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CHARAKTERYSTYKA BAKTERII Z RODZAJU
CAMPYLOBACTER WYSTEPUJACYCH W SUROWYM
MIESIE DROBIOWYM

BEATA BARTODZIEJSKA, ANNA SZOSLAND-FALTYN, BEATA PAZIAK-
DOMANSKA, JOANNA KROLASIK

Whprowadzenie

Po raz pierwszy pateczki Campylobacter spp. zostaty opisane w 1913 r. przez
McFadyeana i Stocmana. Poczatkowo byly zaliczane do rodzaju Vibrio. W latach
60 XX wieku wyizolowano je z katu ludzi, z objawami zapalenia jelit i wydzielono
nowy rodzaj. Zgodnie z taksonomig, rodzaj Campylobacter wraz z rodzajem
Arcobacter nalezy do rodziny Campylobacteriaceae, rzgdu Campylobacterales.

Zakazenia pateczkami Campylobacter u ludzi stanowig powazny problem
epidemiologiczny. W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrost liczby zakazen
pokarmowych, ktorych przyczyna sa te drobnoustroje. Liczba zarejestrowanych
na catym $wiecie biegunek wywotanych tymi bakteriami zbliza si¢ do p6t miliarda
rocznie. W statystykach epidemiologicznych schorzen uktadu pokarmowego
(zwlaszcza krajow uprzemystowionych) patogen ten izolowany jest od chorych
Z objawami standow zapalnych jelit 3 do 4 razy czgéciej niz Salmonella i Shigella.
W Wielkiej Brytanii, Irlandii, Holandii, Szwajcarii, Norwegii Campylobacter spp.
jest gtownym zrodtem infekcji pokarmowych [Lindgvist i Lindblad, 2008; Moran
iin., 2009; Guyard-Nicodéme i in.,, 2015]. W Stanach Zjednoczonych
Campylobacter stanowi najczestsza przyczyne biegunek (2,4 milionow
przypadkow rocznie). W Polsce kampylobakterioza jest rzadko wykrywana
choroba w wyniku niedostatecznej $wiadomosci lekarzy i braku diagnostyki
klinicznej.

Zrédla zakazen Campylobacter spp.

Campylobacter kolonizuje przewdd pokarmowy wielu gatunkéw zwierzat
domowych: bydta, $win, psow i kotow, rowniez dzikich ptakéw i ssakow,
natomiast nie namnaza si¢ w produktach zywnosciowych pochodzenia
zwierzgcego, a jedynie w nich przezywa [Wieczorek i Osek, 2010; Wieczorek
i in., 2012; Golz i in., 2014].

Bakterie te sg szeroko rozpowszechnione w przyrodzie, izoluje si¢ je rowniez
z mleka oraz wod gruntowych. Jak wynika z doniesien literaturowych, to tusze
drobiowe stanowig najwicksze potencjalne zrédlo patogennych szczepow
Campylobacter. Mechanizm zapoczatkowania infekcji na fermach pozostaje
niewyjasniony, lecz niezaleznie od zrodta zakazenia drobnoustrdj rozprzestrzenia



si¢ w stadach kurczat bardzo szybko, doprowadzajac do zakazenia 100% stada.
Z uwagi na fakt, iz brak jest u ptakéw objawoéw chorobowych, niemozliwa jest
prewencyjna eliminacja osobnikow zainfekowanych [Godlewska i Jagusztyn-
Krynicka, 2006]. Jak dotad zabiegi poprawiajace higien¢ na fermach nie daty
oczekiwanych rezultatow w  zapobieganiu zakazeniom Campylobacter.
Inne metody, stosowane do eliminacji tych drobnoustrojow, zar6wno w USA i1 UE,
polegaly na uzyciu swoistych bakteriofagéw oraz wprowadzeniu do powszechnego
stosowania szczepionki odpornosciowej dla drobiu, a takze ludzi z grup ryzyka.

Do zanieczyszczenia tusz kurczat pateczkami Campylobacter dochodzi podczas
ich uboju i rozbioru. Problemem higienicznym w ubojniach jest trudno$¢
W ograniczeniu zanieczyszczenia mikrobiologicznego drobiu rzeznego.
Drobnoustroje wystepujace na powierzchni ptakow i w ich przewodzie
pokarmowym moga by¢ rozprowadzone na calg tuszke drobiowa. Podczas catego
procesu technologicznego (skubanie, patroszenie, oparzanie, mycie, schtadzanie
itp.), nie eliminuje si¢, a jedynie obniza liczb¢ drobnoustrojow, w tym
Campylobacter, a dzielenie tuszek moze dodatkowo spowodowaé
mikrobiologiczne zanieczyszczenie migéni. Wilgotne tuszki drobiowe i ich
porowata powierzchnia skoéry zapewniaja bardzo dobre warunki przezycia tych
bakterii [Szczepanska i in., 2007].

W krajach rozwinigtych przyczyng zatru¢ pokarmowych Campylobacter spp.
jest najczesciej niedogotowany lub niedopieczony drdb, niepasteryzowane mleko
lub woda oraz zywno$¢ gotowa do spozycia (ready-to eat), ktora ulegla
kontaminacji tym patogenem [Rozynek i in., 2005; Josefsen i in., 2015]. Dlatego
tez, nalezaloby wyeliminowa¢ mozliwos¢ wystgpienia skazenia krzyzowego,
poprzez stosowanie zasad higieny w chtodniach, a takze w domowych lodéwkach
[Lindgvist i Lindblad, 2008]. Jak podaja dane literaturowe, nawet 90% tusz
kurczat, znajdujacych si¢ w sprzedazy, jest zakazonych pateczkami
Campylobacter, a 80% przypadkéw kampylobakterioz u ludzi wywotanych jest
przez spozycie, skazonego pateczkami Campylobacter spp., migsa drobiowego.

Kampylobakterioza

Zaréwno na $wiecie jak i w Polsce, obserwuje si¢ tendencje wzrostowe
spozycia migsa drobiowego. W przeliczeniu na jednego mieszkanca, w ciagu
ostatnich o$miu lat, zaobserwowano 50% wzrost konsumpcji drobiu [Mackiw
i in., 2011]. Zwigkszona produkcja, a co za tym idzie konsumpcja drobiu,
spowodowala wzrost zachorowan na kampylobakterioze u ludzi. Jest to choroba
odzwierzeca, 0 niejednoznacznych objawach, glownie ze strony przewodu
pokarmowego, od stabych do silnych stanow zapalnych jelita z krwawg i §luzowata
biegunkg. Choroba zazwyczaj rozpoczyna si¢ 2-5 dni po spozyciu zakazonej
zywnosci, moze mie¢ bardzo wyniszczajacy przebieg i trwaé¢ nawet do 10 dni.
U os6b z obnizong odpornos$cia dochodzi czgsto do uogolnionych infekcji
Campylobacter spp., zakazenia narzadow wewnetrznych i/lub posocznicy.



Konsekwencja infekcji  C. jejuni moga by¢ choroby autoimmunologiczne
(reaktywny artretyzm) lub choroby neurologiczne (zesp6t Guillaina-Barré- GBS
lub zesp6t Miller-Fisher- MFS) [Godlewska i Jagusztyn-Krynicka, 2006; Haddad
i in., 2009; Wieczorek i Osek, 2010; Ganan i in., 2012; Guyard-Nicodéme i in.,
2015]. Okoto 40 % przypadkow GBS jest nastepstwem infekcji Campylobacter,
co stanowi 1-2 przypadkéw na 1000 zdiagnozowanych infekcji. Wystapienie
objawow neurologicznych zalezne jest zard6wno od serotypu bakterii, jak réwniez
genotypu pacjenta i czynnikow regulujacych jego odpowiedz immunologiczna.
Dawka zakazna dla cztowieka jest bardzo niska i wynosi 500-800 jtk, podczas gdy
w 1 g tresci jelita kurczat rzeznych moze znajdowaésie do 10 komorek
Campylobacter spp. [Godlewska i Jagusztyn-Krynicka, 2006, Wozniak
i Wieliczko, 2009; Josefsen i in., 2015].

Charakterystyka szczepow

Do rodzaju Campylobacter naleza 32 gatunki i 13 podgatunkow
[http://www.bacterio.net]. Z przypadkéw kampylobakteriozy u ludzi, najczesciej
izolowane sg C. jejuni subsp. jejuni, C. jejuni subsp. doylei i C. coli [Krutkiewicz,
2008].

Morfologicznie sa to biegunowo urzgsione, nieprzetrwalnikujace, helikalne
Gram-ujemne bakterie o wymiarach 0,2 - 0,8 pm x 0,5 - 5,0 um. Czgsto taczace si¢
w pary i wykazujace ruch korkociggowy, widoczny w preparatach przyzyciowych.
Posiadajag formy VBNC “Zzywe lecz nie dajace si¢ hodowa¢” (VBNC - ang. viable
but nonculturable), sg oksydazo i katalazo dodatnie. Do wzrostu wymagajg
atmosfery mikroaerofilnej z podwyzszonym dodatkiem dwutlenku wegla
[Silva iin., 2011; Bolton, 2015; Josefsen i in., 2015]. Szybko ging w normalnej
atmosferze, natomiast przezywaja W Systemach pakowania z zastosowaniem
modyfikowanej atmosfery (MAP) oraz prozni (VP). Warunki te sprzyjaja
rozwojowi tych bakterii, przez co zwigksza si¢ mozliwos¢ wywolania infekcji
u ludzi, zwlaszcza, ze takie systemy pakowania sg coraz czgsciej stosowane przez
producentow $wiezego migsa, w celu wydtuzenia jego trwatosci.

Sa to drobnoustroje termotolerancyjne, zdolne do bytowania w jelicie ptakow
w temperaturze 42°C, jak 1 w przewodzie pokarmowym czlowieka. Temperaturg
optymalng do wzrostu jest 42°C. Ging w trakcie pasteryzacji (w 60°C/15 minut,)
oraz podczas chlorowania wody, sg wrazliwe na promieniowanie mikrofalowe,
a takze na niektore przyprawy np. czosnek czy oregano. Pateczki Campylobacter
sg wrazliwe na wysuszenie, a minimalna aktywno$¢ wody wymagana do wzrostu
wynosi 0,987 (2% NacCl), nie mniej jednak badania wykazaly obecno$¢ zywych
komorek tych drobnoustrojow na drewnianych deskach uzywanych do krojenia.

Pomimo, iz bakterie z rodzaju Campylobacter nie sa zdolne do namnazania
w niskich temperaturach, wykazano, iz czas ich przezywalnosci w temperaturze
2°C jest 15 razy dluzszy niz w temperaturze 20°C. Ponadto C. jejuni
moze przetrwa¢ kilka miesigcy w zamrozonym migsie [Haddad i in., 2009].


http://www.bacterio.net/

Mechanizmy chorobotworczosci Campylobacter nie zostaty w obecnej chwili
wyjasnione  w dostateczny  sposob. Oznaczono jednak szereg genow
chorobotworczosci, ktorych produkty ekspresji biora udzial w poszczegdlnych
etapach zakazenia, zwlaszcza warunkujace ruchliwo$¢, adhezje drobnoustrojow
do komorek nabtonka jelitowego czy produkcje¢ toksyn [Wieczorek i in., 2012;
Bolton, 2015].

W 2000 r. okreslona zostata catkowita sekwencja genomu Campylobacter,
a naukowcy w trzech os$rodkach w Wielkiej Brytanii pracujg nad poznaniem,
za co odpowiedzialne sa poszczegélne geny. Stwierdzono takze, ze geny
odpowiedzialne za wytwarzanie czynnikow, decydujacych o zjadliwosci tych
pateczek sa zupelie inne niz geny, kodujace substancje chorobotworcze
u pozostatych drobnoustrojow. Z drugiej strony organizmy te wydaja si¢ mie¢ kilka
kopii genu kodujacego enzym, warunkujacy zmiany na zewnetrznej powierzchni
bakterii. Okazato si¢, ze ponad jedna trzecia genéw nie ma nigdzie w naturze
znanych odpowiednikow, sugerujac, ze strategia infekcji stosowana przez
Campylobacter jest unikalna. Jeden z torow badan ma wyjasni¢ mechanizmy
ekspresji genow C. jejuni oraz ilo$¢ i rodzaj biatek wytwarzanych w sytuacji
narazenia na niekorzystne warunki S$rodowiskowe. Przeprowadzone badania
porownawcze genomoéw, transkryptomoéw 1 proteoméw wybranych szczepow
Campylobacter, potwierdzity ich genetyczng zmienno$¢é. Kazdy szczep zawiera
unikatowe geny, warunkujace glownie roznice w budowie oston komoérkowych
(lipopolisacharydu, otoczki bialkowej) oraz przebiegu procesdOw restrykeji
i modyfikacji DNA. Podstawowe geny kodujace czynniki wirulencji, czyli
adhezyny, obecne sag w genomach wszystkich szczepow. Glowne roznice
w zawarto$ci materialu genetycznego lub regulacji jego ekspresji, warunkujace
zdolno§¢ do zasiedlania rdéznorodnych nisz  ekologicznych, dotycza
prawdopodobnie zmiennosci proceséw metabolicznych tych drobnoustrojow
[Jagusztyn-Krynicka i in., 2006]. Mechanizmy tych procesow pozostaja nadal nie
w pelni poznane.

Diagnostyka laboratoryjna Campylobacter w migsie drobiowym
Termotolerancyjne bakterie z rodzaju Campylobacter izoluje si¢ zgodnie
z procedurg opisang wg PN-EN ISO 10272-1:2007. Metoda obejmuje posiew
do podlozy ptynnych namnazajagcych i na stale wybidrczo-namnazajace.
Potwierdzenie obecnosci pateczek Campylobacter przeprowadza si¢ na podstawie
oceny cech mikroskopowych, a takze biochemicznych: test na obecnos¢ oksydazy,
brak wzrostu w warunkach tlenowych, w temp. 41,5°C oraz brak wzrostu
w atmosferze mikroaerofilnej w temp. 25 °C. Réznicowanie do gatunku okresla si¢
poprzez ocen¢ wrazliwosci lub opornosci na kwas nalidyksowy i cefalotyng oraz
zdolno$¢ hydrolizy hipuranu sodu i octanu indoksylu. Ze wzgledy na coraz czesciej
obserwowang lekoopornos¢, okreslenie przynaleznosci gatunkowej jest utrudnione
i coraz mniej wiarygodne. Dlatego tez, coraz czesciej stosuje si¢ identyfikacje



gatunkowg przy pomocy testu APl Campy (bioMerieux) i/lub metoda PCR
Multiplex [Krutkiewicz, 2008; Gharst i in., 2013].

Diagnostyka, oparta o Kklasyczne metody hodowli, jest czasochtonna.
Aby skréci¢ czas wykrywania obecnosci Campylobacter, opracowano testy
serologiczne typu ,,Singlepath® Campylobacter”, pozwalajace na okreslenie
rodzaju bakterii, na etapie wstgpnego namnazania na pozywce ptynnej. Testy te
charakteryzuja si¢ wysoka swoistoscig 98 % oraz specyficznoscig 100% i moga
by¢ stosowane do monitoringu zakazen Campylobacter na poszczegolnych etapach
produkcji migsa drobiowego.

Diagnostyka kliniczna kampylobakteriozy

Diagnostyka laboratoryjna kampylobakteriozy opiera si¢ na wynikach badania
bakteriologicznego, obejmujacego  bezposrednie badanie = mikroskopowe,
najczesciej kalu lub treSci jelita grubego, oraz na izolacji i identyfikacji
drobnoustrojow. Bezposrednie przyzyciowe badanie mikroskopowe, pozwala na
stwierdzenie obecnosci ruchliwych pateczek w badanym materiale. Badane probki
materialu klinicznego posiewa si¢ na pozywki wzbogacone, najczescie]
z dodatkiem krwi, suplementowane antybiotykami, dziatajagcymi selektywnie na
wzrost drobnoustrojéw. Hodowle inkubuje si¢ w temp. 37 - 42°C od 3 do 6 dni,
w zmodyfikowanej atmosferze, o podwyzszonym do 10% poziomie dwutlenku
wegla. Nastepnie izoluje sie bakterie z rodzaju Campylobacter, a dalszg
diagnostyke, pozwalajaca okresli¢ gatunek, prowadzi si¢ na podstawie oceny cech
morfologicznych kolonii oraz cech biochemicznych, z zastosowaniem testu API
Campy. Do identyfikacji gatunkowej C. jejuni i C. coli stosuje si¢ rowniez testy
serologiczne, w ktorych bada si¢ reakcje z antygenami: biatek powierzchniowych
oraz oston komorkowych. Inne metody to biotypowanie lub fagotypowanie.
Metody biologii molekularnej stuzg gléwnie do badania homologii izolowanych
szczepow.

Lekoopornos¢ Campylobacter spp.

W ciggu kilkunastu lat oporno$¢ Campylobacter na antybiotyki
i chemioterapeutyki wzrosta prawie dwukrotnie. Dotyczy ona szczepow
izolowanych od zwierzat, ludzi jak i z Zzywno$ci i jest efektem m.in. ich
naduzywania. Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z 2005 r. ,,w sprawie rejestrow
zakazen zakladowych oraz raportdow o wystepowaniu tych zakazen” zalicza
C. jejuni do grupy drobnoustrojow chorobotworczych o szczegdlnej zjadliwosci
i opornosci wielolekowej. Jeszcze do niedawna u zwierzat rzeznych mozna byto
stosowac antybiotyki, ktore eliminowaly chorobotworcze drobnoustroje, przez co
stymulowaty wzrost ich masy ciata. Dopiero od 1998 r. w UE, a od 2006 r.
w Polsce, antybiotyki paszowe mozna stosowac jedynie w celach leczniczych.

Wysoka lekooporno$é¢ szczepow Campylobacter stanowi problem w wyborze
skutecznej antybiotykoterapii u ludzi. Lekami z wyboru, stosowanymi w leczeniu



kapylobakteriozy 1 innych niezdiagnozowanych stanéw zapalnych jelit,
sg: erytromycyna i fluorochinolony, rzadzej tetracykliny i gentamycyna. Wsrod
szczepéw izolowanych w krajach UE, wysoki odsetek stanowily pateczki
Campylobacter oporne na fluorochinolony, wrazliwe na makrolity, pochodzace od
chorych ludzi, zwierzat gospodarskich, w tym brojlerow. Opornos¢ na
fluorochinolony jest wynikiem mutacji w genie kodujacym gyraze,
zmniejszajacym powinowactwo do fluorochinolonéw. Przyczyna tego zjawiska jest
zbyt czeste stosowanie tych antybiotykow na fermach drobiu [Wasyl i Osek, 2008;
Wozniak i Wieliczko, 2009].

Dlatego tez, konieczne jest monitorowanie lekoopornosci bakterii nalezacych
do rodzaju Campylobacter, a w szczeg6lnosci C. jejuni i C. coli, gdyz sa one
w 99% przypadkéw przyczyna zachorowan ludzi. Szczepy te posiadaja geny
umozliwiajace ekspresj¢ opornosci i mogg przekazywac je innym drobnoustrojom,
jak rowniez markery odpowiedzialne za wywolywanie kampylobakteriozy u ludzi
[Guyard-Nicodéme i in., 2015].

Podsumowanie

Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnoséci (EFSA) opracowal opinig
dotyczaca wplywu na zdrowie publiczne $rodkéw kontroli, powodujacych
obnizenie wystgpowania bakterii Campylobacter u kurczat, jak rowniez w samym
miesie drobiowym oraz w jakim stopniu redukcja bakterii Campylobacter
w stadach kurczat wptynetyby na obnizenie przypadkow kampylobakteriozy wsrod
ludnos$ci UE.

Jak wynika z raportow zoonotycznych, w Europie choroba ta jest najczesciej
wystepujaca sposrod tych, gdzie czynnik etiologiczny wnika do organizmu drogg
pokarmowg. Liczba zarejestrowanych 1 potwierdzonych przypadkow tej
odzwierzgcej choroby utrzymuje si¢ na wysokim poziomie. W krajach UE w latach
2011 i 2012 odnotowano odpowiednio 220209 i 214268 zachorowan na
kampylobacterioze [EFSA, 2013; EFSA, 2014]. W 2013 r. odsetek zachorowan
u ludzi, przewyzszyt zachorowania na salmonelloze [EFSA, 2015]. Ze wzgledu na
fakt iz, wiekszo$¢ przypadkow tej zoonozy nie jest w ogole diagnozowana, szacuje
sig, ze liczba zachorowan moze sigga¢ nawet 9 miliondw przypadkdéw rocznie.
Koszt leczenia z publicznych systeméw opieki zdrowotnej oraz koszt strat
w produkcji, szacowany jest na okoto 2,4 miliardy euro rocznie w catej UE [Gdlz
iin., 2014].

Srodki zapobiegawcze, zastosowane przed ubojem moga spowodowaé spadek
przypadkéw choroby nawet o 50%. Metody te to ochrona przed wnikaniem
bakterii do budynkow hodowlanych, oraz zmniejszenie ilosci bakterii w jelitach
ptakoéw. Stosowanie ekranow przeciw owadom, obnizenie wieku rzeznego kurczat
i zaostrzenie norm higienicznych to réwniez jeden z elementdw prewencji.
Gotowanie migsa na skale przemystowa lub napromieniowania migsa, rowniez
pozwolitoby zredukowaé ilo$¢ bakterii Campylobacter, obecnych w migsie.
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Innym rozwigzaniem jest mrozenie tusz przez dwa do trzech tygodni, ktore
redukuje zanieczyszczenie mikrobiologiczne do 90 %. Jednakze jest to proces
bardzo kosztowny [Ganan i in., 2012]. Krétkoterminowe mrozenie tusz (2-3 dni),
polewanie tusz wodg o temperaturze 80°C przez 20 sekund, czy stosowanie
srodkow chemicznych takich jak np. kwas mlekowy zmniejszaja ryzyko
wystepowania bakterii od 50 do 90%. Dlatego tez, wcigz poszukuje si¢ nowych
rozwigzan, ktore skutecznie eliminowalyby te patogeny zaréwno na fermach
drobiu oraz w migsie drobiowym.
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JAKOSC HANDLOWA HAMBURGEROW DROBIOWYCH
ROZNYCH PRODUCENTOW

ANETA CEGIELKA, ROZA WOJCIK

Streszczenie

Celem pracy byla ocena jako$ci czterech sortymentéw hamburgeréw
drobiowych z dodatkiem migsa drobiowego oddzielonego mechanicznie (MDOM),
wyprodukowanych w Polsce, dostepnych w handlu detalicznym (sklep
wielkopowierzchniowy) w roku 2013. Zakres badan obejmowal oznaczenie
podstawowego sktadu chemicznego metoda spektrometrii transmisyjnej w bliskiej
podczerwieni  (NIR), oznaczenie zawartosci soli  kuchennej metoda
potencjometryczng, instrumentalny pomiar sity cigcia i parametréw barwy (L*, a*,
b*) oraz ocen¢ pozadalnosci konsumenckiej produktow. Wyniki badan wskazuja
na nieznaczne, ale statystycznie istotne zréznicowanie zawartosci biatka i ttuszczu
w hamburgerach, wynikajace najprawdopodobniej z rodzaju i ilosci MDOM
uzytego do produkcji oraz innych sktadnikéw 1 dodatkow funkcjonalnych. Roznice
w skladzie recepturowym produktow powodowaly istotne zréznicowanie
parametrow barwy. Badane sortymenty charakteryzowaly si¢ stosunkowo niska
pozadalnoscia konsumencka w zakresie wszystkich ocenianych wyrdznikow.
Najwyzszg not¢ w ocenie ogdlnej pozadalnosci uzyskal produkt cechujacy sig
najwickszym udzialem czerwieni w ogélnym tonie barwy oraz najwigksza
warto$cia sity ciecia.

Stowa kluczowe: migso drobiowe oddzielone mechanicznie, hamburgery, jako$¢

Wprowadzenie

W przetworstwie migsa w Polsce od kilkunastu lat intensywnie rozwija si¢
sektor zywno$ci wygodnej, okreslanej réwniez mianem ,,gotowej do spozycia”
[Adamczyk, 2010]. Jednym z wygodnych produktow migsnych cieszacych sig
rosnacg popularnoscig sa hamburgery drobiowe. Mimo, Ze nazwa ,,hamburger”
wywodzi si¢ od produktow wytwarzanych z wotowiny, to w praktyce
przemystowej i handlowej czesto uzywana jest rowniez w odniesieniu
do podobnych wyrobow, produkowanych z migsa zwierzat innych gatunkow,
w tym drobiu [Krauf, 2007; Krygier i Maksimowicz, 2008].

Hamburgery  drobiowe sa czesto zaliczane przez  producentow
do wyrobow garmazeryjnych ze wzgledu na specyfike procesu produkcyjnego,
obejmujacego takie etapy jak: rozdrabnianie surowca migsnego i tluszczowego
oraz obrobke termiczng gotowego wyrobu. Produkcja wyrobow tego typu stwarza
przedsigbiorstwom  przetworstwa  drobiowego  mozliwo$¢  racjonalnego

15



zagospodarowania surowcOw o ograniczonej przydatnosci technologicznej.
Z powyzszych wzgleddw hamburgery drobiowe zawieraja w skladzie surowcowym
migso drobiowe oddzielone mechanicznie (MDOM) oraz migso pozyskane
z tuszek nizszych klas jako$ciowych, np. kur po okresie nie$nosci [Grabowski
i Kijowski, 2004].

MDOM jest rozdrobniona masa migso-tluszczowa, otrzymana z catych,
schtodzonych lub zamrozonych tuszek patroszonych lub fragmentow tuszek
(oprocz glow, tap 1 skory szyi) pozbawionych najcenniejszych mie$ni,
tj. piersiowych i udowych. Higieniczne warunki jego produkcji okreslono
W rozporzadzeniu (WE) nr 853/2004.

Migso drobiowe oddzielone mechanicznie jest surowcem tatwo dostepnym
i wzglednie tanim. Wynika to z rosngcej produkcji drobiu rzeznego i koniecznos$ci
zagospodarowania coraz wickszej ilosci kosci mostka i grzbietu oraz nog wraz
Z przyleglymi fragmentami tkanki migsniowej, tacznej i thuszczu, jakie pozostaja
po wykrojeniu migsni piersiowych i udowych. MDOM rézni si¢ od migsa
wykrawanego recznie lub maszynowo pod wzglgdem konsystencji, sktadu
chemicznego, trwatosci przechowalniczej oraz wilasciwosci technologicznych,
co ogranicza jego wykorzystanie przetworcze do produktéw poddawanych obrébce
termicznej. Jednak jego cechy jakoSciowe sprawiaja, ze jest ono wystarczajaco
atrakcyjnym surowcem do produkcji przetworow migsnych znacznym stopniu
rozdrobnienia, do ktorych nalezg wyroby garmazeryjne [Perlo i in. 2006; Pietrzak
i in. 2011; Stangierski i in., 2011; Betkot i in., 2013].

Jako$¢ drobiowych produktow garmazeryjnych, rozumiana m.in. jako
spetnieniec wymagan w zakresie cech sensorycznych, jest uzalezniona od udziatu
MDOM w sktadzie surowcowym [Perlo i in. 2006]. W praktyce MDOM stanowi
czgsto nawet powyzej 70% masy wszystkich surowcow uzytych do produkcji
[Betkot i in., 2013]. Sktadniki niemigsne stosowane poza surowcami drobiowymi,
takie jak sktadniki skrobiowe oraz preparaty biatkowe, stuza natomiast uzyskaniu
zamierzonej jakos$ci technologicznej oraz wydajnosci produktu gotowego [Krygier
i Maksimowicz 2008; Pereira i in. 2011].

Celem niniejszej pracy byta ocena jakosci dostgpnych w handlu detalicznym
hamburgeréw drobiowych, ktorych podstawowym sktadnikiem bylo MDOM
z kurczat 1 indykow.

Material i metody badan

Material do badan stanowily cztery sortymenty hamburgeréw drobiowych
wytworzone przez polskich producentow, zakupione w drugiej potowie 2013 roku
na rynku warszawskim w sklepie wielkopowierzchniowym (nalezacym
do jednej z duzych sieci handlowych), w czterech seriach obejmujacych rozne
partie  produkcyjne.  Sktadniki  surowcowe hamburgeréw  drobiowych
na podstawie informacji zamieszczonych na etykietach przedstawiono w Tabeli 1.
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Tab. 1. Sktad surowcowy hamburgerow drobiowych
Oznaczenie
produktu

Sktad surowcowy

migso oddzielone mechanicznie z kurczat 73%, woda, maka
pszenna (gluten), sol spozywcza, wzmacniacz smaku E 621,

A mieszanka przypraw, aromaty, maka sojowa, biatko sojowe,
skrobia ziemniaczana, regulator kwasowosci: E 262i,
przeciwutleniacze: E 330, E 300, substancja konserwujaca E 250
migso oddzielone mechanicznie z kurczat 75%, woda, maka
pszenna (gluten), skrobia ziemniaczana, maka sojowa, biatko
sojowe, sOl, mieszanka przypraw, wzmacniacz smaku: E 621,
substancja konserwujaca E 250

migso oddzielone mechanicznie z kurczaka, woda, maka pszenna
(gluten), biatko sojowe, sol, olej roslinny, substancja konserwujaca
C E 250, maltodekstryna, dekstroza, wzmacniacz smaku E 621,
przeciwutleniacz E 316, substancja spulchniajaca E 5031,
przyprawy, aromaty

mig¢so oddzielone mechanicznie z indyka 38,7%, migso indycze
25,8%, woda, maka pszenna, regulator kwasowosci: E 503,
skrobia, biatko sojowe, sol, przyprawy, aromaty, olej ro§linny,
maltodekstryna, glukoza, wzmacniacz smaku: E 621,
przeciwutleniacz: izoaskorbinian sodu, substancja konserwujaca:
azotyn sodu

Czg$¢ analityczna pracy obejmowata oznaczenia zawarto$ci wody, biatka
i thuszczu w hamburgerach drobiowych metodg spektrometrii transmisyjnej
w bliskiej podczerwieni (NIR) [PN-A-82109:2010] przy uzyciu aparatu Infralab
710 (Envag, Polska) oraz NaCl przy uzyciu potencjometru TitroLine (Metrohm,
Szwajcaria). Pomiar parametréw barwy (L*, a* b*) metoda odbiciowa
wykonywano przy uzyciu kolorymetru Minolta CR-200 (Konica Minolta, Japonia)
z otworem pomiarowym o S$rednicy 8 mm, przy nastepujacych parametrach:
o$wietlenie Dgs, obserwator o polu widzenia 10°. Przed kazdg partia pomiarowa
aparat kalibrowano stosujac wzorzec bieli. Pomiar barwy wykonywano w uktadzie
CIE (1978) L*a*b* w ftrzech roznych punktach na powierzchni produktu,
a uzyskane wyniki usredniano. Pomiar tekstury hamburgerow wykonywano
przy uzyciu maszyny wytrzymato§ciowej Zwicki 1120 (Zwick, Niemcy). Mierzono
warto§¢ maksymalnej sity niezbednej do przecigcia probki  produktu
(90 x 40 x 8 mm) za pomocg przystawki Warnera-Bratzlera wyposazonej w noz
ptasko Sciety, poruszajacy si¢ z predkoscig 50 mm/min. Pomiar wykonywano
trzykrotnie, a uzyskane wyniki usredniano.

Oceng pozadalnosci konsumenckiej hamburgerow drobiowych ogrzanych
na grilu elektrycznym do temperatury w centrum 55-60°C wykonywat
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10-osobowy zespot (5 kobiet i 5 mezczyzn, wiek oceniajacych 20-55 lat)
na podstawie strukturowanej graficznej skali 10-punktowej, na ktérej 0 oznaczato
najmniejsza, a 10 pkt najwicksza pozadalno$¢ danej cechy. Ocenie poddano:
barwe, smakowito$¢, twardos¢, soczystos$¢ i ogolng pozadalnos$¢ produktéw. Kazda
z 0sOb otrzymywala do oceny cztery zakodowane probki hamburgerow (Ewiartki
produktéw) oraz wode do przeptukania jamy ustnej. Przed przystapieniem do
oceny organoleptycznej zespot oceniajacy przeszkolono definiujac poszczegdlne
wyrozniki jakos$ci oraz sposdb wykonywania oceny. Smakowito$¢ zdefiniowano
jako ogdlne wrazenie smakowo-zapachowe podczas zucia i przelykania kesa
produktu, twardo$¢ jako ,sile” niezbedna do rozdrobnienia kesa produktu
do postaci umozliwiajacej potkniecie, za§ soczystos¢ jako ,.stopien nawilzenia”
produktu odczuwalny w jamie ustnej.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej (program Statgraphics Plus
4.1, Manugistics, USA) stosujac jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (p<0,05).
Testowanie szczegblowe wykonano za pomoca testu Tukeya (p<0,05).
W przypadku kazdego sortymentu hamburgeréw analize sktadu chemicznego
wykonywano o$miokrotnie (dwa pomiary dla kazdej z czterech partii
produkcyjnych; n=8), pomiar barwy oraz sily cigcia dwunastokrotnie (trzy pomiary
dla kazdej z czterech partii produkcyjnych; n=12). W przypadku oceny
sensorycznej analizie poddano 40 probek (dziesigé probek w czterech sesjach;
n=40). W celu okreslenia zaleznosci migdzy wybranymi wyrdznikami jakosci
organoleptycznej oraz fizyko-chemicznymi przeprowadzono analiz¢ korelacji
liniowej.

Wyniki i dyskusja

W skladzie surowcowym receptur ocenianych sortymentéw hamburgerow
drobiowych znajdowato si¢ migso drobiowe oddzielone mechanicznie z kurczat
(produkty A, B i C) lub z indyka (produkt D; Tab. 1). Udziat MDOM byt
zréznicowany i1 wynosit od 38,7% (produkt D) do 75% (produkt B). W produkcie
D opréocz MDOM uzyto migsa indyczego, w pozostalych produktach nie
znajdowaly si¢ surowce migsne. W przypadku produktu C nie podano ilosciowej
zawartosci MDOM. Umieszczenie tego surowca na pierwszym miejscu w wykazie
sktadnikow pozwala jedynie wnioskowaé, iz dominowal on pod wzgledem
ilosciowym. Sktadnikami niemigsnymi uzytymi do wytworzenia produktow byly:
woda, maka pszenna, skrobia ziemniaczana, sol spozywcza, wzmacniacze smaku,
mieszanki przypraw, aromaty, maka sojowa, biatko sojowe, olej roslinny, regulator
kwasowosci.

W  badaniach chemicznych ocenianych wyrobéw, mimo ré6znorodno$ci
surowcow uzytych do produkcji, stwierdzono nieistotne (p>0,05) rdznice
w zawarto$§ci wody i soli kuchennej (Tab. 2). Natomiast produkty B i D
zawieraly istotnie (p<0,05) wigcej biatka niz produkt A. Najmniej tluszczu -
istotnie (p<0,05) mniej niz produkty A i B —i najwigcej wody zawieral produkt C.
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Oceniane produkty rynkowe wykazywaty zgodno§¢ z wymaganiami zawartymi
w nieobligatoryjnej normie PN-A-86528:1996 dla drobno rozdrobnionych
wyrobow garmazeryjnych gotowych z migsa drobiowego, w ktorych zawartosé

thuszczu nie powinna by¢ wigksza niz 30%, za$ soli kuchennej niz 2,5%.

Tab. 2. Chemiczne i fizyczne wyrdzniki jako$ci hamburgeréw drobiowych

Produkt
Cecha A B C D
X + SD X + SD X = SD Xg = SD
Zawartos$¢ 66,63 +0,59a | 66,43 +0,64a | 67,13+0,15a 66,71 £ 0,40a
wody [%]
Zawartosc 15,61 +0,13a | 16,11 £029b | 15,91 +0,31ab | 16,03 + 0,34b
biatka [%]
Zawartos% 14,68 £0,77b | 17,73 +1,37b | 13,03 +0,75a 13,53+ 0,91ab
thuszezu [%]
Zawarto$¢
NaCl [%] 2,02£0,01a | 1,99+0,05a | 2,01+0,10a | 2,060,062
Sila cigcia [N] 10,32 + 0,69a 10,79 £ 1,08a 17,79 £ 1,23¢ 11,73 £ 1,06b
Parametr 4585+ 1,23b | 4793+ 1,11c | 41,21 +1,26a 54,49 £ 1,99d
barwy L*
Earame{ 14,54=0381b | 1549+ 1,11b | 16,73+ 1,16c | 12,28+ 0,81a
arwy a
Parametr 11,48 +1,10a | 13,13+ 1,090 | 11,69+ 1,65a 15,00 + 1,58¢
barwy b*

Xg — warto$¢ $rednia, SD — odchylenie standardowe, a,b — wartoSci $rednie
W wierszu oznaczone réznymi literami rdznig si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05)

Wyniki uzyskane w niniejszej pracy sg zblizone do wynikow przedstawionych
przez innych autorow. Wedlug Krygiera i Maksymowicz [2008] zawarto$¢ biatka
i thuszczu w hamburgerach dostepnych na polskim rynku wynosita odpowiednio:
10,1+24,2% oraz 8,2+20,5%. Tak szeroki rozstep wynikéw wynikat z faktu,
iz ocenie poddano produkty o réznym sktadzie surowcowym: wolowe, drobiowe,
rybne 1 warzywne. Natomiast Cegietka i Peczkowska [2008] w badaniach jakosci
hamburgeré6w drobiowych z migsa indyczego oddzielonego mechanicznie
stwierdzily, ze produkty te zawieraly od 62,6 do 63,2% wody, od 15,5 do 15,9%
biatka i od 13,6% do 15,2% ttuszczu.

Réznice w skladzie recepturowym produktéw, polegajace na roznym udziale
MDOM oraz doborze sktadnikow niemigsnych wspomagajacych biatka migsniowe
w ksztaltowaniu tekstury mialy istotny wplyw na site cigcia hamburgerow
drobiowych (Tab. 2). Istotnie (p<0,05) najwigkszg silg cigcia cechowat si¢ produkt
C. Byt to produkt o najmniejszej zawartosci thuszczu sposrod poddanych ocenie.

Dane literaturowe wskazuja, ze tekstura produktow migsnych typu ,,burger”
moze by¢ modyfikowana réwniez przez zastosowanie skladnikow
weglowodanowych, np. preparatow btonnikowych. Na podstawie instrumentalnych
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pomiaréw sily cigcia wykazano, ze wprowadzenie blonnika pszennego do sktadu
recepturowego skutkowalo istotnym zwigkszeniem twardosci hamburgerow
wotowych [Cegietka i Bonderski, 2010] oraz hamburgeréw z migsa indyczego
oddzielonego mechanicznie [Cegietka i Peczkowska, 2008].

Badane sortymenty hamburgeréw drobiowych roznity sie migdzy sobg istotnie
(p<0,05) pod wzglgdem wszystkich mierzonych parametrow barwy: L*, a* i b*
(Tab. 2). Sposrod wszystkich czterech wyrobow istotnie (p<0,05) najjasniejsza
barwag 1 najmniejszym udzialem czerwieni w ogdélnym tonie barwy
charakteryzowat si¢ produkt D, w skladzie ktérego znajdowalo si¢ migso
oddzielone mechanicznie z indyka oraz migso indycze wykrawane recznie.
Natomiast istotnie (p<0,05) najmniejszg warto$¢ parametru L* oraz najwicksza
warto§¢ parametru a* barwy stwierdzono dla produktu C. Mimo, ze producent
wyrobu C nie podal iloSciowego udzialu migsa oddzielonego mechanicznie
z kurczat w sktadzie surowcowym, to ciemna barwa oraz wysoki udziat czerwieni
w tonie barwy moglyby wskazywa¢ na wysoka zawarto$¢ tego sktadnika.
Na barwe produktow migsnych moze mie¢ takze wplyw ilo§¢ i rodzaj uzytych
przypraw, jednak w przypadku wyrobu C nie podano szczegétowo, jakie
przyprawy uzyto, ograniczajac si¢ jedynie do wymienienia kategorii sktadnikow.

W innych badaniach dotyczacych zywnos$ci wygodnej Perlo i in. [2006]
wykazali, ze zwigkszanie udziatu MDOM kosztem migsa wykrawanego recznie
w sktadzie surowcowym nuggetsow z kurczat spowodowato wzrost wartosci
parametru a* i obnizenie wartosci parametru L* barwy. Natomiast Pereira
i in. [2011] zalecajg zastosowanie dodatku biatka kolagenowego do parowek
wyprodukowanych z udziatem MDOM w celu ograniczenia obnizenia wartosci
parametru a* barwy oraz zapobiezenia istotnemu obnizeniu twardosci
instrumentalnej produktu.

Wyniki oceny pozadalnosci konsumenckiej hamburgeréw drobiowych
wskazuja, ze badane sortymenty charakteryzowaty si¢ stosunkowo niska jakosScig
sensoryczna, gdyz noty srednie uzyskane w ocenie poszczegoélnych wyrdznikow
sensorycznych nie byly wyzsze niz 5,6 pkt w skali 10-punktowej (Tab. 3). Badane
produkty nie roéznity si¢ statystycznie istotnie (p>0,05) pod wzgledem pozadalnosci
barwy, twardoSci oraz soczystosci. Analizujgc wyniki oceny barwy mozna
przypuszczaé, iz nieco bardziej pozadang barwag wséréd hamburgeréw drobiowych
jest barwa ciemniejsza. Na podstawie analizy korelacji liniowej nie stwierdzono
jednak istotnej zaleznosci miedzy konsumencka pozadalno$cia barwy
hamburgeréw a warto$cig parametrow barwy L* i a* mierzonych instrumentalnie
(warto$¢ wspotczynnika korelacji odpowiednio: r = -0,003 i r = 0,005).

Produkt C, cechujacy sie najwigksza warto$cia sity ciecia i najmniejsza
zawartos$cig thuszczu uzyskat note sredniag w ocenie twardosci nieistotnie (p>0,05)
wyzsza w stosunku do pozostatych hamburgerow. Twardo$¢ hamburgerow
drobiowych oceniana przez konsumentow nie byla jednak statystycznie istotnie
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skorelowana z sitg cigcia oraz zawartoscig thuszczu w produktach (wartosc
wspotczynnika korelacji odpowiednio: r=-0,006 i r = 0,167).

Tab. 3. Wyniki oceny pozadalnosci konsumenckiej hamburgeréw drobiowych

Produkt

Cecha A B C D
Xg £ SD X = SD Xe £ SD Xg £ SD
Barwa [pkt] 43+1,9a 41+1,5a 49+24a 48 +1,8a
[s;‘;‘]kowmsc 52+16a | 42+21a | 52+23ab | 5.6%19b
Twardos¢ [pkt] 39+ 13a 39+24a 48 +2.0a 4,1+12a
Soczystos$¢ [pkt] 44 +1,7a 48+2,1a 42 +22a 43 +1,8a
Ogolna

43+19a 43+1,8a 5,2+2,0b 4,8 +1,9ab

pozadalnos¢ [pkt]
Objasnienia jak do Tab. 2.

Produkt B, zawierajacy najwigcej thuszczu, oceniono jako najbardziej pozadany
pod wzgledem soczystosci. Stwierdzone réznice nie byly jednak istotne (p > 0,05)
statystycznie. Ponadto wykazano, ze soczystos¢ hamburgeréw nie byla istotnie
liniowo zalezna od zawartosci thuszczu i wody (warto$¢ wspotczynnika korelacji
odpowiednio: r = 0,161 i r = -0,156).

Najbardziej pozadang smakowito$cig cechowat si¢ produkt D, ktory w ocenie
tego wyroznika uzyskat istotnie (p<0,05) wyzsza note¢ $rednig niz produkty A i B.
W skladzie surowcowym tego wyrobu oprocz migsa indyczego oddzielonego
mechanicznie zastosowano migso indycze wykrawane maszynowo.

Najwyzszg note w ocenie ogolnej pozadalnosSci uzyskal produkt C, ktory
oceniono jako istotnie bardziej pozadany niz produkty A i B. Analizujac uzyskane
wyniki oceny pozadalnosci konsumenckiej - pomimo nieistotnych rdznic -
stwierdzono, ze produkt ten byl preferowany przez oceniajacych pod wzgledem
pozadalnosci barwy i twardosci. Pod wzgledem smakowito$ci produkt C nie r6znit
si¢ istotnie od produktu D, ocenionego jako najbardziej pozadany.

Na potrzebe optymalizacji udziatu MDOM w skladzie surowcowym wyrobow
garmazeryjnych i zaliczanych do zywno$ci wygodnej w celu otrzymania gotowego
produktu w peli satysfakcjonujacego pod wzgledem sensorycznym wskazuja
wyniki uzyskane przez Perlo i in. [2006]. Autorzy podaja, ze zastapienie
w skladzie nugettsow do 40% migsa wykrawanego recznie przez MDOM
nie pogorszylo istotnie wygladu 1 barwy oraz twardosci produktu
finalnego. W przypadku produktow typu ,burger” pogorszenie odbioru
sensorycznego niektorych wyroznikow jakosci moze by¢ spowodowane
zastgpieniem tluszczu zwierzecego olejem ro$linnym [Cegietka, 2011]
lub zastosowaniem dodatku btonnika pszennego [Cegietka i Bonderski, 2010].
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Whioski

1.

Oceniane sortymenty hamburgeréw drobiowych rdéznily si¢ nieznacznie, ale
statystycznie istotnie pod wzgledem zawartosci biatka 1 thuszczu,
co najprawdopodobniej wynikato z odmiennego sktadu recepturowego, tj. ilosci
MDOM oraz zastosowania sktadnikow niemigsnych.

Roéznice w skladzie recepturowym produktow miaty istotny wplyw na sile
ciecia hamburgerow drobiowych. Istotnie najwyzsza silg cigcia cechowatl sie
produkt o najmniejszej analitycznej zawartosci thuszczu sposréd poddanych
analizie.

Istotnie najjasniejsza barwa i najmniejszym udzialem czerwieni w barwie
cechowal si¢ wyréb wyprodukowany z migsa oddzielonego mechanicznie
z indyka. Produkt ten jako jedyny zawieral w skladzie surowcowym oprocz
migsa oddzielonego mechanicznie migso drobiowe (indycze) wykrawane
mechanicznie.

