktywnos$¢ optymalna pozwalajaca na maksymalny wzrost mikroorganizméw.

Tabela 1. Minimalna aktywno$¢ wody wybranych drobnoustrojow [Cwiertniewski i in.,
2005; Reid, 2007]

M|n|rn'e}lna Bakterie Drozdze Grzyby
wartosc a,,
0,98 Campylobacter jejuni
Clostridium botulinum E
Shigella spp.
0,97 Yersinia enterocolitica
Lactococcus lactis
Pseudomonas fluorescens
Escherichia coli
Clostridium perfringens
0,95
Salmonella spp.
Vibrio cholerae
0,94 Clostridium botulinum A,C Stachybotrys atra
0,93 Bacillus cereus Rhizopus nigricans
0,92 Listeria monocytogenes
0,90 Staphylococcus aureus Saccharomyces cerevisiae Trichothecium roseum
(beztlenowe)
0,88 Candida
0,86 Staphylococcus aureus
(tlenowe)
0,83 Debarymoces hansenii Penicillum expansum
0,80 Saccharomyces bailii Penicillum citrinum
0,78 Aspergillus flavus
Aspergillus Niger
0,77 .
Apsergillus ochraceus
0,75 Halobacterium halobium
0,62 Saccharomyces rouxii
0,61 Xeromyces bisporus
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Najbardziej odporne na ograniczenie dostgpu wody sa grzyby strzgpkowe.
Przyjmuje si¢ ze $rednia minimalna a,, dla tej grupy wynosi od 0,61 do 0,90, przy czym
wzrost wigkszosci z nich ulega zahamowaniu przy warto$ciach nizszych niz 0,8.
Najwyzsza tolerancj¢ na obnizong wilgotno$¢ wykazuja szczepy Xeromyces bisporus
(0,61) i Eurotium spp. (0,74-0,62). Szczegbdlne zagrozenie stanowia grzyby wytwarzajace
toksyczne metabolity drugorzedowe, takie jak aflatoksyna (Aspergillus) czy ochratoksyna
(Aspergillus, Penicillum). Charakteryzuja si¢ one stosunkowo wysoka odpornoscig na
obnizong warto$¢ a,. Podobne cechy wykazuja nieco bardziej wrazliwe szczepy rodzaju
Fusarium. W przemysle spozywczym obecnos¢ kserofilnych grzybow wykryto m.in. w
mace, ryzu i orzechach ziemnych [Christian, 2000].

Drozdze podobnie jak grzyby strzepkowe mogg rozwija¢ si¢ w Srodowisku
o obnizonej aktywno$ci wody. Przyjmuje si¢, ze minimalna wartos¢ a,, dla wiekszosci
z nich wynosi 0,88. Znane sa jednak szczepy osmotolerancyjne z rodzaju
Zygosaccharomyces rosngce nawet przy a,~0,60, ktore posiadaja zdolnos¢ do fermentacji
oraz odporno$¢ na niskie pH i konserwanty, powodujac psucie si¢ zywnosci o duzej
zawarto$ci cukréw. Do innych osmotolerancyjnych drozdzy zalicza si¢ szczepy rodzaju
Torulaspora, Schizosaccharomyces, Kluyveromyces, Meyerozyma, Wickerhamomyces
i Yarrowia. Drobnoustroje odporne na wysokie stezenia sacharydéw i soli mogg zatem
zanieczyszczaé zywno$¢ o niskiej aktywnosci wody jak np. suszone owoce.

Bakterie stanowia grupe drobnoustrojow rozwijajacych sie najlepiej przy
wysokich wartos$ciach a,. Przyjmuje si¢, ze zahamowanie wzrostu patogendw zywnosci
nastgpuje w zakresie a, od 0,85 do 0,98. Bardziej odporne na niedobor wody sa gram —
dodatnie szczepy z rodzaju Bacillus, Lactobacillus, Geobacillus dla ktérych minimalna
wartosc a, waha si¢ w granicach od 0,91 do 0,93, podczas gdy dla bakterii gram —
ujemnych warto$¢ ta wynosi 0,95. Wérdd drobnoustrojow chorobotwoérczych najwyzsza
odpornos¢  wykazuje gronkowiec (Staphylococcus areus) wykrywany czesto
w produktach mleczarskich i miesnych. Wyjatkowa grupa sa bakterie halofilne —
wymagajace do funkcjonowania wysokiej zawartosci soli w $srodowisku. Ich rozwdj
zostaje zahamowany dopiero przy aktywno$ci wody ponizej 0,75. Szczepy z rodzaju
Halococcus, Halomonas i Halobacterium moga bytowaé w peklowanym migsie
i solonych rybach [Kowal, 2007].