Wyniki oceny pozadalnosci konsumenckiej hamburgerow drobiowych
wskazuja, ze badane sortymenty hamburgerow charakteryzowata stosunkowo
niska jako$¢ sensoryczna. Istotnie najwicksza ogolna pozadalnoscia
konsumencka cechowat si¢ produkt charakteryzujacy si¢ najwigksza sila cigcia
oraz najwickszym udziatem czerwieni w ogélnym tonie barwy. Na podstawie
analizy korelacji liniowej nie stwierdzono statystycznie istotnej zaleznoS$ci
miedzy ogoélng pozadalnoscia sensoryczng hamburgeréw drobiowych
a wyréznikami jakosci okre§lanymi z zastosowaniem metod instrumentalnych:
silg ciecia, jasnoscig barwy (L*), udzialem barwy czerwonej (a*) oraz udzialem
barwy zo6ttej (b*) w ogdlnym tonie barwy.
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FENOTYPOWA I GENOTYPOWA OPORNOSC NA ANTYBIOTYKI
SZCZEPOW Z RODZAJU ENTEROCOCCUS IZOLOWANYCH
Z. ZYWNOSCI GOTOWEJ DO SPOZYCIA

WIOLETA CHAJECKA-WIERZCHOWSKA, ANNA ZADERNOWSKA,
LUCJA LANIEWSKA-TROKENHEIM

Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie fenotypowej i genotypowej opornosci
na antybiotyki szczepow z rodzaju Enterococcus spp. izolowanych z zywnosci
(n=60) przeznaczonej do bezposredniego spozycia, zakupionej w barach,
restauracjach i fast foodach. Wyizolowano 48 szczepow, ktore technika PCR
zidentyfikowano jako: E. faecalis (n=21), E. faecium (n=16), E. casseliflavus
(n=6), E. durans (n=3), E. hirae (n=2). Najwickszy odsetek szczepow wykazywat
oporno$¢ na tetracykline (50,0%), streptomycyne (43,8%), erytromycyne (43,8%)
i rifampicyn¢ (35,4%). U izolatdéw fenotypowo opornych na tetracykling
najczesciej stwierdzano obecnos¢ gendéw tet(M) i tet(L), rzadziej tet(K).
U wszystkich izolatow z genem tet(M) obecny byl transpozon koniugacyjny
z rodziny Tn916/Tn1545. Oporno$¢ na makrolidy kodowana byta najczesciej przez
gen erm(B). Najczesciej oznaczanym genem wS$rod izolatdéw opornych
na aminoglikozydy byl ant(6°)-1a.

Stowa kluczowe: Enterococcus spp., antybiotykoopornos¢, geny opornosci

Wprowadzenie

Narastanie lekoopornosci wsrdd bakterii przez lata skupiato uwage badaczy
gtownie na zagadnieniach zwigzanych z Kklinicznymi aspektami tego zjawiska.
Dopiero od niedawna uwage badaczy skupiajg inne obszary. Badania wykazaty
m.in., ze jednym ze zrodel rozprzestrzeniania antybiotykoopornosci moga byc¢
szczepy izolowane z zywnosci [Gazzola i in., 2012; Wang, 2012].

Paciorkowce z rodzaju Enterococcus s3, =zaraz po mikroflorze
przetrwalnikujacej, jednym z najbardziej odpornych na warunki panujace podczas
przetwarzania zywnosci rodzajem bakterii. Sg w stanie przezy¢ w temperaturze
60°C/30 minut. Charakteryzuja si¢ duzymi zdolnosciami adaptacyjnymi. Rosng
w zakresie temperatur od 10 do 45°C, przy pH 4,5-9,6, w obecnosci 6,5% NaCl,
tolerujg tez wysokie stezenia z6Olci (do 40%) [Foulquie Moreno i in., 2006].
Wszystkie te cechy sprawiaja, ze czesto stanowig tzw. ,,mikroflore resztkowg”
w zywnos$ci. Znaczenie paciorkowcdéw z rodzaju Enterococcus w zywnosci ma
dwojaki charakter. Przez wiele lat ich obecno$¢ w zywnoSci wigzano
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z niedostateczng jako$cig higieniczng. Z drugiej strony ze wzgledu na zdolnos¢
do metabolizowania cytrynianéw odgrywaja istotng role w produkcji serow
dojrzewajacych w rejonach $rodziemnomorskich [Schirru i in., 2012]. Ponadto,
mimo, ze przez wiele lat uwazane byly za drobnoustroje niepatogenne, obecnie
obserwuje si¢ rosngce znaczenie enterokokow jako czynnika etiologicznego
zakazen u ludzi, glownie szpitalnych. Enterokoki wywotujg zakazenia o bardzo
roznym obrazie klinicznym: bakteriemie, posocznice, zapalenie wsierdzia,
zakazenia drog moczowych czy zakazenia uktadu oddechowego [Lindenstrau i in.,
2011].

Wiele publikacji po$wigcono charakterystyce enterokokéw pochodzenia
klinicznego, natomiast wiedza na temat antybiotykoopornosci i obecno$ci genow
kodujacych oporno$¢ u izolatéw z zywnosci jest wcigz znikoma. Ponadto
wiekszo§¢ autorow skupia swoje badania na zywno$ci surowej, ktéra przed
konsumpcja jest poddawana obrobce (chociazby termicznej), podczas ktorej
wiekszo§¢ mikroorganizmow 1 przenoszonych przez nie gendéw opornosci ulega
zniszczeniu. Niewielka liczba doniesien traktuje o zywnosci gotowej do spozycia
jak sery czy kielbasy, natomiast brak jest doniesien na temat zywno$ci serwowane;j
w barach, restauracjach i fast foodach. W krajach rozwijajacych si¢ tego typu
zywno$¢ jest coraz chetniej spozywana przez konsumentow. Totez celem
prowadzonych badan bylo okreslenie czestosci wystgpowania szczepow z rodzaju
Enterococcus w probkach zywno$ci przeznaczonej do bezposredniego spozycia
serwowanej w barach, restauracjach i fast foodach, okreslenie wsrdd nich liczby
szczepoOw opornych na antybiotyki oraz oznaczenie obecnosci determinant
genetycznych odpowiedzialnych za oporno$¢ na antybiotyki.

Material i metody badan

Badaniom poddano 60 prébek dan gotowych do spozycia: sushi, kebaby,
satatki, kanapki. Nawazke 10g namnazano w 90ml zbuforowanej wody peptonowej
(Merck) w 37°C/24h. Po inkubacji wykonywano posiew izolacyjny na podtoze
Slanetz’a i Bartley’a (Merck) - 37°C/24h. Celem identyfikacji, charakterystyczne
kolonie przesiewano na podloze BHI agar (Merck), wyroste po inkubacji
(37°C/24h) kolonie zawieszano w buforze Tris-EDTA i poddawano lizie
lizosomem (0.6 mg/ml) (A&A Biotechnology). DNA genomowe izolowano
z uzyciem zestawu Genomic Mini DNA purification kit (A&A Biotechnology).
Identyfikacje technikg PCR prowadzono zgodnie z protokotami zaproponowanymi
przez innych autoréow (Tab. 1.). Okreslano przynaleznos$¢ szczepéw do gatunkow:
E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. durans, E. hirae.
Rozdzial produktéw reakcji PCR prowadzono w 1,5% zelu agarozowym
(Promega) w buforze 1xTBE (pHS,3). Wielkos¢ produktow amplifikacji
wyznaczano markerem wielkosci 100pz (Thermo Scientific, Fermentas).
Zele barwiono bromkiem etydyny i wizualizowano z pomocg $wiatta UV
w transluminatorze (Gel-doc; Bio-Rad Hercules). W badaniach zastosowano
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startery zsyntetyzowane w Pracowni

Sekwencjonowania DNA i

Syntezy

Oligonukleotydow (Instytut Biochemii i Biofizyki PAN w Warszawie).

Tab. 1. Sekwencje starterow uzytych w reakcjach PCR do identyfikacji izolatow

Rodzaj/gatunek Sekwencja starteréw (5°— 3°) Pr(odeL)Jkt Zrédlo

Enterococcus spp. TCAACCGGGGAGGGT 733 Deasy i in., 2000
ATTACTAGCGATTCCGG

E. faecalis TCAAGTACAGTTAGTCTTTATTAG 941 Dutka-Malen i in.,
ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT 1995

E. faecium TTGAGGCAGACCAGATTGACG 658 Dutka-Malen i in.,
TATGACAGCGACTCCGATTCC 1995

E. casseliflavus CGGGGAAGATGGCAGTAT 488 Kariyama i in., 2000
CGCAGGGACGGTGATTTT

E. gallinarum GGTATCAAGGAAACCTC 822 Kariyama i in., 2000
CTTCCGCCATCATAGCT

E. durans TTATGTCCCWGTWTTGAAAAATCAA 186 Knijff i in., 2001
TGAATCATATTGGTATGCAGTCCG

E. hirae TTTTGTTAGACCTCTTCCGGA 377 Knijff i in., 2001

W celu potwierdzenia specyficznosci zastosowanych metod, przeprowadzono
réwnoczesnie reakcje z DNA szczepow referencyjnych: E. faecalis ATCC 29212,
E. faecium ATCC 19434, E. gallinarum ATCC 49573, E. casseliflavus ATCC

25788, E. durans ATCC 6056, E. hirae ATCC 8043.

Tab. 2. Sekwencje starterow uzytych do detekcji transpozonu Tn916/Tn1545 oraz
genow kodujacych opornos¢ na antybiotyki w reakcjach PCR

Gen Sekwencja starteréw (5°— 3°) Pr(op dzl)Jkt Zrédlo
GTGGACAAAGGTACAACGAG
tetM CGGTAAAGTTCGTCACACAC 406 Roberts, 1994
TGGTGGAATGATAGCCCATT
tetL CAGGAATGACAGCACGCTAA 229 Roberts, 1994
TTATGGTGGTTGTAGCTAGAAA .
tetk AAAGGGTTAGAAACTCTTGAAA 348 Gevers i in., 2003
et GAGAGCCTGCTATATGCCAGC 168 Aminov i in., 2001
GGGCGTATCCACAATGTTAAC
ACGGARAGTTTATTGTATACC o
tetO TGGCGTATCTATAATGTTGAC 171 Aminov i in., 2001
TGGTATTCCAAATGCGTAATG o
ermB CTGTGGTATGGCGGGTAAGT 745 Latini i in., 1999
(6")-1e-anh(2")-1 CAGAGCCTTGGGAAGATGAAG 348 Vakulenko i in.,
aac(6’)-1e-aph(2”)-1a TCGTGTAATTCATGTTCTGGC 2003
aph(2)-1b CTTGGACGCTGAGATATATGAGCAC g67 Vakulenko i in.,
P GTTTGTAGCAATTCAGAAACACCCTT 2003
aph(2”)-Ic CCACAATGATAATGACTCAGTTCCC 444 Vakulenko i in.,
P CCACAGCTTCCGATAGCAAGAG 2003
1 GTGGTTTTTACAGGAATGCCATC 641 Vakulenko i in.,
aph(2”)-| CCCTCTTCATACCAATCCATATAACC 2003
b3l GGCTAAAATGAGAATATCACCGG 503 Vakulenko i in.,
p CTTTAAAAAATCATACAGCTCGCG 2003
- CAAACTGCTAAATCGGTAGAAGCC sou Vakulenko i in.,
ant(4)-12 GGAAAGTTGACCAGACATTACGAACT 2003
int (Tn916/Tn1545) gg\gg‘éﬁgg‘%ﬂgggﬁg 1028 Geversiin., 2003
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Oporno$¢ na antybiotyki oznaczano metoda dyfuzyjno-krazkowa, zgodnie
z wytycznymi KORLD (Krajowegy Os$rodek Referencyjny ds. Lekowrazliwo$ci
Drobnoustrojow) oraz ogolnoswiatowymi standardami CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute). W badaniach zastosowano 17 antybiotykow:
ampicylina 10 pg (AMP), chloramfenikol 30 pg (CL), ciprofloksacyna 5 pg (CIP),
fosfomycyna 200 pg (FOT), gentamicyna 120 pg (CN), levofloksacyna 5 pg
(LEV), linezolid 30 pg (LZD), nitrofurantoina 300 pg (F), norfloxacyna 10 pg
(NOR), rifampicyna 5 pg RD), streptomycyna300 pg (S), teicoplanina 30 pg
(TEC), tetracyclina 30 pg (TE), penicillina G 10 IU (P), wancomycyna 30 pug
(VA), erytromycyna 5 pg (E). Posiewy wykonywano na podlozu agarowym
Mueller-Hinton (Merck). Jako szczepy testowe zastosowano E. faecalis ATCC
29212 i Staphylococcus aureus ATCC 25923.

Obecno$¢ gendéw kodujagcych opornos¢ na tetracykliny, makrolidy
i aminoglikozydy oznaczano zgodnie z protokotami zaproponowanymi wczesniej
(Tab.2).

Wyniki i dyskusja

Badaniom poddano 60 probek produktow gotowych do spozycia zakupionych
w barach, restauracjach i fast-foodach. Obecno$¢ paciorkowcoéw z rodzaju
Enterococcus stwierdzono w 68,3% analizowanych probek. Lacznie wyizolowano
48 szczepdw zaklasyfikowanych do rodzaju Enterococcus. Ich identyfikacja oparta
na technice PCR pozwolita na wyodrgbnienie 5 gatunkéw. Najliczniej
reprezentowanymi byty E. faecalis (n=21/43,8%), E. faecium (n=16/33,3)
oraz E. casseliflavus (n=6/12,5%). Pojedyncze izolaty zaklasyfikowano
do rodzajow E. durans (n=3/6,25%) oraz E. hirae (n=2/4,2%).
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Rys. 1. Opornos¢ izolatow z rodzaju Enterococcus ogétem
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Najwiekszy odsetek szczepow wykazywal opornos$¢ na tetracykling (50,0%),
streptomycyne (43,8%), erytromycyne (43,8%) i rifampicyne (35,4%). Zaden
Z badanych szczepéw nie wykazywal opornosci na wankomycyne, ampicyline
1 nitrofurantoing (Rys.1).

Zaobserwowano réznice w profilach opornosci szczepow nalezacych do
roéznych gatunkéw (Tab. 3). Izolaty E. faecalis najczesciej wykazywaty opornosc
na tetracykling (n=13; 61,9%), nastgpniec na streptomycyng¢ (n=11; 52,4%),
linezolid (n=8; 38,1% oraz erytromycyne i rifampicyne (n=7, 33,3%). Na pozostate
antybiotyki izolaty z gatunku E. faecalis wykazywaly oporno$§¢ w granicach
od 19% do 4,8%. Nie stwierdzono oporno$ci na wankomycyng, teikolpaning,
nitrofurantoing oraz fosfomycyne.

Izolaty z gatunku E. faecium najczgéciej wykazywaly opornos¢ na
erytromycyng¢ (n=10; 62,5%), nastgpnie na streptomycyng¢ (n=8; 50%), tetracykling
i tigecykling (n=7; 43,8%), rifampicyne (n=5, 31,3%), ciprofloksacyne (n=4; 25%).
Na pozostate antybiotyki izolaty z gatunku E. faecium wykazywaty oporno$¢
w granicach od 18,8% do 6,3%. Zaden z izolatéw nie by} oporny na ampicyling,
gentamycyne, wankomycyne, nitrofurantoing i chloramfenikol.

Tab. 3. Wyniki opornosci u poszczegélnych gatunkéw z rodzaju Enterococcus
izolowanych z zywnosci gotowej do spozycia

Liczba (%) szczepéw w obrebie gatunku, wykazujacych opornos$¢ na dany antybiotyk

E. faecalis E. faecium E.casseliflavus  E. durans E.hirae

n=21 n=16 n==6 n=3 n=2
Ampicylina 0 0 0 0 0
Penicylina 1 (48) 1 (6,3) 0 0 0
Gentamycyna 3 (143) 0 2 (333) 0 0
Streptomycyna 11 (52,4) 8 (50,0) 2 (333 0 0
Wankomycyna 0 0 0 0 0
Teikolpanina 0 1 (6,3) 1 (16,7) 0 0
Norfloksacyna 2 (9,5 2 (12,5) 0 0 0
Lewofloksacyna 1 (4,8) 3 (18,8) 0 0 0
Ciprofloksacyna 4 (19,0) 4 (25,0) 0 0 0
Tetracyklina 13 (61,9) 7 (43,8) 1 (16,7) 1 (33,3) 2 (100)
Tigecyklina 3 (143) 7 (43,8) 0 0 0
Rifampicyna 7 (333) 5 (31,3) 2 (333) 1 (33,3) 2 (100)
Nitrofurantoina 0 0 0 0 0
Linezolid 8 (38,1) 3 (18,8) 1 (16,7) 0 0
Fosfomycyna 0 1 (6,3) 1 (16,7) 0 0
Chloramfenikol 2 (9,5 0 1 (16,7) 0 0
gg;?o”pprty@tz;‘a’ nb. 2 (12,5) 1 (16,7) 0 0
Erytromycyna 7 (333) 10 (62,5) 0 2 (66,7) 2 (100)
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Wsrod izolatow z gatunku E. casseliflavus najczesciej stwierdzano oporno$é
wobec streptomycyny, gentamycyny i rifampicyny (n=2; 33%) . Na antybiotyki
z grupy tetracyklin, linezolid, chinupristyne¢/dalfopristyne, chloramfenikol
i fosfomycyne opornos¢ stwierdzano najwyzej u jednego szczepu (16,7%).
Natomiast wszystkie izolaty z tego rodzaju charakteryzowaly si¢ wrazliwoscia
na 8 badanych antybiotykéw: wankomycyne, tigecykline, erytromycyne,
nitrofurantoing oraz antybiotyki z grupy fluorochinolonow.

U izolatow z rodzajow E. durans i E. hirae stwierdzono opornos¢ jedynie
wobec 3 antybiotykdw: tetracykliny, rifampicyny i erytromycyny. Na pozostate
antybiotyki szczepy byly wrazliwe. Jako, ze najczeSciej stwierdzano oporno$é
wobec aminoglikozydow (streptomycyna, gentamycyna), tetracyklin (tetracyklina,
tigecyklina) i makrolidéw (erytromycyna) badano obecno$¢ genoéw kodujacych
te grupy antybiotykow.
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Rys. 2. Wystepowanie genow kodujacych oporno$¢ na tetracykliny, makrolidy,
aminoglikozydy oraz transpozonu Tn916/Tnl1545 u szczepéw z rodzaju
Enterococcus

U izolatow fenotypowo opornych na tetracykling najczgsciej stwierdzano
obecnos$¢ genow tet(M) i tet(L). U zadnego z izolatow nie stwierdzono obecno$ci
innych, poza tet(K) genéw odpowiedzialnych za aktywne usuwanie antybiotyku
z komorki (tzw. mechanizm efflux). Gen tet(K) oznaczono jedynie wérod izolatow
z gatunku E. faecalis. Nie stwierdzono obecnosci genu tet(O) oraz tet(W) (Rys. 2).

Wséréd  gendw  kodujacych  oporno§¢ ma  makrolidy, najczesciej
stwierdzano obecno$¢ genu erm(B), ktérego mechanizm ekspresji polega na
zaburzonym transporcie antybiotyku do wnetrza komorki. Pozostate geny kodujace
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makrolidy: erm(A), mef(A/E) oznaczono u jedynie u szczepow z gatunku
E. faecalis i E. faecium.

W  przenoszeniu gendéw opornosci na antybiotyki oprocz plazmidow
koniugacyjnych uczestnicza takze inne mobilne elementy genetyczne
np. transpozony zwane tez "wedrujacymi genami" lub "skaczacymi genami".
W zwiazku z powyzszym oznaczano takze obecno$¢ transpozonu koniugacyjnego
z rodziny Tn916-Tn1545, kodowanego przez gen integrazy int. Na transpozonie
tym zlokalizowane sag m in. geny tet(M) i erm(B). Obecno$¢ genu int 0znaczono
u ponad 33,3% izolatow.

Najczesciej oznaczanymi genami kodujacymi oporno$¢ na antybiotyki
aminoglikozydowe byly ant(6°)-l1a (33,3%); aac(6’)-le-aph(2’’)-1a (16,6%) oraz
aph(37)-llla (10,4%). Jedynie u izolatow z gatunku E. faecalis stwierdzono
obecno$¢ genu aph(2’’)-Ic. Obecnos¢ gendow kodujacych opornos¢ na
poszczegodlne grupy antybiotykow zdecydowanie czesciej obserwowano u izolatow
z rodzaju E. faecalis i E. faecium (Tab. 4).

Tab. 4. Obecno$¢ gendw opornosci u poszczegdlnych gatunkow z rodzaju
Enterococcus izolowanych z zywnosci gotowej do spozycia

Liczba (%) szczepéw w obrebie gatunku, wykazujacych opornos$¢ na dany antybiotyk

E. faecalis E. faecium E.casseliflavus  E. durans E.hirae
n=21 n=16 n==6 n=3 n=2
tetM 11 (52,4) 5 (31,3) 0 1 (333) 0
tetL 7 (333) 2 (12)5) 1 (16,7) 0 0
tetk 4 (19,0) 0 0 0 0
ermA 2 (9,5 3 (18,8) 0 0 0
ermB 4 (19,0) 7 (43,8) 0 0 1 (50,0)
mef(A/E) 1 (48) 2 (12,5) 0 0 0
aac(6’)-le-aph(2’’)-1a 3 (14,3) 4 (25,0) 1 (16,7) 0 0
aph(2”’)-1b 0 0 0 0 0
aph(2”’)-lc 3 (14,3) 0 0 0 0
aph(2”)-1d 0 0 0 0 0
aph(3”’)-111a 5 (231) 0 0 0 0
ant(6’)-la 7 (33,3) 7 (43,8) 2 (333) 0 0
int (Tn916/Tn1545) 11 (52,4) 5 (31,3) 0 1 (333) 0

Paciorkowce z rodzaju Enterococcus to drobnoustroje bedgce naturalng
mikroflorg przewodu pokarmowego ludzi i zwierzat skad bardzo czesto dostaja sig¢
do srodowiska oraz zywnos$ci. Dane literaturowe wskazuja na ich czeste
wystepowanie w migsie, zwlaszcza drobiu i wieprzowinie [Silfrany i in., 2013],
serach, kietbasach fermentowanych [Chajecka-Wierzchowska i in., 2012) czy
rybach [Hammad i in., 2014]. Okazuje si¢ zatem, ze tancuch zywieniowy moze
odgrywa¢ kluczowa role w transmisji opornosci [Marshall i in., 2009]. Analiza
uzyskanych w niniejszej pracy wynikow potwierdza czegste wystgpowanie
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antybiotykoopornych  enterokokéw w  zywnosci gotowej do spozycia.
W przeprowadzonych badaniach oporno$¢ na przynajmniej jeden antybiotyk
stwierdzono u ponad potowy wyizolowanych szczepdw. Najczesciej stwierdzano
oporno$¢ na tetracykling, ktora kodowana byla przez geny odpowiedzialne za
aktywne usuwanie antybiotyku z komorki (tzw. mechanizm efflux) tet(L) i tet(K)
oraz gen tet(M), ktory uniemozliwia zwigzanie rybosomu z antybiotykiem
[Roberts, 2005]. Sa to geny powszechnie wystepujace takze u izolatow klinicznych
[Huys i1 in., 2004]. Zazwyczaj kodowane sa na mobilnych elementach
koniugacyjnych (np. oznaczonym w tej pracy transpozonie Tn916/Tn1545),
co powoduje, ze moga by¢ tatwo przenoszone i przekazywane innym bakteriom
w tym mikroflorze przewodu pokarmowego cztowieka [Wilcks i in., 2005].

Na transpozonie koniugacyjnym Tn916/Tn1545 czgsto umiejscowione sg takze
geny erm(B) [Hummel i in., 2007]. Mechanizm ich ekspresji polega na
zaburzonym transporcie antybiotyku do wnetrza komoérki co powoduje zmiane
miejsca docelowego dziatania antybiotyku [Portillo i in., 2000]. Sa to najbardziej
rozpowszechnione wsrod enterokokow geny kodujace oporno$¢ na makrolidy.
Szacuje sie, ze powszechne wystepowanie w zywnos$ci, zwlaszcza pochodzenia
zwierzecego, opornosci na makrolidy moze wynika¢ ze podawania zwierzetom
tylozyny, antybiotyku z grupy makrolidow, co moglto powodowaé wyksztatcenie
opornos$ci krzyzowej na nie [Thumu i Halami, 2012].

Niepokojacy jest takze wysoki odsetek szczepdw opornych na aminoglikozydy,
poniewaz sa one uwazane za antybiotyki wyboru w leczeniu infekcji
enterokokowych (w kombinacji z glikopeptydami lub/i f-laktamami). Niestety
oporno$¢ na aminoglikozydy opisywali takze inni badacze analizujacy m.in. sery
i wedliny [Hayes i in., 2003; De Jong i in., 2009].

Wsréd  izolatbw nie stwierdzono co prawda szczepéw  opornych
na wankomycyng, natomiast niepokdj budzi opornos¢ na linezolid, uwazany za lek
ostatniej szansy w zakazeniach wankomycynoopornymi paciorkowcami z rodzaju
Enterococcus.

Whioski

Zywno$é gotowa do spozycia, moze byé istotnym zrodtem opornych
i wieloopornych ziarniakow z rodzaju Enterococcus spp. Bakterie te bedac
nos$nikami genéw opornosci mogg przekazywaé je innym rodzajom. Niepokojacy
jest réwniez fakt cigglego wzrastania odsetka szczepoéw opornych izolowanych
z zywnosci. Problem antybiotykoopornosci jest problemem globalnym, a zywnos$¢
jest naturalnym rezerwuarem zar6wno opornych ziarniakéw jak 1 genow
determinujagcych oporno$¢ rozprzestrzeniajacych sie horyzontalnie. Uzyskane
wyniki wskazuja na konieczno$¢ monitorowania zywno$ci, pod katem
obecnosci  antybiotykoopornych paciorkowcéw z rodzaju Enterococcus
oraz mozliwosci przenoszenia i przekazywania genow opornosci na antybiotyki.

32



Projekt zostal sfinansowany ze srodkow Narodowego Centrum Nauki przyznanych
na podstawie decyzji numer DEC-2013/09/N/NZ9/01630.

Literatura

[1]

(2]

3]

[4]

[5]

(6]

[7]

(8]

9]

Aminov R. I, Garrigues-Jeanjean N., Mackie R.l.: Molecular ecology
of tetracycline resistance: development and validation of primers for detection
of tetracycline resistance genes encoding ribosomal protection proteins.
Applied and Environmental Microbiology, 2001, 67, 22-32.
Chajegcka-Wierzchowska W., Zadernowska A., Nalepa B., Laniewska-
Trokenheim £.: Occurrence and antibiotic resistance of enterococci in ready-
to-eat food of animal origin. African Journal of Microbiology Research, 2012,
6(39), 6773-6780.

De Jong A., Bywater R., Butty P., Deroover E., Godinho K., Klein U., Marion
H., Simjee S., Smets K., Thomas V., Vallé M., Wheadon A.:
A pan-European survey of antimicrobial susceptibility towards humanuse
antimicrobial drugs among zoonotic and commensal enteric bacteria isolated
from healthy food producing animals. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, 2009, 63, 733-744.

Deasy B.M., Rea M.C., Fitzgerald G.F., Cogan T.M., Beresford T.P.: A rapid
PCR based method to distinguish between Lactococcus and Enterococcus.
Systematic and Applied Microbiology, 2000, 23(4), 510-522.

Dutka-Malen S., Evers S., Courvalin P.: Detection of glycopeptide resistance
genotypes and identification to the species level of clinically relevant
enterococci by PCR. Journal of Clinical Microbiology, 1995, 33, 24-27.
Foulquie Moreno M.R., Sarantinopoulos P., Tsakalidou E., De Vuyst L.
The role and application of enterococci in food and health. International
Journal of Food Microbiology, 2006, 106, 1-24.

Gazzola S., Fontana C., Bassi D., Cocconcelli P.S.: Assessment
of tetracycline and erythromycin resistance transfer during sausage
fermentation by  culture-dependent and  independent  methods.
Food Microbiology, 2012, 30, 348-354.

Gevers, D., Danielsen M., Huys G., Swings J.: Molecular characterization
of tet(M) genes in Lactobacillus isolates from different types of fermented dry
sausage. Applied and Environmental Microbiology, 2003. 69,
1270-1275.

Hammad A.M., Shimamoto T., Shimamoto T.. Genetic characterization
of antibiotic resistance and virulence factors in Enterococcus spp. from
Japanese retail ready-to-eat raw fish. Food Control, 2014, 19, 886-892.

[10] Hayes J.R., Enghish L.L., Carter P.J., Proescholt T., Lee K.Y., Wagner D.D.,

White D.G.: Prevalence and antimicrobial resistance of Enterococcus species
isolated from retail meats. Applied and Environmental Microbiology, 2003,
7153-7160.

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hammad%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24290627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24290627
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shimamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24290627

[11] Hummel A.S., Hertel C., Holzapfel W.H., Franz C.M.: Antibiotic resistances
of starter and probiotic strains of lactic acid bacteria. Applied
and Environmental Microbiology, 2007, 73(3), 730-739.

[12] Huys G., D’Haene K., Collard J.-M., Swings J.: Prevalence and molecular
characterization of tetracycline resistance in Enterococcus isolates from food.
Applied and Environmental Microbiology, 2004, 70, 1555-1562.

[13] Kariyama R., Mitsuhata R., Chow J. W., Clewell D. B., Kumon H.: Simple
and reliable multiplex PCR assay for surveillance isolates of vancomycin-
resistant enterococci. Journal of Clinical Microbiology, 2000. 38, 3092-3095.

[14] Knijff, E., Dellaglio F., Lombardi A., Andrighetto C., and Torriani S.: Rapid
identification of Enterococcus durans and Enterococcus hirae by PCR with
primers targeted to the ddl genes. Journal of Microbiological Methods 2001,
47, 35-40.

[15] Latini L., Ronchetti M.P., Merolla R., Guglielmi F., Bajaksouzian S., Villa
M.P., Jacobs M.R., Ronchetti R.: Prevalence of mef(E), erm and tet(M) genes
in Streptococcus pneumoniae strains from central Italy. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy, 1999, 13, 29-33.

[16] Lindenstrau A.G., Pavlovic M., Bringmann A., Behr J., Enrmann M.A., Vogel
R.F.: Comparison of genotypic and phenotypic cluster analyses
of virulence determinants and possible role of CRISPR elements towards their
incidence in Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium. Systematic and
Applied Microbiology, 2011, 34, 553-560.

[17] Portillo A., Ruiz-Larrea F., Zarazaga M., Alonso A., Martinez J. L. and
Torres C.: Macrolide resistance genes in Enterococcus spp. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy, 2000, 44, 967-971.

[18] Roberts M.C.: Epidemiology of tetracycline resistance determinants. Trends in
Microbiology, 1994, 2, 353-357.

[19] Roberts M.C.: Update on acquired tetracycline resistance genes. FEMS
Microbiology Letters, 2005, 245, 195-203.

[20] Schirru S., Todorov S.D., Favaro L., Mangia N.P., Basaglia M., Casella S.,
Comunian R., Franco B.D.G.M., Deiana P.: Sardinian goat's milk as source of
bacteriocinogenic potential protective cultures. Food Control, 2012, 25(1),
309-320.

[21] Silfrany R.O., Caba R.E., Soli’'S De Los Santos F., Hanning I.: Detection
of quinolones in poultry meat obtained from retail centers in Santiago
Province, the Dominican Republic. Journal of Food Protection, 2013, 76(2),
352-354.

[22] Thumu S.C.R., Halami P.M.: Acquired resistance to Macrolide-Lincosamide—
Streptogramin antibiotics in Lactic Acid Bacteria of food origin. Indian
Journal of Microbiology, 2012, 52, 530-537.

[23] Vakulenko S.B., Donabedian S.M., Voskresenskiy A.M., Voskresenskiy
AM., Zervos MJ., Lerner S.A.. Multiplex PCR for detection

34



of aminoglycoside resistance genes in enterococci. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy, 2003, 47, 1423-1426.

[24] Wang H.: The transfer of antibiotic resistance from food to humans: facts,
implications and future directions. Scientific and Technical Review., 2012, 31,
249-260.

[25] Wilcks A., Andersen S.R., Licht T.R.: Characterization of transferable
tetracycline resistance genes in Enterococcus faecalis isolated from raw food.
FEMS Microbiology Letters, 2005, 243, 15-19.

35






PRZECIWBAKTERYJNE WEASCIWOSCI PROPOLISU
| MLECZKA PSZCZELEGO

ALEKSANDRA EJSMONT, ANNA ZADERNOWSKA, LUCJA LANIEWSKA-
TROKENHEIM

Streszczenie

Przeciwbakteryjne oddziatywanie produktéw pszczelich jest §cisle zwigzane
ze sktadem chemicznym, regionem pochodzenia i rodzajem pozytkow, z ktorych
je pozyskano. Celem pracy bylo okreslenie aktywnosci przeciwbakteryjnej
10% bezalkoholowego i etanolowego ekstraktu propolisu oraz mleczka pszczelego
o stezeniach 100%, 80%, 50% i 20%. Dziatanie przeciwdrobnoustrojowe
produktéw pszczelich badano metoda studzienkowa. Probe kontrolng dla propolisu
stanowit alkohol etylowy, natomiast dla mleczka pszczelego plyn fizjologiczny.
Jako szczepy testowe zastosowano: Staphylococcus aureus, Salmonella sp.,
Listeria monocytogenes wyizolowane z zywnosci. 24 godzinne hodowle szczepoéw
testowych rozcienczono do 0,5 skali McFarlanda, nastepnie posiewano
powierzchniowo na podtozu Miillera-Hintona. Studzienki wycinano przy uzyciu
jalowego korkoboru o srednicy ¢=7mm. Do studzienek dodawano po 100 pl
badanych roztworé6w. Badania wykonano w trzech powtdrzeniach. Hodowle
inkubowano w warunkach optymalnych dla rozwoju stosowanych szczepow.
Po inkubacji mierzono strefy zahamowania wzrostu testowych szczepdéw. Zaréwno
propolis, jak i mleczko pszczele charakteryzuja si¢ silnym dziataniem
przeciwdrobnoustrojowym zaréwno wzgledem drobnoustrojéw gramdodatnich jak
i gramujemnych. Nie zauwazono réznic pomigdzy dziataniem etanolowego
ekstraktu i wodnego roztworu propolisu. Wszystkie badane stezenia mleczka
pszczelego wykazuja dziatanie przeciwdrobnoustrojowe. Najsilniejsze dziatanie
zaobserwowano w 100% 1 80% stezeniu. Nie zauwazono r6znic
w przeciwbakteryjnym dzialaniu mleczka pszczelego o stezeniu 50% oraz 20%.

Stowa Kkluczowe: wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe, propolis, mleczko
pszczele, apiterapia

Wprowadzenie

Produkty  pszczele stosowane s3 w  profilaktyce, jako  $rodki
przeciw  dolegliwosciom 1 zakazeniom wywolywanym przez liczne
drobnoustroje. Wykorzystanie produktow pszczelich, takich jak propolis
lub mleczko pszczele nosi nazwe apiterapii [Kedzia i Holderna-Kedzia, 2007].
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Propolis

Stowo propolis pochodzi z jezyka greckiego i w tlumaczeniu oznacza kit
pszczeli. Jest to substancja o klejacej i ciagliwej konsystencji. Przybiera kolor
ciemnozotty, brunatny, zielony az do pomaranczowego. Propolis cechuje sig¢
bardzo intensywnym zapachem. Wytwarzany jest w wyniku mieszania substancji
zywicznych pochodzacych z pakow roslin wraz z enzymami gruczoléw §linowych
pszczot [Wilde, 2008]. W zastosowaniu propolisu do dalszych badan lub
wykorzystania w przemysle m.in. farmaceutycznym lub kosmetycznym wskazane
jest przygotowanie koncentratu propolisowego na drodze ekstrakcji 70%
roztworem etanolu, a nastgpnie zageszczajac go pod zmniejszonym cisnieniem
[Kedzia, 2006, Kedzia i Hotderna-Kedzia, 2006].

W sktadzie chemicznym propolisu zdecydowanie dominujg zwigzki fenolowe,
do ktérych zaliczamy m.in. galanging, chryzyne, a takze pinopcembryne. Stanowia
one przeszlo 78% w zaggszczonym wyciagu propolisu. Substancje lipidowe,
do ktorych zaliczamy kwasy ttuszczowe wraz z ich estrami, weglowodory oraz
sterole stanowig S$rednio 10,8% sktadu chemicznego propolisu. Terpeny
wystepujace w skoncentrowanym wyciagu propolisu stanowia jedynie 0,8% jego
sktadu chemicznego. Dotychczasowo w propolisie stwierdzono obecnosé
30 biopierwiastkow, pomigdzy ktorymi w najwickszych iloSciach wystepuja: wapn,
cynk, mangan, glin, krzem, a takze zelazo. W niewielkich ilo$ciach wystepuja:
biatka, witaminy, enzymy, wolne aminokwasy, a takze wegglowodany.
Kwas kawowy, flawonony oraz flawony lacznie z estrami przyczyniaja si¢
do zahamowania rozwoju bakterii pochodzenia zwierzgcego oraz roslinnego,
powodujacych zanieczyszczenia pytku oraz wody przynoszonej przez pszczoty
do ula [Glinski i in. 2011].

Pierwsze informacje o wlasciwosciach zdrowotnych propolisu wywodza
si¢ z doniesien ludowych, ktére podajg, ze propolis wykazuje dziatanie
przeciwbolowe silniejsze od dziatania nowokainy. Propolis ze wzgledu na szerokie
spektrum dziatania wzgledem bakterii gramdodatnich, gramujemnych oraz wielu
gatunkow grzybow 1 wiruséw stosowany jest w roznych postaciach, m.in. w formie
ekstraktu - produkt o wysokiej zawarto$ci substancji czynnych. Znajduje
zastosowanie w kosmetyce, farmacji oraz zestawach zywnos$ciowych. Wyciag
z propolisu z dodatkiem glikolu propylenowego - jest stosowany w kosmetyce
i dermatologii, jako $rodek stymulujacy regeneracj¢ tkanek. Wycigg z propolisu
rozpuszczalny w thuszczach - znalazl zastosowanie gtownie w kosmetyce przy
produkeji srodkéw regenerujagcych i ochronnych takich jak balsamy do ust.
Ekstrakt propolisu rozpuszczalny w wodzie wystgpuje w produktach o dziataniu
przeciwgrzybicznym i przeciwlupiezowym. Szlachetne woski propolisu stosowane
sa, jako s$rodki regenerujace po operacjachw formie masci i kreméw. Maczka
propolisowa 1 fitokompleks propolisowy znalazty zastosowanie w produkcji
gotowych zestawow zywnosciowych, a takze ich konserwacji [Katuzny, 1992].
Uznaje si¢, ze za wlasciwos$ci przeciwdrobnoustrojowe propolisu odpowiedzialne
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sa flawonoidy i estry kwasow fenolowych. Ich ilo§¢ w propolisie zalezna jest od
regionu zbioru i pozytkéw, z ktorych powstat [Lu i in., 2005]. Jednym
z najbogatszych zrodet flawonoidow i zwigzkow fenolowych jest etanolowy
ekstrakt propolisu - EEP. Charakteryzuje si¢ on licznymi wtasciwosciami, w tym
dzialaniem przeciwbakteryjnym. Liczne badania propolisu wykazuja, ze dziala on
hamujaco wzgledem bakterii gramdodatnich oraz gramujemnych takich jak:
Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus mutans
[Alencar i in. 200, Cardoso i in. 2010], Streptococcus viridans, Enterococcus ssp.,
[Salomao i in. 2008], Salmonella [Fernandes, 2005]. Wysoka wrazliwo$¢ na
dzialanie etanolowego wyciagu propolisu wykazuja dwoinki zapalenia ptuc
Diplococcus  pneumonie, pratki  gruzlicy = Mycobacterium  tuberculosis,
a takze Neisseria catarrhalis [Kedzia i Hotderna-Kedzia, 2013]. Kit pszczeli
zawierajacy w swoim sktadzie niewielkie st¢zenia galanginy bardzo silnie dziataja
na szczepy gronkowca ztocistego niewrazliwego na dziatanie penicylin oraz
metyciling - MRSA, ktory od wielu lat stanowi jedna z gltoéwnych przyczyn
zakazen szpitalnych oraz pozaszpitalnych. Ekstrakt propolisu znalazl zastosowanie
w leczeniu opornego na antybiotyki makrolidowe (np. erytromycyne) paciorkowca
ropnego Streptococcus pyogenes bedacego przyczyng dolegliwosci zwigzanych
m.in. z ukladem oddechowym, takich jak zapalenie gardta i migdatkoéw
podniebiennych a nieleczony moze prowadzi¢ do paciorkowcowego zespotu
wstrzasu toksycznego - streptococcal toxic shock syndrome [Stefanska 2003,
Wojtyczka i in., 2012, Szczypa i in. 2013]. Badania kliniczne dotyczace
wlasciwosci zdrowotnych propolisu dowiodly, ze dziala on korzystnie na caty
organizm. Naukowcy w licznych publikacjach wskazujg na zréznicowane dziatanie
propolisu wzgledem bakterii, grzybow, a takze pierwotniakéw. Propolis dziata na
patogeny, np. gronkowce, paciorkowce i maczugowce. Suchy [1974]
w przeprowadzonych badaniach wskazal na wplyw propolisu w leczeniu rze¢sistka
pochwowego Trichomonas vaginalis. Ulegal on catkowitemu zniszczeniu pod
wplywem dziatania alkoholowym roztworem propolisu w stezeniu od 3 do
9 mg/ml w czasie 24 godzin. Niewielkie st¢zenia propolisu (0,05 - 0,15 mg/mg)
wystarczg do zniszczenia zywych form pierwotniaka Toxoplasma gondii
wywotujacego u ludzi chorobe odzwierzecg - toksoplazmoze. Liu i in. [2012]
udowodnili, ze zawarty w propolisie antyoksydacyjny flawonoid pinocembryna
powoduje zatrzymanie neurodegeneracyjnego oddziatywania B-amyloidow na
neurony w mozgu odpowiadajace za rozwoj choroby Alzheimera.

Mleczko pszczele

Mleczkiem pszczelim nazywamy wydzieling pochodzaca z gruczotow
gardzielowych i zuwaczkowych pszczot robotnic - karmicielek. Gruczoty te
uaktywniajg si¢ pomiedzy 3, a 6 dniem Zycia takiej pszczoty. pH mleczka
pszczelego wynosi od 4,1 do 4,8 Jest ono barwy jasnokremowej
do niebieskoszareji posiada ostry specyficzny zapach. W smaku jest cierpko
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kwasne, natomiast w konsystencji pOlptynne, ggste i maziste przypominajace
smietanke [Wilde, 2008].

W mleczku pszczelim wyrdézniamy 7 grup zwigzkow chemicznych: tluszcze,
biatka i peptydy, cukry, substancje mineralne, aminokwasy, hormony oraz
witaminy [Prabucki, 1998, Wilde, 2008]. Mleczko pszczele znalazto zastosowanie
jako $rodek wspomagajacy tradycyjne formy leczenia. Pomaga uzupehié
niedobory substancji w codziennej diecie. Dzigki swoim wiasciwosciom
biologicznym wspomaga funkcjonowanie uktadu nerwowego i poprawia kondycje
psychiczna. Za wlasciwosci przeciwdrobnoustrojowe mleczka pszczelego
wzgledem bakterii gramdodatnich jak i gramujemnych odpowiadaja takie sktadniki
jak:  kwasy  tluszczowe  3-hydroksydodekanowy,  11-oksydodekanowy,
11-S-hydroksydodekanowy, a takze niektdre peptydy i proteiny. Mleczko pszczele
hamuje bakterie gramdodatnie oraz gramujemne, przy czym silniejsze dzialanie
zaobserwowano  wzglgdem  drobnoustrojow  gramdodatnich.  Dziatanie
antybakteryjne mleczka pszczelego jest spowodowane obecno$cia nadtlenku
wodoru oraz polipeptydow: rojalizyny i jellein [Fontana, 2004]. Jelleiny I do Il
wykazuja aktywnos¢ przeciwdrobnoustrojowa wzgledem bakterii gramdodatnich
oraz gramujemnych, a takze wobec drozdzy Candida albicans [Glinski i in. 2011,
Bogdanov i in. 2014]. Miejscem docelowego dzialania rojalizyn jest Sciana
komorki bakteryjnej. Rojalizyny sa aktywne szczegdlnie wobec Peanibacillus
larvae. Garcia i in. [2010] w swoich badaniach wskazuja na dziatanie
przeciwbakteryjne mleczka pszczelego wzgledem Staphylococcus epidermidis,
Streptococcus uberis, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa oraz Escherichia coli i Klebsiella pneumoniae. Mleczko pszczele
poddane rozcienczeniu w eterze, alkoholu, acetonie i wodzie ma zdolnosc¢
zahamowania rozwoju paciorkowcow, dwoinek zapalenia phuc, pratkow gruzlicy,
gronkowca ztocistego, paleczki okreznicy, duru brzusznego a takze czerwonki.
Unieszkodliwia wirusy grypy, opryszczki, hamuje rozwoj drozdzakow
i plesni [Katuzny, 1992]. Moselhy i in. [2013] przeprowadzit badania wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych mleczka pszczelego metoda studzienkowsg. Testowymi
szczepami byly gramdodatnie Staphylococcus aureus oraz Bacillus subtilis,
gramujemne Pseudomonas aeruginosa i Escherichia coli, plesnie Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus oraz drozdze Candida albicans. Uzyskatl nastepujace
wyniki: Mleczko pszczele zahamowato rozwdj drobnoustrojow gramdodatnich
oraz drozdzy i plesni, natomiast wsrod drobnoustrojow gramujemnych strefy
zahamowania wzrostu stwierdzono wylacznie wobec szczepéw Escherichia coli.