Metody obnizania aktywnosci wody

Mozliwo§¢ limitowania wzrostu drobnoustrojow, poprzez ograniczenie
dostepnosci wody, pozwolita na opracowanie metod utrwalania zywnosci polegajacych
na obnizeniu wartos$ci a,. Dzialanie substancji rozpuszczonych, okreslone za pomoca
prawa Raoulta, stanowi gtowny czynnik na podstawie ktorego opracowano wigkszo$¢
technik wydluzania trwatosci przechowalniczej zywno$ci powigzanych z obnizeniem

269



aktywnosci wody. W zalezno$ci od rodzaju utrwalanej zywnosci istnieje wiele metod
osiggania tego celu, jednak wszystkie bazujg na jednej z dwoch technik: dodatku
substancji osmoaktywnych lub usunigciu czesci wody.

Osmoaktywne utrwalanie zywnosci polega na zwigkszaniu ci$nienia
osmotycznego fazy wodnej produktu, przez co ilo§¢ dostepnej dla mikroorganizméw
wody gwaltownie si¢ zmniejsza, a przez to stanowi powazny czynnik stresogenny.
Ma to zwigzek ze specyficzng budowa blony potprzepuszczalnej, ktorej funkcja
w obecnosci substancji rozpuszczonych zostaje zachwiana. Wykazano, ze komorki
drobnoustrojow moga reagowac na stres osmotyczny na dwa sposoby. Pierwszy z nich
polega na swobodnym wyptywie wody z komorki, zmniejszeniu objetosci cytoplazmy,
co skutkuje jej $miercig. Natomiast w przypadku kiedy spadek aktywno$ci wody nie jest
bardzo duzy, komorka reaguje poprzez uaktywnienie mechanizmu osmoregulacyjnego,
w wyniku czego nastepuje szybka synteza osmolitow, zmiana przepuszczalnosci blony
i pobor wody z otoczenia. Zwigzkami syntezowanymi w warunkach stresowych sa m.in.:
glutamina, prolina, betaina u bakterii i trehaloza w przypadku drozdzy [Sochacka
i Boratynski, 2011].

W praktyce osmoaktywne utrwalanie zywnos$ci polega na dodaniu do produktu
odpowiedniej dawki cukru lub soli. Wsrod drobnoustrojow spozywczych najbardziej
oporne na wysokie st¢zenia sacharozy sa plesnie z rodzaju Aspergillus i Penicillium,
ktore moga rozwijaé si¢ nawet przy 80% stgzeniu suchej substancji, przy zalozeniu,
ze wilgotno$¢ wzgledna $rodowiska przechowywania bedzie wyzsza niz 65%. Takie
warunki mogg by¢ wynikiem skraplania si¢ wilgoci nad cieplym produktem
przeniesionym do chtodniejszego pomieszczenia. Wyzsza niz plesnie wrazliwosé na duza
zawarto$¢ cukru wykazuje wiekszo$¢ bakterii i drozdzy, ktorych rozw6j hamowany jest
juz w wyniku 65% dodatku sacharozy. Ze wzgledu na zdolnos¢ do dysocjacji, chlorek
sodu wykazuje wigksze dzialanie osmoaktywne niz cukier. Bakterie gnilne hamowane sg
juz przy 1-2% stezeniu soli, paciorkowce, drozdze oraz bakterie mlekowe do catkowitego
unieszkodliwienia potrzebujg ok. 15% dodatku. Przyjmuje si¢ zatem, ze chlorek sodu
zapewnia calkowita konserwacj¢ w stezeniach od 18% do 20%. Z uwagi na niekorzystne
dziatanie nadmiaru soli w diecie (nadcisnienie, choroby nerek) stosowanie tak wysokiego
dodatku, w produktach bezposrednio przeznaczonych do spozycia jest niemozliwe.
Produktami utrwalanymi ta metoda moga by¢ grzyby, ryby oraz migso, ktore poddaje sig¢
peklowaniu.