Celem pracy bylo okreslenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej
10% etanolowego ekstraktu propolisu, wodnego roztworu propolisu i mleczka
pszczelego w stezeniach 100%, 80%, 50% i1 20% wzgledem bakterii patogennych
wyizolowanych z zywno$ci.
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Material i metody badan

Materiat do badan stanowily: 10% etanolowy ekstrakt propolisu, 10% wodny
roztwor propolisu, a takze mleczko pszczele w stgzeniach 100%, 80%, 50% 1 20%,
zakupione w sklepie z produktami pszczelarskimi. Testowe szczepy Salmonella sp.
(6 szczepow: 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27), ktorym nadano w tabeli numery od 1
do 6), Listeria monocytogenes (6 szczepow: 47, 50, 51, 52, 57, 60), ktorym nadano
w tabeli numery od 1 do 6) oraz Staphylococcus aureus (6 szczepow: 17240,
16270, 17260, 15342, 20041, ak2), ktérym nadano w tabeli numery od 1 do 6)
wyizolowane we weczesniejszych badaniach z zywno$ci gotowej do spozycia
(RTE), pochodzily z Katedry Mikrobiologii Przemystowej i Zywnos$ci. Szczepy
aktywowano w bulionie odzywczym (MERCK). 24 godzinne hodowle szczepow
testowych rozcienczono do 0,5 w skali McFarlanda. W celu oznaczenia aktywnos$ci
przeciwbakteryjnej na podtoze Miillera-Hintona (MERCK) posiewano
powierzchniowo 100pl hodowli szczepdéw drobnoustrojow, nastepnie przy uzyciu
jalowego korkobora o $rednicy ¢=7 mm wycinano w kazdej plytce po 3 studzienki.
Do kazdej z nich dodawano kolejno po 100ul 10% etanolowego roztworu
propolisu (EEP) oraz 10% bezalkoholowego roztworu propolisu. Jako probe
kontrolng zastosowano alkohol etylowy (70%). Do badan przeciwbakteryjnego
dziatania mleczka pszczelego, w podlozu przygotowanym, jak w badaniu propolisu
wycinano 5 studzienek i dodawano po 100ul $wiezego mleczka pszczelego
w 100% stezeniu oraz w roztworach 80%, 50% oraz 20%. Mleczko pszczele
rozcienczano w ptynie fizjologicznym, ktory zastosowano roéwniez, jako probe
kontrolng. Badanie prowadzono kazdorazowo w trzech powtdrzeniach. Inkubacj¢
prowadzono w temperaturze 37°C przez 24 h. Po inkubacji mierzono suwmiarka
strefe ~ zahamowania  wzrostu  drobnoustrojow.  Wyniki  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej propolisu przedstawione sg w T abeli 1.

Wyniki i dyskusja

Uzyskane w przeprowadzonych badaniach wyniki wskazuja, ze propolis
to produkt o wiasciwosciach przeciwbakteryjnych. Zahamowanie wzrostu
zaobserwowano u wszystkich badanych drobnoustrojéw, zaréwno gramdodatnich,
jak i gramujemnych. Nieznacznie silniejsze dziatanie etanolowego ekstraktu
propolisu, a takze bezalkoholowego roztworu propolisu stwierdzono wzgledem
Listeria monocytogenes i Staphylococcus aureus, ktorych strefy zahamowania
wzrostu niektorych szczepow wynosity kolejno od 13,5 do 16,5 mm oraz od 12 do
14,5 mm. Nie stwierdzono jednak réznic w antybakteryjnym dziataniu pomiedzy
etanolowym, a bezalkoholowym ekstraktem propolisu. Zblizone wyniki
przedstawit w swojej publikacji Stepanowi¢ i in. [2003], ktéry w badaniach
przeciwbakteryjnych wtasciwosci propolisu wzglgdem gronkowca zlocistego
zaobserwowat strefy zahamowania wzrostu w granicach od 9 do 13 mm.
Wyniki zblizone do uzyskanych wzgledem aktywnosci propolisu wobec
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Salmonella sp. przedstawit Kedzia i Hotderna - Kedzia [2009], dla ktorej srednia
strefa zahamowania wzrostu wynosita 11 mm.

Tab. 1. Antybakteryjne dziatanie propolisu [mm]
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W tabeli nr 2 przedstawiono wyniki antybakteryjnego dziatania mleczka
pszczelego.

Tab. 2. Antybakteryjne dziatanie mleczka pszczelego [mm]

o 12]3]a]s]6|1]2]3]4]s5]6]1]2]3][4]5]6
Sy
N I
2 Listeria Staphylococcus
Salmonella sp.
monocytogenes aureus
[<5] N Wi v juw n n 0w |w n | .
<L S S G N R R I N R
a 10 g9 SIS S IS os =575 57 55
[&]
N
(%]
o
) W wwlwlvw|  lulvvuvlvlululv|v|w|v|wn
~ 80 < |w|lo|lw| o Slo|lvw| oc|lv|o|lv]lw|wv|w|~|wo|~
BI L T R e O O I IO I O | A A | A | A | A | A A | A | A | A|[ A | A
2
=
W wlwlglgl@lw|glele|lvulvlv|lv|w|w|v|n
50 MmNt |alal TS| alojvw| || o|o|w|w
— | | — f A | A | A [ A A | A | A | A|[ A | A
0 (W0 |w 0| wjw |0 [(Ww|[wjw|Lw n | 1
20 NMNEIRINET BRI IR R I S
— | [ | — - | A | A | A} | — | -

Mleczko  pszczele  jest  produktem o  silnych  wiasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych. Najsilniejsze dzialanie stwierdzono stosujac mleczko
nierozcienczone. Srednice zahamowania wzrostu  wszystkich badanych
drobnoustrojow wynosily powyzej 15 mm. Nieznacznie stabszym dziataniem
wykazato si¢ mleczko pszczele o stgzeniu 80%, ktore spowodowalo powstanie
stref zahamowania wzrostu 6 szczepéw Salmonella sp. wynoszacych od 14,5
do 17,5 mm, 6 szczepow Listeria monocytogenes wynoszacych od 15,5 do 18,5
mm oraz 6 szczepow Staphylococcus aureus wynoszacych od 15,5 do 17,5 mm.
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Nie zauwazono réznic pomig¢dzy przeciwdrobnoustrojowym dziataniem 50% i 20%
mleczka pszczelego, ktérych strefy zahamowania wzrostu wahaja si¢ w granicach
od 7,5 do 16,5 mm. Prezentowane wyniki sg zbiezne z wynikami przedstawionymi
przez Garcia i in. [2010], w ktorych wielko$¢ stref zahamowania wzrostu
drobnoustrojow Staphylococcus aureus powodowanych przez nierozcienczone
mleczko pszczele wynosita od 14,7 do 17,3 mm, przez mleczko pszczele o 80%
stezeniu wynosita od 6,7 do 14,7 mm, przez mleczko pszczele o 50% stezeniu
5,7 mm, natomiast stosujac 20% st¢zenie mleczka pszczelego nie stwierdzono
zahamowania wzrostu.

Whioski

Na podstawie przeprowadzonych badan, ktérych celem byto okreslenie aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej 10% etanolowego ekstraktu propolisu, wodnego
roztworu propolisu 1 mleczka pszczelego stezeniach 100%, 80%, 50% 1 20%
wzgledem bakterii patogennych wyizolowanych z Zzywnos$ci, mozliwe byto
sformutowanie nastepujacych wnioskow:

e Zaréwno propolis jak 1 mleczko pszczele charakteryzuja si¢ silnym
dzialaniem przeciwdrobnoustrojowym zaréwno wzgledem bakterii
gramdodatnich jak i gramujemnych.

e Nie zauwazono r6znic pomigdzy dziataniem 10% etanolowego
i bezalkoholowego roztworu propolisu

o Mleczko pszczele wykazuje dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wzglgdem
szczepow testowych juz w 20% stgzeniu.

e Nie zauwazono rdéznic w przeciwbakteryjnym dzialaniu mleczka
pszczelego w 50% i 20% stezeniu.
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AKTYWNOSC PRZECIWBAKTERYJNA EKSTRAKTOW
ETANOLOWYCH Z SZALWII I ROZMARYNU

ELZBIETA  HAC-SZYMANCZUK, EDYTA  LIPINSKA, KAMIL
PIWOWAREK, MAGDALENA FILIPECKA

Streszczenie

Celem pracy bylo otrzymanie 40% ekstraktow etanolowych z szalwii
i rozmarynu,  okreslenie ich  skladu chemicznego oraz  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej w stosunku do bakterii: Micrococcus sp., Bacillus
subtilis ATCC 6633, Tetracoccus sp., Staphylococcus aureus ATTC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Proteus vulgaris 458, Proteus mirabilis 180,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae 196 oraz Salmonella
Enteritidis ATCC 13076. Ekstrakty otrzymywano metodg ekstrakcji ciaglej
W automatycznym aparacie Soxhleta. Zawarto$¢ suchej substancji szatwii
i rozmarynu w otrzymanych ekstraktach etanolowych okreslono metoda
suszarkowo-wagowa. Do oceny aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow
wykorzystano o0znaczenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) oraz
minimalnego stgzenia bakteriobojczego (MBC) ekstraktow. Oznaczano réwniez
strefy zahamowania wzrostu bakterii metoda krazkowo-dyfuzyjna. Zaréwno
ekstrakt etanolowy z szatwii, jak i z rozmarynu charakteryzowaty si¢ najwiekszym
udziatem kwasu rozmarynowego (odpowiednio 0,616 i 4,006 mg-cm™), kwasu
chlorogenowego (0,048 i 0,068 mg-cm™) oraz rutozydu (0,026 i 0,060 mg-cm™).
Zwigzkami obecnymi tylko w ekstrakcie z szatwii byta epikatechina, myrycetyna
oraz resweratrol. Ekstrakt etanolowy z szalwii byl bardziej skuteczny
W hamowaniu wzrostu drobnoustrojow w porownaniu z ekstraktem z szalwii,
co uwidocznito si¢ w nizszych warto$ciach MIC oraz MBC wyznaczonych dla tego
ekstraktu. Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow etanolowych z szatwii
i rozmarynu potwierdzono rowniez w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem
metody krazkowo-dyfuzyjnej. Wielko$¢ stref zahamowania wzrostu w przypadku
ekstraktu etanolowego z szalwii zawierata si¢ w granicach od 3,9 (Enterococcus
faecalis ATCC 29212) do 10,8 mm (Micrococcus sp.), natomiast najbardziej
wrazliwe na dziatanie ekstraktu etanolowego z rozmarynu okazaly si¢ bakterie
Proteus mirabilis 180 (10,8 mm).

Stowa kluczowe: szatwia, rozmaryn, ekstrakty, MIC, MBC
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Wprowadzenie

W odpowiedzi na znaczne zainteresowanie konsumentow zywnos$cia naturalna,
pozbawiona chemicznych konserwantéw, producenci coraz czesciej stosuja
ekstrakty i olejki eteryczne pozyskiwane z ro§lin przyprawowych [Tsigarida i in.,
2000; Burt, 2004]. Surowce ro$linne od dawna sg cenione ze wzgledu na swoje
walory smakowo-zapachowe oraz whasciwosci stabilizujace. Wedtug Davidsona
i Zivanovica [2003] najsilniejsze dziatanie konserwujace ws$rod  roslin
przyprawowych wykazuja: gozdziki, cynamon, oregano, tymianek, szalwia,
rozmaryn, bazylia oraz wanilia.

Dowiedziono, ze szalwia jest aktywna wobec bakterii Gram-dodatnich
(Staphylococcus epidermidis), natomiast bakterie Gram-ujemne (E. coli,
Pseudomonas aeruginosa) oraz patogenne szczepy grzybow (Candida albicans)
nie sg wrazliwe na jej dziatanie [Kuzma i in., 2005; Farcasanu i in., 2006].
Shirazini i in. [2008] przeprowadzili badania, w ktorych wykazali dziatanie
przeciwbakteryjne szalwii rowniez wobec bakterii Proteus vulgaris, Shigella
flexnerei, Shigella sonei oraz Salmonella Typhi.

Ekstrakty uzyskane z rozmarynu stosunkowo stabo hamuja rozwoj bakterii
Gram-ujemnych, natomiast w ilo$ci 0,06-1,0% ograniczaja wzrost Gram-dodatnich
patogenow, takich jak: Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes
czy Bacillus cereus. Plesnie z rodzaju Penicillium oraz Botrytis rozwijaja si¢
znacznie wolniej w $Srodowisku zawierajacym wyciag rozmarynowy, a karnozol
oraz kwas karnozowy (sktadniki ekstraktow z rozmarynu) wstrzymujg aktywnos¢
zyciowa lekoopornych szczepow Staphylococcus aureus. Szczeg6lnie wrazliwe na
dziatanie ekstraktow z rozmarynu sg bakterie z rodzaju Lactobacillus i Brochothrix
[Del Campo i in., 2000; Moyosoluwa i in., 2004; Fernandez-Lopez i in., 2005].

Celem pracy bylo otrzymanie 40% ekstraktow etanolowych z szalwii
i rozmarynu,  okreSlenie ich  skladu  chemicznego oraz  aktywnosci
przeciwdrobnoustrojowej w stosunku do wybranych szczepdw bakterii.

Material i metody badan

Ekstrakty etanolowe z suszu szatwii i rozmarynu otrzymano metodg ekstrakcji
ciggltej z uzyciem uniwersalnego systemu ekstrakcyjnego B-811 (Universal
Extraction System B-811) w automatycznym aparacie Soxhleta. Do przygotowania
kazdego ekstraktu uzywano po 40 g suszu roztozonego do 8 gilz ekstrakcyjnych
(po 5 g w kazdej gilzie). Jako rozpuszczalnika uzywano 40% alkoholu etylowego.
Surowiec w pojedynczej gilzie ekstrahowano 150 cm® rozpuszczalnika przez
15 cykli, utrzymujac temperatur¢ jego wrzenia. Uzyskane porcje potaczono,
otrzymujac po okoto 550 cm?® ekstraktow surowych, ktére przesaczono przez filtr
bibutowy. Nastepnie kazdy z ekstraktow zaggszczono w rotacyjnej wyparce
Rotovaporator R-205 do uzyskania 40 g, odpowiadajacych masie suszu uzytego
do otrzymania ekstraktu. Zawarto$¢ suchej substancji szatwii 1 rozmarynu
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W otrzymanych ekstraktach okreslono metoda suszarkowo-wagowa. Ekstrakty
przechowywano w temperaturze 4°C, w butelkach z ciemnego szkla.

Oznaczenia 1 identyfikacje wybranych na podstawie danych literaturowych
[Tepe i in., 2005; Longaray Delamare i in., 2007] zwigzkow chemicznych
w ekstraktach prowadzono metoda HPLC za pomoca chromatografu cieczowego
Agilent 1200 z detektorem DAD. Zastosowano: kolumne Zorba Eclipse XDB C18
(4,6 x 150 mm), nastrzyk 5ul, przeptyw 0,8 cm®min?, detekcja UV X 210 1 325
nm. Do rozdziatu zwigzkéw zastosowano 2 eluenty - A: acetonitryl i B: 0,05%
roztwor kwasu trifluorooctowego. Do analizy danych uzyto programu EZ Chrome
Elite.

Do  oznaczenia  wlasciwosci  przeciwdrobnoustrojowych  ekstraktow
wykorzystano szczepy bakterii, pochodzace z Kolekcji Czystych Kultur Zaktadu
Biotechnologii i Mikrobiologii Zywnos$ci SGGW: Micrococcus sp., Bacillus
subtilis ATCC 6633, Tetracoccus sp., Staphylococcus aureus ATTC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Proteus vulgaris 458, Proteus mirabilis 180,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae 196 oraz Salmonella
Enteritidis ATCC 13076. Dla kazdego szczepu wyznaczano minimalne st¢zenie
hamujace ekstraktow etanolowych [mg-em®] (MIC, ang. Minimal Inhibitory
Concentration) oraz minimalne stezenie bakteriobdjcze [mgem™] (MBC,
ang. Minimal Bactericidal Concentration). Do powyzszych oznaczen
wykorzystywano metodyke zgodng ze standardami NCCLS [Inouye i in. 2001].
W metodzie makrorozcienczen wyznaczania MIC stosowano podwojny test
szeregowy, w ktorym do pierwszej probowki zawierajacej 2 cm® ptynnego podtoza
Mueller-Hinton wprowadzano ekstrakty etanolowe zawierajace 6,89 mg s.s-cm™.
Zawarto$é pierwszej probowki doktadnie mieszano i przenoszono 2 cm® podtoza
wraz z ekstraktem do kolejnej proboéwki. Otrzymywano w ten sposob szeregi
0 malejgcym stezeniu ekstraktow etanolowych z szalwii i rozmarynu. Do dalszych
badan wykorzystywano 24-godzinne hodowle bakterii w ptynnym bulionie
wzbogaconym. Liczebno$¢ uzywanego inokulum bakteryjnego wynosita
1,0-10" jtk-cm™. Przygotowywano réwniez probe kontrolna, ktéra byta proboéwka
z hodowlg drobnoustrojow bez ekstraktow etanolowych. Zaszczepione inokulum
bakteryjnym szeregi z ekstraktami oraz probe kontrolng inkubowano
w temperaturze 37 £ 1°C przez 20-24 godziny. Wartos¢ MIC wyznaczato
najmniejsze stezenie ekstraktow, przy ktorym nie obserwowano wizualnie wzrostu
(zmgtnienia podloza) badanego szczepu bakterii, a jednoczesnie poprzedzato
stezenie, w ktorym wzrost byt widoczny. Minimalne stezenie bakteriobojcze MBC
okreslano wybierajac te rozcienczenia ekstraktow, w ktorych nie obserwowano
wzrostu danego drobnoustroju. Pobierano i przenoszono na plytki Petriego 0,1 cm®
wybranych w ten sposob hodowli a nastgpnie zalewano podtozem Mueller-Hinton.
Inkubacj¢ prowadzono przez 16-20 godzin w temperaturze 37 + 1°C. Wartos¢
MBC stanowilo stezenie ekstraktu, przy ktorym wystapilo zmniejszenie liczby
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zywych bakterii o 99,9%.Powyzsze oznaczenia wykonywano w czterech
powtorzeniach.

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa ekstraktow wyznaczano réwniez metoda
krazkowo-dyfuzyjna. Szczepy bakteryjne z 24-godzinnych hodowli o liczebnosci
1,0-10° jtk-cm™ wysiewano wglebnie w ilosci 0,1 cm® na ptytki Petriego i zalewano
podtozem Mueller-Hinton. Po zestaleniu si¢ podloza, na jego powierzchni
umieszczano 4 jatowe krazki z bibuty o $rednicy 6 mm. Na 3 krazki nanoszono po
15 pl ekstraktu, natomiast na czwarty, ktory stanowil probe kontrolng, nanoszono
40% alkohol etylowy. Plytki inkubowano w temperaturze 37 + 1°C przez
24 godziny. Strefy zahamowania wzrostu bakterii mierzono za pomoca suwmiarki.
Wyniki podawano, po odjeciu $rednicy krazka oraz strefy zahamowania wzrostu
dla proby kontrolnej, w milimetrach [Krasniewska i in., 2010]. Oznaczenie to
wykonano w 12 powtorzeniach. Analizg statystyczng uzyskanych podczas
wyznaczania stref zahamowania wzrostu metoda  krazkowo-dyfuzyjng
przeprowadzono z wykorzystaniem pakietu Microsoft Excel 2010, obliczajac
warto$¢ §rednig oraz odchylenie standardowe.

Wyniki i dyskusja

Zarowno 40% ekstrakt etanolowy z szalwii, jak 1 z rozmarynu zawieraty
w wigkszos$ci te same zwigzki chemiczne, ale w innych ilosciach (Tab. 1). Ekstrakt
etanolowy z szalwii charakteryzowal si¢ najwigkszym udzialem kwasow:
rozmarynowego (0,616 mgem?),  p-kumarynowego (0,256  mgem’™),
benzoesowego (0,072 mgem®) oraz chlorogenowego (0,048 mgcm™).
W ekstrakcie etanolowym z rozmarynu kwasu rozmarynowego byto blisko szes$¢
razy wiecej (4,006 mgem®) niz w ekstrakcie z szalwii. Oznaczono w tym
ekstrakcie rowniez duza ilos¢ karnozolu (0,468 mgem™), kwasu ferulowego
(0,112 mg-em™) i chlorogenowego (0,068 mg-cm™). Natomiast nie stwierdzono
w nim obecno$ci zwigzkow takich jak epikatechina, myrycetyna oraz resweratrol,
obecnych w ekstrakcie z szatwii.

Substancje czynne wystepujace w ekstraktach roslinnych sa zréznicowane
w zakresie budowy strukturalnej. Réznig sie one dlugosciag i stopniem
rozgatezienia tancuchow oraz liczbg pierscieni aromatycznych. Jamroz [2007]
podaje, zZe najczesciej wystepuja w roSlinach: flawony 1 flawonoidy
(m.in. katechiny), terpenoidy (m.in. mentol i kapsaicyna) oraz zwiazki fenolowe
(tymol,  karwakrol, kwas kawowy 1 eugenol). Za  wlasciwosci
przeciwdrobnoustrojowe roslin odpowiedzialne sg w gltownej mierze fenole
(np. eugenol, karwakrol, tymol) oraz aldehyd cynamonowy. Zaouoli i in. [2010]
podaja, ze Gram-ujemne pateczki Klebsiella pneumoniae sa wrazliwe
na olejki eteryczne z rozmarynu zawierajace duze iloSci borneolu, natomiast
Gram-dodatnie ziarniaki Staphylococcus aureus - na formy bogate w a-pinen.
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Tab. 1. Sklad chemiczny ekstraktow etanolowych z szatwii i rozmarynu [mg-cm’]

. . Czas retencji Ekstrakt z szatwii Ekstrakt
Zwiazek chemiczny . Z rozmarynu
[min] — 3
Stezenie [mg-cm™]
Kwas chlorogenowy 2,83 0,048 0,068
Epikatechina 3,80 0,010 0,000
Kwas kawowy 4,33 0,014 0,012
Rutozyd 5,83 0,026 0,060
Kwas p-kumarynowy 7,04 0,256 0,006
Kwas ferulowy 8,08 0,004 0,112
Kwas benzoesowy 11,87 0,072 0,012
Kwas rozmarynowy 12,70 0,616 4,006
Myrycetyna 12,80 0,002 0,000
Resweratrol 15,51 0,010 0,000
Kwercetyna 18,69 0,004 0,006
Karnozol 25,73 0,006 0,468

Ekstrakt etanolowy z szatwii zawierajacy od 0,43 do 0,86 mg s.s.cm™ wykazal
dzialanie hamujace (MIC) wzrost wszystkich analizowanych bakterii
Gram-dodatnich (Tab. 2). Natomiast wérdd bakterii Gram-ujemnych najbardziej
wrazliwe na jego dziatanie byly bakterie Proteus vulgaris 458. Podobng tendencj¢
zaobserwowano w oznaczeniu jego dzialania bakteriobdjczego (MBC). Ekstrakt
etanolowy z rozmarynu, w porownaniu z ekstraktem z szalwii, wykazatl si¢ nieco
mniejszym dziataniem hamujacym wzrost badanych bakterii, poniewaz
w wigkszosci przypadkow wartosci MIC byly wyzsze z oznaczonymi dla ekstraktu
z szatwii. Wartos§ci MIC ekstraktu z rozmarynu wyznaczone dla bakterii
Gram-ujemnych byly wyzsze w porownaniu z warto§ciami wyznaczonymi dla
bakterii Gram-dodatnich, co $wiadczy o opornosci tych drobnoustrojow na
dziatanie aktywnych sktadnikow zawartych w tym ekstrakcie.

Otrzymane w ninigjszej pracy wartosci MIC i MBC nie znalazly
odzwierciedlenia w danych literaturowych. Wynika to prawdopodobnie
z wykorzystania 40% ekstraktow etanolowych, ktore nie mialy zastosowania
w dotychczas prowadzonych badaniach. Najczesciej w doswiadczeniach stosowane
sg olejki eteryczne. Kivrak i in. [2009] porownywali aktywno$¢ olejku eterycznego
i ekstraktu alkoholowego uzyskanego z Salvia potenlillifolia. Najwigksze
zahamowanie wzrostu, zarowno w przypadku olejku eterycznego, jak i ekstraktu
alkoholowego uzyskano dla szczepu Bacillus subtilis. Dla ekstraktu alkoholowego
uzyskano warto$¢é MIC=17 pl-cm™, natomiast dla olejku eterycznego 27,5 pl-cm™,
Buchwald i in. [2007] badali aktywno$¢ wyciagu etanolowego z korzeni Salvia
miltiorrhiza Bunge. Autorzy podaja, Zze najbardziej wrazliwe na dziatanie ekstraktu
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alkoholowego byly bakterie Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus. Uzyskano
dla tych bakterii warto$ci MIC w zakresie 1,0-10,0 mg-cm’3.

Tab. 2. Wartosci MIC oraz MBC ekstraktéw etanolowych z szalwii i rozmarynu
dla wybranych bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [mg s.s-cm™]
Ekstrakt
Z rozmarynu
MIC | MBC MIC | MBC
[mg s.s.cm™]

Ekstrakt z szalwii

Szczep bakterii

Micrococcus sp. 0,43 0,86 0,86 1,72
Bacillus subtilis ATCC 6633 0,43 0,86 1,72 3,44
Tetracoccus sp. 0,43 0,43 0,43 1,72

Staphylococcus aureus ATTC 25923 0,86 0,86 0,86 1,72
Enterococcus faecalis ATCC 29212 0,86 1,72 6,89 6,89

Proteus vulgaris 458 0,43 0,43 3,44 6,89
Proteus mirabilis 180 1,72 3,43 6,89 > 6,89
Escherichia coli ATCC 25922 1,72 1,72 6,89 > 6,89
Klebsiella pneumoniae 196 1,72 1,72 6,89 6,89
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 3,43 3,43 >6,89 | >6,89

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa 40% ekstraktow etanolowych z szatwii
i rozmarynu potwierdzono w badaniach prowadzonych z wykorzystaniem metody
krazkowo-dyfuzyjnej (Tab. 3). Wielkos$¢ stref zahamowania wzrostu w przypadku
ekstraktu z szalwii zawierata si¢ w granicach od 3,9 (Enterococcus faecalis ATCC
29212) do 10,8 mm (Micrococcus sp.). Nie stwierdzono wyraznych rdznic
w wielko$ci stref zahamowania wzrostu bgdacych efektem dziatania ekstraktu
z szatwii miedzy bakteriami Gram-dodatnimi i Gram-ujemnymi. W przypadku
ekstraktu z rozmarynu strefy zahamowania wzrostu bakterii byly nieznacznie
mniejsze niz dla ekstraktu z szatwii w przypadku drobnoustrojéw Micrococcus sp.,
Staphylococcus aureus ATTC 25923, Proteus vulgaris 458, Escherichia coli
ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae 196 i Salmonella Enteritidis ATCC 13076.
Najbardziej wrazliwe na dziatanie ekstraktu etanolowego z rozmarynu okazaty si¢
bakterie Proteus mirabilis 180.

Salehi i in. [2007] badali wptyw ekstraktu etanolowego z Salvia sahendica,
ktory nanoszono na krazki bibuly w objetosci 2,5 ul na krazek. Zdaniem autoroéw,
ekstrakt ten nie hamuje wzrostu E. faecalis. Odmiennego zdania sa Hayouni i in.
[2008], gdyz wyznaczona przez nich strefa zahamowania wzrostu E. faecalis
z zastosowaniem 20 pl olejku eterycznego z Salvia officinalis wynosita 12 mm.
Natomiast Kelen i Tepe [2008] prowadzili doswiadczenie majgce na celu
okreslenie aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej ekstraktow z trzech rodzajow
szatwii. Najbardziej aktywne byly wyciaggi uzyskane z Salvia aramiensis
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i S. aucheri var. aucheri wobec szczepu Escherichia coli, gdzie strefy
zahamowania wzrostu wynosily odpowiednio 11,0 i 12,0 mm. Natomiast
w przypadku Gram-ujemnych pateczek Klebsiella pneumoniae najbardziej
skuteczny okazat si¢ ekstrakt z Salvia aramiensis, ktory spowodowat powstanie
stref zahamowania wzrostu tego drobnoustroju o $rednicy 11,0 mm.

Tab. 3. Strefy zahamowania wzrostu drobnoustrojow w wyniku dzialania
ekstraktow etanolowych z szatwii i rozmarynu [mm] (wartosci $rednie i odchylenia

-SD)

.. Ekstrakt z szalwii Ekstrakt
Szczep bakterii Z rozmarynu
[mm] + SD

Micrococcus sp. 10,8 +0,8 7,6 £0,5
Bacillus subtilis ATCC 6633 5,0+0,5 6,0+ 0,4
Tetracoccus sp. 4,4+£03 6,1 £0,3
Staphylococcus aureus ATTC 25923 10,6 + 0,4 85+0,3
Enterococcus faecalis ATCC 29212 3,9+0,3 3,3+0,3
Proteus vulgaris 458 7.4+0,5 4,7+03
Proteus mirabilis 180 10,5+0,5 10,8 +0,3
Escherichia coli ATCC 25922 4,004 3,6 0,5
Klebsiella pneumoniae 196 6,3+0,2 4,5+0,3
Salmonella Enteritidis ATCC 13076 8,0+0,1 6,1 +£0,5

Aktywno$¢ przeciwdrobnoustrojowa rozmarynu w duzej mierze zalezy od jego
sktadu chemicznego, szczegolnie od zawartosci olejkow lotnych, od pory zbioru
i chemotypu roéliny. Bozin i in. [2007] podaja, ze silniejsze dziatanie
przeciwdrobnoustrojowe wykazuje olejek eteryczny niz ekstrakty wodne czy tez
metanolowe z rozmarynu. Celiktas i in. [2007] badali aktywno$¢
przeciwdrobnoustrojowa olejku eterycznego i ekstraktu metanolowego uzyskanego
z Rosmarinus officinalis, pochodzacego z rdéznych regionéw. Skutecznosé
ich dziatania sprawdzono wobec bakterii: Staphylococcus aureus, Proteus vulgaris,
Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis, Escherichia coli i Bacillus subtilis.
Autorzy stwierdzili umiarkowang aktywnos$¢ olejku eterycznego oraz niska -
ekstraktu alkoholowego wobec badanych szczepow bakterii. W doswiadczeniu tym
wykazano, ze szczepy Enterococcus faecalis i Proteus vulgaris byty najbardziej
wrazliwe na dziatanie olejkow i ekstraktow z rozmarynu, czego nie potwierdzono
W niniejszej pracy.

Whioski

1. Ekstrakty etanolowe z szalwii i rozmarynu odznaczaly si¢ aktywnoscia
przeciwdrobnoustrojowa wzglgdem wigkszosci uzytych w doswiadczeniu
bakterii. Bylo to spowodowane zawarto$cig w ekstraktach zwiagzkow takich jak
kwas rozmarynowy, chlorogenowy i kawowy oraz rutozyd.
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2. Bakterie Gram-dodatnie byly nieco bardziej wrazliwe niz bakterie
Gram-ujemne na dziatanie ekstraktow etanolowych z szalwii i rozmarynu.
Wséréd bakterii Gram-dodatnich szczepem najbardziej wrazliwym na ich
dziatanie okazat sie Tetracoccus sp., a wsrod bakterii Gram-ujemnych - Proteus
vulgaris 458.

3. Najsilniejsze dziatanie hamujace oraz bakteriobdjcze (najnizsze wartosci MIC
oraz MBC) w stosunku do wigkszo$ci badanych bakterii wykazywat ekstrakt
z szatwii. Mozna wnioskowac, ze jest on zrodtem substancji aktywnych, ktore
hamuja wzrost i rozw06j wybranych szczepoéw bakterii.

4. Uzyskane wyniki wskazuja, ze 40% ekstrakty etanolowe z szatwii i rozmarynu
moga by¢ skutecznymi $rodkami konserwujacymi, wykorzystywanymi
do utrwalania produktow spozywczych.

Badanie wykonane w ramach projektu badawczego wiasnego nr N N312 257040
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ANALIZA WYBRANYCH ASPEKTOW JAKOSCIOWYCH
SYROPOW MALINOWYCH

EWA JABLONSKA-RYS, MARTA ZALEWSKA-KORONA, ANETA
SEAWINSKA, WOJCIECH RADZKI, MONIKA MICHALAK-MAJEWSKA,
WALDEMAR GUSTAW, KATARZYNA SKRZYPCZAK, ALEKSANDRA
CIOLKOWSKA

Streszczenie

W pracy dokonano analizy wybranych aspektéw jakosciowych dostepnych na
rynku syropdw malinowych jedenastu producentow. Ocena obejmowata
oznaczanie zawartosci ekstraktu, zwigzkéow fenolowych oraz antocyjanow
W napojach sporzadzonych z syropéw. Ponadto rozcienczone syropy poddawano
analizie barwy oceniajac jasno$¢ L*, parametry chromatycznosci a* i b* oraz
intensywno$¢ i nasycenie. Analiza danych zawartych na etykiecie badanych
produktéw wykazata, ze syropy o smaku malinowym sg zréznicowane zar6Wno
pod wzgledem udzialu soku malinowego jak i innych skladnikow objetych
recepturg. Badane syropy byly istotnie zrdéznicowane pod wzgledem zawartosci
zwiazkow fenolowych i antocyjandw, a takze analizowanych parametrow barwy.

Stowa kluczowe: syrop malinowy, barwa, antocyjany, zwigzki fenolowe

Wprowadzenie

Malina (Rubus idaeus L.) byla uprawiana juz w starozytnosci, gtéwnie jako
ro$lina lecznicza. Obecnie w ziololecznictwie stosowane sg owoce w postaci
swiezej 1 suszonej oraz liScie. Owoce maliny s3g doskonatym surowcem
do produkcji syropu malinowego, ktory jest tradycyjnym s$rodkiem napotnym,
stosowanym powszechnie w leczeniu grypy i chordéb grypopodobnych. Owocom
maliny przypisuje si¢ wlasciwosci napotne, przeciwzapalne i przeciwgoragczkowe
(Krauze-Baranowska i Majdan,  2009). Zwigzkami  chemicznymi,
charakterystycznymi dla owocoéw malin s3 zwiazki polifenolowe, gléwnie
antocyjany i elagotaniny. Zawarto$¢ antocyjanow w malinach wzrasta w miarg¢ ich
dojrzewania, podczas gdy zawarto$¢ wielu innych zwigzkéw fenolowych ulega
redukcji (Wang i Lin, 2000, Beekwilder, 2005). Uwaza si¢ ze za wlasciwosci
przeciwzapalne owocow maliny odpowiadajg miedzy innymi antocyjany, hamujac
aktywno$¢ enzymow stanu zapalnego (cyklooksygenaz COX-I i COX-II) (Seeram
iin., 2001).

Polska jest znaczacym producentem malin na §wiecie. W latach 2010-2012
udziat Polski w $wiatowej produkcji malin wynidst 19,1% (Zaremba, 2014).
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Maliny s3 wysoce cenionym surowcem owocowym ze wzgledu na walory
smakowe, charakteryzuja si¢ jednak krotka trwaloScia pozbiorcza i1 duza
podatnoscia na uszkodzenia, dlatego tez tak istotng role odgrywa ich przetworstwo.
Dominujacym kierunkiem przetwdrstwa malin jest mrozenie, owoce stuza rOwniez
do produkcji dzemow, konfitur, sokéw, win owocowych, nalewek i syropow.

Wedtug Berdowskiego (1991) syropy owocowe to klarowne moszcze owocowe
wysycone cukrem do lacznej zawartosci ekstraktu 66%. Poprzez tak duzy dodatek
cukru pierwotne st¢zenie wszystkich sktadnikéw soku ulega okoto 3-krotnemu
zmniejszeniu, co powoduje obnizenie kwasowosci do 0,2-0,3%. Z tego powodu
syropy owocowe s3 czesto dokwaszane, glownie kwasem cytrynowym.
W tradycyjnej technologii cukier i ewentualnie kwas cytrynowy sa jedynymi
dodatkami do sktadnika owocowego, a trwato$¢ syropu osigga sie¢ poprzez
zastosowanie procesu pasteryzacji lub rozlewu na goragco do wyjatowionych
opakowan. Obecnie znaczna czg$¢ syropow jest konserwowana chemicznie.

Asortyment syropéw owocowych jest bardzo szeroki, a produkty te cieszg sie
duza popularno$cia wsréd konsumentow, ktorzy w roku 2013 wydali na te
produkty 311 min zt (Kociubinska, 2014). Wsrod bogatej oferty, obejmujacej
zardwno tradycyjne smaki owocowe jak i smaki z réznego rodzaju dodatkami
(ziotami, owocami egzotycznymi, owocami dziko rosnacymi) najwigksza
popularnoscig cieszg si¢ syropy malinowe, ktoére w tej kategorii produktéw majg
ponad 50% udziatu. Dane te sg jeszcze wigksze 1 siggaja 70%, jezeli oprocz
syropow malinowych bierze si¢ pod uwagg rowniez syropy malinowe z dodatkami,
np. kwiatem lipy, cytryna, czy owocami rozy (Dawiec, 2012).

Syropy owocowe s3 ckonomiczng alternatywg dla sokéw, nektarow,
czy gotowych napojow. Konsumenci stosujg je gtownie do rozcienczenia z woda
lub jako dodatek do goracej herbaty. Produkty te sg rowniez stosowane jako
dodatek do piwa i innych napojéw alkoholowych (drinki), deseréw i stodkich dan
(lody, nalesniki, budynie). W okresie jesienno zimowym duza popularnoscig ciesza
si¢ tak zwane syropy prozdrowotne, np. malina z lipa, malina z dodatkiem witamin,
ktore stosowane z gorgca herbata tworza napodj rozgrzewajacy (Kociubinska,
2014). Na rynku dostgpne sg rowniez syropy o obnizonej zawartosci cukru, syropy
bez konserwantow, sztucznych barwnikéw, czy aromatow. Niektorzy producenci
deklaruja, ze ich produkty maja cechy podobne do syropow tradycyjnie robionych
w domach.

Faktyczny sktad i jako$¢ syropéw nie zawsze sg zgodne z tym, co sugeruje
etykieta. Wedlug danych IJHARS (Inspekcja Jako$ci Handlowej Artykutow
Rolno-Spozywczych) w 2011 roku ponad 48% partii syropéw owocowych
poddanych kontroli wykazatlo nieprawidtowosci pod wzgledem znakowania.
Artykuty zywno$ciowe musza by¢ oznakowane zgodnie z obowigzujacymi
przepisami, ainformacje na etykiecie czy opakowaniu produktu nie moga
wprowadza¢ konsumenta w btad. Jednym z przyktadéow byto podanie nazwy
»Syrop Malina” sugerujacej, ze smak produktu pochodzi od uzytego soku
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lub koncentratu owocowego, podczas gdy umieszczona w innym miejscu, czesto
mniej widocznym, nazwa ,,Syrop owocowy o smaku malinowym” wskazuje na
zastosowanie aromatu. Podobnie zamieszczenie na opakowaniu sformutowania
»Smak tradycji” sugerowato, ze syrop otrzymano wylacznie z SOKU OWOCOWego
i cukru, podczas gdy w sktadnikach wymieniono substancje dodatkowe. Kolejna
nieprawidlowo$cia bylo podanie sktadnikow w nieprawidtowej kolejnosci,
bez zachowania porzadku malejacego wedtug ich masy, czy tez umieszczenie
grafiki sugerujacej inny niz faktycznie sklad surowca (Anonim, 2012).
Pocieszajacym wydaje si¢ fakt, ze przeprowadzona 2 lata pozniej kontrola
wykazata nieprawidtowosci w przypadku juz tylko 14,6% partii syropoéw (Anonim,
2014).

Wymagania dotyczace jakosci handlowej, okreslone w przepisach krajowych
i unijnych dla niektorych artykutéw rolno-spozywczych zapewniaja powtarzalno$é¢
cech wyrobow gotowych i s3 gwarancja, ze produkty oferowane pod ta sama
nazwg handlowa beda miaty zblizone parametry, mieszczace si¢ w ustalonych
normach. Syropy owocowe naleza do duzej grupy artykutéw zywnosciowych, dla
ktorych takich wytycznych nie ma. Brak obligatoryjnych norm daje producentom
mozliwos¢ modyfikowania sktadu wyrobow, a do handlu trafiajg wyroby pod taka
samg nazwg i nalezace do tej samej grupy produktow, ale istotnie rdznigce si¢
smakiem, czy tez sktadem. Stan taki sprzyja wprowadzaniu na rynek produktow
0 roznej jakosci.

Celem pracy byla ocena wybranych aspektow jako$ciowych syropow
malinowych dostgpnych na rynku.

Material i metody badan

Material do badan stanowity syropy o smaku  malinowym jedenastu
producentow dostegpne na polskim rynku, zakupione w handlu detalicznym.
Producentéw syropoéw oznaczono kodami (A — K), deklarowany sktad syropow
przedstawiono ponize;j:

A - Syrop o smaku malinowym; sktad: syrop glukozowo-fruktozowy, cukier,
zageszczony sok aroniowy (1,2%), aromat, stabilizator: karboksymetyloceluloza,
substancje stodzgce: cyklaminian sodu, aspartam, sacharynian sodu, acesulfam K,
substancje konserujgce: sorbinian potasu, benzoesan sodu, zageszczony sok
malinowy (0,5%0), barwnik: karmel amoniakalno-siarczynowy, przeciwutleniacz:
kwas askorbinowy;

B - Syrop owocowy o smaku malinowym; sktad: syrop glukozowo-fruktozowy,
woda, zageszczony sok aroniowy, kwas cytrynowy - regulator kwasowosci,
zageszczony sok malinowy o ekstrakcie ogélnym 65% (0,19%), zageszczone
soki: z czarnej porzeczki i marchwi, kwas askorbinowy - przeciwutleniacz, aromat;

C - Syrop 0 smaku malinowym; skfad: syrop glukozowo-fruktozowy, sok
malinowy (19%) z soku zageszczonego, sok aroniowy (11%) z soku
zaggszczonego, woda, regulator kwasowosci: kwas cytrynowy, aromat,
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przeciwutleniacz: kwas askorbinowy, barwnik: karmel amoniakalno-siarczynowy,
zawiera 30% soku owocowego;

D - Syrop owocowy o smaku malinowym,; sktad: syrop glukozowo-fruktozowy,
woda, zaggszczony sok wieloowocowy, zageszczony sok malinowy (0,3%),
antocyjany, karmel - barwnik, kwas cytrynowy - regulator kwasowosci, witamina
C - substancja wzmacniajaca, aromat;

E - Syrop owocowy o smaku Malina; sktad: syrop glukozowo-fruktozowy,
cukier, woda, zageszczony sok malinowy (0,32%), koncentraty: czarna
porzeczka, marchew, regulator kwasowosci: kwas cytrynowy, barwnik: karmel
amoniakalno-siarczynowy, aromat;

F - Syrop owocowy o smaku malinowym; sktad: woda, syrop glukozowo-
fruktozowy, sok malinowy (2,3%) z soku zageszczonego, regulator kwasowosci:
kwas cytrynowy, zageszczony sok aroniowy, aromat, substancje stodzace:
cyklaminian sodu, sacharynian sodu, aspartam, acesulfam K, ekstrakt
z czerwonych winogron, stabilizator: karboksymetyloceluloza, barwnik: karmel
amoniakalno-siarczynowy, substancje konserujgce: sorbinian potasu, benzoesan
sodu, przeciwutleniacz: kwas askorbinowy;

G - Zaprawa do napojow o smaku malinowym; sktad: syrop glukozowo-
fruktozowy, cukier, woda, sok aroniowy z zaggszczonego soku aroniowego, SOK
malinowy z zageszczonego soku malinowego (0,1%), regulator kwasowosci:
kwas cytrynowy, aromat, barwnik: E150d, substancja wzbogacajaca: witamina C;

H - Zaprawa do napojow o smaku malinowym; sktad: syrop glukozowo-
fruktozowy, woda, kwas cytrynowy - regulator kwasowosci, zageszczony sok
aroniowy, aromat malinowy, sok malinowy (0,8%) z koncentratu soku
malinowego, witamina C - substancja wzbogacajaca, substancja konserwujaca:
benzoesan sodu;

| - Syrop owocowy o smaku malinowym,; sktad: syrop glukozowo-fruktozowy,
zageszczony sok aroniowy, woda, regulator kwasowos$ci: kwas cytrynowy,
sok malinowy =z zageszczonego soku malinowego (0,3%), aromat,
przeciwutleniacz: kwas askorbinowy, barwnik: E150d;

J - Syrop owocowy o smaku malinowym,; sktad: syrop glukozowo-fruktozowy,
woda, sok malinowy (10%) odtworzony z zageszczonego soku malinowego,
zageszczony sok aroniowy, regulator kwasowos$ci: kwas cytrynowy, aromat
malinowy, przeciwutleniacz: kwas askorbinowy, barwnik: karmel amoniakalno-
siarczynowy (E150d);

K - Syrop o smaku malinowym; sktad: cukier, syrop glukozowo-fruktozowy,
soki z sokow zageszczonych z: malin (19%) i aronii (11%), woda, regulator
kwasowosci: kwas cytrynowy, substancja wzbogacajgca: witamina C, barwnik:
karmel, aromat;

Do badan syropy malinowe rozcienczano przegotowang i ostudzong
do temperatury 21°C woda w stosunku 1:10, zgodnie z zaleceniami producentow.
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W tak przygotowanych napojach oznaczano zawarto$¢ ekstraktu, zwigzkow
fenolowych, antocyjandéw oraz dokonano pomiaru barwy.

Ekstrakt oznaczano metodg refraktometryczng wg Polskiej Normy PN-EN
12143:2000.

Zwiazki fenolowe, po ekstrakcji wodnej, oznaczano z uzyciem odczynnika
Folina-Ciocialteu’a, mierzac absorbancj¢ przy dlugosci fali 765 nm
w spektrofotometrze Helios Gamma (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
metodg opisang przez Singletona i innych (1999). Krzywa kalibracyjng wykreslono
z uzyciem kwasu galusowego. Wynik wyrazano jako mg réwnowaznika kwasu
galusowego (GAE) w 100 ml rozcienczonego syropu.

Antocyjany ogdélem oznaczano zgodnie z metodyka Giusti i Wrolstada (2001),
Z odczytem absorbancji przy pH 1,0 1 4,5 oraz A = 510 i 700 nm. Wyniki wyrazano
jako mg cyjanidyno-3-glukozydu (CG) w 100 ml rozcienczonego syropu.

Do opisywania barwy wykorzystano opracowany przez Miedzynarodowa
Komisjg Oswietleniowa (CIE) model barw CIE L*a*b*. Parametry barwy
oznaczano w $wietle przechodzacym, przy uzyciu spektrofotometru sferycznego
8200 Series (X-Rite). Aparat wykalibrowano na wzorcu bieli. W celu dokonania
pomiaréw rozcienczone syropy umieszczano w szklanej kuwecie pomiarowej
0 grubosci 20 mm. Rejestrowano warto$ci sktadowe L*- jasno$¢ w zakresie
od O (barwa czarna) do 100 (barwa biata), a*- odpowiada chromatyczno$ci od
czerwonej do zielonej (wartosci ujemne wskazuja na wigkszy udziat w barwie
proby koloru zielonego, wartosci dodatnie na wigkszy udzial w barwie koloru
czerwonego), b*- odpowiada chromatycznosci od zottej do niebieskiej (wartosci
ujemne wskazujg na wigkszy udzial w barwie proby koloru niebieskiego, wartosci
dodatnie na wigkszy udzial w barwie koloru zoltego). Wykorzystujac parametry
barwy L*, a*, b* obliczono nasycenie (Va?+b?) oraz intensywnos¢ barwy (a*/b*).

Wszystkie oznaczenia byly wykonywane w  pigciu  powtdrzeniach.
Wyniki opracowano statystycznie testem Tukeya na poziomie istotnosci p < 0,05,
przy uzyciu programu Statistica 9.