Wsérdéd procesdOw  pozwalajagcych na  usunigcie cze$ci wody z  produktu
spozywczego wyrdzni¢ mozna techniki mechaniczne (saczenie, prasowanie), fizyczno —
chemiczne (dodatek $rodkéw higroskopijnych) oraz dyfuzyjno — cieplne.
Najpowszechniej stosowana jest ostatnia grupa, w sktad ktorej wchodzi m.in. suszenie,
zaggszczanie oraz kriokoncentracja. W przemys$le spozywczym proces zageszczania
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prowadzi si¢ zazwyczaj poprzez odparowanie wody w wyniku kombinacji obrobki
termicznej i obnizonego ci$nienia w wyparkach prozniowych. Metoda stosowana jest
m.in. przy produkcji syropu skrobiowego, dzemow i marmolad, mleka zageszczonego
oraz wszelkiego rodzaju koncentratéw spozywczych. Kriokoncentracja polega
na wymrozeniu cze$ci wody z produktu a nastepnie jej odseparowaniu, najczgsciej
poprzez odwirowanie. Technika znajduje zastosowanie glownie przy produkcji
barwnikow 1 koncentratow, gdzie istotne jest zachowanie wszystkich labilnych
sktadnikow bioaktywnych. Najbardziej rozpowszechniona metoda usuwania wody z
produktéw spozywczych jest suszenie. W zalezno$ci od zastosowanych urzadzen oraz
parametréw procesu, zawarto$¢ wilgoci obnizana moze by¢ nawet ponizej 1%. Suszenie
wykorzystywane jest niemal w kazdym sektorze przemystu spozywczego [Lada, 2008].
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AKTYWNOSC WODY JAKO PARAMETR TRWALOSCI WYROBOW CUKIERNICZYCH

Wstep

Woda jest waznym sktadnikiem zywnosci. Stan wody w Zywno$ci zmienia si¢
w zalezno$ci od oddzialywan wody z pozostalymi jej sktadnikami. Jego opis jest
wyrazany za pomocg aktywnosci — termodynamicznego miernika potencjatu
chemicznego wody. W trakcie produkcji zywnosci i jej przechowywania zachodza
réznego rodzaju procesy chemiczne, fizyczne i biologiczne, a ich kinetyka oraz kierunek
zachodzacych zmian istotnie zaleza od aktywnosci wody w $rodowisku [Cwiertniewski
i in., 2005; Lewicki, 2003; Patacha, 2008]. Aktywno$¢ wody decyduje o przebiegu
procesow biologicznych, a zwlaszcza wplywa na rozwoj drobnoustrojow. W zwigzku
z powyzszym aktywno$¢ wody zyskata znaczenie jako krytyczny parametr kontroli
jakos$ci [Tapia i in., 2008]. Kontrola wartosci aktywnosci wody jest szczegdlnie wazna
dla zywnosci o $redniej zawartosci wody (a,, W granicach 0,85-0,60) nieprzechowywanej
w warunkach chtodniczych [Kowal, 2012]. Powszechnie przyjmuje si¢, ze drobnoustroje
nie moga si¢ rozwija¢ w zywnosci o a,, ponizej 0,6, a przyblizone warto$ci aktywnosci
wody granicznej dla rozwoju drobnoustrojow wynosza: dla bakterii 0,90, dla drozdzy
0,85, dla wickszosci plesni 0,7 [Cwiertniewicz i in., 2005; Patacha, 2008]. Wyroby
cukiernicze sg zaliczane do trwalej zywnosci, jednak istnieja doniesienia o zatruciach
Salmonellg poprzez spozycie wyrobéw czekoladowych [Cordier, 1994; Roberts, 2005;
Tamminga i in., 1977]. Zatem oznaczenie patogennych bakterii takich jak Salmonella sp.
oraz pateczek z grupy coli bedacych wskaznikiem zanieczyszczen higienicznych etapu
produkcji lub surowca, przedstawia obraz jakosci mikrobiologicznych wyrobdéw
cukierniczych. Osmofilne drozdze i kserofilne plesnie sa najwigkszym zagrozeniem
dla produktow o niskiej aktywnosci wody i wysokiej zawartoSci cukru, ze wzgledu
na mozliwos$¢ ich wzrostu podczas przechowywania tych produktow.

Celem niniejszej pracy bylo wyznaczenie aktywnosci wody wybranych wyrobow
cukierniczych, okre$lenie stosunkéw wodnych panujacych pomigdzy poszczegdlnymi
warstwami bezposrednio po wyprodukowaniu i pod koniec okresu trwatosci. Zbadano,
czy warunki przechowalnicze miaty wptyw na rozwdj lub dezaktywacj¢ drobnoustrojow.
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Material i metodyka

Badaniami objg¢to réznorodne wyroby cukiernicze. W wyrobach sktadajacych si¢
z wiece] niz jednej warstwy (Mieszanka Krakowska Maxi o smaku cytrynowym;
Michatki Biate; Sliwka w czekoladzie, Malaga czekoladka nadziewana, Czekolada
cytrynowa z zielong herbatg) przebadano caly wyrob oraz kazdg warstwe osobno,
natomiast w produktach jednorodnych (Kréwka mleczna oraz Kakao o obnizonej
zawartosci thuszczu (MT) alkalizowane) badaniom poddano caty wyrdb.

We wszystkich prébkach analizy wykonano bezposrednio po wyprodukowaniu
i pod koniec okresu trwatosci (dla kazdego produktu indywidualnie), natomiast
dodatkowo dla Mieszanki Krakowskiej i Kakao po potowie okresu trwato$ci.

W wyrobach na poczatku eksperymentu w catosci i kazdej warstwie:

1. oznaczono aktywno$§¢ wody przy uzyciu aparatu Lab Swift firmy Novasina

[PN-1SO 21807:2005];

2. wykonano badania mikrobiologiczne:
e liczbe bakterii mezofilnych tlenowych w 1 g [Pn-EN SO
4833:2004/Ap1 2005];
e obecnosc¢ pateczek Salmonella w 25g [PN-EN ISO 6579:2003];
e liczbe bakterii z grupy coliw 1 g [PN-EN 4832:2007];
e liczbe plesni i drozdzy w 1g [PN-ISO 21527-2:2009].

Aktywno$¢ wody badano w kazdej warstwie, aby zaobserwowac, czy nastapita
rownowaga pomiedzy korpusem i czekolada (Mieszanka Krakowska, Sliwka
w czekoladzie) lub polewa (Michalki Biale) oraz nadzieniem i czekolada (Malaga).
Kolejne analizy mikrobiologiczne wykonywano tylko w calym wyrobie.

Wyroby przechowywano w oryginalnych opakowaniach, w ktérych produkty
sg sprzedawane w handlu detalicznym, w klimatyzowanym magazynie w temperaturze
16-18°C.

Wyniki i dyskusja

Sposrod duzej réznorodnosci wyrobow cukierniczych do badan wybrano siedem
produktow, kazdy reprezentujacy inng grupg wyrobdw cukierniczych.

Najwyzsza aktywno$¢ wody zaobserwowano w Mieszance Krakowskiej
o korpusie galaretki agarowej, a najnizszg w Kakao MT alkalizowanym w postaci
proszku. We wszystkich wyrobach aktywno$¢ wody nie przekroczyta 0,80, czyli
zachowana jest granica bezpiecznej zywnosci (a,<0,85), w ktorej nie mogg si¢ namnozy¢
patogenne bakterie powodujace zatrucia pokarmowe. W Michatkach Biatych i Kakao
poziom a,, wyniost ponizej 0,6. Ta warto$¢ przy wlasciwym przechowywaniu gwarantuje
brak mozliwo$ci namnazania si¢ wigkszosci drobnoustrojéow. Pod koniec okresu
przechowywania poziom a, ponizej 0,6 stwierdzono réwniez w przypadku Sliwki
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w czekoladzie, Malagi oraz Czekolady cytrynowej z zielona herbatg. Wyniki
te zaprezentowano na wykresie 1.