Wyniki i dyskusja

Producenci syropéw zachecaja konsumentéw do zakupu wizerunkiem
dorodnych malin na etykiecie, podczas gdy z analizy danych umieszczonych na
opakowaniu wynika, ze dominujacymi sktadnikami syropu jest cukier i/lub syrop
glukozowo-fruktozowy, natomiast zageszczony sok malinowy stanowi czgsto
jedynie utamek procenta. Za smak i zapach produktu odpowiadaja aromaty,
a nie sok, barwe zazwyczaj ksztattuja inne niz malinowy soki owocowe, zazwyczaj
sok aroniowy oraz barwniki (karmel amoniakalno-siarczynowy).

Badane syropy charakteryzowaly si¢ zréznicowanym deklarowanym udzialem
soku malinowego. Ilo$¢ tego sktadnika podawana jest jako procentowy udziat soku
zageszczonego lub soku odtworzonego z soku zageszczonego i w badanych
produktach wynosita od 0,1 do 19%. Wszystkie produkty zawieraly w swoim
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sktadzie syrop glukozowo-fruktozowy, wigkszo$¢ (9 produktéw) zawierata sok
aroniowy, wszystkie wzbogacano w aromat.

Syropy dwoch producentéw (A 1 F) zawieraly sztuczne substancje stodzace,
byly to produkty o obnizonej zawarto$ci cukru, ktérych ekstrakt po rozcienczeniu
wodg w stosunku 1:10 wynosit odpowiednio 3,9 oraz 3% (Tab. 1.). Produkty te
zawieraly réwniez dodatek chemicznych substancji konserwujacych. Pozostate
syropy w postaci rozcienczonej posiadaty ekstrakt w granicach od 7 do 7,9%.
W badaniach Druzynskiej i Plewki (2012) dla 3 analizowanych syropéow
malinowych nierozcienczonych uzyskano wyniki w granicach od 65,7 do 69,9%,
co po uwzglednieniu rozcienczenia daje warto$ci nizsze niz w badaniach wtasnych.

Zawarto$¢ zwiazkéw fenolowych w napojach sporzadzonych z syropow byta
istotnie zroznicowana i mie$cila si¢ w granicach od 0,53 (producent E) do 5,96 mg
GAE/100 ml (producent J) (Tab. 1.). Druzynska i Plewka (2012) podaja zawarto$¢
polifenoli w zakresie od 37,32 do 41,25 mg GAE na 100 ml nierozcienczonego
syropu malinowego.

Zawarto$¢ antocyjanow wyrazonych jako mg cyjanidyno-3-glukozydu byta
roOwniez istotnie zréznicowana i miescita si¢ w zakresie od 0,11 (producent H)
do 0,75 mg CG/100 ml rozcienczonego syropu (producent K) (Tab. 1.). Wysoka
zawarto$¢ antocyjanow (0,72 mg CG/100 ml) stwierdzono w napoju sporzadzanym
z syropu producenta D, ktory jednoczes$nie deklaruje w sktadzie produktu dodatek
tych barwnikow.

Wykazano wysoka korelacje pomigdzy zawartoscig antocyjanow a parametrami
barwy: jasno$cig L* (R = - 0,8572), parametrem chromatycznosci a* (R = 0,9073)
oraz nasyceniem (R = 0,9310). Wyniki te wskazuja, ze barwa badanych syropow
zdecydowanie zalezy od udzialu w nich barwnikoéw antocyjanowych, ktoérych
zrodlem sa soki owocowe uwzglednione w recepturze (malinowy, aroniowy,
porzeczkowy), czy tez ekstrakt z czerwonych winogron (producent F).
Nie wykazano korelacji pomigdzy zawarto$cig antocyjandéw a intensywnoscig
barwy. By¢é moze spowodowane jest to wudzialem innych barwnikow
(nie antocyjanowych), ktorych wktad w ten parametr barwy jest znaczacy. Az 9 na
11 producentow stosowato jako dodatek do syropow barwnik E 150d (karmel
amoniakalno-siarczynowy), a dwoéch (B i E) dodatek soku z marchwi
(karotenoidy).

Syropy byly istotnie zréznicowane pod wzgledem badanych parametrow barwy
(Tab. 2.). Parametr L* $wiadczy o jasnosci barwy, im wyzsza jest jego warto$¢,
tym badany produkt jest jasniejszy. W analizowanych syropach warto$¢ parametru
L* miescita si¢ w zakresie od 44,90 (producent C, deklarujacy w swoim wyrobie
zawarto$¢ 19% soku malinowego i 11% soku aroniowego) do ponad 89
(producenci Hi I).

Parametr chromatyczno$ci a* §wiadczy o udziale barwy czerwonej w syropach.
Najwieksza warto$¢ tego parametru stwierdzono w napoju sporzadzonym z syropu
producenta K (61,41), a najmniejsza, zaledwie 14,22, w napoju producenta H
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(zaprawa do napojow o smaku malinowym). Ten sam produkt charakteryzowat si¢
roOwniez najnizsza warto$cig parametru b* (7,83), najnizsza warto$cig nasycenia
barwy (16,23) oraz tacznie z syropem producenta A najstabsza intensywnoscia
barwy (1,82).

Tab.1. Zawarto$¢ ekstraktu, zwiazkow fenolowych i antocyjanow w roztworach
syropow malinowych

Kod Ekstrakt Zwiazki fenolowe Antocyjany
producenta [%%6] [mg GAE/100 ml] [mg CG/100 ml]
A 3,9°+£0,06 1,73 £ 0,27 0,14°+ 0,02
B 7,29+ 0,06 2,86% + 0,07 0,46™¢ + 0,00
C 7,0°+ 0,06 4,979+ 0,04 0,60%"+ 0,05
D 7,89+ 0,06 3,10°+ 0,06 0,727+ 0,05
E 7,5°+0,10 0,532+ 0,10 0,39%7+ 0,05
F 3,08+ 0,06 1,98°¢ + 0,07 0,23*" £ 0,07
G 7,77+ 0,06 2,25%+ 0,09 0,31%¢+ 0,05
H 7,99+ 0,06 2,80% + 0,09 0,11*+ 0,06
I 7,294£0,10 2,737+ 0,10 0,31%°+0,12
J 7,159+ 0,06 5,96" + 0,19 0,58°T+0,21
K 7,8" £ 0,06 3,64"+0,14 0,75 +0,16
srednia 6,7 2,96 0,42

Tab. 2. Parametry barwy roztworow syropow malinowych

Kod Parametr Parametr
produce Jasnos¢é L* chromatycznos$ci | chromatycznoSci Intensywnos$é Nasycenie
nta a* b*
A 76,45 + 0,06 30,07° + 0,05 16,507 + 0,06 1,822+ 0,01 34,30° + 0,05
B 60,597+ 0,01 54,55' = 0,06 16,87° = 0,06 3,237+ 0,01 57,10' = 0,07
C 44,90% + 0,06 51,48" + 0,04 20,76" + 0,05 2,48°+0,01 55,51" + 0,03
D 51,57° + 0,02 61,15/ + 0,07 31,47'+ 0,06 1,94° + 0,00 68,77 + 0,08
E 66,87+ 0,06 48,637+ 0,06 11,52°+ 0,07 422"+0,02 49,977+ 0,06
F 72,40" £ 0,05 35,04 + 0,06 17,417+ 0,05 2,015+ 0,01 39,13+ 0,04
G 69,529 + 0,05 46,93 + 0,06 10,76° = 0,06 4,36' £ 0,02 48,15° + 0,07
H 89,521+ 0,12 14,22 + 0,06 7,838+ 0,05 1,822+ 0,01 16,23 + 0,06
| 89,420 + 0,06 36,499+ 0,05 16,74° + 0,06 2,189+ 0,01 40,159+ 0,02
J 60,84° £ 0,07 50,169 + 0,05 19,219+ 0,06 2,617+0,01 53,719+ 0,03
K 53,10°+ 0,05 61,415+ 0,01 31,37'+ 0,05 1,96° + 0,00 68,96+ 0,03
$rednia 66,83 44,56 18,22 2,60 48,36

Najwyzsze wartosci parametréw intensywnos$ci i nasycenia barwy stwierdzono
odpowiednio w napojach sporzadzonych z syropow producentéw G (4,36) oraz K
(68,96).

Wyniki dotyczace zawarto$ci antocyjandOw oraz barwy syropow nie moga by¢
porownane do danych uzyskanych przez innych autorow, gdyz temat ten nie byt
wczesniej podejmowany.
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Whioski

1.

Dostepne na rynku syropy o smaku malinowym sg zréznicowane zaré6wno pod
wzgledem udziatu soku malinowego jak i innych sktadnikéw objetych receptura
(analiza danych zawartych na etykiecie badanych produktow).

Badane syropy byly istotnie zroznicowane pod wzgledem zawartosci zwigzkow
fenolowych 1 antocyjanéw, a takze analizowanych parametrow barwy.
Stwierdzono wysoka korelacj¢ pomigdzy zawarto$cig antocyjandéw w syropach
a jasnos$cig L*, parametrem chromatyczno$ci a* oraz nasyceniem barwy.

4. Na intensywno$¢ barwy prawdopodobnie maja wptyw dodawane do syropow
barwniki (karmel amoniakalno-siarczynowy), gdyz nie stwierdzono korelacji
pomigdzy tym parametrem barwy a zawarto$cia antocyjanow.
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OCENA PRZEZYWALNOSCI SZCZEPOW LACTOBACILLUS SPP.
W FUNKCJONALNYM SOKU ALOESOWYM

ALEKSANDRA  KOCOT, MAGDALENA  OLSZEWSKA, MARTA
GORYWODA, LUCJA LANIEWSKA-TROKENHEIM

Streszczenie

Wsérdéd  spoleczenstwa ros$nie zainteresowanie zywnoscig funkcjonalna.
Producenci zywnosci, wychodzac naprzeciw potrzebom konsumentéw, wzbogacaja
zywno$¢ o szereg sktadnikow, ktore maja wywotaé korzystny wptyw na organizm
cztowieka. Jednymi z najczgsciej stosowanych dodatkéw funkcjonalnych
sa szczepy bakterii probiotycznych. Prozdrowotny efekt takiej zywnosci polega
m.in. na stymulacji uktadu odpornosciowego cztowieka, utrzymaniu rownowagi
mikroflory jelitowej oraz perystaltyki jelit czy zahamowaniu rozwoju komorek
nowotworowych. W niniejszej pracy zbadano przezywalno$¢ szczepow
Lactobacillus spp. podczas 32-dniowego przechowywania w temperaturze
pokojowej w soku aloesowym. Do oceny przezywalnos$ci pateczek zastosowano
dwie metody analizy iloSciowej: metode posiewoOw powierzchniowych oraz metode
opartg na barwieniu fluorescencyjnym komorek. Do barwienia komorek
zastosowano zestaw LIVE/DEAD BacLight™ Viability Kit, ktory pozwolit
na oceng stanu fizjologicznego komoérek pod wzgledem spdjnosci bton
cytoplazmatycznych. Wyniki liczebno$ci pateczek Lactobacillus spp. 0znaczonej
metodg ptytkowa pokazaty, ze rozwoj szczepoéw Lactobacillus spp. nastepowat
do 9 dnia przechowywania, po czym liczebno$¢ komoérek zmniejszyta si¢ do okoto
6.5 log jtk/mL. Liczebno$¢ komoérek uzyskana z zastosowaniem barwienia
fluorescencyjnego byta najwyzsza miedzy 5 a 19 dniemi utrzymata si¢ na poziomie
6.5 log komorek/mL do ostatniego dnia przechowywania. Na podstawie
uzyskanych wynikow stwierdzono, ze sok aloesowy jest dobrym s$rodowiskiem
rozwoju i przezywania pateczek Lactobacillus spp., potrzebne sg jednak dalsze
badania nad funkcjonalnoscig tego typu soku z dodatkiem szczepoéw Lactobacillus
spp. i opracowaniem technologii jego wytwarzania.

Stowa kluczowe: Lactobacillus spp., przezywalno$¢, zywno$¢ funkcjonalna

Wprowadzenie

W dzisiejszym $wiecie wzrasta zainteresowanie zdrowa zywno$cig oraz
zywnoscig funkcjonalng. Wynika to z coraz wigkszej S$wiadomosci spoteczenstwa
na temat sposobow odzywiania si¢ oraz wptywu diety na stan zdrowia. Ponadto
konsumenci oczekuja, ze produkt spozywczy dostarczy im dodatkowych korzysci,
ponad efekt odzywczy, ze wplynie pozytywnie na samopoczucie oraz poprawi stan
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zdrowia (Kudetka i Lobaza, 2007). W zwiazku z tym dynamicznie rozwijaja si¢
rozne dziedziny nauki, takie jak biotechnologia i mikrobiologia, ktore pozwalaja
uzyska¢ nowe rodzaje zywno$ci funkcjonalnej. Obok klasycznych metod
stosowanych w mikrobiologicznej analizie zywnosci rozwijaja si¢ metody oparte
na fluorescencji, ktore znacznie przyspieszaja czas otrzymania wynikoéw analiz
takich parametréw jak liczebno$¢, stan fizjologiczny oraz metabolizm
drobnoustrojow (Daims i Wagner, 2007). Wiele sposrod prowadzonych obecnie
badan nad funkcjonalno$cia oraz przezywalnoscia bakterii w roéznych
srodowiskach dotyczy pateczek fermentacji mlekowej z rodzaju Lactobacillus
(Zielinska, 2005). Zastosowanie szczepéw Lactobacillus spp. do produkcji sokow
typu ,,bio” moze zatem pozwoli¢ na pozyskanie produktéw o nowych
wlasciwosciach, wywierajacych efekt prozdrowotny na organizm czlowieka.

Celem pracy byla ocena przezywalnosci szczepow Lactobacillus spp.
wyizolowanych z kiszonych ogorkow 1 kapusty podczas 32-dniowego
przechowywania w temperaturze pokojowej w soku aloesowym z zastosowaniem
klasycznej metody ptytkowej oraz barwienia fluorescencyjnego LIVE/DEAD
BacLight™ Viability Kit.

Material i metody badan

Przebadano 11 szczepéw Lactobacillus spp. wyizolowanych z kiszonych
warzyw pochodzacych z roznych regionow Polski. Posiewy probek soku
wykonanona podtozu MRS-agar (Merck) i inkubowano w 30 °C przez 48 godzin
w warunkach beztlenowych (Anaerocult®C, Merck).  24-godzinne hodowle
szczepow Lactobacillus spp. w bulionie MRS postuzyly do zaszczepienia soku
aloesowego z 1 % dodatkiem kwasku cytrynowego. Inokulum dodano w stosunku
1:10 tak, aby sok zawierat 10°10" komorek bakteryjnych na 1 mL.
Soki przechowywano przez 32 dniw temperaturze pokojowej, a liczebno$é
pateczek Lactobacillus spp. oznaczono bezposrednio po zaszczepieniu oraz 1, 5, 9,
12, 19 32 dnia przechowywania. Liczebno$¢ pateczek oznaczono
z zastosowaniem dwoch metod - klasycznej metody ptytkowej oraz metody
barwienia fluorescencyjnego komoérek w polaczeniu z analizg mikroskopows.
Do oznaczenia liczebno$ci Lactobacillus spp. metoda ptytkowa wykonano szereg
10-krotnych rozcienczen w jalowym plynie fizjologicznym (0,85% NacCl).
Odpowiednie rozcienczenia posiano powierzchniowo na podloze MRS-agar.
Inkubacje posiewow prowadzono w 30 °C przez 48 godzin. Po tym czasie
policzono kolonie ipodano liczbe w log jtk/mL. Analiza mikroskopowaz
zastosowaniem barwienia fluorescencyjnego komorek wymagata przygotowania
rozcienczen probek soku w sterylnym ptynie fizjologicznym w stosunku 1:10.
Nastepnie przeprowadzono barwienie za pomoca zestawu LIVE/DEAD
BacLight™ Viability Kit wg specyfikacji producenta. Prébki przefiltrowano
uzywajac aparatu filtracyjnego (MILLIPORE) i czarnych filtrow poliweglanowych
(Millipore ISOPORE™) typu 2 pum, @ 13 mm. Filtry umieszczono na szkietkach
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podstawowych, dodajac olejek BackLight™Mounting Qil (Invitrogen, Molecular
Probes) i zamykajac szkietkami nakrywkowymi. Obserwacje mikroskopowsa
przeprowadzono przy pomocy mikroskopu epifluorescencyjnego OLYMPUS
BX51. Do komputerowej analizy obrazu uzyto programu CellSens Dimension
System 1.5 (Olympus), ktory umozliwit liczenie komorek z obrazow
mikroskopowych. Z kazdego preparatu wykonanolO zdjgé, ktore postuzyly
do obliczenia log komérek/mL. Wykonano réwniez analize statystyczng z uzyciem
programu STATISTICA wersja 10 (StatSoft®). Do poréwnania wynikow
uzyskanych z zastosowaniem metody ptytkowej i fluorescencyjnej wykonano
analiz¢ ANOVA jednoczynnikowa Iub test U Manna-Whitneya. W celu
sprawdzenia czy liczebno$¢ pateczek Lactobacillus spp. zmienita si¢ statystycznie
istotnie podczas przechowywania wykonano test ANOVA z powtdrzonymi
pomiarami lub jej nieparametryczny odpowiednik rang Friedmana. Istotno$¢ réznic
analizowano na poziomie prawdopodobienstwa granicznego p=0.05.

Wyniki i dyskusja

Efektem posiewu izolacyjnego probek zywnosci na podloze MRS-agar byla
makroskopowa i mikroskopowa ocena morfologii kolonii i komorek pateczek
fermentacji mlekowej. Kolonie Lactobacillus spp. wyrosty w postaci okragtych,
cytrynowych lub kremowo-cytrynowych, lekko wypuktych, btyszczacych kolonii
z rownym brzegiem (Rys. 1). W celu okreslenia liczebnosci pateczek Lactobacillus
spp. po dodaniu do soku w trakcie przechowywania wykonywano posiewy

Rys. 1. Morfologia kolonii szczepu Lactobacillus sp. 5.1 po 48-godzinnej inkubacji
w warunkach beztlenowych na podtozu MRS.

Zastosowanie zestawu barwnikow fluorescencyjnych LIVE/DEAD BacLight™
Viability Kit pozwolito na obserwacje morfologii pojedynczych komorek
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oraz liczebno$ci komoérek zywych i komoérek martwych, widocznych w obrazie
mikroskopowym odpowiednio jako komorki zielone i komorki czerwone (Rys. 2).
Zastosowane fluorochromy wybarwily komoérki ze wzgledu na spojnos¢ bton
cytoplazmatycznych. Zielone komérki sa efektem barwienia SYTO™9, ktory ma
matg mase czasteczkowa i1 wnika tylko do wnetrza komorek o spojnych blonach.
Komorki czerwone sa natomiast wybarwione jodkiem propidyny (PI),
ktory charakteryzuje si¢ duza masg molekularng i z tego powodu wnika jedynie
do komoérek z przerwang ciagtoscia btony cytoplazmatycznej (Joux i Lebaron,
2002). Rownolegte zastosowanie metody fluorescencyjnego barwienia komorek
oraz klasycznej metody ptytkowej w ilo§ciowej analizie soku umozliwito oceng
przezywalnosci komorek Lactobacillus spp. w soku aloesowym na podstawie
innych parametréw niz tylko wzrost na podtozu mikrobiologicznym.

komoérka
zywa

komorka
martwa

Rys. 2. Obraz mikroskopowy komorek Lactobacillus spp. 4.1 wybarwionych
zestawem LIVE/DEAD BacLight™Viability Kit.

Na podstawie wynikow uzyskanych z zastosowaniem metody plytkowe;j
zaobserwowano, ze wszystkie szczepy Lactobacillus spp. wykazatly wzrost
populacji do 9 dnia przechowywania soku, a maksymalna liczebno$¢ paleczek
Lactobacillus spp. w tym dniu byta na poziomie nieznacznie wyzszym niz 8 log
jtk/mL (Rys. 3).W zaleznosci od liczebno$ci poczatkowe]j pateczek Lactobacillus
spp., zaobserwowano przyrost populacji o 0.5-1.5 rzedu logarytmicznego.
Od 9 dnia liczebno$¢ pateczek Lactobacillus spp. zaczeta sie zmniejszaé
i ostatecznie osiagneta warto$¢ 6.5 log jtk/mL w ostatnim dniu.

Na podstawie wynikow liczebnosci komoérek zywych Lactobacillus spp.
wybarwionych ~ zestawem  LIVE/DEAD  BacLight™  zaobserwowano,
ze zmienila si¢ ona istotnie podczas przechowywania w soku aloesowym (p<0.01).
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liczebno$¢ populacji log [jtk/mL]

dzien przechowywania

- J
Rys. 3. Liczebno$¢ populacji pateczek Lactobacillus spp. w soku aloesowym
podczas 32-dniowego przechowywania w temperaturze pokojowej o0znaczona
metodg ptytkowa

W momencie zaszczepienia oraz 1 dnia liczba komorek zywych byta na
podobnym poziomie. Najwigksza liczebno$¢ komorek zywych oznaczono
w przedziale migdzy 5 a 12 dniem przechowywania, $rednio bylo to log 7.5
kom./mL (Rys. 4). W kolejnych dniach nastepowalo obnizenie liczby komorek
zywych, $wiadczace o powolnym zamieraniu populacji Lactobacillus spp. na co
wskazuja wyniki liczebnosci komorek obu zastosowanych metod analizy
ilosciowe;.

Zastosowanie metody ptytkowej oraz metody fluorescencyjnego barwienia
komoérek pozwolito poréwnac istotnos¢ roéznic pomiedzy wynikami uzyskanymi
z zastosowaniem obu metod w kazdym punkcie pomiarowym (Tab. 1). Istotne
statystycznie roznice zaobserwowano w 1, 9, 12 i 19 dniu przechowywania, jednak
byly one bliskie progu istotnosci, p=0.05, czyli pomimo tych réznic, wyniki
liczebnosci uzyskane z zastosowaniem obu metod pozwolity zaobserwowad
podobne tendencje wzrostu i zamierania populacji Lactobacillus spp.

Tab. 1. Istotno$¢ rdznic statystycznych miedzy metoda fluorescencyjna i ptytkowa
w kazdym punkcie pomiarowym
dzien 0 1 5 9 12 19 32
p 0.4109 | 0.0047* | 0.1598 | 0.0032* | 0.0389* | 0.0403* | 0.9007
*roznice istotne statystycznie
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Rys. 4. Liczebno$¢ populacji pateczek Lactobacillus spp. w soku aloesowym
podczas 32-dniowego przechowywania w temperaturze pokojowej oznaczona
metoda fluorescencyjng (- komorki zywe, ® - komorki martwe).

Badanie przezywalnosci komorek Lactobacillus spp. w soku aloesowym
z zastosowaniem metody plytkowej i metody fluorescencyjnego barwienia
komorek, pozwolito zanalizowa¢ populacje pateczek nie tylko na podstawie
zdolnosci wzrostu na podtozu mikrobiologicznym, ale réwniez z uwzglednieniem
spojnosci blon cytoplazmatycznych komorek (Leuko i in., 2004; Berney i in.,
2007). Metoda fluorescencyjnego barwienia pozwala na oznaczenie wszystkich
komoérek w populacji, zarowno zywych jak i martwych bez wzgledu na zdolnos¢
wzrostu na podtozach mikrobiologicznych czy warunki srodowiskowe, ktére moga
np. zahamowa¢ wzrost lub obnizy¢ przezywalno$¢ drobnoustrojow. Uzyskane
wyniki badan sugeruja, ze sok aloesowy nie wplywa hamujaco na wzrost
Lactobacillus spp., a wrecz, jest dobrym $rodowiskiem rozwoju i przezywania
pateczek Lactobacillus spp.

Metody analityczne oparte na fluorescencji charakteryzuja si¢ szeregiem zalet.
Najwieksza sposrdd nich jest badanie stanu fizjologicznego drobnoustrojow
na podstawie parametréw innych niz dzielenie si¢ komorek. Metody te sa doktadne
1 szybkie, przez co sa coraz powszechniej stosowane w mikrobiologicznej analizie
zywnos$ci. Wielu badaczy (Auty i in., 2001; Moreno i in., 2006; Gatti i in., 2006;
Lahtinen i in., 2006) wykazato wyzszo$¢ technik fluorescencyjnych nad metodami
tradycyjnymi. Z zastosowaniem barwienia fluorescencyjnego uzyskiwano wyzsze
wyniki liczebnosci komoérek drobnoustrojow niz na podstawie wzrostu
na podlozach mikrobiologicznych, oznaczono réwniez komoérki w stanie
aktywnym,ale niehodowalnym (VBNC - viable but nonculturable), ktéry byt
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indukowanyw komoérkach pod wpltywem stresu srodowiskowego. Wykazano takze,
ze techniki fluorescencyjne sg uzyteczne do okreslania zmian stanu fizjologicznego
drobnoustrojow m. in. zachodzacych w czasie dilugotrwatego przechowywania
(Corich i in., 2004). Rault i in. (2007) z zastosowaniem barwnikéw CFDA/PI
(dioctan  karboksyfluoresceiny/jodek  propidyny) zbadali  przezywalno$¢
Lactobacillus delbrueckii podczas przechowywania w stanie glgbokiego
zamrozenia. Laniewska-Trokenheim 1 in. (2010) zbadali przezywalnos¢
Lactobacillus spp. w mleku przechowywanym przez 14 dni w oparciu o barwienie
CFDA. Z kolei Warminska-Radyko i in. (2010) ocenili przezywalno$¢ szczepow
Lactococcus lactis w mleku przechowywanym przez 28 dni na podstawie
barwienia LIVE/DEAD" BacLight™.

W  mikrobiologicznych badaniach zywnos$ci rutynowo stosowana metoda
ptytkowa sprawdza si¢ w oznaczaniu liczebnosci drobnoustrojow w roéznych
produktach spozywczych. Szczegoélnie wazna jest liczebno$¢ populacji zywych
komoérekw produktach probiotycznych, ktore powinny zawieraé¢ ich >10° jtk/mL
w catym okresie przydatnosci do spozycia (Kotozyn-Krajewska, 2001). Zielinska
i in. (2008) zbadali przezywalnos$¢ szczepu Lactobacillus casei KN 291 w napoju
sojowymi wykazali, ze szczep ten przezywa przez 28 dni w $rodowisku napoju
sojowego przechowywanego w temperaturze 5°C i 10°C. Liczba komorek szczepu
L. casei KN 291 wzrastala do 8 dnia przechowywania w temperaturze 5°C
i do 4 dnia w temperaturze 10°C. Yoon i in. (2004) zbadali przezywalnos$¢
szczepow Lactobacillus spp. (Latobacillus acidophilus LA39, Lactobacillus
plantarum C3, Lactobacillus casei A4, Lactobacillus delbrueckii D7) w soku
pomidorowym. Wykazali, ze po 4 tygodniach przechowywania w temperaturze
4°C liczba komoérek wyniosta 10® jtk/mL. Yoon i in. (2006) ocenili przezywalnosé
szczepow Lactobacillus spp. (L. casei A4, L. plantarum C3 i L. delbrueckii D7)
w soku z kapusty. Oznaczyli liczbe¢ komorek na poziomie 10° jtk/mL po
48 godzinach fermentacji w 30 °C. Podczas fermentacji monitorowali zmiany
takich parametréw jak: kwasowos$¢, koncentracja cukrow oraz liczba zywych
komorek. Wykazali, ze szczep L. casei produkuje mniej kwasu mlekowego niz
pozostate dwa badane szczepy. Po 4 tygodniach przechowywania w temperaturze
4 °C liczebno$¢ szczepow L. plantarumi L. delbrueckii wyniosta odpowiednio
107 i 10° jtk/mL. Natomiast L. casei nie przezyt w soku z kapusty 2 tygodniowego
przechowywania w warunkach chtodniczych. Nualkaekul i Charalampopoulos
(2011) zbadali przezywalno$¢ paleczek fermentacji mlekowej w roznych sokach,
np. Lactobacillus plantarum NCIMB 8826 w sokach owocowych (sok
pomaranczowy, grejpfrutowy, z czarnej porzeczki, ananasowy, z granatu,
zurawinowy, cytrynowy) w trakcie 6 tygodni przechowywania w temperaturze
4 °C. Stwierdzono, ze L. plantarum NCIMB 8862 wykazuje dobra przezywalnos¢
w soku pomaranczowym, grejpfrutowym, z czarnej porzeczki, ananasowym
i cytrynowym, natomiast duzo stabsza w soku zurawinowymi Soku z granatu, gdyz
nastgpito w nich szybkie obnizenie liczebnos$ci zywych komorek.
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Analize przezywalnosci nastepujacych szczepoéw: Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii, Lactobacillus paracasei
w soku z granatu w trakcie 4 tygodni przechowywania w temperaturze4 °C
przeprowadzil Mousavi i1 in. (2011). Wykazali, ze liczebno$¢ zywych komorek
L. acidophilus i L. paracasei po tygodniu przechowywania znacznie obnizyta sie.
Inaczej zachowaly si¢ szczepy L. delbrueckii i L. plantarum, ktore spetnity
kryterium wysokiej przezywalnosci, ale tylko po skrdceniu czasu przechowywania
do 2 tygodni, gdyz liczebnos¢ zywych komorek po tym czasie wyniosta 10° jtk/mL.
Wzbogacanie sokéw w drobnoustroje probiotyczne wydaje si¢ by¢
w dzisiejszych czasach konieczno$cig. Trudno jednak zestawi¢ dany sok
z konkretnym szczepem tak, aby zachowa¢ zywotno$¢ drobnoustrojow przez okres
przydatno$ci produktu do spozycia. Z tego powodu prowadzi si¢ wiele badan nad
przezywalnos$ciag drobnoustrojow w roznych sokach jak rowniez w innych
produktach spozywczych. Zywe kultury bakterii fermentacji mlekowej, dodawane
do zywnos$ci, musza takze przezy¢ w warunkach przewodu pokarmowego.
W zwiazku z tym bardzo wazna jest liczba zywych komorek, ktore wprowadzamy
do organizmu - im wigcej ich bedzie, tym wigksza szansa, ze czg$¢ z nich przezyje
w stresowych warunkach wystepujacych w zZotadku 1 jelicie cienkim oraz
skolonizuje nabtonek jelit, wykazujac efekt prozdrowotny. Wysoka przezywalnosé
szczepow Lactobacillus spp. podczas dtugoterminowego przechowywania w soku
aloesowym potwierdzona dwiema metodami analizy ilo$ciowej wskazuje na duzy
potencjat tych drobnoustrojow jako funkcjonalnego dodatku do soku z aloesu.

Whioski

1. Wyniki uzyskane z zastosowaniem dwoch metod analizy ilosciowej, metody
ptytkowej oraz barwienia z uzyciem barwnikéw fluorescencyjnych, pozwalaja
stwierdzi¢, ze pateczki Lactobacillus spp. wykazuja dobrg przezywalno$é
w soku aloesowym. Liczba komorek populacji Lactobacillus spp. zwigkszyta
si¢ miedzyl a 12 dniem przechowywania, a nastgpnie obnizata si¢ miedzy 12
a 32 dniem,i ostatecznie wyniosta 6.5 jednostek logarytmicznych.

2. Zastosowanie dwoch metod analizy iloSciowej pozwolito oceni¢ przezywalnosé
komorek Lactobacillus spp. nie tylko na podstawie zdolnosci do dzielenia si¢
komoérek 1 wzrostu na podtozu syntetycznym, ale réwniez na podstawie
spojnosci bton cytoplazmatycznych. Mozliwe bylo wigc przeprowadzenie
doktadniejszej analizy niz pozwala na to zastosowanie tylko metody
konwencjonalnej.

3. Pod wzgledem przezywalnosci, szczepy Latobacillus spp. moga by¢ stosowane
jako dodatek do soku aloesowego. Istnieje jednak konieczno$¢ dalszych badan
w zakresie funkcjonalno$ci szczepdw, opracowania technologii produkcji tego
typu soku i in.
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NOWA METODYKA GENETYCZNEJ MODYFIKACJI RHIZOPUS
ORYZAE | RHIZOPUS MICROSPORUS ZA POMOCA
KOLCHICYNY | BENOMYLU

MONIKA KORDOWSKA-WIATER, MAGDALENA POLAK-BERECKA,
ADAM WASKO, ZDZISEAW TARGONSKI

Streszczenie

Grzyby z rodzaju Rhizopus charakteryzuja si¢ zdolnoscig do wytwarzania
kwasu fumarowego z réznych substratdéw. Kwas fumarowy jest stosowany
W przemysle spozywczym jako naturalny $rodek konserwujacy i zakwaszajacy,
W przemysle paszowym oraz chemicznym jako substrat w reakcjach polimeryzacji
czy estryfikacji. Badania pokazuja, ze grzyby Rhizopus zdolne sa produkowac
kwas fumarowy w podtozu z glicerolem. W celu zwigkszenia efektywnosci
procesu stosuje si¢ modyfikacje genetyczne grzyba. W prezentowanych badaniach
po raz pierwszy uzyto kolchicyny do poliploidyzacji, a nastgpnie benomylu
do haploidyzacji szczepéw R. oryzae i R. microsporus, aby spowodowa¢ losowe
zmiany materialu genetycznego. W kolejnym kroku zastosowano selekcje¢
mutantow na podlozu z glicerolem i zielenia brylantowa, aby wyizolowaé
najefektywniejsze szczepy, ktore nastgpnie byly sprawdzone pod katem zdolnosci
do produkcji kwasu fumarowego w podlozu plynnym z glicerolem. Wyizolowano
po 10 szczepoéw R. oryzae R-15 i R-18 oraz 6 izolatbw R. microsporus R-67.
Uzyskano trzy szczepy R-15: R-15-1, R-15-4 i R-15-8 i dwa szczepy R-18: R-18-1
i R-18-4, ktore produkowaly kwas efektywniej niz szczepy rodzicielskie, dajac
wydajnosci 0,18-0,21 g/g. Dwa najefektywniejsze mutanty, R-15-4 i R-18-4,
produkowaty kwas fumarowy z wydajnoscia wyzsza o okoto 17% w poréwnaniu
ze szczepami rodzicielskimi. Szczep R-67 okazal si¢ by¢ bardziej wrazliwy
na stosowane w modyfikacjach zwigzki chemiczne i uzyskane mutanty byty
stabsze niz szczep rodzicielski i nie spetnity oczekiwan produkcyjnych.

Stowa kluczowe: kwas fumarowy, glicerol, Rhizopus, kolchicyna, benomyl

Wprowadzenie

Jednym z gléwnych metabolitbw wytwarzanych przez grzyby strzgpkowe
Rhizopus sp. jest kwas fumarowy. Znajduje on zastosowanie w roéznych gateziach
przemystu. Stosowany jest w przemysle spozywczym jako naturalny Srodek
konserwujacy i zakwaszajacy (dodawany do wyrobow piekarniczych, deserow,
rozpuszczalnych, sproszkowanych herbat, gum do Zucia, napojow owocowych),
oznaczony symbolem E297. W przemysle paszowym moze by¢ stosowany jako
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dodatek do pasz dla bydta, redukujacy emisje metanu. Ze wzgledu na swoja
strukture, dwie grupy karboksylowe oraz podwojne wigzanie, jest dogodnym
substratem w reakcjach polimeryzacji czy estryfikacji. Zastosowanie kwasu
fumarowego, jako surowca w produkcji zywic poliestrowych, papierowych,
czy alkilowych, zapewnia nietoksycznos¢ i wigksza twardo$¢ uzyskiwanych
polimerow [Riscaldati i in., 2000; Roa Engel i in., 2008]. Kwas fumarowy jest
najefektywniej produkowany przez grzyby z rodzaju Rhizopus z glukozy. Innymi
surowcami moga by¢ odpady ligninocelulozowe np. hydrolizaty stomy
kukurydzianej lub drewna eukaliptusowego [Ferreira i in., 2013]. Nowym
substratem moze by¢ réwniez glicerol, otrzymywany obecnie w duzych ilo$ciach
jako odpad w produkcji biodiesla [Nicol, 2012]. Jednak wydajnos$ci tego procesu
nie s3 wysokie, co jest przyczyng ciggltych poszukiwan zwiekszenia efektywnosci
fermentacyjne;j.

Do czynnikéw determinujacych ilos¢ kwasu fumarowego, wytwarzanego
metodg biotechnologiczna naleza rodzaj zastosowanego szczepu grzyba oraz
metody hodowli. Produkcja kwasu fumarowego moze by¢ intensyfikowana
na drodze inzynierii genetycznej i metabolicznej poprzez przypadkowa
mutagenizacje szczepow producenckich [Kang i in., 2010; Yu i in., 2012],
transformacje¢ czy fuzj¢ protoplastow [Kordowska-Wiater i in., 2012]. Inng metoda,
nie wykorzystujaca narzedzi inzynierii genetycznej, jest doskonalenie szczepoéw na
drodze poliploidyzacji jader komérkowych przy uzyciu kolchicyny i haploidyzacji
przy uzyciu benomylu stosowane dotychczas na komorki grzyba Trichoderma
[Toyama i in., 2003; Toyama i in., 2007]. Kolchicyna jako czynnik zaburzajacy
podziaty komorkowe powoduje zahamowanie procesu mitozy, czego efektem jest
autopoliploidyzacja jader komodrkowych, benomyl natomiast przyczynia si¢
do powstania zmiennosci na drodze delecji 1 rekombinacji chromosomow [Toyama
iin.,, 2004]. Zalozenie wuzyskania szczepéw o wzmozonej zdolnosci
do wytwarzania kwasu fumarowego opiera si¢ na amplifikacji gendw w procesie
poliploidyzacji chromosoméw. Do tej pory metoda ta nie byla stosowana
do doskonalenia szczepéw Rhizopus.

Celem pracy byto genetyczne udoskonalenie produkcyjnych szczepow grzybow
z gatunkéw Rhizopus oryzae i Rhizopus microsporus na drodze poliploidyzacji
z wykorzystaniem kolchicyny, a nastepnie haploidyzacji za pomoca benomylu.

Material i metody badan

Mikroorganizmy

Szczepy grzyboéw: Rhizopus oryzae NBRC 4756 (R-15), R. oryzae
NBRC 4773 (R-18) i R. microsporus R-67 izolowany z zyta byly przechowywane
na skosach agarowych PDA w temp. 4°C. Szczepy zostaly wyselekcjonowane
na podstawie ich zdolnosci do produkcji kwasu fumarowego z glicerolu.
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Podtoza hodowlane

Podtoze do przechowywania szczepow: PDA — agar glukozowo-ziemniaczany.
Podtoze do hodowli Rhizopus: KH,PO, 2 g/l; (NH,4),SO4 1.4 g/l; MgSQO,4 x 7H,0
0.5 g/l; CaCl, 0.3 g/l; ekstrakt drozdzowy 1.0 g/l; roztwor mikroelementow (FeSO,4
x TH,0; MnSO, x H,O; ZnSO,4) 0.5 ml/l; Tween 80 1 ml /I; glukoza 10 or 20 g /I,
pH 6.0.
Podloze do poliploidyzacji: podloze do hodowli z dodatkiem 0,1% (w/v)
kolchicyny.
Podloze izolacyjne: PDA z dodatkiem Tritonu X-100 w st¢zeniu 0,1% (wW/v).
Podloze do haploidyzacji: PDA z dodatkiem benomylu w stgzeniu 1,2 pg/ml.
Podtoze selekcyjne: KH,PO, 2 g/l; (NH,),SO, 1.4 g/l; MgSO, x 7H,O 0.5 g/l;
CaCl, 0.3 g/l; ekstrakt drozdzowy 1.0 g/l; roztwér mikroelementow (FeSO, X
7H,0; MnSQO, x H,0; ZnSO,) 0.5 ml/l; Tween 80 1 ml/l; glicerol 10 g/l; zielen
bromokrezolowa 0,1 g/l; agar 20 g/I; pH 6.0.
Podtoze produkcyjne: KH,PO, 2 g/l; (NH4),SO,4 1.4 g/l; MgSO, x 7H,O 0.5 g/l;
CaCl, 0.3 g/l; ekstrakt drozdzowy 1.0 g/l; roztwér mikroelementow (FeSO, x
7H,0; MnSO, x H,0; ZnS0O,) 0.5 ml /I; Tween 80 1 ml/l; glicerol 40 g/I; pH 6.0.

Przygotowanie mtodych hodowli Rhizopus

Podtoza do hodowli Rhizopus o objetosci 50 ml w kolbach 100 ml zaszczepiono
zawiesinami zarodnikéw szczepow R-15, R-18 i R-67 i inkubowano w temp. 32°C
na wytrzasarce Infors Minitron przy 180 obr/min. Co godzing monitorowano pod
mikroskopem w preparatach przyzyciowych kietkowanie zarodnikow i wzrost
miodych strzepek uzyskujac mitode hodowle grzybow R-15 i R-18 po 6 h
a szczepu R-67 po 7 h inkubacji.

Poliploidyzacja jader komérkowych Rhizopus (R-15, R-18 i R-67)

Uzyskanymi w poprzednim etapie mtodymi, rozwijajacymi si¢ grzybniami
zaszczepiono plynne podtoza z kolchicyng o objetosci 25 ml w kolbach 100 ml.
Prowadzono hodowle na wytrzasarce Infors Minitron, przy 200 obr/min w temp.
32°C przez 10 dni. W tym czasie prowadzono obserwacje wzrostu grzybni
i wykonywano preparaty barwione metoda Piekarskiego-Robinowa w celu
obserwacji jader komorkowych. Roéwnolegle prowadzono hodowle kontrolne
trzech szczepow w podtozu nie zawierajacym kolchicyny.

Uzyskanie pojedynczych kolonii grzybow

Przeszczepiono fragmenty grzybni kazdego szczepu na plytki Petriego
z podtozem PDA =z dodatkiem Tritonu X-100 i prowadzono inkubacje
w temp. 32°C przez 6 dni (R-15 i R-18) oraz przez 10 dni (R-67).
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Haploidyzacja jader komérkowych

Przeszczepiono fragmenty grzybni w/w szczepoéw na podtoze PDA z dodatkiem
benomylu w stezeniu 1,2 ng/ml, ktore dobrano na podstawie wczesniejszych badan
W celu haploidyzacji jader. Inkubacja przebiega w temp. 32°C. Po trzytygodniowej
hodowli grzybow Rhizopus R-15, R-18 i R-67 uzyskano po 10 izolatow szczepow
R-15 i R-18 oraz 6 izolatow szczepu R-67.

Selekcja izolatow

Selekcje uzyskanych izolatow prowadzono na statym podiozu selektywnym pod
katem produkcji kwasow z glicerolu. Dokonano pomiaru wielko$ci stref
odbarwionego podtoza wokdét kolonii izolatéw zakwaszajacych podioze
(obserwacja zmiany barwy podioza z zielonej na z6ita). Wybrane kolonie zostaty
przeszczepione na §wieze skosy agarowe PDA i poddane inkubacji w temp. 32°C
do uzyskania wzrostu.

Produkcja kwasu fumarowego z glicerolu

Podloze produkcyjne o objetosci 50 ml w kolbach Erlenmeyera 100 ml zostato
zaszczepione fragmentami grzybni otrzymanych izolatow Rhizopus R-15, R-18
i R-67. Hodowle ptynne prowadzono w temp. 32°C.na wytrzasarce Infors Minitron,
przy 200 obr/min przez 7 dni. Po 24 h hodowli oznaczano pH i dodawano 10%
(w/v) roztwor CaCOs; do uzyskania pH 5,4. Po tygodniu oznaczono odczyn
hodowli oraz pobrano i przygotowano probki do analizy chromatograficznej
HPLC. W tym celu hodowle traktowano 7,8% roztworem H,SO,, sterylizowano
przez 15 min w 121 °C, aby odzyska¢ kwas fumarowy z fumaranu wapnia.
Nastgpnie probki odbialczano acetonitrylem (1:1) i odwirowano przy 13000
obr/min, aby usung¢ biatka. Uzyskane supernatanty przeznaczono do analizy
HPLC.

Oznaczenie kwasu fumarowego i glicerolu

Zawarto$¢ pozostatego w hodowlach glicerolu oraz wytworzonego kwasu
fumarowego oznaczono na chromatografie cieczowym firmy Gilson wyposazonym
w detektory UV-Vis i RI, autosampler i integrator. Do rozdziatu uzyto kolumny
Bio-Rad HPX-87H termostatowanej w temp. 65 °C, faze ruchomg stanowit 0,05 M
H,SO, a szybko$¢ przeptywu wynosita 0,5 ml/min. Analiza stgzen kwasu
fumarowego byta dokonana za pomocg oprogramowania UniPoint (Gilson,
Francja), a stgzenia glicerolu oznaczono za pomoca programu Chromax 2007
(Pol-lab, Poland) w oparciu o odpowiednie wzorce.

Wyniki i dyskusja

Metoda modyfikacji genetycznej oparta o autopoliploidyzacje za pomoca
kolchicyny, a nastepnie haploidyzacje jader komorkowych grzybow z uzyciem
benomylu byta do tej pory prowadzona na grzybach z rodzaju Trichoderma
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[Toyama i in., 2003; Toyama i in., 2007] natomiast prezentowane doniesienie jest
pierwsza publikacja dotyczaca wykorzystania tej metody na komodrkach Rhizopus.
Metoda selekcji na podtozu z zielenig brylantowa byla z kolei opisywana
w roznych publikacjach dotyczacych mutagenezy grzybow Rhizopus za pomoca
promieniowania UV, v, laserowego femtosekundowego w kierunku zwickszenia
efektywnosci produkcji kwasu fumarowego przez te grzyby [Huang i in., 2010;
Kang i in., 2010; Yuiin., 2012] . W wyniku przeprowadzonej selekcji otrzymano
na ptytkach Petriego po 10 izolatdéw Rhizopus R-15 i R-18 oraz 6 izolatow R-67
wykazujacych aktywno$¢ kwasotworcza. Srednice odbarwionego podtoza wokoét
kolonii grzybéw poréwnywano ze $rednicami hodowli kontrolnych i wyliczono
procentowy wzrost zdolnos$ci kwasotworczych dla poszczegolnych izolatow,
co przedstawiono w Tabeli 1. Siedem izolatow Rhizopus R-15 charakteryzowato
si¢ wzrostem zdolno$ci kwasotwoérczych w poréwnaniu ze szczepem kontrolnym
w zakresie 5- 35%. Najefektywniejsze okazaly si¢ izolaty R-15-1 i R-15-4.
Sposrod izolatow R-18 tylko trzy charakteryzowaty si¢ poprawa zdolnosci
kwasotworczych w poréwnaniu z kontrolnym szczepem w zakresie 6,25- 18,75%,
a najlepszym izolatem byt R-18-4.