Aktywno$¢ wody w badanych wyrobach cukierniczych
0,9
0,8 0773
’ 0,713 0,708
£ 07 0,
S 06
B 0,5
g 0,4
203
5 0,2 B poczatek badan
0’(1) koniec badan
> (4 < > > 2 O
& fF & & & @
A O S
X A o>
2> NG <
& O +
& &

Wykres 1. Aktywnos¢ wody w badanych wyrobach cukierniczych

W trakcie badan analizowano rowniez aktywno$¢ wody w poszczegodlnych
warstwach kazdego z produktu. Wyniki zebrano w tabeli 1.
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Tabela 1. Aktywno$¢ wody w badanych produktach i ich warstwach podczas
przechowywania

Czas przechowywania [miesiace] NIR
Produkt 5 3 5 5 1 4=0,05
= kuwertura 0,345 0,697 - 0,646 - 0,003
_‘% § +0,004 | £0,002 +0,002
32 korpus cukierka 0,777 | 0,735 - 0,707 - 0,004
= 40,003 | +0,001 +0,002
polewa biata 0,347 - 0,315 - - 0,026
% +0,004 +0,002
5 2| korpus cukierka 0,277 - 0,330 - - 0,008
= M 40,015 40,006
5 | Sliwka 0,622 - - 0,586 - 0,006
< 8| kandyzowana +0,002 +0,003
% 2| kowertura  ze| 0341 | - - [ 0467 | - ] 0004
7 O $liwki +0,002 +0,002
nadzienie 0,723 - - 0,600 - 0,003
© +0,001 +0,002
£ [kuwertura 0468 | - -~ | 0504 | - | 0008
= +0,003 +0,004
nadzienie 0,734 - - 0,649 - 0,004
cytrynowe zelowe | +0,001 +0,002
< | Nadzienie z| 0,387 - - 0,597 - 0,004
& 2| zielong herbatg | 0,002 +0,002
£ 2 kuwertura 0,468 - - 0,497 = [ 0,005
S 2 +0,002 +0,002
o = caty produkt 0,647 - - 0,708 - 0,005
= N +0,006 +0,002
o &
2 E
o caty produkt 0,276 - - 0,341 | 0,369 | 0,006
£ +0,005 +0,001 | £0,001
Y S

- nie dokonywano pomiaru

Poczatkowo niska aktywnos¢ wody kuwertury Mieszanki Krakowskiej
w stosunku do korpusu skutkowata szybkim wzrostem tego parametru w celu
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wyrownania wilgotnosci catego uktadu. Dane literaturowe [Mazihg, 1999] wskazuja,
ze a,, kuwertury wynosi 0,3; a waha si¢ w granicach 0,4-0,5 wedlug Roberts i in. [2005].
Badania na podobnym wyrobie cukierniczym ,,Ptasim mleczku” pobranym bezposrednio
z linii technologicznej prowadzita Kita i in. [2004]. Oznaczona przez autorke aktywnos¢
wody w korpusie wynosita 0,678, a w kuwerturze 0,672. W niniejszych badaniach
uzyskano inne wyniki. Przypuszczalnie badana kuwertura w cytowanych badaniach
zostata zdjeta z cukierka, a nie pobrana bezposrednio z linii produkcyjnej, stad uzyskano
taki wynik. Aby sprawdzi¢ ta hipoteze zbadano a, kuwertury zdje¢tej z Mieszanki
Krakowskiej w kilka dni po wyprodukowaniu i warto$¢ jej wynosita 0,706. Analizujac
zmiany a, w trakcie przechowywania mozna stwierdzi¢, ze roéwnowaga migdzy
kuwerturg, a korpusem przy wyrobach oblewanych o cienkiej warstwie kuwertury ustala
si¢ szybko. Natomiast spadek tego parametru migdzy 5, a 8 miesigcem przechowywania
wynika prawdopodobnie z tego, ze po wyrdwnaniu a,, catego produktu nastepuje dyfuzja
wody, prowadzaca do osiggnigcia rownowagi wilgoci zawartej w cukierku z otoczeniem.
Kuwertura przylegajaca scisle do korpusu utrudnia oddawanie wody, a sama wysycha
w pierwszej kolejno$ci, natomiast peknigcia w niej moga utatwi¢ oddawanie wody przez
korpus. Odnoszac si¢ do otrzymanych wynikow dla Michatkéw Biatych mozna sadzié,
ze sktad surowcowy korpusu (orzechy arachidowe, cukier puder, sproszkowane produkty
mleczne, thuszcz cukierniczy i herbatniki) ma wplyw na niska aktywno$¢ wody
w poréwnaniu z pozostatymi badanymi produktami. W trakcie badania aktywnosci wody
korpusu cukierka uzyskano najwigksze odchylenie standardowe, a sam czas pomiaru byt
w tym przypadku najdtuzszy. Jezeli probka nie znajduje si¢ w stanie wewngtrznej
rownowagi wilgotno$ciowej, to pomiar moze by¢ zaktdécony. Dotyczy to m. in. zywnosci
suszonej, pieczonej, a rowniez ukladow wielowarstwowych o zr6znicowanej a,,. Wzrost
ay W korpusie pod koniec okresu trwalosci moze by¢ zwigzany z przemiang fazowa
amorficznych sktadnikow korpusu: mleka, serwatki i laktozy w proszku oraz cukieru
puderu do stanu czeSciowo krystalicznego. W wyniku krystalizacji amorficznych
materiatlow nastepuje desorpcja wody, ktéra wplywa na wzrost aktywnosci wody
w momencie kiedy woda nie jest usuwana z uktadu [Roos, 2008; Roudaut, 2008]. Spadek
ay w polewie moze wynika¢ zaréwno z dyfuzji wody na zewnatrz cukierka, jak
i do korpusu, z racji jego nizszej aktywnosci wody.

Zaréwno w calym produkcie Sliwka w czekoladzie jaki i w §liwce kandyzowanej,
znajdujacej si¢ w srodku gotowego produktu, (rysunek 1 i tabela 1) w trakcie
przechowywania aktywno$¢ wody znaczaco si¢ obnizyta. Parametr ten wzrdst w trakcie
badania samej kuwertury zdjetej z produktu. Opakowanie tego wyrobu (torebka
papierowa i kartonik z tektury litej) pozwala na swobodna dyfuzje wody z zapakowanego
wyrobu. Aktywno$¢ wody kuwertury po 8 miesigcach przechowywania jest nadal nizsza
niz samej $liwki. Prawdopodobnie po wyrdéwnaniu si¢ a, catego uktadu zmniejszona
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dyfuzja wody ze sliwki pozwolita na migracj¢ wody z warstwy zewnetrznej i obnizenie
tego parametru dla kuwertury dazgc do wyrownania a, calego uktadu. W badaniach
Gondek i Lewickiego [2005] w owocach suszonych i kandyzowanych takich
jak rodzynki, ananasy, mango zaobserwowano po 3 miesigcach przechowywania
w $rodowisku o aktywnosci wody 0,438-0,755 osiggnigcie stanu rownowagi sorpcyjnej
z otoczeniem.

Kolejnym badanym wyrobem czekoladowym byla Malaga — czekolada
z nadzieniem pomadowo-rodzynkowym z dodatkiem alkoholu. Badajac caty produkt
(wykres 1) zauwazono znaczne obnizenie a, w produkcie. W kuwerturze w ciagu
8-miesigcznego przechowywania nastapit wzrost a,, natomiast w nadzieniu jej spadek,
aby wyrownac stosunki wodne panujace migdzy warstwami. Grubsza warstwa kuwertury
niz w wyrobach oblewanych nie przeszkodzita dyfuzji wody z nadzienia.

Czekolada cytrynowa z zielona herbata byla produktem skladajacym sie
z 3 warstw (dwoch rodzajoéw nadzienia — zelowego 1 thustego). Pomimo tak réznorodnego
uktadu warstw, a, w calej czekoladzie w ciggu 8 miesi¢cznego okresu przydatnosci
do spozycia nie zmienita si¢ znacznie. Zmiany w zakresie tego parametru nastapity
pomigdzy warstwami nadzienia zelowego i tlustego. Nastapita dyfuzja wody z nadzienia
zelowego charakteryzujgcego si¢ poczatkowo wyzszg aktywnoscia wody, ktore w trakcie
przechowywania utracito wode¢ do nadzienia tlustego, a w mniejszym stopniu
do kuwertury, ktora ta wode przyjeta.