Tab. 1. Wstepna selekcja uzyskanych izolatow Rhizopus na ptytkach Petriego

. Wzrost . Wzrost

Srednica zdolnosci Srednica zdolnosci
Szczep strefy KWasOtw. Szczep strefy KWasotw.

[mm] (%] [mm] 6]

R-15-1 50 25 R-18-1 34 6.25
R-15-2 44 10 R-18-2 32 -
R-15-3 46 15 R-18-3 26 -
R-15-4 54 35 R-18-4 38 18.75
R-15-5 40 - R-18-5 32 -
R-15-6 44 10 R-18-6 36 12.5
R-15-7 40 - R-18-7 22 -
R-15-8 44 10 R-18-8 28 -
R-15-9 38 - R-18-9 30 -
R-15-10 42 5 R-18-10 30 -
R-15 K 40 - R-18 K 32 -
R-67-1 10 - R-67-5 -
R-67-2 30 50 R-67-6 -
R-67-3 - R-67 K 20 -
R-67-4 -
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Szczep Rhizopus R-67 okazal si¢ by¢ bardziej wrazliwy na dziatanie
kolchicyny, a zwtaszcza benomylu, charakteryzowal si¢ wolniejszym wzrostem
1 uzyskano sze$¢ izolatow, z ktorych tylko jeden odznaczal si¢ wyzsza o 50%
zdolno$cia do tworzenia kwasow niz szczep kontrolny.

Wyselekcjonowane szczepy zostaty przebadane pod katem produkcji kwasu
fumarowego z glicerolu jako zrodto wegla i energii. Wszystkie izolaty hodowano
W pltynnym podilozu, w optymalnych warunkach temperatury i napowietrzania.
Zaobserwowano, ze grzyby poddane dziataniu kolchicyny i benomylu
charakteryzowaty si¢ tworzeniem drobnych pelletéw podczas hodowli, cho¢
szczepy kontrolne tworzyty grzybnie zbitg lub duze pellety. Po siedmiu dniach
oznaczono stezenia pozostalego glicerolu i wytworzonego kwasu fumarowego.
Wryniki dla izolatow R-15 i R-18 przedstawiono na rysunkach 1 i 2 oraz w Tabeli
2. Z rysunkéw wynika, ze najwyzsze stezenia kwasu fumarowego uzyskano
w hodowlach R-15-1, R-15-4, R-15-8 i R-15-10 — 2,13-2,64 g/l, za$ wydajnosci
tych hodowli miescity si¢ w zakresie 0,17-0,21 g/g.

Tab. 2. Wydajnosci kwasu fumarowego z glicerolu uzyskane przez modyfikowane
szczepy Rhizopus

Szczep Wydajno$é Szczep Wydajno$é
/g /g
R-15-1 0,2 R-18-1 0,18
R-15-2 0,008 R-18-2 0,012
R-15-3 0,02 R-18-3 0,002
R-15-4 0,21 R-18-4 0,2
R-15-5 0,009 R-18-5 0,04
R-15-6 0,007 R-18-6 0,16
R-15-7 0,003 R-18-7 0,005
R-15-8 0,19 R-18-8 0,019
R-15-9 0,009 R-18-9 0,01
R-15-10 0,17 R-18-10 0,026
R-15 K 0,18 R-18 K 0,17

W hodowlach R-18 odnotowano najwyzsze st¢zenia kwasu fumarowego
w zakresie 1,83 — 2,8 g/l u R-18-1, R-18-4 i R-18-6 przy wydajno$ciach
w zakresie 0,16-0,2 g/g. Warto nadmieni¢, ze wydajnosci w hodowlach szczepow
kontrolnych, rodzicielskich wynosity odpowiednio 0,18 i 0,17 g/g (Tabela 2).
Wyniki wskazaly na 1,17-krotny wzrost wydajnosci dla uzyskanych
najefektywniejszych izolatow (R-15-4 i R-18-4) w pordéwnaniu ze szczepami
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rodzicielskimi. Natomiast izolaty szczepu R-67 (R-67-1 i R-67-2) rosty
w hodowlach bardzo stabo i produkowaty kwas fumarowy w niskich stezeniach.
W swoich badaniach, nad produkcja kwasu fumarowego przez szczepy Rhizopus,
Komon 1 in. [2013a; 2013b] wykazali, ze R. oryzae ATCC 20344 byt
najefektywniejszym producentem i wytwarzat 15 g/l Tub 20 g/l kwasu z 30 g/l
surowego glicerolu w hodowli wytrzasanej lub bioreaktorowej, natomiast na
czystym glicerolu jako zrodle wegla, grzyby rosty bardzo stabo i produkowaty
nieznaczne ilo$ci kwasu fumarowego.
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Rys. 1. Zawarto$¢ kwasu fumarowego i pozostatego glicerolu w hodowlach
zmodyfikowanych szczepow R. oryzae R-15
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Rys. 2. Zawartos¢ kwasu fumarowego i pozostatego glicerolu w hodowlach
zmodyfikowanych szczepow R. oryzae R-18
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Kordowska-Wiater i in. [2012] w badaniach dotyczacych produkcji kwasu
fumarowego z glicerolu przez fuzanty R. oryzae i R. microsporus wykazali
zréznicowane uzdolnienia otrzymanych w drugiej rundzie fuzji izolatéw, wyzsze
$rednio 1,46-krotnie w stosunku do szczepow wyjsciowych. Uzyskali oni stezenia
kwasu w poditozu produkcyjnym, w zakresie 3,4-4,1 g/l oraz wydajnosci
w zakresie 0,2-0,27 g/g dla réznych fuzantow, podczas gdy szczepy rodzicielskie
wytwarzaty okoto 3 g/l kwasu z 20 g/l glicerolu. Badania, w ktorych opisywano
zdolnoséci produkcyjne mutantow Rhizpous zwykle dotyczyly wykorzystania
glukozy jako zrodla wegla, gdzie efektywno§¢ fermentacji byla wyzsza.
Kang i in. [2010] uzyskali mutanta R. oryzae RUR709 po dziataniu promieni UV
iy, ktory produkowat 26,2 g/l kwasu w hodowli okresowej w kolbach, i 32,1 g/l
w hodowli bioreaktorowej w warunkach optymalnych opracowanych metoda
ptaszczyzny odpowiedzi (RSM -response surface methodology); uzyskujac
wydajno$¢ kwasu fumarowego na poziomie 0,45 g/g, 1,9-krotnie wyzsza niz
szczep rodzicielski. Z kolei mutant R. oryzae ZJU1l uzyskany przez
Huang i in. [2010] po 4 rundach mutagenezy UV produkowat 57,4 g/l i 41,1 g/l
kwasu fumarowego w hodowli okresowej, i w bioreaktorowej z 85 g/l glukozy,
dajac dwukrotny w poréwnaniu ze szczepem rodzicielskim wzrost wydajno$ci.
Mutanty R. oryzae ME-FO1, opisane przez Fu i in. [2010], otrzymane
po mutagenezie promieniami UV i dzialaniem NTG wytwarzaty ok. 50 g/l kwasu
fumarowego ze 100 g/l glukozy, i dla najlepszego mutanta uzyskano 1,21-krotny
wzrost produkcji kwasu fumarowego w poréwnaniu ze szczepem wyjsciowym.
Uzyskane w prezentowanej pracy wyniki wskazujg, ze metoda modyfikacji
szczepéw Rhizopus za pomocg kolchicyny i benomylu w niewielkim stopniu
przyczynita si¢ do zwickszenia efektywnosci produkcji kwasu fumarowego
z glicerolu 1 wymaga dalszych badan.

Whioski

1. Zastosowana procedura modyfikacji genetycznej grzybow z rodzaju Rhizopus
z uzyciem kolchicyny i benomylu okazata si¢ skuteczna.

2. W wyniku przeprowadzonej modyfikacji grzybow Rhizopus za pomoca
kolchicyny i benomylu wyizolowano po 10 szczepdéw R. oryzae R-15 i R-18
oraz 6 izolatow R. microsporus R-67.

3. Uzyskano trzy szczepy R-15: R-15-1, R-15-4 i R-15-8 i dwa szczepy R-18:
R-18-1 i R-18-4, ktore produkowaly kwas efektywniej niz szczepy
rodzicielskie, dajac wydajnos$ci 0,18-0,21 g/ g.

4. Dwa najefektywniejsze mutanty R-15-4 i R-18-4 produkowaty kwas fumarowy
z wydajnoscia  wyzsza o okoto 17% w pordéwnaniu ze szczepami
rodzicielskimi.

5. Mutanty szczepu R-67 byly bardziej wrazliwe na stosowane w modyfikacjach
zwiazki chemiczne i nie spetnity oczekiwan produkcyjnych.
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KINETYKA WZROSTU WYBRANYCH SZCZEPOW DROZDZY
Z RODZAJU RHODOTORULA W PODLOZACH
Z ZIEMNIACZANA WODA SOKOWA I GLICEROLEM

ANNA MARIA KOT, STANISLAW BLAZEJAK, IWONA GIENTKA,
LIDIA STASIAK-ROZANSKA, MAREK KIELISZEK

Streszczenie

Wraz z rozwojem cywilizacji nastgpil rozwdj przemystu i zwigzany z tym
wzrost ilosci produktow odpadowych. Rosnaca $wiadomo$¢ ekologiczna
spoteczenstwa oraz troska o Srodowisko naturalne sktonity do poszukiwania
nowych sposobdéw utylizacji i zagospodarowania problematycznych odpadow.
Duze nadzieje poklada si¢ w metodach biotechnologicznych, ktore nie tylko
umozliwiajag biodegradacj¢ produktow ubocznych ale takze pozyskanie nowego
produktu o wartosci dodanej takiego jak np. biomasa drozdzy. Celem pracy byto
porownanie dynamiki wzrostu drozdzy R. glutinis, R. mucilaginosa oraz R. gracilis
w podlozach modelowych przygotowanych z dwoch surowcéw odpadowych.
Jako zrodto wegla zastosowano glicerol, a jako zroédto azotu odbiatczong
ziemniaczang wod¢ sokowa. Na podstawie przeprowadzonych badan stwierdzono,
ze wszystkie szczepy drozdzy posiadatly zdolno$¢ do wzrostu w podtozach
modelowych, a kinetyka wzrostu byta cechg indywidualng danego szczepu zalezna
od stezenia glicerolu w §rodowisku hodowlanym. W przypadku hodowli drozdzy
R. mucilaginosa oraz R. gracilis zwigkszanie zawartosci glicerolu w podlozu
skutkowato zmniejszeniem wtasciwej szybkosci wzrostu oraz wydluzeniem czasu
generacji w poroéwnaniu do podlozy kontrolnych. Podczas hodowli drozdzy
R. glutinis takg samg tendencje stwierdzono w pozywkach zawierajagcych powyzej
5% tego zwiazku. We wszystkich podlozach modelowych najwyzszy wzrost
(AOD) oraz szybkos¢ whasciwg wzrostu (umax) Wykazat szczep drozdzy R. glutinis.
Dodatek glicerolu do $rodowiska w ilosci powyzej 10% (m/v) znacznie ograniczat
wzrost badanych szczepdéw drozdzy.

Stowa kluczowe: odpady, biodiesel, Rhodotorula, Bioscreen C

Whprowadzenie

W przypadku niektorych odpadow przemystowych brak jest racjonalnych
koncepcji zagospodarowania, a ich utylizacja w warunkach naturalnych
moze doprowadzi¢ do degradacji srodowiska naturalnego. Do takich produktow
ubocznych nalezg m.in. odbialczona ziemniaczana woda sokowa powstajaca
podczas produkcji skrobi ziemniaczanej oraz frakcja glicerynowa wytworzona
podczas produkcji biodiesla. Produkcja skrobi ziemniaczanej w Europie wynosita
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w ostatnich latach okoto 1,7 mln ton rocznie. W Polsce warto$¢ ta utrzymuje si¢ od
kilku lat na stalym poziomie, wynoszacym okoto 105 tys. ton [Dzwonkowski,
2012]. Gtownym produktem ubocznym powstajacym podczas produkcji skrobi
ziemniaczanej jest ziemniaczana woda sokowa. Szacuje si¢, ze podczas przerobu
1000 ton ziemniakéw powstaje okofo 600 m® ziemniaczanej wody sokowej
[Bzducha-Wrobel i in., 2014]. Ziemniaczana woda sokowa zawiera $rednio 2,9-
4,3% suchej substancji, z czego biatko stanowi 0,93-1,57%, cukry 0,5-0,8%,
tluszcz 0,2%, zwiazki mineralne 1%. Odpad ten charakteryzuje si¢ wysoka
warto$cig wskaznika ChZT, ktory wynosi co najmniej 20000 mg O,/L [Lubiewski
i in., 2006].

Frakcja glicerynowa sktada si¢ gtownie z glicerolu w ilosci 50-65%, a pozostata
cze$¢ stanowig metanol, wolne kwasy tluszczowe, mono- i diacyloglicerole,
fosfolipidy, tokoferole, barwniki, mydta, woda oraz resztki katalizatora
[Gaca, 2006]. W 2012 roku catkowita ilos¢ wyprodukowanego biodiesla wyniosta
ponad 23 mln ton, z czego przeszto 39% wytworzono w Unii Europejskiej [Internet
2]. W Polsce sektor biopaliw stale si¢ rozwija. W 2010 roku produkcja wynosita
okoto 400 tys. ton, a ilo$¢ ta pokryta jedynie 44% krajowego zapotrzebowania
[Roszkowski, 2012]. Wedhlug dostepnych danych, ilo§¢ wytworzonego w 2013
roku biodiesla wzrosta do okoto 650 tys. ton [Internet 1].

Problemy powstajace w trakcie utylizacji ziemniaczanej wody sokowej oraz
glicerolu staty si¢ podstawa do poszukiwania nowych biotechnologicznych metod
ich przetwarzania, ktéore umozliwityby skuteczng biodegradacje z jednoczesnym
wytworzeniem produktu o warto$ci dodane;.

Drozdze z rodzaju Rhodotorula wystepuja powszechnie w wodzie, glebie,
powietrzu oraz na ro$linach i zwierzetach. Do niedawna byly postrzegane
wylacznie jako saprofity psujace zywnos$¢ [Lewicka i in., 2009] czy tez jako
czynnik etiologiczny grzybic skornych [Wirth i Goldani, 2012]. W ostatnich latach
stwierdzono, ze drozdze te s3 zdolne do syntezy wielu metabolitdbw o znaczeniu
przemystowym. Biomasa tych mikroorganizméw moze stanowi¢ zrodlo tluszczu
[Saenge i in., 2011], karotenoidow [Hernandez-Almanza i in., 2014] lub enzymow
takich jak amoniakoliaza fenyloalaninowa [Zhu i in., 2014] oraz
a-L-arabinofuranozydaza [Martinez i in., 2006]. Ponadto drozdze z rodzaju
Rhodotorula zdolne s3 do wzrostu i syntezy metabolitow w podlozach
zawierajacych surowce odpadowe, co zwigksza ekonomiczna optacalnosé
procesow biotechnologicznych [Xue i in., 2008; Schneider i in., 2013; Blazejak
iin., 2014].

Z technologicznego i ekonomicznego punktu widzenia, wazna cecha procesow
biotechnologicznych jest szybko$¢ wzrostu mikroorganizméw, poniewaz od niej
zalezy stopien biodegradacji odpadéw oraz ilos¢ wytworzonej biomasy
komoérkowej. Wygodnym narzgdziem pozwalajagcym wstepnie oceni¢ zdolnosé
wzrostu jest aparat Bioscreen C, ktory umozliwia prowadzenie jednocze$nie 200
mikrohodowli drobnoustrojow. W urzadzeniu tym monitorowanie wzrostu odbywa
si¢ podstawie zmian ggstosci optycznej.
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Celem pracy bylo poréwnanie kinetyki wzrostu trzech szczepow drozdzy
zrodzaju Rhodotorula podczas hodowli w podlozach przygotowanych
z ziemniaczanej wody sokowej suplementowanej roznymi dawkami glicerolu.

Material i metody badan

Materiat biologiczny badan stanowily trzy szczepy drozdzy: Rhodotorula
glutinis LOCK 0051, Rhodotorula mucilaginosa ATCC 66034 oraz Rhodotorula
gracilis pochodzace z Muzeum Czystych Kultur Zakladu Biotechnologii
i Mikrobiologii Zywno$ci SGGW w Warszawie.

Ziemniaczang wode sokowsg przygotowano w warunkach laboratoryjnych
z ziemniakéw odmiany Irga, wedlug metodyki opracowanej na podstawie etapow
procesu technologicznego otrzymywania skrobi ziemniaczanej w krochmalniach.
Umyte ziemniaki rozdrabniano mechanicznie, w wyniku czego nastapito
oddzielenie soku komorkowego od pulpy ziemniaczanej. Pozostatosci skrobi
zwody sokowej usuwano poprzez wirowanie przy 3000g przez 20 minut
(Centrifuge 5810, Eppendorf). W celu wytracenia biatka ziemniaczanego, wode
sokowa zakwaszano roztworem kwasu solnego do pH 5,0 i ogrzewano
w temperaturze 117°C przez 10 minut. Biatko oddzielano od roztworu przez
filtracje. Uzyskang w ten sposob ziemniaczang wodg¢ sokowa sterylizowano
(121°C/20 min) i do czasu wykorzystania przechowywano w temperaturze
pokojowej. Ziemniaczana woda sokowa zawierata 1,34% cukréw redukujgcych
(oznaczonych metoda Millera) oraz 1,29% biatka ogdétem (oznaczonego metoda
Kjeldahla).

W badaniach zastosowano dwa podtoza kontrolne: YPD (glukoza 20 g/L,
pepton 20 g/L, ekstrakt drozdzowy 10 g/L) oraz odbiatczong ziemniaczang wode
sokowa (W). Podloza modelowe przygotowano na bazie ziemniaczanej wody
sokowej, ktora stanowita zrodto azotu oraz glicerolu stanowigcego zrodto wegla
(POCH, Polska), ktory dodawano w ilosci 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20 oraz 25% (m/v).
W dalszej czgséci pracy podtoza modelowe oznaczono odpowiednio nastgpujacymi
skrotami: W+G2%, W+G3%, W+G4%, W+G5%, W+G10%, W+G15%, W+G20%
oraz W+G25%. Kwasowos¢ czynng podlozy ustalono na poczatku hodowli
poziomie 5,0 + 0,1.

Do przygotowania inokulum zastosowano ptynne podtoze YPD o poczatkowe;j
kwasowosci czynnej 5,0 £ 0,1. Hodowle badanych szczepoéw drozdzy prowadzono
w kolbach ptaskodennych, na wytrzasarce posuwisto-zwrotnej przy 200 rpm/min
(SM-30 Control, Edmund Biihler) w temperaturze 28°C przez 18 - 24 godziny,
tak aby w inokulum znajdowato si¢ ok.1x10° jtk/cm® (liczbe komorek drozdzy
okreslano w komorze Thoma). Po tym czasie pobierano jalowo 1 cm® podtoza
i odwirowywano (2000g/10 minut, MiniSpin Plus, Eppendorf), nastgpnie biomas¢
drozdzy przemywano jatowa solg fizjologiczng i wirowano. Supernatant zlewano,
abiomase zawieszano w1lcm®  odpowiedniego podloza  kontrolnego
lub modelowego. Nastepnie inokulum przenoszono ilo§ciowo do probowek
zawierajacych 9 cm® odpowiedniego podtoza kontrolnego lub modelowego.
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Hodowle wybranych szczepéw drozdzy w podtozach kontrolnych oraz
modelowych prowadzono w automatycznym aparacie Bioscreen C (Oy Growth
Curves Ab Ltd, Finlandia). Do jednej mikrostudzienki znajdujacej si¢ na ptytce
wprowadzano 300 pl zaszczepionego podtoza (ok. 1x10° jtkicm®). Jednoczeénie
W celu kontroli jatowos$ci przygotowano probki niezaszczepione. Hodowle
prowadzono przez 120 godzin, w temperaturze 28°C przy intensywnym
wytrzasaniu. Pomiaru gestosci optycznej dokonywano co 2 godziny przy
zastosowaniu filtra szerokopasmowego A= 420-580 nm.

Na podstawie wynikow uzyskanych z pigciu rownolegtych powtorzen
sporzadzono wykresy zalezno$ci pomiedzy gesto$cia optyczng hodowli (OD),
a czasem jej trwania w arkuszu programu Microsoft Office Excel 2013. Nastepnie
Wwyznaczono czas trwania fazy adaptacyjnej (Aty,g), fazy logarytmicznej (Atyog) Oraz
minimalng imaksymalng warto§¢ OD w fazie wzrostu logarytmicznego.
Wspotczynnik wiasciwej szybkosci wzrostu (imax) Obliczono wykorzystujac wzor:
Umax= (INODpmax — INODpin)/Atyoq. Czas generacji (g) wyznaczono ze Wzoru:
g=In2/pmax. Ponadto okreslono roéwniez catkowity przyrost gestosci optycznej
hodowli (AOD).

Wyniki i dyskusja

Charakterystyki wzrostu wybranych szczepow z rodzaju Rhodotorula dokonano
na podstawie zmian wartosci gestosci optycznej w poszczegolnych godzinach
hodowli w aparacie Bioscreen C. Uzyskane wyniki przedstawiono w Tab. 1, 2 oraz
3.

Na podstawie uzyskanych wynikdéw stwierdzono, ze badane drozdze z rodzaju
Rhodotorula byty zdolne do wzrostu w podiozach kontrolnych oraz wybranych
podtozach modelowych. We wszystkich przypadkach najwyzszy catkowity
przyrost gestosci optycznej hodowli odnotowano w syntetycznym podlozu
kontrolnym YPD oraz podlozu zawierajagcym ziemniaczang wode sokowa.
Czas trwania poszczegélnych faz wzrostu w tych podlozach byt zalezny od
szczepu. Najszybciej do nowego Srodowiska przystosowaty si¢ komorki drozdzy
Rhodotorula mucilaginosa, a czas trwania fazy adaptacyjnej wynosit 4 godziny
(tab. I1). Podczas hodowli drozdzyRhodotorula glutinis oraz Rhodotorula gracilis
czas trwania tej fazy byt dtuzy i wynosit odpowiednio 10 i 16 godzin (Tab. 11 3).

Drozdze R. mucilaginosa oraz R. gracilis wykazaly najszybsze tempo wzrostu,
wyrazone jako wspotczynnik pma, W podtozach kontrolnych. Czas generacji
w podtozach YPD oraz W wynosit ok. 14 godzin dla R. mucilaginosa (Tab. 2)
oraz ok. 24 godzin dla R. gracilis (Tab. 3). Drozdze R. glutinis wykazaty natomiast
najwyzsze tempo wzrostu w podtozach modelowych zawierajacych ziemniaczana
woda sokowa suplementowang 2, 3 i 4% dodatkiem glicerolu. We wszystkich
przypadkach zaro6wno czas trwania fazy adaptacyjnej jak i logarytmicznej byt
zblizony i wynosit 10 - 12 h. Najwyzsza warto$¢ wspotczynnika pmax Stwierdzono
w podtozu z 3% dodatkiem glicerolu (0,0533 h™'). W przypadku podtozy W+G2%,
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W+G3% oraz W+G4% czas generacji byt nizszy niz w obu podtozach kontrolnych,
natomiast dla hodowli w podtozu W+G5% zblizony do wartosci uzyskanej
w podtozu zawierajacym wylacznie ziemniaczang wode sokowa (Tab. 1).

Tab. 1. Parametry charakteryzujace wzrost drozdzy Rhodotorula glutinis LOCK
0051 w podtozach kontrolnych oraz modelowych zawierajacych rozne stezenia

glicerolu
Podloze Aty [N] Atiog [N] Mmax [N7] g [h] AOD
YPD 10 14 0,0412 16,8 1,741
w 10 12 0,0489 14,2 1,482
W+G2% 10 12 0,0513 13,5 1,436
W+G3% 12 10 0,0533 13,0 1,383
W+G4% 12 12 0,0516 13,4 1,411
W-+G5% 12 12 0,0471 14,7 1,363
W+G10% 14 14 0,0395 17,5 1,320
W+G15% 10 18 0,0266 26,0 1,259
W+G20% 24 44 0,0071 97,1 0,610
W+G25% 20 54 0,0064 107,6 0,639

Tab. 2. Parametry charakteryzujgce wzrost drozdzy Rhodotorula mucilaginosa
ATCC 66034 w podtozach kontrolnych oraz modelowych zawierajacych rozne

stezenia glicerolu

Podloze Atiag [N] Atiog [N] Mmax [N7] g [n] AOD
YPD 4 18 0,0467 14,8 1,612
W 4 8 0,0478 14,5 1,452
W+G2% 4 10 0,0382 18,2 1,394
W+G3% 4 12 0,0362 19,1 1,304
W+G4% 6 10 0,0339 20,4 1,287
W+G5% 6 12 0,0309 22,4 1,234
W+G10% 8 12 0,0242 28,6 1,170
W+G15% 8 16 0,0152 45,5 1,096
W+G20% 80 faza logarytmiczna nie zakonczyta si¢ 0,812
do 120 h
W+G25% brak wzrostu
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Tab. 3. Parametry charakteryzujace wzrost drozdzy Rhodotorula gracilis
W podtozach kontrolnych oraz modelowych zawierajacych rdzne stezenia glicerolu

Podloze Aty [N] Atiog [N] Mmax [N7] g [h] AOD
YPD 16 22 0,0288 24,0 1,293
W 16 20 0,0280 247 1,246
W+G2% 20 26 0,0227 30,5 1,138
W+G3% 22 26 0,0215 32,3 1,144
W+G4% 30 26 0,0213 32,5 1,141
W+G5% 32 30 0,0200 34,6 1,109
W+G10% 52 30 0,0166 41,7 0,932
W+G15% 52 40 0,0071 97,4 0,666
W+G20% 60 faza logarytmiczna nie zakonczyla si¢ 0,540
do 120 h
W+G25% brak wzrostu

Podobnie jak w przypadku hodowli R.glutinis, szybkos¢ wzrostu drozdzy
R. mucilaginosa w podtozach modelowych z 2, 3, 4 i 5% dodatkiem glicerolu byta
do siebie zblizona, jednak nizsza niz w obu podtozach kontrolnych. Podczas
hodowli drozdzy R. mucilaginosa w podtozach W+G2% oraz W+G3% czas
trwania fazy adaptacyjnej byt taki sam jak w podtozach kontrolnych. Zmniejszeniu
ulegta natomiast whasciwa szybkos¢ wzrostu do 0,0382 h™ (W+G2%) oraz 0,0362
h™* (W+G3%), co skutkowato wydtuzeniem czasu podwojenia biomasy do 18 i 19
godzin. W podlozach suplementowanych w 4 i 5% dodatek glicerolu réwniez
stwierdzono obnizenie whasciwej szybkosci wzrostu do 0,0339 h™ (W+G4%) oraz
0,0309 h™ (W+G5%) oraz wydtuzenie czasu generacji do nieco ponad 20 godzin
(Tab. 2). Najstabszy wzrost w podtozach suplementowanych w 2, 3, 4 i 5%
glicerolu wykazat szczep Rhodotorula gracilis. Odnotowano, ze podczas hodowli
w tych podtozach komorki drozdzy dtugo przystosowywaly si¢ do nowego
srodowiska, a czas trwania fazy adaptacyjnej byt znacznie dtuzy niz w przypadku
pozostalych dwoch szczepow. Rowniez znacznie wydhuzyt sie czas generacji,
w porownaniu do pozostatych szczepow (Tab. 3). Podczas hodowli testowanych
szczepow drozdzy w podlozach modelowych stwierdzono, ze wraz
ze zwickszeniem stezenia glicerolu w $rodowisku zmniejszat si¢ catkowity
przyrost gestosci optyczne;j.

Suplementacja podtozy modelowych glicerolem w stezeniach 10 i 15%
spowodowala zmniejszenie wiasciwej szybkosci wzrostu badanych szczepow
drozdzy oraz wydluzenie czasu generacji. Najlepszy wzrost w tych podtozach
wykazaly drozdze R. glutinis, a wspotczynniki whasciwej szybkosci wzrostu rowne
byty 0,0395 h™ (W+G10%) oraz 0,0266 h™ (W+G15%) (Tab. 1). Najstabszym
wzrostem natomiast charakteryzowat si¢ szczep R. gracilis. Wyznaczone wartos$ci
lmax Wynosity jedynie 0,0166 h™ oraz 0,0071 h™, a czas generacji zwigkszyt sie
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az do 41,7 oraz 97,4 godzin odpowiednio dla hodowli w podtozach W+G10%
i W+G15%. Warto rowniez podkresli¢, ze w tych podlozach czas trwania fazy
przystosowawczej rowny byt az 52 godziny (Tab. 3).

Drozdze R. glutinis wykazaty zdolno$¢ do wzrostu w podtozach zawierajacych
ziemniaczang wode¢ sokowa oraz najwyzsze dawki glicerolu, tj. 20 i 25%. Podczas
tych hodowli nastapito znaczne wydtuzenie trwania fazy adaptacyjnej (24 i 20 h),
logarytmicznego wzrostu (44 i 54 h) oraz spowolnienie tempa wzrostu komorek
(Tab. 1). Dynamika wzrostu drozdzy R. mucilaginosa oraz R. gracilis w podtozu
W+G20% byta podobna. Nastgpito znaczace wydluzenie fazy adaptacyjnej,
odpowiednio do 60 i 80 godzin, a faza wzrostu logarytmicznego nie zakonczyta si¢
do 120 h, w zwiazku z tym niemozliwe bylo wyznaczenie parametrow
charakteryzujacych wzrost. Drozdze R. mucilaginosa oraz R. gracilis nie byly
zdolne do wzrostu w podtozu suplementowanym 25% dodatkiem glicerolu
(Tab. 21 3).

Saenge i in. [2011] prowadzili hodowle drozdzy R. glutinis TISTR 5159
W podtozach zawierajacych jako zrodto azotu siarczan amonu, a jako zrédto wegla
glicerol w stezeniu 5, 9,5 i 14%. Wzrost okre$lano na podstawie plonu biomasy
komoérkowej. Podobniej jak w niniejszej pracy stwierdzono, ze wysokie stezenie
glicerolu w s$rodowisku hodowlanym znacznie spowalnia wzrost drozdzy
R. glutinis.

Btazejak i in. [2014] zastosowali w hodowlach wgtebnych drozdzy R. gracilis
ziemniaczang wode¢ sokowa jako zrédto azotu oraz glicerol (5, 10, 15 i 20%) jako
zrodlo wegla. Najwyzszy wzrost badanego szczepu drozdzy (wyrazony jako plon
biomasy) uzyskano w podtozu z 5% dodatkiem glicerolu. Rowniez odnotowano,
Ze wzrastajace stgzenie ograniczato wzrost drozdzy.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze czynnikiem
determinujagcym wzrost badanych szczepow w podlozach modelowych byta
zawarto§¢ glicerolu  w $rodowisku hodowlanym. W przypadku drozdzy
R. mucilaginosa oraz R. gracilis zwigkszanie jego stezenia w podtozu skutkowato
zmniejszeniem wlasciwe] szybkosci wzrostu oraz wydluzeniem czasu generacji
w porownaniu do podtozy kontrolnych. Podczas hodowli R. glutinis takg samg
tendencje stwierdzono w pozywkach zawierajacych powyzej 5% tego zwiazku.
Spowolnienie wzrostu badanych szczepéw prawdopodobnie wynikalo ze stresu
osmotycznego wywotanego zwigkszonym stezeniem glicerolu. Cisnienie
osmotyczne $rodowiska hodowlanego jest bowiem jednym z wazniejszych
parametrow warunkujacych wzrost drobnoustrojow [Sochocka i Boratynski, 2011].
Glicerol, jako substancja o wysokiej lepkosci [Quispe i in., 2013], mogt rowniez
w pewnym stopniu oblepi¢ komorki drozdzy, utrudniajac im wykorzystywanie
sktadnikow odzywczych obecnych w srodowisku.
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Whioski

1.

Badania wykazaty, ze glicerol oraz odbialczona ziemniaczana woda sokowa
moga stanowi¢ sktadniki podiozy hodowlanych stosowanych do produkcji
biomasy drozdzy z rodzaju Rhodotorula.

Szybkos¢ wzrostu drozdzy w poditozach modelowych byta zalezna od
zawartoSci glicerolu w srodowisku hodowlanym. Najwyzszy wzrost (AOD) oraz
szybko$¢ wilasciwg wzrostu (Umax) W tych podlozach stwierdzono podczas
hodowli drozdzy Rhodotorula glutinis LOCK 0051.

Glicerol w stezeniu powyzej 10% (m/v) hamowat wzrost badanych szczepow
drozdzy z rodzaju Rhodotorula.
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SKUTECZNOSC WYBRANYCH ENZYMOW W USUWANIU
BIOFILMOW BAKTERYJNYCH Z POWIERZCHNI STALI
NIERDZEWNEJ

JOANNA KROLASIK, ANNA SZOSLAND-FALTYN, BEATA PAZIAK-
DOMANSKA, BEATA BARTODZIEJSKA

Streszczenie

Tworzenie si¢ biofilmow bakteryjnych na plaszczyznach nieozywionych
stanowi nadal powazny problem w wielu dziedzinach zycia, m. in. w przemysle
spozywczym. Jednym z glownych zrodet skazenia produktow spozywczych sa
urzadzenia i sprzet produkcyjny, na ktorych tatwo dochodzi do kolonizacji
drobnoustrojow i tworzenia si¢ biofilmow, szczegdlnie w sytuacjach gdy procesy
mycia i dezynfekcji nie sa w pelni efektywne. Coraz czgSciej zwraca si¢ uwagge
na mozliwos¢ wykorzystania enzymow do eradykacji biofilméw z powierzchni
uzytkowych. Celem badan byto wykazanie, jaka jest skuteczno$¢ wybranych
enzyméw w usuwaniu biofilmow bakteryjnych, utworzonych na powierzchni stali
nierdzewnej. Material biologiczny stanowily trzy szczepy bakterii: Micrococcus
luteus, Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis, wyizolowane z powierzchni
produkcyjnych kontaktujacych si¢ zzywnoscia w zakladzie przemystu
spozywczego. W pracy oceniono skuteczno$¢ dzialania pigciu enzymow:
a-glukozydaza, [-galaktozydaza, pektynaza, proteaza i lipaza. Wykazano,
ze zastosowanie pojedynczych enzyméw bylo mato efektywne w usuwaniu
biofilméw. Najbardziej skuteczne byly mieszaniny 5 enzymoéw hydrolizujacych
trzy grupy zwigzkow (biatka, polisacharydy i lipidy), po aplikacji ktorej uzyskano
zadowalajacy stopien redukcji drobnoustrojow, wynoszacy od 2,43 do 4,24 log.

Stowa kluczowe: biofilm, enzymy, dezynfekcja, EPS

Whprowadzenie

Biofilmy to przestrzenne, wielokomérkowe struktury drobnoustrojow,
nalezacych do jednego lub kilku gatunkow, wykazujacych zdolno$¢ przylegania
do siebie nawzajem i do powierzchni statych (biologicznych i abiotycznych),
otoczone warstwg wytwarzanych przez siebie zewnatrzkomoérkowych
biopolimerow [Costerton i in., 1995]. Gtéwnym komponentem bton biologicznych
sa pozakomorkowe substancje wytwarzane przez mikroorganizmy, tzw. EPS
(ang. Extracellular Polymeric Substances), ktore wchtaniaja wode, wychwytuja
znajdujgce sic w niej substancje odzywcze i utrzymuja biofilm w catosci.
Zewnatrzkomorkowe biopolimery, wytwarzane przez drobnoustroje obejmujg
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rézne klasy makromolekut, jak: polisacharydy, biatka, kwasy nukleinowe,
glikoproteiny, fosfolipidy, ktore tworza ochronng warstwe $luzu [Costerton, 1999].
Budowa chemiczna egzopolisacharydow moze wykazywaé specyficznosé
gatunkowga lub szczepowa zarowno, co do uktadu cukréow, jak i rodzaju wigzan
chemicznych. Tworzenie si¢ réznych typoéw wigzan miedzy cukrami prowadzi
do powstawania ztozonych polisacharydow, wsréd ktorych zidentyfikowano
migdzy innymi: alginian, ksantan, pululan, celuloza, dekstran, glikogen. Doktadny
sktad EPS, wytwarzanego przez bakterie tworzace biofilm nie jest jeszcze do konca
poznany i stanowi obecnie przedmiot zainteresowania wielu badaczy [Bockelmann
i in., 2003; Delbarre-Ladrat iin, 2014; Yang i in., 2015]. Tworzenie biofilmow
bakteryjnych na powierzchniach abiotycznych jest procesem bardzo ztozonym,
warunkowanym wieloma czynnikami tj.: wydzielanie przez drobnoustroje
zewnatrzkomorkowych substancji, hydrofobowos$¢/hydrofilowos¢ oraz tadunek
powierzchni komorki, faza wzrostu bakterii, rodzaj i charakter powierzchni,
czynniki srodowiskowe (pH, temperatura, dostgpno$¢ substancji odzywczych, sita
jonowa; obecno$¢  specyficznych  substancji) oraz  obecno$¢ innych
mikroorganizméw. Wytwarzanie i sekrecja biopolimerow (EPS), ma najwickszy
wplyw na powstawanie biofilméw bakteryjnych, a ponadto stanowi podstawowy
mechanizm ich opornosci na czynniki antymikrobiologiczne. Warstwa §$luzu
ztozona z tych substancji tworzy bariere przepuszczalno$ci do powierzchni
komorek, chroni je przed fagocytoza, wysychaniem, promieniowaniem UV,
zmianami  wartosci pH, a takze obniza tempo dyfuzji Srodkow
przeciwdrobnoustrojowych przez warstwy biofilmu i utrudnia dotarcie sktadnikow
toksycznych do glebszych warstw btony biologicznej[Baker i in., 2010; Czaczyk
i Myszka, 2007, Szczotko, 2007]. De Beer i in. (1994) wykazali, ze penetracja
czastek aktywnego chloru przez biofilm Pseudomonas aeruginosa zachodzi
znacznie wolniej, niz w zawiesinie tych bakterii.

Srodowisko przetworstwa zywnosci, z uwagi na zasobno$¢ w skladniki
odzywcze  iwodg, tomiejsce  sprzyjajace  powstawaniu  biofilmow.
Na powierzchniach stykajacych sie z zywnos$cig, wystgpowanie komorek Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus czy Streptococcus thermophilus jest od 500
do 50000 razy rzadsze, niz bton biologicznych tych bakterii. Zjawisko to moze by¢
bezposrednia przyczyng niekorzystnych zmian organoleptycznych produktu
i psucia sie¢ zywno$ci. Ponadto, adhezja mikroorganizméw do powierzchni statych
moze powodowac zakazenie zywnos$ci drobnoustrojami chorobotworczymi
[Myszka 1 Czaczyk, 2007]. Tworzenie blon biologicznych w przemysle
spozywczym jest rowniez przyczyng blokowania mechanicznego przeptywu
cieczy, hamowania procesOw wymiany ciepta i korozji powierzchni metalowych.
Wedlug wielu autoré6w tworzenie biofilméw na powierzchniach produkcyjnych
stanowi rowniez, gltoéwng przyczyne niskiej skutecznosci, wykonywanych
w zakladach zabiegoéw mycia i dezynfekcji [Berthold, 2007; Krolasik i in., 2010;
Satek, 2008].
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W celu usunigcia biofilméw z powierzchni nieozywionych stosuje si¢ rdzne
metody. W zakladach przemystu spozywczego, najszersze zastosowanie znalazta
dezynfekcja chemiczna, jednak stosowanie §rodkéw chemicznych do zabicia
drobnoustrojow przyczepionych do danej powierzchni nie zawsze jest skuteczne,
ze wzgledu na zakres dzialania tych substancji oraz ich ograniczona penetracje
przez strukture biofilmu. Komoérki mikroorganizméw stanowiace cze$¢ biofilmu sa
do 1000 razy oporniejsze nadziatanie substancji toksycznych ($rodki
dezynfekcyjne, antybiotyki, surfaktanty) niz te, ktoére pozostaja w zawiesinie.
Potwierdzaja to wyniki badan przeprowadzonych, miedzy innymi przez autorow
niniejszej pracy, ktoérzy wykazali, iz chemiczne preparaty dezynfekcyjne stosowane
powszechnie  do dezynfekcji powierzchni  produkcyjnych w  przemysle
spozywczym sa nieefektywne w uzytkowych stezeniach, w stosunku do blon
biologicznych, mimo wykazywanej in vitro aktywnosci uzytych zwigzkow,
a glowna przyczyna opornosci bakterii w biofilmie jest obecno$¢ ochronnej
warstwy EPS, wytwarzanej przez drobnoustroje [Kroélasik i in., 2008; Krolasik
i in.,2010].

Coraz czgsciej zwraca si¢ uwage na mozliwos¢ wykorzystania enzymow
do eradykacji biofilméw z powierzchni uzytkowych. Ich zadaniem jest rozktad
ztozonej przestrzeni biofilmu na mniejsze, tatwe do usuniecia fragmenty,
jak rowniez rozklad zaadsorbowanej na powierzchni stalej warstwy
kondycjonujacej, skladajacej si¢ z polisacharydow, biatek i lipidow. Warstwa
kondycjonujaca na ptaszczyznach kontaktujacych si¢ z zywnos$cig moze inicjowac
proces adhezji pojedynczych komodrek i wspomagaé tworzenie si¢ biofilmu.
Zastosowanie  enzymo6ow  hydrolizujacych  polisacharydy  oraz  biatka
zewnatrzkomorkowe drobnoustrojow moze w znacznym stopniu zwickszyé
skutecznos¢ dezynfekcji, dzigki lepszej penetracji $rodka dezynfekcyjnego
do wngetrza biofilmu. Znane jest juz stosowanie enzyméw proteolitycznych
do usuwania bialek z rurociggéw 1iurzadzen produkcyjnych w przemysle
mleczarskim oraz z powierzchni soczewek kontaktowych. Enzymy mogg by¢
wykorzystane réwniez do eradykacji biofilméw, zpowierzchni uzytkowych
w przemysle spozywczym. W praktyce jednak, stosowanie enzymdéw do usuwania
biofilmu bakteryjnego jest nadal ograniczone, ze wzgledu na niskie ceny
i powszechng dostgpno$¢ chemicznych preparatdow dezynfekcyjnych. Ponadto,
brak techniki ilosciowej oceny efektywnosci enzyméw wobec biofilmow,
jak rowniez waska aktywnos$¢ enzymatyczna obecnych na rynku preparatow
ogranicza ich praktyczne uzycie [Myszka 1 Czaczyk, 2007]. Podjete
W prezentowanej pracy badania nad wykorzystaniem enzymow do inaktywacji
biofilméw wynikaja z potrzeby poszukiwania nowych alternatywnych metod
skutecznej eliminacji tych struktur z powierzchni statych w sytuacji, w ktorej
powszechnie stosowane chemiczne $rodki dezynfekcyjne nie zawsze sg efektywne.
Ponadto, zaktady produkcji spozywczej uzywaja coraz czesciej sprzgtu wrazliwego
na intensywne stosowanie detergentow alkalicznych 1 pod wysokim ci$nieniem,
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co wymaga aplikacji innej generacji $rodkow myjacych i dezynfekcyjnych.
Nie bez znaczenia jest réwniez proekologiczny aspekt podejmowanych badan,
poniewaz catkowita  biodegradowalno$¢ enzymatycznego preparatu,
bez negatywnego wptywu na srodowisko, pozwoli producentom zywno$ci unikng¢
probleméw w kwestii oczyszczania §ciekow. Celem podjetych badan byta ocena
skuteczno$ci usuwania biofilmow bakteryjnych z powierzchni stali nierdzewnej
przy uzyciu wybranych enzymow.

Material i metody badan

Materiat biologiczny stanowily trzy szczepy bakterii: Micrococcus luteus,
Pseudomonas putida, Staphylococcus hominis. Drobnoustroje zostaty wyizolowane
Z powierzchni produkcyjnych kontaktujacych si¢ z zywnoscia, po zakonczonych
procesach mycia i dezynfekcji w zaktadzie, ktory nie posiadatl zainstalowanego
systemu CIP (clean-in-pleace). Do badan wybrano bakterie, nalezace do gatunkow
najczesciej wykrywanych na badanych powierzchniach produkcyjnych,
charakteryzujace si¢ zdolnoscia do tworzenia biofilméw na materialach
uzytkowych, stosowanych w przemysle spozywczym.

W badaniach wykorzystano stal nierdzewna o niskiej zawartosci wegla,
chromowo-niklowa typ 304, o wspétczynniku chropowatosci R, = 7.4,
powszechnie stosowang do konstrukeji urzadzen i powierzchni produkcyjnych.

W pracy oceniono skuteczno$¢ usuwania biofilméw z powierzchni abiotycznej
przy uzyciu pieciu enzymoéw: a-glukozydaza, [-galaktozydaza, pektynaza,
proteaza, lipaza. Informacje o enzymach przedstawiono w Tabeli 1.

Tab. 1. Charakterystyka enzyméw uzytych do badan

L.p. Nazwa enzymu Pochodzenie enzymu Aktywnos¢
/preparatu enzymu
a-glukozydaza Saccharomyces - .
L (Sigma G-5003) cerevisiae 2 10 units/mg
B-galaktozydaza . .
2. (Sigma G-5160) Aspergillus oryzae 8,9 units/mg
Pectinase
(Sigma P-2611 . - .
3. (Pectinex® Ultra SPL, Aspergillus aculeatus > 3,8 units/ml
Novozyme))
Protease . .
4. (Sigma P-6110) Aspergillus oryzae > 500 units/g
Lipaza typu Il . 100-400
> (Sigmal_-3126) trzustka Swini units/mg
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Przechowywanie i aktywacja bakterii

Drobnoustroje  przechowywano w bulionie kazeinowo-sojowym (TSB)
z dodatkiem glicerolu w temperaturze -20°C lub na podlozu statym kazeinowo-
sojowym (TSA), w temperaturze 4°C. Do celéow doswiadczalnych drobnoustroje
przeszczepiano na skosy i inkubowano w temperaturze 30°C przez 24 h. Czystos¢
mikrobiologiczng badanych szczepoéw bakteryjnych sprawdzano w preparatach
mikroskopowych barwionych metodg Grama.

Tworzenie biofilmu na powierzchni stali nierdzewnej

Przed przystapieniem do doswiadczen badane powierzchnie abiotyczne
przygotowano wedlug metodyki zaproponowanej przez Joseph i in. (2001). Ptytki
ze stali nierdzewnej typ 304-G, o wymiarach 5 x 5 x 0,1 cm przemywano
acetonem, nastepnie wytrawiano poprzez zanurzenie w roztworze 5N HCI przez
15 minut, a w dalszym etapie myto w roztworze detergentu i sptukiwano woda
destylowana. Po wysuszeniu plytki umieszczano w szklanym naczyniu
i sterylizowano w autoklawie, w temperaturze 121°C przez 15 minut.

W celu uzyskania biofilméw ptytki ze stali nierdzewnej umieszczano
w zlewkach, zawierajacych 180 ml ptynnej pozywki TSB rozcienczonej
dziesieciokrotnie i 20 ml hodowli drobnoustrojow, zawierajacej 10° jtk/ml.
Hodowle prowadzono na wytrzgsarce, przy 50 obr/min, w temperaturze 20°C przez
48 godzin. Nastepnie ptytki wyjmowano i przemywano roztworem PBS, celem
usunig¢cia komorek, nietrwale zwigzanych z badanymi powierzchniami. Nastepnie,
okreslano ilos¢ komodrek w biofilmie metoda wymazu i posiewu na ptytki agarowe
TSA. Wymazy pobierano przy uzyciu jalowych tamponoéw, ktére umieszczano
w butelkach, zawierajacych ptyn pluczacy i wytrzasano przez 1 minute.
Po przygotowaniu serii dziesigciokrotnych rozcienczen wykonano posiew na ptytki
z podlozem statym TSA. Posiewy inkubowano w temperaturze 30°C przez
48 godzin. Ogoblna liczbe drobnoustrojéw (L) na 1 cm’® badanej powierzchni
obliczono wedlug wzoru:

L=(axb)lc

gdzie:

a — liczba drobnoustrojow w 1 ml zawiesiny wyjsciowej

b — objetosé¢ zawiesiny wyjsciowe;j

¢ — wielkoé¢ badanej powierzchni w cm?
Plytki z utworzonym biofilmem uzyto do oceny skutecznosci bakteriobdjczego
dziatania enzymow.

Ocena efektywnos$ci dzialania enzyméw na biofilmy bakteryjne

Badania przeprowadzono na biofilmach 48 - godzinnych, uzyskanych
w warunkach  lagodnego ruchu pozywki. W kazdym doswiadczeniu,
na powierzchni¢ trzech ptytek z biofilmem nanoszono roztwory badanych
enzymow i pozostawiano w kontakcie przez 10 minut. Nastgpnie plytki doktadnie
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sptukiwano ptynem pluczacym i pozostawiano na 2 minuty do osuszenia.
Probkami kontrolnymi byty ptytki z biofilmem, poddane dziataniu jatowej wody
destylowane;j.

Liczbe jtk/cm® na phytkach kontrolnych (N) oraz po procedurze badania (Na)
okreslano metoda wymazu. Stopien redukcji (R) liczby zdolnych do zycia bakterii
W biofilmach, po dzialaniu enzymow obliczono wedtug wzoru:

R =1log [N/N,]

gdzie:

N - liczba jtk/cm?w biofilmie,

N, - liczba jtk/cm? w biofilmie po dzialaniu enzymu

Analiza statystyczna wynikéw badan

Wyniki badan poddawano analizie statystycznej w  programach
komputerowych: Excel, 2007 i Statistica 6,0 (PL) wykorzystujac nastepujace
parametry i testy: odchylenie standardowe, test istotnosci roznic - analiz¢ wariancji
ANOVA.

Wyniki i dyskusja

Przedmiotem prezentowanych badan, byla ocena wrazliwosci biofilmow
bakteryjnych na dziatanie enzyméw oraz ich mieszanin, zastosowanych w roznych
stezeniach. Celem jej byto stwierdzenie, w jakim stopniu poszczegdlne enzymy
naruszaja strukture biofilmow i dziataja dezaktywujaco na zawarte w nich komorki
bakterii. Wyboru enzyméw dokonano na podstawie danych literaturowych,
przedstawiajacych analize skladu chemicznego EPS roznych  bakterii
i charakterystyke wigzan chemicznych wystepujacych pomigdzy
zidentyfikowanymi zwigzkami. Ponadto, enzymy te wykazywaty destrukcyjne
dziatanie wobec EPS niektorych bakterii [Bockelmann i in., 2003; Delbarre-Ladrat
i in, 2014; Pettit i in., 2004]. Przeprowadzono modelowe badania na biofilmach,
utworzonych  w warunkach  laboratoryjnych,  symulujacych  $rodowisko
przetworstwa zywnosci (oligotroficzne warunki wzrostu, temperatura inkubacji
20°C). Wyniki przeprowadzonych eksperymentéw z uzyciem pojedynczych
enzymow zestawiono w Tabeli 2.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze enzymy hydrolizujace polisacharydy
czyli B-galaktozydaza i a-glukozydaza najefektywniej dezaktywowaty biofilm
Micrococcus luteus. Wartos¢ redukeji komorek tego drobnoustroju na powierzchni
stali nierdzewnej, po zastosowaniu 5% roztworéw wynosita odpowiednio 1,23
i 1,70 log. Dwukrotne zwickszenie stezenia [-galaktozydazy nie wplyng¢to
na znaczacy spadek liczby bakterii w biofilmie Micrococcus luteus,
W przeciwienstwie do a-glukozydazy, po uzyciu ktorej w stezeniu 10% wartos¢
redukcji osiagneta 2,50 log . Biofilmy Pseudomonas putida i Staphylococcus
hominis wykazywaly niska wrazliwo$¢ na zastosowane enzymy, a najwyzsze
uzyskane wartosci redukcji, przy stezeniu 10% nie przekraczaly 1,24 log.
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Pektynaza wykazywata silne dziatanie destrukcyjne na biofilm Micrococcus
luteus. Powodowata ona redukcj¢ tych bakterii na poziomie od 1,79 log przy
stezeniu 5%, do 2,93 log, przy stgzeniu 10%. Biofilmy Pseudomonas putida
i Staphylococcus hominis byly mniej wrazliwe na dziatanie pektynazy, a uzyskane
wartosci redukcji nie przekraczaty 1,69 log, nawet po zastosowaniu 10% roztworu.

Badania z uzyciem proteazy wykazaly, iz enzym ten najefektywniej usuwat
biofilm Staphylococcus hominis, w przypadku ktorego uzyskana warto$¢ redukcji
komorek ksztaltowala si¢ na poziomie, od 2,12 przy stezeniu 5%, do 3,11 log
po zastosowaniu 10% roztworu. Mnigjszg wrazliwo$¢ na dzialanie proteazy
wykazywat biofilm Pseudomonas putida, w ktorym warto$¢ redukcji komorek byta
srednio o 1 log nizsza, w poréwnaniu z biofilmem Staphylococcus hominis. Biofim
Micrococcus luteus byt oporny na dziatanie 5% roztworu proteazy, natomiast
wigksze stezenia enzymu (7,5% 1 10%) byly znacznie bardziej efektywne
i powodowaly redukcje komorek osiagajaca 1,46 log. Lipaza efektywnie
dezaktywowata biofilm Micrococcus luteus i Pseudomonas putida, w przypadku
ktorych wartos$¢ redukcji ksztattowala si¢ na poziomie, okoto 1,5 log niezaleznie
od zastosowanego stezenia enzymu. Malg wrazliwo$¢ na dziatanie lipazy
wykazywat biofilm Staphylococcus hominis i nawet po zastosowaniu 10%
roztworu warto$¢ redukcji komorek tych bakterii byta ponizej 1 log.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze skuteczno$¢ dziatania enzymow
na poszczegolne biofilmy bakteryjne byla zréznicowana. Mozna to wytlumaczy¢
roznym skladem macierzy EPS, wytwarzanej przez poszczegélne drobnoustroje,
osadzajace si¢ na powierzchni stali nierdzewnej. EPS uzytego do badan szczepu
Micrococcus luteus zawieral przede wszystkim polisacharydy, natomiast EPS
Staphylococcus hominis zawieral duze ilosci biatek (wyniki nieprezentowane).
Dlatego tez biofilm Micrococcus luteus byt efektywniej eliminowany przy uzyciu
enzymoOéw hydrolizujacych polisacharydy, natomiast biofilm Staphylococcus
hominis, wykazywal wicksza wrazliwo$¢ na dziatanie proteazy. Jako podstawowe
sktadniki tworzace EPS wymienia si¢ gtoéwnie polisacharydy i biatka, jednak jak
wykazaly przeprowadzone doswiadczenia duze znaczenie w budowie tej struktury
odgrywaja rowniez komponenty lipidowe. Dowodem tego jest uzyskany efekt
dezaktywacji biofilméw po zastosowaniu lipazy, podobny do tego, jaki
wywotywaly enzymy hydrolizujgce polisacharydy i biatka. Na podstawie
przeprowadzonych badan mozna stwierdzi¢, Ze zastosowanie pojedynczych
enzymow do eradykacji biofilmow jest mato efektywne, a destabilizacja jednego ze
sktadnikow EPS jest niewystarczajaca do usunigcia blon biologicznych
Z powierzchni abiotycznej. Co wigcej, nalezy spodziewaé si¢, ze w $rodowisku
naturalnym efekt dziatania pojedynczego enzymu bedzie jeszcze mniej
zauwazalny, poniewaz btony biologiczne powstajace w takich warunkach moga
by¢ ztozone z jednego, kilku, a nawet kilkunastu gatunkéw, a ich funkcjonowanie
oparte jest na wzajemnej wspOlpracy poszczegolnych mikroorganizmow.
Aby skutecznie eliminowa¢ biofilmy potrzebna jest wigc mieszanina enzymow
rozkladajacych trzy grupy zwigzkoéw: biatka, cukry i thuszcze.
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Tab. 2. Redukcja liczby komorek w biofilmach po dziataniu enzymow

Enzym Redukcja komoérek w biofilmie [logyo] £ SD
Biofilm Biofilm Biofilm
Stezenie Micrococcus Pseudomonas Staphylococcus
Nazwa ¢ luteus putida hominis

[%]

6,22+ 0,28 log 6,18 + 0,22 log 5,98+ 0,33

jtk/em? jtk/cm? log jtk/cm?

5 1,232+ 0,28 0,73+ 0,35 0,55° + 0,21

B-galaktozydaza 7,5 1,55+ 0,32 1,03°+0,13 0,97° + 0,37

10 1,69%+ 0,24 1,24 + 0,23 1,12° + 0,09

5 1,70*+ 0,30 0,93°+0,13 0,99°+0,15

o-glukozydaza 7,5 2,21%+0,18 1,07° £ 0,07 1,15° + 0,26

10 2,508+ 0,27 1,12°+ 0,10 1,17°+ 0,12

5 1,79+ 0,18 1,00° + 0,10 0,67°+ 0,24

Pektynaza 7,5 2,49+ 0,12 1,35° + 0,12 1,07°+ 0,05

10 2,93+ 0,29 1,69°+0,19 1,36°+ 0,15

5 0,22%+ 0,09 1,42° + 0,20 2,12°+ 0,33

Proteaza 7,5 1,432+ 0,13 1,56%+ 0,18 2,34°+ 0,32

10 1,46+ 0,11 1,79° + 0,23 3,115+ 0,14

5 1,422+ 0,26 1,422 + 0,24 0,43+ 0,24

Lipaza 75 1,51% £ 0,49 1,397+ 0,41 0,78°+0,13

10 1,60*+ 0,10 1,53%+0,10 0,88" 0,08

a, b, ¢ — $rednie oznaczone réznymi literami w wierszu r6znig si¢ istotnie przy
P <005

Na podstawie dotychczas uzyskanych wynikow zatozono, ze zastosowanie
mieszaniny enzymow do eliminacji biofilméw wzmocni efekt dziatania kazdego
z pojedynczych skladnikow, co umozliwi rowniez uzycie ich w nizszych
stezeniach. Uzyskanie zadowalajacej skutecznosci preparatu przy uzyciu
niewielkich ilosci enzymoéw jest niezwykle istotne z ekonomicznego punku
widzenia dla potencjalnych producentdéw tego typu $rodkéw. Dlatego tez, podjeto
dalsze badania z uzyciem mieszanin enzyméw o réoznym skladzie i stgzeniu.
Wykazaly one, Ze biofilmy bakteryjne byly najefektywniej dezaktywowane
mieszaning, zawierajgcg pi¢¢ enzymow, w stezeniu 5%, a odnotowany poziom
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redukcji komorek byt bardzo wysoki, ponad 4 log (rys. 1). Dobrym efektem
bodjczym odznaczala si¢ rowniez ta sama mieszanina enzymow, ale w nizszym
stezeniu 1% oraz roztwory zawierajace po 5% proteazy i pektynazy, a takze po 5%
proteazy, a-glukozydazy i B-galaktozydazy. Po ich uzyciu liczba drobnoustrojow
spadata o 2,43 - 3,45 log. Pozostatle mieszaniny enzymoéw byly efektywne tylko
wobec biofilmow niektorych bakterii, tak jak to miato miejsce w przypadku uzycia
pojedynczych enzymow.

4.5

4.0

3.5

Redukcja [log]

0.0 - - ‘
Micrococcus lutetts Pseudomonas putida  Staphvlococctis hominis

Bakterie

M Proteaza 5%, Pektynaza 5%
W Proteaza 5%, p-galaktozydaza 5%, u-glukozydaza 5%
B Pektynaza 5%, -galaktozydaza 5%, u-glukozydaza 5%
M Proteaza 5%, Lipaza 5%
mPektynaza 5%, Lipaza 5%
Proteza 1%, Pektynaza 1%, B-galaktozydaza 1%, ¢-glukozydaza 1%, Lipaza 1%
W Proteza 5%, Pektynaza 5%, B-galaktozydaza 5%, u-glukozydaza 5%, Lipaza 5%

Rys. 1. Redukcja liczby komorek w biofilmach po dzialaniu mieszanin enzymoéw

Podobne wyniki uzyskali Orgaz i in. (2007) w badaniach nad skuteczno$cig
usuwania biofilmiu  Pseudomonas fluorescens przy uzyciu enzymoéw
degradujacych polisacharydy. Otrzymane przez autoréw wartosci redukcji,
po zastosowaniu pojedynczych enzymoéw ksztattowaly sie na poziomie ponizej
1 log, natomiast ich mieszaniny powodowaly spadek liczby drobnoustrojow
0 2,35-2,59 log.

Na podstawie przeprowadzonych badan oraz wynikow uzyskanych przez
innych autoré6w mozna stwierdzié, ze wykorzystanie enzyméw do dezaktywacji
biofilméw, wymaga zastosowania ich w postaci mieszanin, katalizujacych rozpad
réznych grup zwigzkoéw (cukrdw, biatek i thuszczy) oraz uzycia znacznie wyzszych
stezen, od wystepujacych w dostepnych obecnie komercyjnych preparatach
dezynfekcyjnych [Augustin i in., 2004; Leroy i in., 2008; Teh iin, 2014].
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Whioski

1. Zastosowanie pojedynczych enzymoé6w do usuwania biofilméw jest malo
efektywne. Preparaty enzymatyczne, przeznaczonego do inaktywacji biofilméw
powinny zawiera¢ enzymy katalizujace rozktad trzech podstawowych grup
zwigzkow budujacych EPS: polisacharydow, bialek i lipidow.

2. Badania na biofilmach, z uwagi na ich wysoka oporno$¢ sa niezbednym
elementem oceny aktywnoS$ci bodjczej preparatow  enzymatycznych,
przeznaczonych do praktycznego stosowania w przemysle spozywczym.
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BIOFILMY BAKTERYJNE W PRODUKCJI ZYWNOSCI

ALINA KUNICKA-STYCZYNSKA

Streszczenie

Biofilmy powstajace w warunkach przemystowych stanowia wielogatunkowe
zespoly mikroorganizméw zlokalizowane w miejscach trudno dostgpnych
dla czynnikow myjacych. Sktadnikami biofilméw moga by¢ bakterie saprofityczne
i patogeny z rodzaju Salmonella, Listeria, czy Escherichia. W pracy przedstawiono
przyktady biofilmow bakteryjnych tworzonych na powierzchniach abiotycznych
w srodowisku produkcji zywnosci oraz uwarunkowania ich tworzenia. Wskazano
nowe metody kontroli i eradykacji biofilméw, ze szczegdlnym uwzglednieniem
wykorzystania substancji pochodzenia naturalnego.

Stowa Kkluczowe: biofilm, $rodowisko produkcji, zanieczyszczenia krzyzowe,
Zywnos$¢

Wprowadzenie

Wysokie wymagania jakosciowe stawiane produktom spozywczym oraz duza
konkurencja na rynku zywno$ci powoduja nie tylko konieczno$¢ zachowania
scistej kontroli produktu koncowego trafiajacego do konsumenta, ale roéwniez
potrzebe ustawicznego monitoringu linii  produkcyjnych. W  praktyce,
wypracowano skuteczne procedury mycia i dezynfekcji linii technologicznych,
zapewniajace wiasciwy stan higieny $rodowiska produkcyjnego. Problemem
przemystu sa jednak nadal mikroorganizmy zasiedlajace $rodowisko produkcji
i nabywajace opornos¢ na $rodki dezynfekcyjne stosowane w zakladzie.
O ile komorki w formie planktonu sa stosunkowo tatwe do usunigcia, to pojawianie
si¢ biofilméw i ich rozwdj stanowi problem niemal kazdego producenta zywnosci.
Badania prowadzone w czasie ostatnich dziesi¢ciu lat wskazujg na biofilmy
bakteryjne, jako jedno z najgrozniejszych zjawisk zaklécajacych cykl produkeyjny
1 zagrazajacych bezpieczenstwu produktow [Lindsay i von Holy, 2006].

Biofilmy powstajace w warunkach przemystowych stanowia wielogatunkowe
zespoly mikroorganizmow tworzace blony biologiczne zlokalizowane zwykle
w miejscach trudno dostgpnych dla czynnikéw myjacych. Sktadnikami biofilmow
moga by¢ zaréwno bakterie saprofityczne, jak i patogenne takie jak Salmonella
enterica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli, czy Pseudomonas aeruginosa
[Frank, 2001]. Zaleznie od rodzaju stosowanych surowcow i czynnikow
fizycznych (temperatura, aktywnos$¢ wody, cis$nienie hydrostatyczne) badz
chemicznych (stabilizatory, konserwanty, dodatki do Zywnos$ci wzmacniajace smak
i zapach) niszczacych komorki podczas produkcji, nastepuje selekcja
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mikroorganizméw, a tworzace si¢ biofilmy znaczaco réznig si¢ sktadem
jakosciowym. Réwnoczednie, powszechnie uznaje si¢, ze powstawanie biofilmow
podnosi oporno$¢ patogenéw 1 zwigksza prawdopodobienstwo ich przezycia
w warunkach chlodzenia i zamrazania, pasteryzacji, w $rodowiskach o niskiej
kwasowosci, w $rodowiskach o wysokim zasoleniu, czy w obecnosci
dezynfektantow [Books 1 Flint, 2008]. Nie nalezy jednak zapomina¢,
ze wprzypadku produkcji Zywno$ci fermentowanej (np. tradycyjnych
fermentowanych wedlin), tworzenie biofilméw przez technologicznie uzyteczne
bakterie np. z rodzajow Staphylococcus i Lactobacillus, moze by¢ pozadane
ze wzgledu na potencjalng stymulacje procesow fermentacji migsa i ochrone przed
tworzeniem biofilmoéw zlozonych z bakterii gnilnych i patogenow [Giaouris i in.,
2014].

Dlaczego powstaja biofilmy?

Molekularne mechanizmy tworzenia biofilméw w s$rodowiskach produkcji
zywno$ci s3a bardzo zlozone. Zidentyfikowano wiele gendéw wykazujacych
odmienng ekspresj¢ w warunkach biofilmu w poréwnaniu z formami
planktonicznymi, przy czym istotng rol¢ odgrywa tu rowniez przestrzenna
lokalizacja komorek w obrebie biofilmu [Van Houdt i Michiels, 2010; Renier i in.,
2011; Kalia i in., 2012].

Komorki bakterii wlaczone do struktury biofilmu odnosza niewatpliwe
korzysci. Uktad biofilmu zapewnia komérkom ochrone przed czynnikami stresu
srodowiskowego, stwarzajac swego rodzaju ,schronienie” 1 umozliwiajac
zachowanie homeostazy. Ponadto, zapewnia lepsza pozycj¢ w warunkach
konkurencji o dostgpne substancje odzywcze, zwykle w srodowisku w nie ubogim.
Biofilm daje mozliwosci czerpania korzysci wynikajacych z interakcji
metabolicznych ~ (poczawszy od  komensalizmu, poprzez  kooperacje
do mutualizmu) pomig¢dzy mikroorganizmami nalezagcymi do réznych rodzajow.
Utatwiony horyzontalny transfer genow jest szczegdlnie istotny w procesie
nabywania nowych adaptacyjnych cech fenotypowych, co prowadzi do szybkiej
ewolucji adaptacyjnej mikroorganizmu i przewagi wyselekcjonowanych linii
komoérkowych [Molin i Tolker-Nielsen, 2003; Giaouris i in., 2014].

Charakterystyczna dla biofilméw tworzonych w $rodowiskach produkcji
zywnosci jest ich znacznie wigksza opornos$¢ na srodki sanityzujace, w pordéwnaniu
do form planktonicznych. Mechanizm opornosci jest roéwniez zlozony,
a proponowane hipotezy wskazuja na wielokierunkowa odpowiedz uktadu
na czynniki stresu srodowiskowego. Uwaza si¢, ze zewnatrzkomorkowe substancje
polimerowe (EPS, ang. extracellular exopolymeric substances),
lipopolisacharydowe endotoksyny bakteryjne (LPS, ang. lipopolysaccharides) oraz
struktury zewnatrzkomorkowe takie jak fimbrie, pili 1 rzeski stanowigce matrix
biofilmu, sa fizyczng bariera ograniczajaca dyfuzje substancji toksycznych
W obrebie biofilmu [Czaczyk i Myszka, 2007]. Transportowe biatka membranowe,
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odgrywajace kluczowa role w procesie usuwania substancji toksycznych
z komorki, moga by¢ kodowane plazmidowo. Horyzontalny transfer genow
kodujacych te biatka jest znacznie ulatwiony w strukturze biofilmu [Renier i in.,
2011]. Koordynacja zmiany ekspresji genéw w komorkach tworzacych biofilm
mozliwa jest dzigki systemowi komunikacji quorum sensing, stanowigcym
sygnalizator zageszczenia populacji [Williams i in., 2007; Myszka i Czaczyk,
2010]. Zmiana ta nastepuje po przekroczeniu progowego stezenia specyficznych
czasteczek sygnalizacyjnych (autoinduktoréw). Rodzaj autoinduktorow i systemy
regulacji  ekspresji genow sg odmienne u bakterii Gram-dodatnich
i Gram-ujemnych. Autoinduktorami bakterii Gram-dodatnich sa oligopeptydy
przenoszone poza komorke przy pomocy biatka transportowego zaleznego od ATP.
System bakterii Gram-ujemnych jest zlozony z czasteczek sygnalizacyjnych
laktonu N-acylo-L-homoseryny (ang. AHL, acyl-L-homoserine lactone), syntaz
autoinduktora Luxl i biatkowych regulatorow transkrypcyjnych LuxR [Gonzalez
i Keshavan, 2006]. Stwierdzono, ze zjawisko quorum sensing petni role
regulacyjng rowniez w adhezji bakterii do powierzchni abiotycznych i biotycznych,
a komorka taczy si¢ z powierzchnig tg strong, gdzie stgzenie AHL jest mniejsze
[Wei i Lai, 2006].

W biofilmie dochodzi do réznicowania si¢ komodrek bakterii, ktére wystepuja
wréznych stanach fizjologicznych. Powstaja komoérki oporne, zdolne
do przetrwania w obecno$ci czynnikow sanityzujacych okreslane jako persister
cells. Komorki te nie sg mutantami i stanowig niewielka czg¢$¢ populacji bakterii,
nie wykazuja wzrostu, ale prowadza bardzo powolny metabolizm. Podejmuja
wzmozong aktywno$¢ metaboliczna po ustapieniu dziatania czynnika stresu, a ich
obecno$¢ w biofilmie uznaje si¢ za kluczowa dla opornosci na cytostatyki
[Carpentier i in., 2012; Leszczynska i in., 2013]. W biofilmach dochodzi takze
do modyfikacji mikro-srodowiska poprzez np. lokalne zmiany pH, czy aktywnoS$ci
wody, co moze skutkowaé obnizeniem aktywno$ci poszczegélnych zwigzkow
dezynfekcyjnych [Gilbert i in., 2002].

Biofilm mozna zatem okres§li¢ jako strukture umozliwiajacag przetrwanie
mikroorganizméw we wrogim $rodowisku, w odpowiedzi na stale zmieniajace sig¢
czynniki stresu srodowiskowego [Aratjo i in., 2011].

Biofilmy w $rodowisku produkcji zywnosci

W pierwszym etapie tworzenia biofilmu, adhezji komorek bakterii do
powierzchni  abiotycznych, mozna wyrézni¢ dwie fazy: odwracalng
i nieodwracalng. Adhezja odwracalna jest wynikiem oddzialywan
elektrostatycznych i sit van der Waalsa, gdy komorki bakterii znajduja si¢
w odlegtosci 2-50 nm od powierzchni [Miron i in., 2001; Myszka i Czaczyk,
2011]. W fazie adhezji nieodwracalnej nastgpuje tworzenie par i kompleksow
jonowych, wystepuja oddziatywania dipol-dipol, hydrofobowe, jon-dipol, jon-jon,
wigzania kowalencyjne i wodorowe [Marshall i in., 1971].

Po zakonczeniu adhezji nieodwracalnej, rozpoczyna si¢ proces dojrzewania
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biofilmu. Tworzenie biofilméw powoduje trudno$ci w utrzymaniu higieny
produkgcji, a trudne do eradykacji biofilmy bakteryjne stanowig rezerwuar komoérek
zanieczyszczajacych wytwarzane produkty. Biofilmy moga powodowaé rowniez
problemy technologiczne w produkcji zywnosci, takie jak powstawanie $luzow
zmieniajacych parametry reologiczne produktow, zaktocenia przeptywu ciepta
w wymiennikach 1 ekstraktorach, korozje mikrobiologiczng powierzchni
produkcyjnych oraz znaczace obnizenie skutecznosci mycia i dezynfekcji linii
[Aratjo i in.,, 2011; Kiské i Szab6-Szabo, 2011]. Nowoczesne przetworstwo
zywno$ci  sprzyja tworzeniu biofilméw i selekcjonowaniu si¢ bakterii
wykazujacych tendencje do budowania tej struktury na powierzchniach
abiotycznych. Ztozonos$¢ linii technologicznych, masowe wytwarzanie produktu,
dhugie cykle produkcyjne oraz ogromne powierzchnie kontaktu z Zzywnos$cig
stwarzaja warunki do niezakloconego tworzenia i rozwoju biofilmu bakteryjnego
[Lindsay i von Holy, 2006].

Wiele danych literaturowych wskazuje na powszechno$¢ powstawania
na powierzchniach produkcyjnych wchodzacych w kontakt z zywnoscia biofilmow
ztozonych z bakterii patogennych przenoszonych droga pokarmowa. Bogate dane
dotyczace biofilmow L. monocytogenes, E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus,
Yersinia enterocolitica, czy Campylobacter jejuni zostaly zebrane w artykule
przegladowym Giaouris i in. [2014].

W $rodowisku produkcji przetworow migsnych elementami biofilmu
sg powszechnie wystgpujace na powierzchni migsa bakterie Pseudomonas spp.,
Brochothrix thermosphacta, Lactobacillus spp., E. coli, Acinetobacter spp.,
Moraxella spp., Leuconostoc spp. Enterococcus spp. oraz patogeny S. enterica,
L. monocytogenes [Giaouris i in., 2014]. W produkcji przetworéw mlecznych na
wewnetrznych powierzchniach linii pasteryzacji powstajg biofilmy, gdzie dominuja
Bacillus cereus, E. coli, Shigella spp. i S. aureus [Sharma i Anand, 2002].
Na powierzchni ta§m transporterow oraz jednostek napetniajacych w zakladzie
produkujagcym lody znajdowano biofilmy L. monocytogenes oraz Shigella spp.
[Gunduz i Tuncel, 2006]. W zakladach przetworstwa rybnego dominuja biofilmy
ztozone z Neisseriaceae, Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp., Vibrio spp.,
Listeria spp. i Serratia liquefaciens [Bagge-Ravn i in., 2003; Guobjornsdottir i in.,
2005]. Na powierzchni linii produkcyjnych przetwarzajacych krewetki przewazaja
biofilmy bakterii z rodzaju Pseudomonas, gtéwnie Pseudomonas fluorescens
i Pseudomonas putida [Guobjornsdottir i in., 2005]. W przemysle sokowym,
w produkcji sokow i koncentratow sokow owocowych problem stanowi biofilm
tworzony przez acydotermofilne bakterie z rodzaju Alicyclobacillus [dos Anjos
iin., 2013]. Najcze$ciej wykrywane zepsucia skoncentrowanych sokow
owocowych wywotlywane sa przez bakterie Alicyclobacillus acidoterrestris.
Komorki oraz spory tych bakterii tworza na powierzchni stali nierdzewnej, PVC
oraz nylonu biofilm, trudny do usuni¢cia nawet przez roztwory czwartorzedowych
soli amoniowych [dos Anjos i in., 2013].

Powierzchnie linii technologicznych w przemysle spozywczym stanowig
srodowisko szczegolnie dogodne do rozwoju biofimu ze wzgledu na dostgp

112



substancji odzywczych zwykle w dlugich okresach jednego cyklu produkcji.
Reszki produktow spozywczych pozostale na powierzchniach dziatajg
kondycjonujaco na biofilm bakteryjny. Stwierdzono, ze biofilmy utworzone przez
L. monocytogenes, Salmonella spp. oraz Yersinia enterocolitica na powierzchniach
urzadzen stluzacych do rozdrabniania migsa zanieczyszczonych resztkami surowca,
$3 usuwane ze znacznie nizsza skutecznoscia niz biofilmy tworzone na czystych
powierzchniach tych samych urzadzen [Allan i in., 2003]. Odmiennie, inne badania
dowodza, ze odttuszczone mleko powoduje obnizenie stopnia adhezji S. aureus,
L. moncytogenes i Serratia marcescens do powierzchni stali nierdzewnej [Barnes
iin., 1999]. Rownoczesnie, mleko rozcienczone stymulowato tworzenie biofilmu
patogenow [Hood i Zottola, 1997]. Kondycjonowanie powierzchni abiotycznych
poprzez utworzenie filmu substancji organicznych takich jak biatka mleka,
wotowiny, wieprzowiny czy nawet lipopolisacharydow wytwarzanych przez
bakterie, odgrywa kluczowg rolg w procesie adhezji komorek [Shi i Zhu, 2009].
Istotne znaczenie ma takze rodzaj i stezenie substancji kondycjonujacych [Myszka
i Czaczyk, 2011]. Adhezja komoérek zalezy tez od innych czynnikdéw: kwasowosci
srodowiska, temperatury, rodzaju bakterii, stanu fizjologicznego i wieku populacji.

Obecnos¢ biofilmu bakteryjnego na powierzchniach przemystowych stwarza
zagrozenie zanieczyszczen krzyzowych i wniesienia patogenéw do ZywnoSci.
Wedlug danych WHO, zanieczyszczenia krzyzowe stanowily gtowng przyczyne
32% zbiorowych zatru¢ pokarmowych w Wielkiej Brytanii w latach 1999-2000
[WHO, 2003]. Wnoszenie bakterii uwolnionych z biofilmu lub fragmentéw
biofilmu moze wystapi¢ na kazdym etapie lancucha produkcji i dystrybucji,
jak rowniez w domu konsumenta. Odnotowano trzykrotnie wigcej zatru¢
pokarmowych spowodowanych zanieczyszczeniami krzyzowymi w domach
prywatnych, niz majacych zrédlo w miejscach zywienia zbiorowego [Redmond
i Griffith, 2003]. Rozmiar niebezpieczenstwa zanieczyszczen krzyzowych zalezy
nie tylko od warunkow higieny, ale rowniez od wielu czynnikéw srodowiskowych.
W przypadku zywno$ci wymagajacej porcjowania, kluczcowym wydaje si¢ by¢
rodzaj materiatu ostrzy, ale réwniez ich ksztalt, czestotliwos¢ ciecia, czy nacisk.
Badania nad przenoszeniem bakterii patogennych podczas plasterkowania wedlin
wskazuja, ze komorki S. aureus i E. coli O157:H7 adherujace do powierzchni
ostrzy zostaly przeniesione na powierzchnie wszystkich z 20 kolejnych plastrow
szynki, niezaleznie od poziomu zanieczyszczenia ostrza [Pérez-Rodriguez i in.,
2007]. Szersze badania zanieczyszczen krzyzowych bakteriami L. monocytogenes,
E. coli O157:H7, Salmonella spp. przenoszonymi pomiedzy rdéznego rodzaju
urzadzeniami i wedlinami delikatesowymi nie pozwalaja jednak na ustalenie
jednoznacznego modelu, umozliwiajacego prognozowanie ryzyka
zanieczyszczenia produktow [Giaouris, 2014].

Substancje pochodzenia naturalnego oraz nowe metody w kontroli biofilméw

Pomimo ze procedury mycia i dezynfekcji powierzchni przemystowych
sg opracowywane i doskonalone od wielu lat, skuteczno$¢ usuwania biofilmu
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bakteryjnego nadal nie jest zadowalajaca. W przemysle stosuje si¢ wiele
czynnikow dezynfekujacych np.: chlor, jodyna, chloraminy, nadtlenek wodoru,
ozon, kwas nadoctowy, czwartorzedowe sole amoniowe [Olszewska, 2013].
Wada stosowanych obecnie metod sanityzacji jest toksyczno$¢ pozostatosci
srodkow dezynfekcyjnych oraz stymulacja opornosci bakterii wchodzacych
w sklad biofilmu. Negatywny odbior nadmiaru zwigzkéw chemicznych
stosowanych w produkcji zywnosci spotyka si¢ rowniez z brakiem akceptacji
konsumentéw. Poszukuje si¢ zatem nowych substancji, efektywnie niszczacych
biofilmy bakteryjne. Alternatywg dla powszechnie stosowanych dezynfektantow
sa substancje naturalne pochodzenia roslinnego, takie jak ekstrakty roslinne, olejki
eteryczne, a nawet hydrolaty. Zaleta tych substancji jest niska toksycznos¢ lub jej
brak, pelna degradowalno$¢ oraz akceptacja konsumentdéw, oczekujacych
produkcji zywnosci na drodze naturalnej. Dodatkowym atutem substancji
pochodzenia  roslinnego  jest ich  stosunkowo  wysoka  aktywno$é¢
przeciwdrobnoustrojowa i brak nabywania przez bakterie opornosci.

Pierwsze badania mozliwo$ci wykorzystania karwakrolu, sktadnika olejkow
oregano i tymiankowego, do kontroli wzrostu biofilmu L. monocytogenes,
S. enterica, S. aureus i Saccharomyces cerevisiae tworzonego na powierzchni stali
nierdzewnej przeprowadzono w 2001 roku [Knowles i Roller, 2001]. Skuteczno$¢
karwakrowlu w usuwaniu biofilmu byta poréwnywalna z dziataniem komercyjnych
dezynfektantow opartych na nadtlenku wodoru i kwasie nadoctowym.
Te obiecujace wyniki wytyczyty nowy nurt badan nad odpowiedzig biofilmow
bakteryjnych na substancje pochodzenia naturalnego. Komercyjne preparaty
stanowigce mieszaniny olejkéw eterycznych wykazywaly dobra aktywno$¢ wobec
zestawu wyselekcjonowanych szczepéw gronkowcow  koagulazo-ujemnych
tworzacych biofilmy [Al-Shuneigat, 2005]. Praktyczne zastosowanie olejkow
eterycznych, ich sktadnikow i ekstraktow roslinnych do eradykacji biofilmu
w zaktadach produkujacych zywno$¢ jest jednak ograniczone ze wzgledu
na intensywny zapach. Uzycie tych substancji w st¢zeniach powyzej 1% moze
istotnie zmienia¢ cechy organoleptyczne produktéw. Rozwigzaniem moga by¢
mieszaniny dezynfektantow syntetycznych z substancjami  pochodzenia
naturalnego. Badania takich mieszanin wskazuja, ze nawet tagodne surfaktanty
micelarne w potaczeniu z eugenolem i karwakrolem hamowaly wzrost biofilmu
L. monocytogenes i E. coli O157:H7 [Perez-Conesa i in., 2006].

Wséréd nowych strategii kontroli biofilmu w warunkach przemystowych jest
stosowanie enzymoOw niszczacych EPS. Dobre efekty w usuwaniu biofilmu
S. aureus, S. epidermidis, P. fluorescens i P. aeruginosa z powierzchni stali oraz
propylenu uzyskano po zastosowaniu mieszaniny oksydoreduktaz i hydrolaz
polisacharydow [Johansen i in., 1997]. Polaczenie enzymdéw sacharolitycznych
i proteolitycznych ~ z  surfaktantami  oraz  czynnikami  dyspergujacymi
i chelatujacymi  skutkowato réwniez zwigkszeniem efektywnosdci usuwania
biofilmu w poréwnaniu do skutecznosci dzialania samych enzymoéw [Lequette i in.,
2010]. Wzmocnienie dzialania enzymoé6w na biofilm mozna uzyskaé przez
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rownoczesne stosowanie czynnikow fizycznych. W badaniach modelowych
biofilmu E. coli tworzonego na powierzchni stali nierdzewnej w hodowlach
z mlekiem stwierdzono synergistyczne dziatanie enzymow proteolitycznych
i glikolitycznych oraz fal ultradzwickowych [Oulahal-Lagsir i in., 2003].
Interesujagcym kierunkiem badan w kontroli tworzenia biofilmu jest proba
zaklocenia quorum sensing [Lazar, 2011], co jednak w warunkach przemystowych
wydaje si¢ by¢ utrudnione, ze wzglgdu na nichomogenno$¢ biofilmu wynikajaca
Z obecnosci czastek zywnosci oraz sktadnikoéw mineralnych [Giaouris, 2014].
W poszukiwaniach  skutecznych metod eradykacji  biofilmu, prowadzone
sa badania nad wykorzystaniem bakteriofagow [Soni i Nannapaneni, 2010],
bakterii mlekowych i ich bakteriocyn [Ndahetuye i in., 2012], enterocyny AS-48
[Goémez iin., 2012]. Szersze zastosowanie aplikacyjne w warunkach
przemystowych wydaja si¢ mie¢ techniki wykorzystujace biobojcze czynniki
fizyczne i chemiczne takie jak: fotokataliza [Chorianopoulos i in., 2011],
promieniowanie jonizujace [Niemira i Solomon, 2005], promieniowanie UV [Bae
i Lee, 2012], ozonowanie i ultradzwigki [Baumann i in., 2009], czy mikro-
i nanoemulsje [Teixeira i in., 2007].

Podsumowanie

Pomimo wprowadzenia kompleksowych systemoéw mycia i dezynfekcji oraz
statego monitoringu czystosci mikrobiologicznej $rodowiska produkcji, biofilmy
bakteryjne nadal stanowia problem dla przemystu spozywczego. Opanowanie tego
zjawiska ~wymaga glebszego rozpoznania czynnikow  $Srodowiskowych
warunkujacych adhezje bakterii do powierzchni abiotycznych, czynnikéw regulacji
metabolicznych oraz interakcji migdzykomorkowych w strukturze rosnacego
biofilmu. Ze wzgledu na niska skutecznos¢ powszechnie stosowanych w przemysle
dezynfektantow, konieczne jest poszukiwanie nowych, alternatywnych substancji
efektywnie zwalczajacych biofilm bakteryjny w warunkach przemystowych.
Rezultaty prowadzonych w ostatnich latach intensywnych badan nad kontrola
biofilmu bakteryjnego wskazuja na potencjalne mozliwosci kontroli metodami
biologicznymi  (enzymy, bakterie mlekowe, bakteriocyny, bakteriofagi),
jak rowniez z wykorzystaniem czynnikéw fizycznych i chemicznych (ultradzwieki,
promieniowanie jonizujgce i ultrafioletowe, ozonowanie, substancje chemiczne
w formie mikro- i nanoemulsji).
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WPLYW STEZENIA GLICEROLU I pH PODLOZA
HODOWLANEGO NA KINETYKE WZROSTU DROZDZY
PASZOWYCH CANDIDA UTILIS ATCC 9950 W PODLOZACH
Z ODBIALCZONA ZIEMNIACZANA WODA SOKOWA

AGNIESZKA KURCZ, STANISLAW BLAZEJAK, ANNA BZDUCHA-
WROBEL, LIDIA STASIAK-ROZANSKA, MAREK KIELISZEK

Streszczenie

Produkcja biomasy komorkowej drozdzy jest relatywnie tania, co w duzej
mierze zwigzane jest z mozliwoScig zastosowania do ich hodowli surowcow
bedacych odpadami z réznych galezi przemystu. W ten sposob osiagga sig
dodatkowa korzy$¢, gdyz usuwanie wielu odpadéw i produktéow ubocznych
z roznych procesow technologicznych stanowi zwykle powazny problem, zarowno
dla zaktadu produkcyjnego, jak i Srodowiska naturalnego. Jednocze$nie mozna
uzyska¢ biomas¢ drozdzowa bogata w biatko, thuszcz, witaminy, sktadniki
mineralne oraz prebiotyczne polisacharydy. Celem niniejszej pracy byto zbadanie
wptywu roznego stezenia glicerolu w pozywce oraz kwasowosci czynnej
srodowiska na wzrost drozdzy paszowych Candida utilis ATCC 9950 w podtozach
z odbialczong ziemniaczana woda sokowa. Doswiadczenie przeprowadzano
w mikrohodowlach aparatu Bioscreen C, wykorzystujac jako poditoza kontrolne
YPD oraz ziemniaczang wod¢ sokowa, a jako doswiadczalne ziemniaczang wodg
sokowa wzbogacona roznym dodatkiem glicerolu. Kwasowo$¢ czynng (pH)
ustalono na poziomie 4,0 lub 5,0. Najwyzszy wzrost badanego szczepu drozdzy
uzyskano podczas hodowli w podlozu z 5% dodatkiem glicerolu o pH 5,0.
Wskazuje na to zarowno wysoki przyrost gestosci optycznej podczas prowadzenia
hodowli (1,442), jak i korzystne parametry Kkinetyki wzrostu (pmax=0,022
i g=31,11). Z kolei wyzsze stezenia glicerolu (od 15%) dziatalty hamujaco na
wzrost badanego szczepu drozdzy. Na podstawie uzyskanych wynikow mozna
stwierdzi¢, ze glicerol i odbialczona ziemniaczana woda sokowa moga by¢
wykorzystywane jako zréodlo wegla i azotu do produkcji biomasy drozdzy
paszowych Candida utilis ATCC 9950.

Stowa Kkluczowe: Bioscreen, Candida utilis, glicerol, ziemniaczana woda sokowa,
SCP, utylizacja odpadow

Wprowadzenie

Koncepcja produkcji biomasy i wykorzystania mikroorganizmow jako zrodia
sktadnikow zywnosci dla ludzi 1 zwierzat powstala juz na poczatku dwudziestego
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wieku. Termin SCP (single-cell protein) zostal po raz pierwszy uzyty
W Massachusetts Institute of Technology w 1966 roku, aby przedstawi¢ ideg
zastosowania biomasy jednokomoérkowcdéw jako zywnosci [Jay, 1992]. Mozna
wymieni¢ szereg jego zalet, dzieki ktorym przewyzsza biatko pochodzenia
ro$linnego. Do najwazniejszych naleza krotki czas generacji drobnoustrojow oraz
wysoka zawarto$§¢ odpowiedniej jako$ci biatka w komorkach. Istotny jest rowniez
fakt, ze produkcja SCP moze by¢ prowadzona w procesie ciagglym i jest niezalezna
od zmian klimatycznych [Lipinska i in., 2010; Rywinska i in., 2013].

Sposrod wszystkich grup mikroorganizméw najwigksza popularnoscia ciesza
si¢ drozdze paszowe, na przyktad Candida utilis. Gatunek ten zostat uznany przez
FDA (Food and Drug Administraction - Agencja Zywnosci i Lekow)
za bezpieczny do spozycia przez ludzi i zwierzgta oraz wpisany na liste GRAS
(Generally Recognised As Safe — uwazane za bezpieczne) [Internet 1]. Drozdze te
charakteryzuja si¢ wysoka zawarto$cig biatka, w sktad ktorego wchodzi duza ilos¢
aminokwasow egzogennych, a W szczegodlnosci lizyny. Ponadto biomasa tych
drozdzy moze stanowi¢ zrodto witamin z grupy B oraz sktadnikéw mineralnych
(w postaci bioplekséw) [Btazejak i Duszkiewicz-Reinhard, 2004; Kieliszek i in.,
2012]. Istotng role odgrywaja rowniez sktadniki $ciany komoérkowej drozdzy,
przede wszystkim oligomannany i f-glukany, wykazujace dzialanie prebiotyczne
dla mikroflory przewodu pokarmowego orz immunoindukcyjne [Bzducha-Wrobel
iin., 2013].

Drozdze z rodzaju Candida naleza do tzw. drozdzy dzikich, ktore
w przeciwienstwie do szlachetnych (Saccharomyces) nie s3 wymagajace pod
wzgledem wykorzystywanego zrodta wegla oraz obecnosci induktorow wzrostu
(witamin, aminokwasow) [Walker, 1998]. Optymalna temperatura ich wzrostu
wynosi ok. 25-30°C, a pH mieSci sie w zakresie 4,0-6,0 [Btazejak, 2006; Juszczyk
i in.,, 2005]. Drozdze Candida utilis posiadaja ztozony metabolizm, ktory
umozliwia wzrost na réznorodnych zrédlach wegla (cukry, alkohole, kwasy
organiczne, we¢glowodory) oraz zwigzkach azotowych (zar6wno organicznych jak
i nieorganicznych) [Walker, 1998; Lipinska i in., 2010]. Umozliwia to
wykorzystywanie do ich produkcji surowcow odpadowych, takich jak melasa, tugi
posiarczynowe, hydrolizaty drewna, odpady skrobiowe i ligninocelulozowe,
atakze serwatka. Stanowia one tanie zrodto wegla dla drozdzy paszowych,
aniekiedy réwniez zwigzkéw azotowych, fosforu i sktadnikéw mineralnych
[Juszczyk i in., 2005; Munawar i in., 2010].