Krowka mleczna jest produktem jednorodnym. W trakcie przechowywania
cukierka nastgpit wzrost aktywno$ci wody. Proces technologiczny produkcji tego wyrobu
moze thumaczyé wzrost tego parametru. Polega on na gotowaniu masy mlecznej z mleka
w proszku, syropu skrobiowego, cukru, masla, dodatkoéw smakowych. Odparowanie
wody z masy odbywa si¢ w wyparce w temperaturze ok. 120°C. Nastgpnie goraca mas¢
wylewa si¢ na okres 1,5-2 godzin na zimne stoly, gdzie w trakcie stygniecia zachodzi
wstepny proces krystalizacji masy, skutkiem czego po 5-7 dniach powstaje tzw. lezka.
Bezwzglednym warunkiem powstania tezki jest jak najmniejsza ingerencja w masg
chtodzonego produktu. W zaleznosci od warunkdéw przechowywania, tezka utrzymuje si¢
okoto miesigca, a pozniej nastgpuje proces catkowitej krystalizacji masy [Wyczanski,
1981]. W sktad krowki wchodzg cukry w stanie amorficznym (sacharozg, glukoze,
fruktozg, laktoze) i dlatego zachodzi ich rekrystalizacja. Przejscie ze stanu amorficznego
w stan krystaliczny polega na wydzieleniu wody i tym nalezy tlumaczy¢ wzrost
aktywnosci wody w trakcie przechowywania. Bakier [2007] przeprowadzil badania
wplywu krystalizacji glukozy w miodach na wzrost aktywno$ci wody. Stwierdzil,
ze powstawaniu fazy krystalicznej glukozy w miodzie towarzysza oddziatywania
powierzchniowe, ktoére powoduja wzrost a,. Aktywnos¢ wody po krystalizacji zalezy
od pochodzenia miodu, a przyrost a, wynosi od 0,03 do 0,05. Wykazano réowniez,
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ze nie ma korelacji miedzy wzrostem a, po krystalizacji, a zawartoscia wody
w produkcie.

Ostatnim badanym produktem bylo Kakao MT alkalizowane. W czasie
przechowywania w produkcie stopniowo nastgpowata adsorpcja wody powodujaca
wzrost aktywnosci wody. Kowalska i in. [2005] badajac whasciwos$ei sorpcyjne mieszanin
proszkow spozywczych stwierdzili, ze im wigksza byla aktywno$¢ wody $rodowiska,
w ktorym przetrzymywano probki, tym wigksza byta zdolnos$¢ chtonigcia przez nie wody.
Z ich pracy wynika, ze przy a, ok. 0,3 sila wigzania czasteczek wody uzalezniona jest
od rozmieszczenia grup hydrofilowych na powierzchni adsorbentu. Proszek kakaowy bez
dodatkow tylko czegsciowo sie rozpuszcza w wodzie, a nadanie charakteru bardziej
hydrofilowego mozna osiggnaé np. poprzez dodanie emulgatoréw [Kowalska i in., 2006].
W innych badaniach zespotu [Kowalska i in., 2011] autorzy stwierdzili, ze proszki
spozywcze naleza do grupy produktow, ktore cechuja si¢ niska poczatkowa aktywnoscia
wody, na poziomie 0,15 - 0,40, co znajduje potwierdzenie w niniejszych badaniach.
Jednoczesnie charakteryzuja si¢ wysoka higroskopijnoscia i tatwo chilona wodg
z otoczenia, co z kolei ma wptyw na ich jako$¢ i trwatos¢.