W ostatnich latach poszukuje si¢ nowych surowcoéw odpadowych, ktore moga
by¢ wykorzystywane w  procesach  biotechnologicznych, jednoczesnie
umozliwiajac ich ekonomiczng utylizacje. Naleza do nich miedzy innymi zmielone
muszle krewetkowe, odpady z przemyshu migsnego, wytloki z pomaranczy oraz
odpady tluszczowe z proceséw smazalniczych [Musiat i in., 2004; Juszczyk i in.,
2005; Lipinska i in., 2010]. Jednym z takich surowcow moze by¢ rowniez glicerol,
powstajacy jako produkt uboczny w procesie otrzymywania estrow metylowych
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kwaséw thuszczowych (biodiesla). Najczgsciej wykorzystywany jest on
W przemysle kosmetycznym. Ponadto moze stanowi¢ dobre zrédlo wegla dla
niektorych drobnoustrojow 1 jest prekursorem do produkcji wielu cennych
metabolitow [Amaral i in., 2009]. Liczne badania [Juszczyk i in., 2005;
Komorowski i Btazejak, 2011; Taccari i in., 2012; Bzducha-Wroébel i in., 2013]
dowodza, ze glicerol moze by¢ z powodzeniem wykorzystywany w produkcji
biomasy drozdzy paszowych, ktére sa w stanie asymilowa¢ go jako jedyne zrodio
wegla.

Jako zrodto azotu i skladnikow mineralnych dla drozdzy moga by¢
wykorzystywane odpady z przetworstwa ziemniaczanego i skrobiowego [Muniraj
iin., 2013; Btazejak i in., 2014]. W procesie produkcji skrobi ziemniaczanej
powstaja duze ilosci odpadow, w tym gtéwnie ziemniaczanej wody sokowej (okoto
600 ton przy przerobie 1000 ton ziemniakéw). W celu utylizacji poddaje si¢ ja
procesowi kwasowo-termicznej koagulacji (odbiatczania), a nastgpnie stosuje do
nawozenia pol itak. Ze wzgledu na wysoki tadunek zanieczyszczen odbiatczone;j
ziemniaczanej wody sokowej (wskaznik ChZT ok. 30 000 mg O, L), metoda ta
moze budzi¢ pewne obawy z punktu widzenia ochrony $rodowiska. Z tego powodu
wskazane jest poszukiwanie alternatywnych metod utylizacji tego odpadu
[Miedzianka i in., 2010; Bzducha-Wrdbel i in., 2014], na przyktad wykorzystujac
go w procesach biotechnologicznych [Nowak i in., 2013; Liu i in., 2013; Btazejak
iin., 2014].

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wpltywu roznego stezenia glicerolu
W pozywce oraz kwasowosci czynnej $rodowiska na wzrost drozdzy paszowych
Candida utilis ATCC 9950 w podtozach z odbiatczong ziemniaczang woda
sokowa.

Material i metody badan

Do badan wykorzystywano szczep drozdzy paszowych Candida utilis ATCC
9950 pochodzacy z Amerykanskiej Kolekcji Czystych Kultur.

Do przygotowania inokulum oraz jako podloze kontrolne zastosowano
standardowe podtoze YPD [Btazejak i in., 2014]. Jako drugie podtoze kontrolne
wykorzystano odbiatczong ziemniaczang wode sokowa. Podloza doswiadczalne
stanowita woda sokowa wzbogacona glicerolem w stezeniu 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20
i 25% (w/v). Podloza przygotowano w dwoch wariantach, ustalajagc kwasowosé
czynng (pH) $rodowiska na poziomie 4,0 lub 5,0.

Odbiatczona ziemniaczana woda sokowa zostata przygotowana w skali
laboratoryjnej z ziemniakéw odmiany Irga. Procedura pozyskiwania wody sokowej
byta podobna do tej stosowanej w zaktadach produkujacych skrobi¢ ziemniaczana.
Ziemniaki byly mechanicznie rozdrabniane, w wyniku czego wydzielal si¢ sok,
ktory nastepnie oddzielano od wycierki. Tak uzyskany sok ziemniaczany wirowano
w celu usunigcia skrobi (3200xg/20 min, Eppendorf Centrifuge 5810, Niemcy),
a nastgpnie poddawano procesowi kwasowo-termicznej koagulacji (pH 5,0, 117°C,
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10 minut). Wytracone biatko oddzielano poprzez saczenie przez wate, a przesacz,
czyli odbiatczong ziemniaczang wode sokowa, wykorzystywano do przygotowania
podtozy hodowlanych [Bzducha-Wroébel i in., 2014]. W tak otrzymanej wodzie
sokowej stwierdzono zawarto$¢ suchej substancji na poziomie 3,55% (gss/100 cm?®
wody sokowej). W jej sklad wchodzilo okoto 1,34% substancji bezposrednio
redukujacych stanowigcych zrodlo wegla dla drozdzy oraz 1,29% biatka ogdtem
bedacego zrodtem azotu.

Inokulum drozdzy przygotowano w 100 cm® ptynnego podtoza YPD o pH 5,0,
prowadzac hodowle przez 24 godziny w temperaturze 28°C na wytrzasarce
posuwisto-zwrotnej (Edmund Biihler SM-30 Control, Niemcy) przy amplitudzie
drgan 200 cykli/min. Po okresie inkubacji zawiesing drozdzy wirowano
(2500%g/10 min, Mini Spin Plus, Eppendorf, Niemcy), przemywano jalowym
roztworem soli fizjologicznej (0,85% NaCl), a nastgpnie zawieszano
W odpowiednim podtozu tak, aby liczba komorek w kazdej hodowli wynosita
ok. 1x10° jtk/cm®. Nastepnie pobierano po 300 pl tak zaszczepionych podiozy
i wprowadzano do mikrostudzienek kasety aparatu Bioscreen C.

Mikrohodowle prowadzono w temperaturze 28°C przez 120 godzin z ciaglym
wytrzasaniem na poziomie $rednim. Wzrost badanych drozdzy podczas hodowli
oceniano poprzez pomiar zmian gestosci optycznej (OD), ktory wykonywany byt
automatycznie co 2 godziny przy dhugosci fali 420-580 nm (filtr szerokopasmowy).
Na podstawie uzyskanych wynikéw wyznaczono krzywe wzrostu drozdzy Candida
utilis ATCC 9950, czas trwania fazy adaptacyjnej (tig) i logarytmicznej (tiog)
oraz warto$ci minimalne i maksymalne OD w fazie wzrostu logarytmicznego
(ODin 1og | ODpax 10g) 0raz podczas catkowitego trwania hodowli (ODyin | ODax).
Ponadto okre$lono réwniez maksymalng szybko$¢ wiasciwa wzrostu drozdzy
w fazie logarytmicznej na podstawie wzoru: Wmax = (INODmax 1og — INODin 10g)/tiog,
czas generacji (g = In2/pmax) oraz catkowity przyrost gestosci optycznej
(AOD = ODpax — ODpin) [Bzducha-Wrdbel i in., 2014].

Wyniki i dyskusja

Analize¢ zmian gestosci optycznej (OD) w mikrohodowlach aparatu Bioscreen C
przeprowadzono w celu szybkiego poréwnania wzrostu badanego szczepu drozdzy
paszowych Candida utilis ATCC 9950 w podtozach ze réznicowanym dodatkiem
glicerolu i pH $rodowiska. Uzyskane wyniki pozwolity wykresli¢ krzywe wzrostu
W poszczegolnych podlozach, a nastgpnie umozliwily wyznaczenie takich
parametrow  charakteryzujacych  wzrost  drobnoustrojow  jak  dlugosé
fazy adaptacyjnej i logarytmicznej, maksymalna szybko$¢ wlasciwa wzrostu
oraz czas generacji komorek. Uzyskane wyniki zamieszczono w Tabeli 1.
Z kolei na Rysunku 1 przedstawiono wykresy stupkowe obrazujace calkowity
przyrost gestosci optycznej w podtozach po 120-godzinnej hodowli w aparacie
Bioscreen C.
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Tab. 1. Parametry charakteryzujace wzrost drozdzy Candida utilis ATCC 9950
w mikrohodowlach aparatu Bioscreen C (WS - woda sokowa; 2-25% - stezenia
glicerolu)

Podioze  pH  twl]  telh]  we[VT
w Bz e
WS 4.0 22 30 0,025 27,86

50 20 18 0,034 20,22
WSl % oo e
WSE®o S a1 oy
w2 @ s un
WSS o e 4 o

4 2 14 47
WSHI0% 0w oo oatd

4,0 46 30 0,017 41,02
WS+ 15% 5:0 26 60 0:012 58:87

4 42 - - -
WS + 20% 5:8 38 i ) )
WS + 25% ‘51:8 ;g

Na podstawie uzyskanych wynikoéw stwierdzono, ze badany szczep drozdzy
wykazywal wzrost we wszystkich wariantach podtozy hodowlanych. Najwyzsze
wartos$ci przyrostu OD uzyskano w podtozach z 4% (1,436 przy pH 4,0 i 1,341
przy pH 5,0) i 5% (1,441 i 1,442) dodatkiem glicerolu. Nieznacznie mniejszy
przyrost mozna zaobserwowa¢ w podlozach z 2% (1,357 1 1,306) 1 3% (1,353
i 1,375) stgzeniem tego zwiazku, a takze w przypadku 10% dodatku (1,323
i 1,237). Wzrost w tych podtozach byt wyzszy lub poréwnywalny do hodowli
kontrolnej YPD, gdzie uzyskano przyrost gestosci optycznej wynoszacy
odpowiednio 1,308 (pH 4,0) oraz 1,227 (pH 5,0).

W przypadku podtoza sktadajacego sie wylacznie z ziemniaczanej wody
sokowej uzyskano przyrost gesto$ci optycznej na poziomie 1,199-1,183. Stabszy
wzrost drozdzy C. utilis w porownaniu do podtoza YPD mogt by¢ spowodowany
nizsza zawarto$cig cukrow redukujacych (1,3%, a w YPD 2%) stanowiacych
jedyne zrodto wegla dla badanego szczepu.
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Rys. 1. Przyrost gestosci optycznej po 120 godzinach prowadzenia hodowli
drozdzy paszowych Candida utilis ATCC 9950 w aparacie Bioscreen C
(WS - woda sokowa; 2-25 - st¢zenia glicerolu)

o

Podobny wzrost stwierdzono w podczas hodowli w podtozu z woda sokowg
i 15% dodatkiem glicerolu - 1,157 w pH 4,0 oraz 1,227 w pH 5,0. Mozna zatem
przypuszczac, ze przy wyzszym stezeniu glicerolu (od 15%) w pozywce drozdze
nie byly zdolne do jego asymilacji i wykorzystywaly wylacznie skladniki
odbiatczonej ziemniaczanej wody sokowej. Jednoczesnie w podtozach z 20 i 25%
glicerolem stwierdzono znacznie stabszy wzrost badanych drozdzy. Przyrost
gestosci optycznej po 120-godzinnej hodowli wynidst odpowiednio 0,626 1 0,776
W podtozu z 20% dodatkiem oraz 0,792 i 0,862 w 25%. Uzyskane wyniki moga
swiadczy¢ o tym, ze glicerol w stezeniach 20 i25% nie tylko nie byt
wykorzystywany przez drozdze, ale réwniez znaczaco zahamowat ich wzrost.
Przyczyna tego zjawiska bylo prawdopodobnie zbyt wysokie cisnienie osmotyczne
srodowiska hodowlanego, powodujace zamykanie kanatow w btonie komorkowe;j
drozdzy, niezbgdnych do prawidlowego pobierania skladnikow odzywczych
z podtoza [Bzducha-Wrdbel i in., 2014].

Btazejak i in. [2014] wykorzystywali glicerol i ziemniaczana wode sokowa jako
podtoza do hodowli olejogennych drozdzy Rhodotorula gracilis. Najwyzszy plon
biomasy badanych drozdzy autorzy uzyskali w podtozu z 5% dodatkiem glicerolu,
a wraz ze wzrostem jego stezenia przyrost biomasy drozdzy ulegal zmniejszeniu.
Badania przeprowadzone przez autorow potwierdzaja hamujace dzialanie
wyzszych stezen glicerolu w podtozu hodowlanym na wzrost drozdzy. Z kolei
Komorowski i Btazejak [2011] prowadzili mikrohodowle drozdzy Candida utilis
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ATCC 9950 w podtozach mineralnych z glicerolem. Autorzy uzyskali nizsze
warto$ci OD przy tym samym stezeniu glicerolu niz w niniejszej pracy. Mozna
zatem stwierdzi¢, ze zastosowanie wylacznie nieorganicznego zrodia azotu, jakim
jest siarczan amonu, bylo niewystarczajace dla intensywnego rozwoju drozdzy
i ograniczalo ich wzrost. Zwigzki azotowe obecne w ziemniaczanej wodzie
sokowej, jak 1 wystgpujace w niej substancje wzrostowe oraz sktadniki mineralne,
stanowity pozadane induktory wzrostu dla badanych drozdzy Candida utilis ATCC
9950.

Nalezy rowniez zwroci¢ uwage, ze kwasowos¢ czynna §rodowiska nie miata
znaczacego wpltywu na wzrost badanego szczepu. W podtozu kontrolnym YPD
oraz w podlozach z nizszym dodatkiem glicerolu zaobserwowano nieznacznie
wyzszy przyrost w hodowli o pH 4,0 w poréwnaniu do 5,0. Z kolei w podtozach
z wyzszym dodatkiem glicerolu (od 15%) wyzszy przyrost stwierdzono podczas
hodowli o pH 5,0 niz 4,0. Juszczyk i in. [2005] prowadzili hodowl¢ drozdzy
Candida utilis ATCC 60 558 w aparacie Bioscreen w podlozach o réznym pH
zawierajacym 3% glicerolu, 1% peptonu, 1% ekstraktu drozdzowego oraz sole
nieorganiczne. Przeprowadzone badania wykazaly nieznacznie wyzszy wzrost
badanego szczepu w podiozach o nizszym pH (w zakresie 3,5-4,5) niz wyzszym
(5,0-6,0).

Oprocz przyrostu OD istotne znacznie do scharakteryzowania wzrostu
drobnoustrojow w podlozach hodowlanych maja réwniez wybrane parametry
kinetyki wzrostu (Tabela 1). Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono,
ze najkorzystniejsze warunki do wzrostu drozdze C. utilis mialy w podtozach
kontrolnych, o czym §wiadcza najkrotszy czas generacji oraz najwyzsza szybkos¢
wlasciwa wzrostu. Dodatek glicerolu do podloza spowodowal znaczace
wydtuzenie czasu trwania fazy logarytmicznej, co zwigzane bylto ze zmniejszeniem
szybkosci wlasciwej wzrostu drozdzy w tych podtozach oraz wydluzeniem czasu
generacji. Nataka sytuacje mogla mie¢ wplyw konieczno$¢ dostosowania
metabolizmu badanych drozdzy do dodatkowego zrodta wegla, jakim byt glicerol.
Jednoczesnie stwierdzono wydtuzanie si¢ czasu trwania zaroéwno fazy adaptacyjnej
jak ilogarytmicznej wraz ze wzrostem stgzenia glicerolu. W przypadku podtozy
doswiadczalnych z 20 i 25% glicerolem faza logarytmiczna w dalszym ciagu
trwata, az do konca prowadzenia hodowli (powyzej 120 godzin), co uniemozliwito
okreslenie czasu generacji i maksymalnej szybko$ci wlasciwej wzrostu drozdzy.

Zarowno w podlozu z 4 jak i 5% dodatkiem glicerolu stwierdzono podobny
wzrost pod wzgledem catkowitego przyrostu OD. Jednoczes$nie byly to najwyzsze
warto$ci uzyskane sposrod wszystkich wariantow hodowli. Nalezy jednak zwrocic
uwagg, ze kinetyka wzrostu drozdzy Candida utilis ATCC 9950 w tym podtozach
rozni si¢ pod wzgledem pozostatych parametrow. Czas generacji w podtozu z 4%
glicerolem i pH 5,0 wyniost az 51 godzin, z kolei w podtozu z 5% dodatkiem tego
zwigzku (przy tym samym pH) zaledwie 31 godzin. Rowniez maksymalna
szybko$¢ wiasciwa wzrostu drozdzy w podlozu z 5% stezeniem glicerolu byta
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wyzsza (0,022 h™) niz whodowli z 4% jego dodatkiem (0,014 h™). Ponadto
w podtozu 5% korzystniejsze parametry uzyskano podczas hodowli przy pH 5,0
niz 4,0. Mozna zatem uznaé, ze najlepsze warunki do hodowli badanego szczepu
drozdzy C. utilis stanowito podtoze o pH 5,0, z ziemniaczang woda sokowa
suplementowana 5% dodatkiem glicerolu.

Whioski

1. Odbiatczona ziemniaczana woda sokowa i glicerol moga by¢ wykorzystywane
jako zrédlo wegla i azotu do produkcji biomasy drozdzy paszowych
Candida utilis ATCC 9950.

2. Najkorzystniejsze warunki do wzrostu badanych drozdzy stwierdzono
w przypadku podtoza sktadajacego si¢ z ziemniaczanej wody sokowej
wzbogaconej 5% dodatkiem glicerolu o pH 5,0.

3. Badania pokazaly, ze wyzsze stezenia glicerolu (powyzej 15%) dziataja
hamujaco na wzrost drozdzy Candida utilis. Jednoczes$nie stwierdzono,
ze warto$¢ pH srodowiska (4,0 i 5,0) nie miala znaczacego wptywu na wzrost
tego szczepu.
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WPLYW MYCIA WODA CHLOROWANA NA POZOSTALOSCI
SRODKOW OCHRONY ROSLIN W ZYWNOSCI POCHODZENIA
ROSLINNEGO ORAZ RYZYKO NARAZENIA ZDROWIA
KONSUMENTOW

BOZENA LOZOWICKA, MAGDALENA JANKOWSKA, PIOTR KACZYNSKI

Streszczenie

Celem pracy bylo okreslenie wplywu mycia woda chlorowang
na eliminacje szkodliwych dla zdrowia pozostatosci srodkéw ochrony roslin ($.0.r.)
W zywno$ci pochodzenia ro$linnego oraz oszacowanie ryzyka mnarazenia
konsumentow. Materiat do badan stanowity: brokuty, pomidory, porzeczki czarne
i truskawki, pochodzace z upraw na ktore zaaplikowano powszechnie stosowane
chemiczne §.0.r. w dawce podwojnej. Owoce i warzywa po osiagnigciu dojrzatosci
zebrano, podzielono na reprezentatywne podprobki i oznaczono wyjsciowe
stezenie pozostato$ci $.0.r. Materiat roslinny poddano myciu woda chlorowana,
a nastepnie wyznaczono stgzenie koncowe. Na podstawie roznic stezen wyliczono
wspotczynniki przetwarzania (PF) i zastosowano do oceny narazenia ostrego
dla dwoch grup konsumentow: dorostych i populacji najbardziej krytycznej dzieci.
Badania wykazaty, ze oszacowane ryzyko pobrania jednorazowego pozostatosci
$.0.r. w owocach i warzywach nie przekraczalo "bezpiecznych" poziomoéw ostrej
dawki referencyjnej (ARfD), z wyjatkiem boskalidu w brokutach. Mycie woda
chlorowang obnizylo stezenia pozostatosci $.0.r., a tym samym pobrania ich
z zywnoscia, przez co okazato sie skutecznym sposobem w ograniczeniu
potencjalnego zagrozenia dla zdrowia ludzi. Zastosowanie wspolczynnikow
przetwarzania umozliwito uzyskanie bardziej wiarygodnych ocen ryzyka.

Stowa Kkluczowe: mycie, pozostato$ci $rodkéw ochrony roslin, wspotczynnik
przetwarzania, ocena ryzyka

Wprowadzenie

Zywno$¢ pochodzenia roslinnego, w tym gtéwnie owoce i warzywa, dostarcza
organizmowi wielu witamin oraz sktadnikow mineralnych potrzebnych do jego
prawidlowego funkcjonowania pelnigc przy tym wazng i niepodwazalng role
w zywieniu czlowieka. Jednakze, obok tych niezbednych i cennych substancji,
produkty te moga takze mnieS¢ z soba zagrozenia mikrobiologicznie,
jak i chemicznie [Czernyszewicz, 2012]. Ze wzgledu na powszechng chemizacje
rolnictwa, w grupie =zanieczyszczen chemicznych istotng role odgrywaja
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pozostatosci srodkdw ochrony roslin ($.0.r.) okreslane, jako krytyczne wyr6zniki
jakosci i bezpieczenstwa zywnosci.

Stosowane do ochrony owocoéw i warzyw substancje czynne (s.cz.) srodkow
ochrony roslin naleza do roznych grup chemicznych 1 charakteryzujg sie
zroznicowang budowa chemiczng 1 wlasciwosciami  fizyko-chemicznymi
[Amvrazi, 2011]. Ze wzgledu na swoj toksyczny charakter moga powodowac
szkodliwe skutki zdrowotne dla ludzi [Keikotlhaile, 2011]. Niektére z nich
uznawane sg za kancerogenne, teratogenne, mutagenne oraz alergenne, szczeg6lnie
niebezpieczne sg dla matych dzieci [Kroes, 2000; EFSA, 2005; Lozowicka, 2015].

Sposrod zywnosci pochodzenia roslinnego, owoce 1 warzywa ze wzgledu na
wysoka podatno$¢ na choroby i atak szkodnikéw, sa najczesciej obcigzone
pozostatosciami $.o.r. [Lozowicka, 2012, 2012a,]. Wyniki wieloletnich badan
monitoringowych wskazuja [Lozowicka, 2013, 2014], Ze zanieczyszczenia
najczeséciej wystepowaty w owocach ziarnkowych i1 jagodowych, rzadziej
w warzywach, sposrod ktorych w owocowych, korzeniowych i bulwiastych.
Dlatego tez, do niniejszych badan wytypowano powszechnie konsumowane owoce
i warzywa, takie jak: brokuty, pomidory, porzeczki czarne i truskawki, ktore maja
wysoki poziom spozycia.

Jednym ze znanych sposobow usuwania pozostatosci $.0.r. obecnych
w owocach i warzywach sg procesy technologiczne. Wsrdd nich najpowszechniej
stosowanym przez konsumentéow jest mycie ich pod biezaca woda bezposrednio
przed spozyciem. Skuteczno$¢ redukcji poziomdéw pozostatosci §.o0.r. potwierdza
wielu badaczy [Holland, 1994; Kaushik, 2009; Aktar, 2010]. Niemniej jednak,
doniesienia literaturowe w tym obszarze s3 nie liczne i fragmentaryczne,
ograniczaja si¢ do pojedynczych zwiagzkow lub grupy pestycydow, konkretnego
asortymentu lub procesu technologicznego [Christensen, 2003; Zabik, 2000].

Miarg efektywnoséci danego procesu jest wspotczynnik przetwarzania
(ang. processing factors, PF), i jest on charakterystyczny dla kazdej kombinacji:
proces technologiczny/asortyment/substancja czynna. Dodatkowo, uwzgledniony
W szacowaniu ryzyka narazenia zdrowia konsumentéw pozwala uzyskac¢ bardziej
miarodajny wynik.

Pozostalosci $.0.r. obecne w owocach i warzywach sg efektem intensywnej
chemicznej ochrony, i z punktu widzenia konsumenta powinny by¢ mozliwie na
najnizszym poziomie. Szczeg6lnie niebezpieczne sg te produkty, gdzie wystepuja
powyzej dopuszczalnych limitow, okreslanych jako najwyzsze dopuszczalne
poziomy (NDP, ang. MRL), s3 to pozostatosci niezarejestrowanych na dang
uprawe $.0.r. lub catkowicie zabronionych do stosowania. Wszelkie niezgodnosci
stosowania $.0.r. z przepisami prawa podlegaja indywidualnej ocenia ryzyka.
Dlatego tez, szacowanie narazenia konsumentow w aspekcie zdrowotnym jest
niezwykle waznym zagadnieniem [Harris, 2001]. W celu okre$lenia ryzyka
konieczna jest znajomo$¢ $redniej dziennej diety danej grupy konsumentoéw oraz
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rzeczywistego poziomu pozostatosci pestycydow w zywnosci, przed i po obrobce
technologicznej.

Celem pracy jest okreslenie wptywu mycia woda chlorowang na poziom
pozostatosci §.0.r. w owocach i warzywach oraz poréwnanie oszacowan ryzyka
narazenia zdrowia dwoch subpopulacji: dorostych i najbardziej krytycznej grupy
matych dzieci, z uwzglednieniem w diecie surowych owocow i warzyw przed
poddaniem ich obrébce technologicznej, i po takiej obrdbce.

Zatozeniem niniejszej pracy jest wniesienie istotnego wktadu w problematyke
pozostatosci $.0.r. obecnych w owocach i warzywach, stanowigcych zagrozenie
zdrowia konsumentéw, poprzez wykorzystanie powszechnie stosowanych
procesow technologicznych.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily truskawki, porzeczki czarne, brokuty i pomidory
pochodzace z kontrolowanych do$wiadczen polowych i tunelowych, w ktérych
aplikowano $rodki ochrony ro$lin wedlug ustalonego programu w dawce
podwojnej [Etykiety $.0.r. MRiRW]. Probki do badan pobrano w latach 2011-2014.

Tab. 1. Charakterystyka badanych substancji czynnych $.o.r.

Typ pestycydu | Substancja czynna Grupa pestycydu Srodek ochrony ro$lin
Akarycydy fenazachina Niesklasyfikowana Magus 200 SC
propargit Ester kwasu siarkowego Omite 30 WP
azoksystrobina Strobiluryny Amistar 250 SC
boskalid Karboksyamidy Sighum 33 WG
bupirymat Pirymidyny Nimrod 250 EC
chlorotalonil Chloronitryle Amistar Opti 480 SC
Fungicidy cyprodinil Anilinopyrimidyny Switch 62.5 WG
difenokonazol Triazole Score 250 EC
fludioksonil Fenylopirazole Switch 62.5 WG
iprodion Dikarboksyimidy Rovral Aquaflo 500 SC
pyraklostrobina Strobiluryny Sighum 33 WG
tetrakonazol Triazole Domark 100 EC
tiofanat metylu Benzimidazole Topsin M 500 SC
acetamipryd Neonikotinoidy Mospilan 20 SP
alfa-cypermetryna Pyretroidy Fastac 100 EC
Insektycydy - -
chloropiryfos Fosforoorganiczne Dursban 480 EC
deltametryna Pyretroidy Decis 2,5 EC
lambda-cyhalotryna Pyretroidy Karate Zeon 050 CS
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Badaniami obj¢to 18 substancji czynnych wchodzacych w sktad powszechnie
stosowanych $§rodkéw ochrony roélin: 2 akarycydy, 11 fungicydow oraz
5 insektycydow. Charakterystyke badanych substancji czynnych $.o.r.
przedstawiono w Tab. 1.

Zebrany material roélinny traktowany chemicznymi $.o.r. podzielono na dwie
reprezentatywne podprobki analityczne o jednakowej masie. W pierwszej
Wyznaczono stezenie poczatkowe pozostalosci §.o.r., a druga poddano obrobce
technologicznej. Owoce i warzywa myto pod biezaca woda kranowa przez
2 minuty (parametry wody chlorowanej: temperatura ok. 20°C, stezenie Cl, 1,5

mg/l) (Rys. 1).

Warzywa

Mycie woda
chlorowana

Porzeczki )
czarne Pomidory

Rys. 1. Schemat obrobki wytypowanych owocow i warzyw.

Do izolacji pozostatosci $.0.r. wykorzystano akredytowane i zwalidowane
metody badawcze [Lozowicka, 2013]. W przypadku owocoéw wykorzystano
metod¢ badawcza bazujaca na technice rozproszenia probki na fazie statej MSPD
(ang. Matrix Solid Phase Dispersion), a probki warzyw przygotowano wedlug
zmodyfikowanej techniki QUEChERS (ang. Quick Easy Cheap Effective Rugged
and Safe). Koncowe ekstrakty z probek analizowano na zawarto$¢ pozostatosci
§.0.r. metodg chromatografii gazowej (GC-EC/NP) i cieczowej (LC-MS/MS)
(Rys. 2).

Stezenia pozostatosci $rodkéw ochrony ros§lin w owocach i warzywach
poddanych obrébee 1 bez obrobki technologicznej wykorzystano do wyznaczenia
wspotczynnikow przetwarzania. PF obliczono wedtug wzoru 1 dla poszczego6lnych
kombinacji zwigzek/asortyment,

stezenie pozostatosci pestycydu po myciu [mg/kg]

PF =

stezenie pozostatosci pestycydu przed myciem [mg/kg]

(1)
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QuEChERS
Dodatek mieszaniny soli buforujace;:

10 g probki + 4 g bezw. MgSO, +1gNaCl+1g

10 ml AcN Na3CsHs07-2 H,0 ‘ LC-MS/MS

+ 0.5 g Na;HCgsHs0--1.5 H,0,
Wytrzasanie, odwirowanie 5000 rpm

\. J

é o - o
2 g probki + 4 Ekstrakcja i oczyszczanie na kolumnie:

. 5 g bezw. Na;SO, 1 2,5 g zelu
Florisilu krzemionkowego ‘ l GC- EC/NP l
Elucja: 30 ml heksan:aceton:eter
etylowy (1:2:2, viviv)

\. J

Rys. 2. Metody przygotowania probek owocoOw i warzyw.

W przypadku, gdy warto$s¢ PF jest nizsza od 1, wskazuje to na obnizenie
pozostatosci §.0.r. w produkcie po obrébce i jest to wspoOlczynnik redukc;ji,
gdy wartos¢ przewyzsza 1, oznacza to podwyzszenie poziomu pozostatosci i jest to
wspotczynnik zageszczenia.

Istnieja dwa typy akceptowalnych poziomdéw pobrania pozostalosci $.o.r.,
dopuszczalne dzienne pobranie (ang. ADI, Acceptable Daily Intake) oraz ostra
dawka referencyjna (ang. ARfD, Acute Reference Dose). ADI jest to ilos¢
substancji, ktora mozna spozywacé codziennie przez cate Zycie bez najmniejszej
szkody dla zdrowia, za§ ARfD to ilo§¢ substancji, ktéra moze by¢ pobrana przez
cztowieka z zywnos$cig w czasie nie dluzszym niz 24 godziny bez znaczacego
ryzyka dla zdrowia konsumenta, wyrazone w pg/kg masy ciata.

W pracy zastosowano ocen¢ ryzyka narazenia krotkoterminowego, ktore
0Szacowano poprzez poroéwnanie jednorazowego lub jednodniowego pobrania
wykrytej najwyzszej pozostatosci srodka ochrony roslin w produkcie do ustalonej
wielkosci ARfD [JMPR, 2006]. Za dopuszczalne, nie stwarzajace zagrozen dla
zdrowia przyjmuje si¢ warto§ci oszacowanego narazenia konsumentow na
pozostatosci $.0.r. nie przekraczajace 100% wartosci ARfD.

Do oszacowania pobrania pozostalosci przez dzieci i dorostych wykorzystano
nowy model brytyjskiego Urzedu Bezpieczenstwa Pestycydow Ministerstwa
ds. Srodowiska, Zywnosci i Rolnictwa (EFSA) (PRIMo - Pesticide Residue Intake
Model, revison 2) uwzgledniajacy spozycie na wysokim poziomie 97.5 percentyla.
Obliczen dokonano wykorzystujac oprogramowanie Chronic Consumer verl.l.
z wbudowanymi bazami danych spozycia dla dwoch subpopulacji: dzieci (2-4 lata)
i dorostych (14-80 lat).
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Narazenie krotkoterminowe obliczano wedlug wzorow 2-5.
- Przypadek 1, gdy U < 25¢

LP * (HR)

IESTI = bez korekcji 2
mc
*
IesT* = LP*(HR*PF) 2 korekcja 3)
mc
- Przypadek 2, gdy U>25 g
* * _ *
IEsT) = Y THR*V+(LP—U)*HR bez korekcji @)
mc
* * * _ * *
IESTI*:U (HR*PF)*v+(LP-U)*(HR PF)zkorekch (5)
mc
gdzie:
IESTI — miedzynarodowe narazenie krétkoterminowe wyrazone w mg/kg
masy ciala,

U — masa cze$ci jadalnej produktu,

HR — najwyzszy wykryty poziom pozostatosci,

PF — wspoélczynnik przetwarzania,

HR*PF — najwyzszy wykryty poziom pozostatosci pomnozony przez
wspotczynnik przetwarzania,

vV — wspotczynnik niejednorodnosci produktu,

LP — dane spozycia pelnej porcji dla jednostki produktu,

mc — $rednia masa ciata (dzieci 17 kg, dorosli 70 kg).

Oceng ryzyka narazenia zdrowia zwigzanego ze spozyciem OwocOW i warzyw
zawierajacych pozostalosci $rodkow ochrony roslin dokonano w oparciu
0 dostepne badania epidemiologiczne przeprowadzone dla brytyjskich dzieci
i dorostych na wysokim stopniu spozycia (97,5 percentyla), gdyz brak jest pelnych
badan dla polskich konsumentéw, uwzgledniaja one bowiem jedynie populacje
generalng i spozycie na srednim poziomie.

Szacowanie narazenia krotkoterminowego bazowalo na scenariuszu
najgorszego przypadku, tzn. polaczenie duzej porcji z najwyzszym stgzeniem
pozostatosci. Wyznaczone PFs zastosowano do oszacowania narazenia
krotkoterminowego bez korekcji o PF (Wzoér 2 i 4) oraz z korekcja o PF
(Wzor 315).
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Wyniki i dyskusja

W celu oceny zachowania si¢ pozostalosci pestycydéw pozyskano materiat
ro$linny, na ktory zaaplikowano §.0.r. w dawce podwdjnej. W przypadku
zastosowania takiej dawki mozna byto si¢ spodziewacé przekroczen najwyzszych
dopuszczalnych poziomoéw pozostatosci. W badanych owocach i warzywach unijne
warto$§ci NDP dla poszczegdlnych zwiazkéw mieszczg sie w zakresie: od 0,01
mg/kg (fenazachina i propargit w porzeczkach czarnych) do 10 mg/kg (boskalid
w porzeczkach czarnych i truskawkach) [Rozporzadzenie (WE) nr 396/2005].
Przekroczenia stezeh pozostato$ci w badanym materiale ros$linnym odnotowano
w kilku przypadkach (chloropiryfos i pyraklostrobina w  brokutach;
alfa-cypermetryna, difenokonazol, fenazachina, propargit w porzeczkach czarnych
oraz alfa-cypermetryna w truskawkach), dla ktorych limit graniczny byl bardzo
niski od 0,01 mg/kg do 0,1 mg/kg.

Oceny skutecznosci mycia woda chlorowang na poziom pozostato$ci §.o.1.
dokonano poprzez pordwnanie stgzenia wyjSciowego w materiale ro$linnym nie
poddanym obrdbee technologicznej ze stezeniem koncowym, po myciu woda
chlorowang i wyrazono za pomoca wspolczynnika przetwarzania. We wszystkich
analizowanych przypadkach uzyskano wspotczynniki redukcji 1 (PF<1), ktore
zestawiono w Tab. 2.

Narazenie krotkoterminowe zdrowia dzieci i dorostych spozywajacych owoce
i warzywa zawierajgce pozostatosci $.0.r., oszacowano bez uwzgl¢dnienia PF oraz
z korekcja, i przedstawiono w Tab. 2.

Tab. 2. Narazenie krotkoterminowe dla dwoch grup: dzieci (a) i dorostych (b) bez
uwzglednienia PF (IESTI) oraz z uwzglgdnieniem PF (IESTI*)

2)

Dzieci ($rednia m.c. 14 kg)
Lp. | Substancja czynna ‘SA;;Z ks(t)ii PF | NPD | ARfD esmi IESTI % Al(;/OfD o
- ARID N Rézn.[%]
BROKULY Spozycie 60,7 (g/os./d.)
1 A'fa'cyp(el)rme”y”a 006 | 004 |062| 1 | 004 | 126 | 078 | 31 | 19 1.2
2 | Azoksystrobina (F) | 0,34 | 020 | 059 | 5 02 | 712 | 42 | 36 | 21 15
3 Boskalid (F) 19 | 151 | 076 | 5 | 004 | 41,65 | 31,66 | 1041 | 791 25,0
4 | Chloropiryfos (1) | 104 | 079 | 0,76 | 005 | 01 | 21,77 | 1654 | 21,8 | 165 53
5 Lambda'%hak’"y“a 003 | 003 | 094 | 01 | 00075 | 063 | 059 | 84 | 7,9 05
6 | Pyraklostrobina (F) | 042 | 032 | 077 | 01 | 003 | 879 | 677 | 293 | 226 6,7
POMIDORY Spozycie 90,5 (g/os./d.)
1 | Azoksystrobina (F) | 0,14 | 002 | 0,15 | 3 02 58 | 087 | 29 | 04 25
2 Boskalid (F) 019 | 008 | 043 | 3 | 004 | 787 | 338 | 197 | 85 11,2
3 | Chlorotalonil (F) | 0,11 | 002 | 0,15 | 2 06 | 456 | 068 | 08 | 01 07
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4 Cyprodinil F) | 023 | 015 | 065 | 1 | 003 | 953 | 610 | 318 | 206 11,2
5 | Fludioskonil (F) | 01 | 006 | 057 | 09 | 037 | 414 | 236 | 11 | 06 05
6 | Pyraklostrobina (F) | 011 | 008 | 071 | 03 | 003 | 456 | 323 | 152 | 108 4.4

POCRZZAERC;':A Spozycie 52,2 (g/os./d.)

1 A'fa'cy'?‘i)rme”y”a 012 | 000 | 078 | 005 | 004 | 043 | 034 | 1,1 | 08 03
2 Boskalid (F) 441 | 225 | 051 | 10 | 004 | 1588 | 81 | 397 | 202 195
3 Bupirymat(F) | 0,77 | 069 | 089 | 5 | 005 | 277 | 247 | 55 | 49 0,6
4 | Deltametryna(l) | 011 | 010 | 092 | 05 | 001 | 04 | 036 | 4 36 0.4
5 | Difenokonazol (F) | 045 | 034 | 075 | 02 | 016 | 162 | 1,22 | 1 08 02
6 | Fenazachina(A) | 151 | 098 | 065 | 001 | 01 | 544 | 353 | 54 | 35 1,9
7 Lambda'%ha'o"yna 008 | 007 | 08 | 02 [00075 | 029 | 025 | 38 | 34 0.4
8 Propargit (A) 555 | 511 | 0,92 | 0,01 -

9 | Pyraklostrobina(F) | 1,23 | 101 | 082 | 3 | 003 | 443 | 363 | 148 | 121 2,7
10 | Tiofanatmetylu(F) | 01 | 002 | 022 | 01 | 02 | 036 | 008 | 02 | 004 0,16
TRUSKAWKI Spozycie 71,0 (gfos./d.)

1 | Acetamipryd(l) | 028 | 017 |062 | 05 | o1 | 1,37 | 085 | 14 | 09 05
2 A'fa'cyp(‘i)rme”y”a 017 | 009 | 055 | 007 | 004 | 083 | 046 | 21 | 11 1
3 Boskalid (F) 035 | 022 | 064 | 10 | 004 | 171 | 11 | 43 | 27 16
4 Bupirymat(F) | 012 | 010 | 086 | 1 | 005 | 059 | 051 | 12 1 0,2
5 | Chloropiryfos(F) | 01 | 005 | 046 | 02 | o1 | 049 | 023 | 05 | 02 03
6 Cyprodinil F) | 027 | 018 | 066 | 5 | 003 | 132 | 087 | 44 | 29 15
7 | Deltametryna(t)y | 015 | 012 | 08 | 02 | 001 | 073 | 050 | 73 | 59 14
8 | Fludioksonil(F) | 01 | 007 | 066 | 4 | 037 | 049 | 032 | 01 | o1 0
9 Iprodion (F) 134 | 098 | 073 | 15 | 006 | 656 | 479 | 109 | 8 2,9
10 Cyh;"’(‘;':;flia o | 028|023 |08 | 05 |00075 | 137 | 112 | 183 | 15 33
11 | Pyraklostrobina (F) | 0,91 | 067 | 074 | 15 | 003 | 446 | 33 | 149 | 11 39

b)

Dorosli ($rednia m.c. 70 kg)
Lp. | Substancja czynna \SA:;Z E;izc PF | NPD | ARfD S % _
: : EsTH | P07 | i | AR | Romv
BROKULY Spozycie 195,5 (g/os./d.)

1 A'fa'cyp(f)rme”y"a 006 | 004 |062| 1 | 004 | 077 | 048 | 19 | 1.2 07

2 | Azoksystrobina (F) | 0,34 | 020 | 059 | 5 02 | 437 | 258 | 22 | 13 09

3 Boskalid (F) 199 | 151 | 076 | 5 | 004 | 256 | 1945 | 64 | 486 154

4 | Chioropiryfos (1) | 1,04 | 079 | 0,76 | 005 | 01 | 1338 | 1017 | 134 | 102 32




5 Lambda'%hamy”a 003 | 003|094 | 01 |00075| 039 | 036 | 51 | 48 03
6 Pyraklostrobina (F) | 0,42 | 0,32 | 0,77 0,1 0,03 54 4,16 18 13,9 4,1
POMIDORY Spozycie 283,0 (g/os./d.)

1 Azoksystrobina (F) | 0,14 | 0,02 | 0,15 3 0,2 1,46 0,22 0,7 0,1 0,6
2 Boskalid (F) 019 | 008 | 043 | 3 | 004 | 198 | 085 5 21 2,9
3 | Chlorotalonil (F) | 011 | 002 | 015 | 2 06 | 115 | 017 | 02 | 003 017
4 Cyprodinil (F) | 023 | 015 | 065 | 1 | 003 | 24 | 156 | 8 52 28
5 | Fludioskonil (F) | 01 | 0,06 | 057 | 09 | 037 | 104 | 059 | 03 | 02 01
6 Pyraklostrobina (F) | 0,11 | 0,08 | 0,71 0,3 0,03 1,15 0,81 3.8 2,7 1,1
POCRZZAE;;IA(A Spozycie 120,0 (g/os./d.)

1 A'fa'cyp(‘i)rme”y”a 012 | 009 | 078 | 005 | 004 | 019 | 015 | 05 | 04 01
2 Boskalid (F) 441 | 225 | 051 | 10 | 004 | 696 | 355 | 174 | 89 85
3 Bupirymat (F) 077 | 069 | 089 | 5 | 005 | 122 | 1,08 | 24 | 22 02
4 Deltametryna (1) 0,11 | 0,20 | 0,92 0,5 0,01 0,17 0,16 1,7 1,6 0,1
5 | Difenokonazol (F) | 045 | 034 | 075 | 02 | 016 | 071 | 053 | 04 | 03 01
6 Fenazachina (A) 151 | 098 | 0,65 | 0,01 0,1 2,38 1,55 2,4 15 0,9
7 Lambda'%ha'o"yna 008 | 007 | 08 | 02 | 00075 | 013 | 011 | 17 | 15 02

8 Propargit (A) 555 | 511 | 092 | 001 | "

9 Pyraklostrobina(F) 1,23 | 1,01 | 0,82 3 0,03 1,94 1,59 6,5 53 1,2
10 | Tiofanatmetylu(F) | 01 | 002 | 022 | o1 | 02 | 016 | 003 | o1 | 002 0,08
TRUSKAWKI Spozycie 200,0 (g/os./d.)
1| Acetamipryd() | 028 | 017 | 062 | 05 | 01 | 074 | 046 | 07 | 05 02
2 A'fa'cyp(f)rme”y"a 017 | 009 | 055 | 007 | 004 | 045 | 025 | 11 | 06 05
3 Boskalid (F) 035 | 022 | 064 | 10 | 004 | 092 | 059 | 23 | 15 08
4 Bupirymat (F) 012 | 010 |08 | 1 | 005 | 032 | 027 | 06 | 05 01
5 | Chloropiryfos(F) | 01 | 005 | 046 | 02 | 01 | 026 | 012 | 03 | 01 02
6 Cyprodinil (F) | 0,27 | 018 | 066 | 5 | 003 | 071 | 047 | 24 | 16 038
7 | Deltametryna(t) | 015 | 012 | 08 | 02 | 001 | 039 | 032 | 39 | 32 07
8 | Fludioksonil(F) | 01 | 007 | 066 | 4 | 037 | 026 | 017 | 01 | 005 0,05
9 Iprodion (F) 134 | 098 | 073 | 15 | 006 | 353 | 257 | 59 | 43 16
10 Cyh;"’(‘;';ﬁsia o | 028|028 |08 | 05 00075 | 074 | 06 | 98 | 81 17
11 | Pyraklostrobina (F) | 0,91 | 0,67 | 0,74 | 15 | 003 | 230 | 177 | 8 59 21

wytluszezone — przypadki przekroczen NDP i ARfD; Stez. wyj. — stezenie wyjsciowe, w materiale nie poddanym
myciu [mg/kg]; Stez konc. — stezenie koficowe, w materiale po myciu [mg/kg]; NDP — najwyzszy dopuszczalny
poziom pozostatosci $.o.r. [mg/kg]; IESTI — pobranie bez korekcji o PF [ug/kg m.c.]; IESTI* — pobranie
z korekcja o PF [pg/kg m.c.]; Rozn. — roznica pomigdzy %ARfD a %AR{D*

139



Wsrod badanych owocow i warzyw, najwyzsze spozycie W przeliczeniu na
jedna osobe jest dla pomidorow (dzieci ok. 91 g/osobe/dzien, dorosli 283
g/osobe/dzien), a mniejsze dla truskawek (dzieci 71 g/osobe/dzien, a dorosli
ok. 200 g/osobe/dzien). Oszacowane narazenie krotkoterminowe zwigzane
ze spozyciem tzw. "duzej porcji" (spozycie na wysokim poziomie 97,5 percentyla)
nie przekraczato "bezpiecznych" pozioméw narazenia we wszystkich przypadkach.

Oszacowane spozycie produktow zawierajacych pestycydy, dla ktérych brak
jest oficjalnych wartosci ARfD (azoksystrobina, boskalid, bupirymat, cyprodinil,
fludioksonil i iprodion) poréwnano z wartoscia ADI. W grupie oznaczanych
zwiazkow propargit nie posiada rowniez okreslonej wartosci ADI, stad tez nie
obliczono pobrania krotkoterminowego. Brak ADI dla tej substancji moze
oznaczaé, ze jej toksycznos$¢ jest tak niska, iz narazenie byloby zawsze nizsze od
ADI i jego ustalenie nie mialoby sensu [Strucinski, 2007]. Moze to takze oznaczac,
ze substancja jest na tyle niebezpieczna, iz nie mozna ustali¢ limitu narazenia
(substancja kancerogenna) [EFSA, 2005].