Na poczatku badan i na koniec okresu trwalo$ci wykonano analizy
mikrobiologiczne. W zadnych badanych probkach wyrobu nie wykryto obecnosci
pateczek Salmonella sp. w 25 g produktu, a liczba bakterii z grupy coli oraz plesni
i drozdzy byta mniejsza niz 10 w 1 g. Liczba drobnoustrojow mezofilnych tlenowych
(OLD) byta zroznicowana w zalezno$ci od asortymentu i warstwy poszczegdlnych
wyrobow cukierniczych. W interpretacji wynikow postuzono si¢ Rozporzadzeniem
Ministra Zdrowia z 2003 roku zal. 7 (aktualnym Rozporzadzeniem jest rozporzadzenie
Komisji (WE) nr 1441/2007, w ktérym wyroby cukiernicze jako bezpieczna
mikrobiologicznie zywno$¢ nie zostaly ujete), norm przedmiotowych i1 danych
literaturowych [Mazihg, 1999; Meursing, 1999]. W momencie rozpoczecia badan
wszystkie wyroby spelnialy powyzsze wymagania mikrobiologiczne. Brak bakterii
patogennych, bakterii wskaznikowych — grupy coli, plesni i drozdzy wskazuje
na prawidlowo przeprowadzony proces produkcyjny i uzycie dobrej jakosci surowca
wyjéciowego. Najwigksza ilos¢ drobnoustrojéw mezofilnych tlenowych (OLD) wykryto
w korpusie Michatkow Biatych, co moze by¢ zwigzane ze sktadem surowcowym oraz
technologicznym procesem produkcji (niskie temperatury). Natomiast nie wykryto
bakterii w $liwce kandyzowanej i nadzieniu zelowym czekolady cytrynowej (mniej niz
10 jtk/g), co z kolei moze by¢ spowodowane wysokg temperaturg procesu produkcyjnego,
Roéwniez w Mieszance Krakowskiej w korpusie liczba bakterii jest znamiennie niska
(10 jtk/g). Biorac pod uwage cale wyroby (Mieszanka Krakowska, Krowka mleczna,
Sliwka w czekoladzie, Malaga, Czekolada cytrynowa oraz Michalki Biate) OLD byla
niska i wynosita od 4,0-10' do 1,9-10° jtk/g, OLD dla Kakao (4,2:10° jtk/g) byto
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najwyzsze sposrod wszystkich badanych produktow, lecz miesci si¢ w zakresie zgodnym
z normg PN-A-88113:1998 (max. 1,5-10% jtk/g).

Na podstawie wynikow badan OLD w wyrobie pod koniec okresu trwatosci

stwierdzono, ze w trakcie przechowywania bakterie nie namnozyly si¢ i nie nastgpita

rowniez ich redukcja. Potwierdzaja to dane literaturowe, zgodnie z ktérymi wyroby

czekoladowe pomimo niskiej aktywnosci wody sa doskonatym srodowiskiem dla bakterii

do

przetrwania w stanie anabiozy w trakcie dlugiego okresu przechowywania [Mazigh,

1999].

Whnioski:

1.

We wszystkich badanych wyrobach cukierniczych aktywnos¢ wody na poczatku
badan nie przekroczyla 0,80, a w Michatkach Biatych i Kakao warto§¢ ta wynosita
ponizej 0,4.

W wyrobach sktadajacych si¢ z kilku warstw o znacznie roznigcej si¢ aktywnosci
wody, w trakcie przechowywania nastgpowato wyrdwnanie tego parametru dla catego
wyrobu, a nastepnie desorpcja wody do otoczenia. Przyktadem moze by¢ Czekolada
cytrynowa, w ktorej koncowa warto§¢ aktywnosci wody nie zmienita si¢ znacznie,
pomimo istotnych zmian pomi¢dzy nadzieniami i kuwertura.

W trakcie przechowywania aktywnos$¢ wody obnizyta si¢ w wiekszoSci wyrobow,
natomiast w przypadku Kréwki mlecznej nastapita przemiana fazowa prowadzaca do
krystalizacji cukrow, co wplynelo na wzrost aktywno$ci wody, podobnie jak w
przypadku Kakao MT w proszku, gdzie nastgpit wzrost, prawdopodobnie w wyniku
adsorpcji wody.

Analizowane wyroby cukiernicze spelnialty wymagania mikrobiologiczne. Brak
Salmonelii, bakterii coli oraz plesni i drozdzy $wiadczy o wiasciwie
przeprowadzonym procesie produkcyjnym i uzyciu dobrej jakosci surowca. Liczba
drobnoustrojow mezofilnych tlenowych spetniata rowniez kryteria mikrobiologiczne,
a w trakcie przechowywania bakterie te nie namnozyly si¢ i nie nastapita rowniez ich
redukcja.
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