Prezentowane dane potwierdzaja, iz najbardziej narazona grupa wiekowa sg
dzieci, dla ktorych narazenie krétkoterminowe miescito si¢ w granicach od 0,2%
(tiofanat metylu w porzeczkach czarnych) do 39,7% (boskalid w porzeczkach
czarnych) ostrej dawki referencyjnej bez korekcji o PF, a po uwzglednieniu
wspotczynnika byto w zakresie od 0,04% (tiofanat metylu w porzeczkach
czarnych) do 22,6% ARfD (pyraklostrobina w brokutach). Dla dorostych ryzyko
nie przewyzszalo 18% ARfD (owoce i warzywa bez mycia), natomiast
po zastosowaniu poprawki o wspotczynniki redukcji narazenie byto nizsze od 14%
ARTD. Wyjatek stanowil boskalid w brokutach, gdzie wartosci ARfD przekroczyta
100% w przypadku dzieci. Nalezy zaznaczy¢, ze substancja ta nie posiada
wyznaczonej wartosci ARfD, boskalid wykazuje mozliwe dziatanie mutagenne.
W zwigzku z tym, otrzymana warto§¢ wynika z przeszacowania ryzyka przy
zastosowaniu ADI. Niemniej jednak, po przeliczeniu ryzyka i uwzglednieniu
wartosci wspotczynnika PF dla boskalidu (PF=0,76), narazenie nie przekraczato
dopuszczalnej warto$ci ARfD (pobranie wyniosto 31.66 pg/kg m.c., cO stanowi
79.1% ARTD dla dzieci).

Roéznice pomigdzy oszacowanym narazeniem ostrym bez PF  korekcji
i z korekcja, byly dwu-, trzy-, a nawet czterokrotne. Miescily si¢ w zakresie
0,16%-25,0% w przypadku dzieci, natomiast dla dorostych 0,05%—-15,4% (Tab. 2).
Najwyzsze rozbiezno$ci odnotowano dla wspomnianego boskalidu w brokutach
(25% w grupie dzieci i 15,4% dorosli).

W przypadkach przekroczen NDP, maksymalne narazenie ostre dla dorostych
i matych dzieci nie przewyzszato 30% ARfD dla dzieci i 18% dla dorostych.
Po procesie mycia, ryzyko bylo nizsze od 23% ARfD w przypadku dzieci i 14%
ARfD dla dorostych. Jak mozna zauwazy¢, ryzyko bylo dwukrotnie nizsze dla
dorostych niz dla dzieci w wigkszosci przypadkow. W glownej mierze jest to
spowodowane tym, iz dzieci charakteryzujg si¢ znacznie nizszg masg ciata niz
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doro$li (Srednia masa ciata: dzieci 14 kg, a dorosli 70 kg), a wiec wyzszym
pobraniem w diecie. Dzieci sg okreslane powszechnie jako populacja krytyczna,
a wiec najbardziej wrazliwa na skutki narazenia na pozostalo$ci pestycydow,
gdyz nie posiadaja one w pelni rozwinigtego systemu odporno$ciowego,
hormonalnego i nerwowego oraz mechanizmu detoksykaciji.

Na podstawie otrzymanych wynikdw mozna stwierdzi¢, ze mycie woda
chlorowang skutecznie zredukowato poziomy pozostatosci $.o0.r. w badanych
owocach i1 warzywach, a tym samym przyczynilo si¢ do obnizenia ryzyka
Zwigzanego ze spozywaniem zywno$ci zawierajacych pozostalosci badanych
substancji aktywnych.

Przedstawione dane pokazuja, ze badane owoce i warzywa moga byc¢
spozywane przez dzieci i dorostych konsumentéw po myciu woda chlorowang bez
powodowania niekorzystnych skutkéw zdrowotnych.

Whioski

1. Mycie pod biezaca woda kranowg okazato si¢ skutecznym sposobem redukcji
poziomow pozostatosci $.0.r. w Zywnosci pochodzenia roslinnego.

2. Oszacowane ryzyko narazenia zdrowia ludno$ci na podstawie poziomu
oznaczonych pozostatosci w owocach i warzywach po obrobce wskazuje,
ze pobranie pestycydow z zywnoscia pochodzenia ro§linnego nie reprezentuje
zagrozenia ryzyka zdrowia konsumentéw. Wyliczone dzienne pobranie
po uwzglednieniu wspdlczynnikow przetwarzania byto nizsze od ostrej dawki
referencyjnej.

3. Analizy wykazaly, ze narazenie ostre konsumentow pozostatosciami boskalidu
zawartymi w brokutach traktowanych woda chlorowana nie przekraczato ostrej
dawki referencyjnej, pomimo przeszacowania narazenia.

4. Oszacowane narazenie krotkoterminowe zaro6wno dorostych, jak i matych
dzieci, wynikajace z pobrania w owocach i warzywach pozostalosci §.o.r.
W stezeniach przekraczajacych najwyzsze dopuszczalne poziomy bylo
nieznaczne, a zatem nie stwierdzono w tych przypadkach ryzyka zdrowotnego.

5. Zastosowana obrobka technologiczna poprawita jakos¢ i bezpieczenstwo
zdrowotne badanych owocow i warzyw.

Praca zostata opublikowana z projektu sfinansowanego ze Srodkow
Narodowego Centrum Nauki przyznanych na podstawie decyzji DEC-
2012/07/N/NZ9/00043, PRELUDIUM, “Ocena ryzyka narazenia zdrowia
konsumentow na pozostatosci pestycydow w  Zywnosci poddanej obrébce
technologicznej”.
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NIEDESTRUKCYJNE TECHNIKI W KONTROLI JAKOSCI
WYROBOW MIESNYCH

MARCIN MAKSYMIEC, DARIUSZ M. STASIAK, JUSTYNA LIBERA

Streszczenie

Przedstawiono metody badawcze i ich zastosowania, oraz innowacyjne
rozwigzania wykorzystywane w przemysle migsnym do monitorowania on-line
i at-line wlasciwosci fizykochemicznych surowcow i wyrobow migsnych. Jednym
z kryteriow wyboru metod jest pomiar bez ingerencji w podstawowa strukture
surowca 1 wyrobu. Metody badan nieniszczacych wykorzystuja m.in.: obrazowanie
wielowidmowe, spektroskopi¢ luminescencyjng (fluorescencyjna, wykrywanie
krawedzi), spektroskopie Ramana, ultradzwigkowa, rentgenowska, ich modyfikacje
oraz techniki hybrydowe. Metody badan sg $cisle powigzane z zaawansowana,
wspomagang komputerowo, analiza danych wykorzystujacg specjalistyczne
programy, ktorych zadaniem jest: akwizycja danych i ich eksploracja
niejednokrotnie z wykorzystaniem sztucznej inteligencji (np. sieci neuronowe,
zbiory rozmyte, metody ewolucyjne i samo-uczenia) do poszukiwania
nieoczywistych zwigzkow przyczynowo-skutkowych w sferze technologii migsa.

Zmienno$¢ surowca i szeroki asortyment wyrobow migsnych stawia duze
wyzwania przed inzynieria procesow w sferze optymalizacji warunkow
przetwarzania, uproszczenia operacji, minimalizacji kosztow, ale przede wszystkim
w sferze zachowania najwyzszej jakosci i trwatosci wyrobu. Dlatego metody badan
w przemysle migsnym dotyczg gtdownie sktadu chemicznego, zmian oksydacyjnych
sktadnikow miesa i wlasciwosci powigzanych z cechami organoleptycznymi.
Stuza zapewnieniu jako$ci oczekiwanej przez konsumentow.

Stowa kluczowe: zywnos¢, sterowanie jakoscig, badania nieniszczace

Wprowadzenie

Zapewnienie jako$ci zywnosci jest jednym z filaréw polityki UE. Realizowane
jest m.in. przez: stanowienie prawa, wyznaczanie celow i wspieranie dziatalnosci
B+R [Komisja Europejska, 2014]. Prace badawcze dotyczace zywnos$ci skupiaja
si¢ wokol problematyki szeroko pojetej jakosci produktow spozywczych, ktorej
wyznacznikami sg m.in.: trwalo$¢ przechowalnicza [Liu i in., 2013, 2014],
stabilno$¢ parametréw [Einarsdottir i in., 2013], bezpieczenstwo zdrowotne
[Manzano i in., 2015], walory prozdrowotne [Prieto i in., 2014], cechy
organoleptyczne (barwa, konsystencja, smak i zapach) [Castro-Giraldez i in.,
2011], struktura wyrobu [Chen i in., 2013]. Laboratoryjne metody badania jako$ci
zywnoséci zwykle wiaza si¢ z ingerencja w probke, powoduja nieodwracalne
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zmiany jej wlasciwosci, a w efekcie zniszczenie materialu. Zwykle niezbyt
szybkie, lecz dokladne i precyzyjne metody, sa wystarczajace do kontroli jako$ci
wyrobow gotowych oraz modelowania proceséw technologicznych na etapie ich
opracowywania i doskonalenia. Dla aktualnych potrzeb przemystu zywnos$ciowego
tj. zmniejszenie strat produkcyjnych, monitoring procesu, zapobieganie
niepozadanym skutkom przetwarzania i przechowywania, niezbedne s3 metody
umozliwiajace prowadzenie ciaglej (on-line) analizy rzeczywistych (at-line)
parametrow podczas procesu produkcyjnego. Intensywnos$¢ z jaka przebiegaja
procesy 1 waski margines dopuszczalnych bledow (odchytek) sprawiaja,
7Ze nowoczesne systemy sterowania, dzialajagc ze sprzezeniem zwrotnym,
potrzebuja duzych ilosci zréznicowanych i ostrych sygnalow wejsciowych [EPRS
2013]. Wzgledy te uzasadniaja potrzebg szerszego stosowania tzw. badan
nieniszczacych, ktorych istota jest nieinwazyjny (niedestrukcyjny) pomiar
aktualnych wilasciwosci fizykochemicznych materialéw i ich zmian. Niezbedne
informacje na temat wyrobu mozna uzyska¢ z analizy danych z pomiaréw widma
fal $wietlnych, pola akustycznego, elektromagnetycznego i innych [Liu i in., 2013].
Wyniki sa otrzymywane w sposob szybki, staly, nie wywierajacy wplywu na
badany materiat lub indukujacy zmiany w sposob nieznaczny i nieistotny z punktu
widzenia technologii. Umozliwia to standaryzacje produkcji, z ktorg wigze si¢
uzyskanie wyrobéw o wysokiej, powtarzalnej i wyréwnanej jakosci. Z tego
wzgledu w aplikacyjnych badaniach dla przemystu, dazy si¢ do stworzenia
catkowicie zautomatyzowanego systemu kontroli jakosci wytwarzanych
produktow, co umozliwi biezacy monitoring procesoOw przetworczych [Guzek i in.,
2011].

Przemyst migsny ma specyficzne wymagania w zakresie zapewnienia
bezpieczenstwa i jakosci. Wysoka zawarto$¢ 1 aktywnos¢ wody w migsie, obecnos¢
labilnych sktadnikow, podatno$é na proteolizeg i lipolizg ograniczajg trwatosé tego
surowca. Zmiany fizykochemiczne 1 mikrobiologiczne zachodzace podczas
produkcji wyrobow migsnych, wynikajace m.in. ze sposobu przygotowania,
obrobki wstgpnej, wlasciwej oraz przechowywania sprawiaja, ze mi¢so i jego
przetwory wymagaja specjalnego postgpowania. Najwazniejszymi cechami
surowca migsnego, na ktore zwraca si¢ szczegélng uwage podczas badan
aplikacyjnych sa: stabilno§¢ oksydacyjna tluszczéw i biatek, barwa, zapach,
tekstura gotowego wyrobu oraz stan higieniczny [Guzek i in., 2012]. To one
zwykle sa wyznacznikiem trwatosci migsa i produktow migsnych oraz ich
atrakcyjnosci konsumenckie;.

Niniejsze opracowanie ma na celu przeglad najwazniejszych metod
nieniszczacych, stosowanych w przemysle migsnym do monitorowania on-line
i at-line przebiegu procesow technologicznych oraz tych ktorych potencjat
jest jeszcze niewykorzystany.
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Metody badan nieniszczacych

Wisréd nieinwazyjnych technik, ktére majg zastosowanie w produkcji wyrobow
migsnych wyr6zni¢ mozna badania: wizyjne, drganiowe, akustyczne,
wykorzystujace promieniowanie elektromagnetyczne i1 inne. Czegsto stosowane sa
polaczenia hybrydowe wymienionych metod, w celu zwiekszenia doktadnosci
i poszerzenia spektrum dziatania oraz dla innych potrzeb, ktore moga si¢ pojawic
podczas produkcji [Reh, 2007].

Metody wizyjne polegaja na pomiarze i wstepnej analizie i/lub obrobce obrazu
uzyskanego poprzez zastosowanie systemdéw wizyjnych. Nazywane sa
komputerowa analizg obrazu (ang. computer image analysis — CIA) [Guzek i in.,
2012].

W metodach akustycznych, stosowane sa dzwieki o réznych czgstotliwosciach,
gléwnie ultradzwieki. W analizie ultradzwickowe] wykorzystywane jest zjawisko
zarowno odbicia jak i przenikania fali na granicy dwu osrodkéw. W badaniach
nieniszczacych zywnos$ci zastosowanie majg ultradzwigki o niskiej intensywnos$ci
(niskim nat¢zeniu), ktore sa nazywane biernymi [Nowak i in., 2015].

Wsréd metod wykorzystujacych promieniowanie elektromagnetyczne wyrdznié
mozna mi¢dzy innymi spektroskopi¢ impedancyjna, spektroskopi¢ elektronowego
rezonansu paramagnetycznego (ang. electron paramagnetic resonance — EPR),
obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego (ang. magnetic resonance imaging
— MRI), obrazowanie wielowidmowe (multi-, super- i hiperspektralne),
spektroskopi¢ rentgenowska (soft X-ray imaging), spektrometric Ramana, czy
obrazowanie w samej podczerwieni lub ultrafiolecie [Reh, 2007; Chen i in., 2013].

Obrazowanie hiperspektralne (ang. hyperspectral imaging — HSI) polega na
rejestracji obrazu w pelnym zakresie dtugosci fal swietlnych: w zakresie $wiatta
widzialnego (VIS), w dalekiej (FIR), sredniej (MIR) i bliskiej (NIR) podczerwieni
(IR) oraz ultrafioletu (UV). Integruje w sobie obrazowanie konwencjonalne
i spektroskopie, dla osiagniecia przestrzennej i spektralnej informacji z obiektu.
Uzyskane obrazy, nazywane hiperszeScianami, sktadajg si¢ z setek przylegajacych
do siebie pasm dla kazdego polozenia przestrzennego badanego celu. Widmo
kazdego piksela moze by¢ wykorzystywane do okreslenia sktadu tej okres§lonej
pozycji [Chen i in., 2013; Xiong i in., 2015b]. Techniki wykorzystujace
promieniowanie podczerwone sg czgsto nazywane obrazowaniem termicznym
(ang. thermal imaging), gdzie pomiar promieniowania IR emitowanego przez
material pozwala na uzyskanie jego rozktadu temperatur.

Spektroskopia ramanowska w przeciwienstwie do obrazowania podczerwonego
nie bazuje na absorpcji fal §wietlnych, lecz na niesprezystym rozpraszaniu fotonow
[Schmidt i in., 2013; Baranska i Baran, 2014]. Zaleta tej metody rowniez
w opozycji do technik IR jest mozliwos¢ wykorzystania dla probek z duza
zawartoscia wody. Spektroskopia Ramana i podczerwieni sa technikami
komplementarnymi [Berhe i in., 2015].
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W obrazowaniu MRI wykorzystywany jest pomiar wlasciwosci magnetycznych
spindw, ktore wykazuja powigzanie z cechami fizycznymi i chemicznymi
badanych elementow. W zywnos$ci wykorzystywany jest fakt, ze liczne tkanki
posiadaja duze ilo$ci wody, ktorej czasteczki (protony — jadra atomu wodoru,
nazywane jadrami rezonansowymi) zostaja wyrOwnane w silnym polu
magnetycznym ($§redni moment magnetyczny czes$ci protonéw zostaje wyroéwnany
zgodnie z kierunkiem pola), a nastepnie poddane dziataniu innego pola
magnetycznego w plaszczyznie prostopadiej do pola gldwnego. Pojawia sig
zjawisko rezonansu. Na podstawie informacji przestrzennej i mapy pola, w ktorej
znajduje si¢ probka wykonywane jest odkodowanie (rekonstrukcja) obrazu
[Cheniin., 2013].

Posrod metod badan nieniszczacych mozna wyr6zni¢ takze metody wyzej
niesklasyfikowane, jak na przyktad obrazowanie zapachow (ang. odor imaging —
Ol), ktore jest jedng z najnowszych technik. OI oparte jest na matrycy czujnikéw
kolorymetrycznych. Polega na wykrywaniu zmiany barwy, ktéra zostala wywotana
przez reakcj¢ miedzy substancjami lotnymi a barwnikami chemoczutymi [Chen
i in., 2013]. Podobng metoda, ale dziatajaca na innej zasadzie jest sztuczny nos
(elektroniczny nos), w ktorym wykorzystywane sa migdzy innymi detektory
opto- i akustoelektroniczne. Innymi z najnowszych metod niedestrukcyjnych badan
W zywnosci sg: wykorzystanie biochipow [Manzano i in., 2015], czy przeciwciat
monoklonalnych [Muroya i in., 2009].

Metody stosowane w przemysle mi¢snym

Najczesciej opisywang w  literaturze metodg badan nieniszczacych
wykorzystywang w analizie produktoéw migsnych jest obrazowanie wielowidmowe
lub spektroskopia podczerwieni. W literaturze opisywane sg dziesigtki modyfikacji
metod widmowych (Tab. 1), ktére pozwalaja na szerokie spektrum zastosowan:
od wykrywania réznic pomigdzy probami [Xiong i in., 2015b], przez analizg
sktadu mieszanki [Zajac i in., 2014; Ropodi i in., 2015], po oceng¢ cech
fizykochemicznych wyrobu [Prieto i in., 2014; Rahmania i in., 2015]. Nieodtaczna
czgscig analiz widmowych sg techniki CIA. Posiadaja one ogromny potencjat
w zastosowaniach aplikacyjnych dla przemystu, ze wzgledu na stosunkowo proste
wdrozenie ich do produkcji i z roku na rok zmniejszajace si¢ koszty sprzetu
wizyjnego oraz aparatury komputerowej. Za ich pomocg mozna dokona¢ pomiaru
licznych cech migdzy innymi: barwy migsa, marmurkowatosci, wodochtonnosci,
grubosci okrywy tluszczowej, pH, zmiany zawartosci soli, a takze mozna
je wykorzystac do klasyfikacji i szacowania sktadu tusz [Guzek i in., 2011, 2012].
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Tab. 2. Metody widmowe stosowane w badaniach nieniszczacych wyrobow
migsnych

Materiat Metoda Zastosowanie Zrédto
Obrazowanie
Surowa . s
wieprzowina multispektralne Badanie zafalszowania [Ropodi i'in.,
| W'ziowina (18 zakresow: 2015]
405-970nm)
Sw1eze_ fugso Obrazowanie Badanie ro6znic: wyodrgbniono
drobiowe , L
7 wolnedo HSI optymalne zakresy fal §wietlnych, [Xiongi in.,
bie % (381 zakresow: okreslono 30 roéznicujacych cech 2015b]
\Wybleg 400-1000nm) tekstury
i brojlerow
Szacowanie sktadu chemicznego,
. Spektroskopia CeChJakOSCIOWyc.h i kwaséw [Prietoi in.,
Wotowina thuszczowych migsa bydta
NIR . . . 2014]
skarmlanego nasionami
stonecznika i siemieniem Inianym
Poledwice Spektroskopia Monitoring ATP i zywych [Oshita i in.,
wieprzowe UV-Vis komoérek na powierzchni migsa 2011]
. Spektroskopia Mozliwa predykcja kruchosci [Schmidti in.,
Migso owcze . .
Ramana migsa i strat podczas gotowania 2013]
. . Spektroskopia Ocetrla kO?COWG'] temperatury
Wieprzowina : obrobki cieplnej — obarczona -
.. Ramana i . [Berheiin.,
(longissimus . bardzo niskim btedem <1,77°C;
. fluoroesencyjna, . Lo 2015]
thoracis) . poprawna klasyfikacja dla wiecej
chemometria . .
niz 97% préb
Konina
w mieszanina | Spektroskopia IR Miarodajne wyniki oceny [Zajac i in.,
ch z migsem i Ramana zawartosci koniny w mieszaninach 2014]
wolowym
Migso HIR
e (501 zakresow: Predykcja zawartosci wilgoci w A
wieprzowe . . [Liuiin.,
(longissimus 400-100nm; 256 czasie peklowania; 2013, 2014]
d%rsi) zakresow: 1000- analiza cech tekstury '
2500nm)

Duze mozliwosci kryja si¢ rowniez w wykorzystaniu ultradzwiekéw o niskim
natezeniu (Tab. 2). Jest to metoda skuteczna, ale nieco bardziej skomplikowana.
Ultradzwicki wykorzystywane sa glownie do pomiarow tekstury [Nowak i in.,
2015], ale moga by¢ zastosowane takze do oceny zawarto$ci tluszczu, soli

[de Prados i in., 2015a; de Prados i in., 2015b] oraz ogélnej charakterystyki
wyrobu [Corona i in., 2013].
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Tab. 3. Inne metody stosowane w badaniach nieniszczacych wyrobow migsnych

Materiat Metoda Zastosowanie Zrédto
Szynka . Pomiary tekstury: okreslono
konserwowa Technika korelacje pomiedzy pomiarami
i kielbasa | ultradzwickowa ultjrzgiwi ‘?kogvpmi ) [Nowak i in.,
podwawelska | (TT - through- wigkowym, . 2015]
. . wyznaczeniem modutu Younga i
(migso transmission) . .
. liczby Poissona
wieprzowe)
Poledwice Spektroskopia Kluczowe markery biochemiczne . [’Castrq-.
. . h e, Giraldez i in.,
wieprzowe impedancyjna jako$ci migsa
2011]
. e, [Santosi in.,
Wotowina TD-NMR Rozréznianie probek 2014]
Drob OLED-based Detekcja zanieczyszczen [Manzano
DNA biochip Campylobacter iin., 2015]
. Przeciwciala . i [Muroyai in.,
Wotowina monoklonalne Detekcja peptydow 2009]
. . . Analiza mikrostruktury emulsji . .
Emulsja Mikrotomografia .. . , [Einarsdottir
. surowej i poddanej obrobee .
migsna rentgenowska cieplnej iin., 2013]

Techniki MRI, czy soft X-ray imaging, ze wzgledu na kosztowno$¢ aparatury
i skomplikowane analizy, sa rzadziej wykorzystywane, natomiast coraz wigksza
role w badaniach aplikacyjnych odgrywaja metody kombinowane, ktore tacza
W sobie réznorodne cechy pojedynczych technik.

Przetwarzanie i analiza wynikéw

Potaczenie wykonanych pomiarow z zaawansowanymi metodami zbierania,
przetwarzania i analizy danych, daje pelniejszy wymiar nieinwazyjnych badan.
Podczas przetwarzania danych sa one odpowiednio przygotowywane do analizy.
Usuwane sg zaktocenia (tzw. szumy), wyodrgbniane obszary zainteresowania
(ROI - ang. region of interest), a dane zostaja poddane konsolidacji i transformacji.

Wsréd sposobow analiz wyrdézni¢ mozna trzy grupy: metody bazodanowe,
metody statystyczne i metody eksploracyjne danych.

Systemy bazodanowe opieraja si¢ na przechowywaniu i zarzadzaniu baza
wszelkich danych zebranych podczas cato$ci lub fragmentu przeprowadzonych
badan, np. SQL, DB2, Firebird, OLAP. Najczg¢sciej stosowane metody statystyczne
w badaniach zywnosci to: ANOVA, analiza kowariancji, testy nieparametryczne.

Metody eksploracyjne (ang. data mining) pozwalaja na zautomatyzowane
odkrywanie nietrywialnych, dotad niepoznanych, a mogacych mie¢ potencjalne
zastosowanie zaleznosci, regut, wzorcoéw, schematdéw, czy trendow.
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Przewidywanie i wizualizacja cech produktu

Samo wykonanie pomiaréw i analiza wynikow nadal nie oddaje w petni
potencjatu wykorzystania badan nieniszczacych. Ich zastosowanie w produkcji
zywno$ci daje jeszcze inne mozliwosci. Jedng z nich jest przewidywanie
(predykcja), a drugag wizualizacja cech produktu. Sa one rozwinigciem metod
przetwarzania i analizy danych. Duze znaczenie maja tutaj zaawansowane metody
obliczeniowe wspomagane komputerowo. Sa to technologie wywodzace si¢
zbadan nad sztuczna inteligencja, takie jak: sieci neuronowe, zbiory rozmyte
[Kodogiannis i Alshejari, 2014], metody ewolucyjne, czy samo-uczenia [Xiong
iin., 2015a].

Na podstawie otrzymanych danych z pomiardw 1 przy wykorzystaniu
wymienionych wczesniej metod przetwarzania i analizy danych, mozna
z okreslong doza prawdopodobienstwa prognozowa¢ przebieg procesu
i wlasciwosci produktu. Uzyskiwane na takiej podstawie informacje daja duza
przewage technologiczng nad konkurencja i pozwalaja z pewnym wyprzedzeniem
reagowac¢ na potencjalne zagrozenia. Zamiast poszukiwaé przyczyn niezgodnosci
na podstawie analizy skutkéw (np. wad wyrobu), efekty (skutki) mozna
przewidzie¢ na podstawie wychwyconych wczes$niej drobnych zmian
np. parametrow procesu. Bardzo czesto informacje takie stanowig podstawg
skutecznego dzialania zaawansowanych systemow sterowania automatycznego
i sztucznej inteligenciji.

Podsumowanie

Zjawiska zachodzace w sferze przemystu spozywczego obserwowane ostatnimi
czasy sg bardzo zlozone. Na nierozwigzane problemy natury technologicznej
i organizacyjnej nakladaja si¢ trudne do przewidzenia oddzialywania z polityki.
Dlatego przedsiebiorstwa spozywcze musza szybko, skutecznie i efektywnie
reagowac na zmiany i zagrozenia ich konkurencyjnosci, a wychodzenie naprzeciw
potrzebom konsumentoéw uzna¢ za wyznacznik pozycji na rynku. Szybkie, pewne
i o wielkim potencjale aplikacyjnym metody badan nieniszczacych sa niezwykle
waznym czynnikiem mogacym by¢ zrédtem przewagi nad konkurencja. Uwaza sig,
ze przyszto§¢ nauki zwigzana jest z metodami badan niedestrukcyjnych.
Wyznaczajg one catkiem nowy kierunek i stwarzaja zupetnie nowe mozliwosci.
Czynnikami, ktore determinuja pelne wykorzystanie potencjatu badan
nieniszczacych, sa nadal duze poczatkowe naklady finansowe na wdrozenie
technologii oraz konieczno$¢ posiadania wykwalifikowanej kadry, czy korzystania
z wsparcia technicznego firm zewnetrznych. Nalezy oczekiwaé, ze wraz
z dynamicznym rozwojem technologii czujnikowych i informatycznych wyzej
wymienione problemy zostang pokonane. Przemawia za tym szybko rosnaca liczba
publikacji naukowych o charakterze aplikacyjnym bedaca skutkiem polityki
stuzacej rozwojowi sfery B+R w kazdym wymiarze.
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ZASTOSOWANIE PREPARATOW HANDLOWYCH
TRANSGLUTAMINAZY POCHODZENIA
MIKROBIOLOGICZNEGO DO WYTWORZENIA
MROZONYCH FORMOWANYCH WYROBOW
Z. ROZDROBNIONEGO MIESA RYB

JOANNA MARKOWSKA, ELZBIETA POLAK, IWNONA KASPRZYK

Streszczenie

Niskie spozycie ryb wsrod spoteczenstwa wskazuje, na zasadne opracowanie
nowych, atrakcyjnych, skierowanych do roéznych grup spotecznych produktow
przyczyniajacych si¢ do zwigkszenia spozycia tego rodzaju asortymentu. W tym
celu wykorzystuje si¢ dodatki funkcjonalne, do ktorych niewatpliwie nalezy
transglutaminaza (TG) (EC 2.3.2.13). Mikrobiologiczng TG stosuje si¢ przy
produkcji  surimi, szynek rybnych z rozdrobnionego migsa mintaja,
do otrzymywania analogéw ptetw rekina z zelatyny, kolagenu lub mieszaniny tych
bialek.

Badania prowadzono z udzialem 4 rodzajow preparatow transglutaminazy
w ilosei 0,1; 0,2; 0,5 i 1%. Zauwazalne zmiany w strukturze wyrobow stwierdzono
przy zastosowaniu 0,5% i 1% udziatu preparatow enzymatycznych w produkcie.
Lepsze zwigzanie wody obserwowano w produktach rybnych z udziatem 0,5%
i 1% dodatku preparatow Activa GS oraz Saprona TGF. Preparaty enzymatyczne
nie roznicowaly smaku i1 zapachu wyrobow bezposrednio po przygotowaniu,
jak ipo zamrazalniczym ich przechowywaniu. Analiza teksturometryczna
potwierdzita wysoka jako§¢ produktow rybnych przechowywanych zamrazalniczo,
przygotowanych przy zastosowaniu preparatow Activa GS oraz Saprona TGF
w ilosci 1% 1 0,5%.

Wzbogacenie wyrobow z TG 0,5% preparatem multimineralnym, zawierajagcym
33% Ca*, korzystnie wplynglo na jako$¢ teksturometryczng prob
przechowywanych w stanie zamrozenia. Obecno$¢ jondéw wapnia w preparacie
Z alg data mozliwos$¢ obnizenia o polowe ilosci dodawanej TG, przy osiagnigciu tej
samej jakosci produktu powstalego przy zastosowaniu 1% enzymu. Jony wapnia
wptynety korzystnie na barwe, dajac efekt rozjasnienia formowanych wyrobow

rybnych.

Stowa kluczowe: mrozone wyroby rybne, transglutaminaza, ryby dorszowate
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Wprowadzenie

Enzymy s3 uznawane za bezpieczne dodatki do zywnosci. Do enzymow,
oznaczonych statusem GRAS, czyli uznanych powszechnie przez $rodowiska
ekspertow za bezpieczne dla zdrowia cztowieka nalezy m.in. transglutaminaza
(TG) (y-glutamylo-transferaza, EC 2.3.2.13) [Kotakowski i Sikorski, 2001;
Mariniello i in., 2008; Schifer i in., 2011]. Uczestniczy ona w wielu procesach
fizjologicznych roslin i zwierzat. Katalizuje ona reakcje przeniesienia acylu,
w ktorych donorem jest grupa vy- karboksyamidowa reszty glutaminy,
a akceptorami moga by¢ pierwszorzgdowe grupy aminowe w roznych zwigzkach:

Biatko — (CH,), — CONH, + H,N — R— transglutaminaza — Biatko — (CH,), —
CONHR + NH;4

Biatko — (CH,), — CONH, + H,;N — (CH,), — Biatko — transglutaminaza — Biatko
— (CH2)2 — CONH(CH2)4 — Bialko + NH3

Biatko — (CH,), — CONH; + H,O — transglutaminaza — Biatko — (CH;), — COOH
+ NH;

Transglutaminazg zidentyfikowano w ptynach ustrojowych wielu kregowcow,
bezkregowcow, roslin i drobnoustrojow. Stezenie biatka w substracie jest jednym
z gtownych czynnikow zelowania pod wptywem TG. Przy niskich stezeniach
biatka, enzym powoduje zwickszenie lepkosci roztworu, ale nie wywoluje
zelowania. Optimum jej dziatania miesci si¢ w zakresie od pH 7,5 do pH 8,5
i zalezy w znacznym stopniu od rodzaju substratu. TG moze by¢ wykorzystywana
w szerokim zakresie temperatur. Dziala juz w stosunkowo niskiej temperaturze
+5°C. Maksymalna aktywnos$¢ osigga przy ok. 50°C. Mrozenie prawie calkowicie
inaktywuje enzym [Kotakowski i in., 2005].

Transglutaminazy pochodzenia mikrobiologicznego, na o0g6t niezalezne
od jonow wapnia. TG zwierzece sa S$cisle zalezne od stezenia tych jonow.
Ich aktywujaca rola polega na nieznacznej zmianie konformacji czasteczki
enzymu, bez sieciowania jej fancuchow. Po zwigzaniu jonéw wapnia czgsteczka
enzymu ulega czgsciowej dekonformacji, zwigksza swoja dhugos¢. Do czynnikow
aktywujacych enzym nalezg réwniez chlorki: sodu i potasu.

Do czynnikéw hamujacych dziatanie TG, zaleznego od jonéw wapnia, naleza
zawigzki wigzace jony wapnia, a takze chlorek amonu i chlorek metyloaminy.
Aktywno$¢ mikrobiologicznej TG silnie hamowana jest przez jony cynku. Na jej
aktywno$¢ nie wplywaja jony: baru, wapnia, kobaltu, miedzi, zelaza (Il i IlI),
magnezu i manganu [Kotakowski i Sikorski, 2001; Kotakowski i in., 2005].

Mikrobiologiczna transglutaminaza dziata w wyniku modyfikacji wlasciwosci
funkcjonalnych biatek zywnos$ci poprzez przylaczanie amin, tworzenie wigzan
krzyzowych i deamidacje. Powinowactwo TG do réznych typoéw biatek zalezy od
rozmieszczenia reszt glutaminy.
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Najszersze  zastosowanie =~ w  przemysle znalazta  transglutaminaza
mikrobiologiczna (MTG), otrzymywana gtownie ze szczepoéw Streptoverticillium
sp. [Kieliszek i Misiewicz, 2014]. Jej stgzenie jest jednym z podstawowych
czynnikéw wywierajacych wptyw na efekt dziatania enzymu.

Zastosowanie transglutaminazy w przemysle spozywczym rozwigzuje wiele
probleméw technologicznych. Wykorzystuje si¢ ja do sieciowania bialek
sojowych, kazeiny i innych bialek mleka, glutenu, biatek migsa ryb, wotowiny
i innych biatek produktéw zywnosciowych [Kotakowski i in., 2005; Mariniello
iin., 2008]. Znajduje takze zastosowanie przy produkcji pieczywa. Badania
prowadzone w IBPRS Zaktad Technologii i Techniki Chtodnictwa w Lodzi
wskazaty, ze dodatek TG poprawia wlasciwosci ciasta pszennego i jako$¢ chleba
[Kasprzyk i in., 2013]. Potwierdzily rowniez jej korzystny wptyw na wlasciwosci
reologiczne ciasta pierogowego, a takze wyroboéw kulinarnych poddanych
zamrazalniczemu przechowywaniu [Choy i in., 2010]. TG moze restabilizowaé
zniszczong sie¢ glutenowa powstata podczas proceséw technologicznych,
np. zamrazania i zamrazalniczego przechowywania [Kotakowski i Sikorski, 2001;
Huang i in., 2008; Wang i in., 2011].

Dodatek enzymu wplywa réwniez korzystnie na objetose, teksture i wewnetrzng
strukture makaronu, herbatnikow, wafli, ciastek i ciast [Bosman i in., 2006;
GB2474838(A)]. Transglutaminaza znajduje takze zastosowanie w przemysle
mleczarskim do produkcji jogurtow [Lauber i in., 2000; Bonish, 2007; Gauche
i in., 2009]. Zele uzyskiwane z dodatkiem transglutaminazy odznaczaja si¢ wieksza
sprezystosciag 1 wytrzymatos$cig. Dzigki zastosowaniu enzymu udalo si¢ otrzymac
analog ptetwy rekina, co pozwala ograniczy¢ odtawianie zagrozonych gatunkow.
Enzym ten stosuje si¢ do produkcji zamiennikow thuszczu, wytwarzanych
z enzymatycznie modyfikowanej zelatyny, kazeiny, bialek serwatkowych i biatek
ryb. Preparaty handlowe TG s3 wykorzystywane, jako naturalny ,klej”
do produkcji wyrobow restrukturyzowanych. Poprawe wtasciwosci mechanicznych
i funkcjonalnych zrestrukturyzowanych produktow rybnych — zaobserwowano
stosujac  m.in. jony wapnia, biatka mleka, biatka sojowe, fosforany, skrobig
i hydrokoloidy [Uresti i in., 2004; Ramirez i in., 2007, Cardoso i in., 2007,
Min i Green, 2008; Gongalves i Passos, 2010].

Celem podejmowanych badan bylo sprawdzenie przydatnosci handlowych
preparatow transglutaminazy do wytwarzania formowanych wyrobow rybnych
z migsa ryb dorszowatych. Ponadto ocenie poddano mozliwos$ci zastosowania
preparatu multimineralnego z alg czerwonych (Lithothamnion species), jako zrodto
jondéw wapnia, wzmagajacego aktywnos¢ enzymu.

Material i metody badan

W badaniach wykorzystano preparaty enzymatyczne, dostgpne w obrocie
handlowym, zawierajace w swoim sktadzie transglutaminaze (TG):
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e Saprona TGF, (P.M.T. Trading Sp. z o .0.), deklarowana aktywnos$¢ enzymu
50-70 U/g

e Saprona TG2 (P.M.T. Trading Sp. z o .0.) deklarowana aktywno$¢ enzymu
50-70 U/g

e Saprona TG (P.M.T. Trading Sp. z 0 .0.) deklarowana aktywnos$¢ enzymu 50-70
U/g

e ACTIVA GS (AJINOMOTO) deklarowana aktywno$¢ enzymu 47-82 U/g
(U - jednostka aktywnosci TGazy — ilo$¢ enzymu, ktora katalizuje powstanie
1uM hydroksamianu z hydroksylaminy i N-a-CBZ-GIn-Gly w ciagu 1 minuty
w temp. 37°C przy pH 6,0).

Wyroby formowane przygotowano w  warunkach laboratoryjnych
z zamrozonego migsa mielonego z ryb dorszowatych, pozyskanego od jednego
z producentéw wyrobow rybnych. Mieso podzielono na dwie czeéci i do jednej
wprowadzono preparaty enzymatyczne w ilosci 0,1; 0,2; 0,5 i 1,0 %. Druga czes¢,
migso ryb bez dodatku enzymu, stanowita probe kontrolna. W przygotowaniu
prob, zastosowano 1% dodatek soli kuchennej. Tak przygotowane migso
wprowadzono do ostonek barierowych Multiba (Oskuda GmbH r), poliamidowo
(70%) - polietylenowych (30%), o grubosci 45-55 mikronow, wykorzystywanych
do produkc;ji kietbas.

Batony umieszczono w temperaturze 0 — +4 °C na 24 godziny. Po porcjowaniu
(plastry grubosci ok. 3 cm i wysokosci 5,5 cm) zamrazano i przechowywano
w temperaturze od — 18°C do — 22°C przez 6 miesiecy.

W probach, po okresie 24-godzinnego chlodniczego  przechowywania,
okreslono:

— pH , za pomoca pehametru Beckman, zgodnie z metodyka badan zalecana
przez producenta urzadzenia

— aktywno$¢ wody, za pomocg aparatu Aqualab Seria 4 model TEV (zgodnie
z metodyka badan zalecana przez producenta urzadzenia pomiar w temp.
25°C).

W wyrobach, po 6 miesigcznym okresie przechowania, po 2 godzinnym
rozmrozeniu w temp. otoczenia (+20°C), metodg wagows, okre$lono iloé¢
wycieku, DL (Campaione i in., 2002):

DL = [(WO0 — WF)/W0] x 100 (%)
W - waga poczatkowa probki [g]
WE - waga koncowa probki [g]

Zadowalajgce wyniki badan z udziatem 0,5% dawki enzymu oraz ze wzgledu na
koszt preparatu spowodowaty, ze badania kontynuowano wzbogacajac dodatkowo
proby z TG w handlowy preparat multimineralny firmy Goldmann-HSH Sp. z 0. o.
Catkowita zawarto$¢ w nim wapnia wynosi 33%, co stanowi 250mg/100g (30%
RDI). Preparat, w postaci biatego proszku, bez smaku i zapachu, zawierat ponadto
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72 pierwiastki sladowe w tym: fosfor, siarka, zelazo, bor, fluor, sod, kobalt, miedz,
cynk, selen, molibden, jod, mangan i nikiel.

W prébach z udziatem preparatéw enzymatycznych, jak rowniez wzbogaconych
dodatkowo preparatem mineralnym, po polrocznym okresie zamrazalniczego
przechowania, przeprowadzono ocen¢ organoleptyczng parametrow jakosciowych
i teksturometrycznych wyrobdéw, ktérej dokonat 5 osobowy zespot,
wyspecjalizowany w ocenie produktéw zamrazalniczo przechowywanych.

Ocena jako$ciowa zamrozonego produktu obejmowala ocene¢ zewnetrznych
cech, takich jak: wyglad, barwa, zapach, tekstura wyrobu.

Proby, po 24 —godzinnym rozmrozeniu w temp . 0 - 4°C, smazono na patelni
bez thuszczu przez 3 minuty z kazdej strony. Nastepnie przeprowadzono oceng
wygladu ogolnego i smaku wyrobow.

Proby oceniono w skali od 0 ( zta) do 5 pkt. (bardzo dobra - wysoko pozadana).
W publikacji przedstawiono usrednione wyniki w/w wskaznikow.

Proby przygotowane z udzialem po 6 miesigcznym okresie skladowania
poddano takze analizie teksturometrycznej. Instrumentalna analiza profilu tekstury
- test TPA (Texture Profile Analise) wyroboéw rybnych przeprowadzona zostata
metodg dwukrotnego $ciskania, za pomocg analizatora tekstury typu CT3 TA firmy
Brookfield. Analize przeprowadzono przy obcigzeniu 1N, z predkoscia 1mm/s.
Sterowanie pomiarami i obrobka danych, przeprowadzone zostaty przy udziale
programu komputerowego TexturePro CT V 1.2 Build 9.

Proby - plastry o grubosci ok. 3 cm i wysokosci 5,5 cm, bez ostonek poddano
rozmrozeniu przez okres 12 godzin w temp. 0 - 4°C (temperatura produktu nie
przekraczata +2°C), a nastepnie poddano osiowemu $ciskaniu w dwoch cyklach
przy 50% ich deformacji. Instrumentalng analiz¢ profilu tekstury prob, test TPA,
prowadzono w kierunku okreslenia ich:

— twardosci 1 cyklu [N] (maksymalnej sity potrzebnej podczas $cisnigcia kostki
do 50% jej wysoko$ci w czasie I cyklu) - Ty,

— indeksu  sprezystosci  (wspolczynnika  odzwierciedlajacego  zdolnosci
odzyskiwania ksztattu przez probke) - Is,

— Kkleistosci (adhezyjnosci) [mJ] (pracy wykonanej podczas oderwania sondy od
probki) — K|

— zujnosci [mJ] (odzwierciedlajacej energi¢ wymagang podczas zucia do
uzyskania takiego rozdrobnienia, aby produkt staly nadawat si¢ do potknigcia;
stanowi iloczyn twardosci, spdjnosci i sprezystosci, co przektada si¢ na energie

potrzebng do $cisniecia probki) — Z,

— sprezystosci powrotnej (wzglednej sprezystosci probki) - Sp,

— deformacji w punkcie twardosci [%] (odleglosci na jaka zostanie S$ci$nigta
probka w punkcie twardosci) - D Ty,

— sity adhezji [N] (maksymalnej sity potrzebnej do oderwania sondy od probki) —

A,
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— gumowatosci [N] (energii potrzebnej do zniszczenia probki — przezwycigzenia
iloczynu sit twardosci i zwarto$ci probki) - G.

Uzyskane wyniki poddano obliczeniom statystycznym. Zastosowano analize
wariancji (ANOVA) na poziomie istotnosci p<0,05. W przypadku wystepowania
réznic wykonano test wielokrotnych porownan Tukeya. Badania wykonano
w trzech seriach doswiadczalnych, a wyrdzniki tekstury w 5 powtorzeniach.

Wyniki i dyskusja

Aby produkty spozywcze byly akceptowalne przez konsumenta musza
zachowywa¢ odpowiednie cechy sensoryczne. Sensoryczna akceptowalno$¢
zywno$ci jest niezwykle istotna, poniewaz czlowiek odczuwa zadowolenie
z jedzenia produktow, ktore lubi. Zatem tekstura jest jednym z najwazniejszych
czynnikéw decydujacych o jakosci produktow spozywcezych, szczegodlnie z punktu
widzenia konsumenta. Jako$¢ produktow rybnych dostepnych w obrocie
handlowym jest niezadowalajaca. Zdecydowana ich wigkszo$¢ jest wytwarzana
Z udzialem niewielkiej ilosci migsa, nie zawsze najlepszej jakosci. Wyroby rybne
formowane zawieraja bardzo wiele dodatkow teksturotworczych (wypetniajacych),
smakowo-zapachowych i konserwujacych. Ponadto, jakos¢ mrozonych przetworow
formowanych, nawet przy wlasciwych warunkach przechowywania, ulega zmianie
podczas sktadowania zamrazalniczego, zwlaszcza gdy mieso do ich produkcji
pochodzito z mrozonych ryb.

Proby przygotowane z migsa ryb dorszowatych z dodatkiem enzymu
W nizszych dawkach nie dawaly widocznych roznic w wygladzie i strukturze,
W porownaniu do wyrobow bez udziatu preparatdéw enzymatycznych. Wyzsze
dawki enzymu spowodowaly, ze po obrdbce termicznej wyrobyy byly zwarte,
jedrne, o pozadanych walorach smakowych i zapachowych. Przyjete czynniki
zmienno$ci technologicznej powodowaty jedynie nieznaczne zmiany w ocenie
czastkowych wyroznikdw jakoSci sensorycznej, tj. smaku, zapachu, barwy na
przekroju oraz kruchosci.

Niezaleznie od rodzaju prob, tj. rodzaju preparatu czy jego dawki, wartosci pH
wynosity od 6,74 do 6,94, w zakresie parametru optymalnego do dziatania enzymu
(tabela 1). Uzyskane roznice w wartosciach kwasowosci prob nie zostaly
potwierdzone w ocenie organoleptycznej wyrobow. Nie stwierdzono roznic
W smaku wyrobow.

Aktywnos¢ wody w probie kontrolnej, bez udziatu enzymu, okreslono
na poziomie 0,9885. Dodatek preparatu enzymatycznego do migsa spowodowat
obnizenie warto$ci parametru (p<0,05) (Tab. 1). Badania innych autorow
wskazaty, iz obecno$§¢ enzymu i soli w probce Kkorzystnie wptyncta
na ,,zatrzymanie” wody w produkcie [Ramirez i in., 2002, 2002a; Tellez- Luis i in.,
2002, Vacha i in. 2006].
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Tab.1. Kwasowos$¢ i aktywno$¢ wody wyrobow rybnych formowanych z migsa ryb
dorszowatych z dodatkiem transglutaminazy.

Proba Parametr
pH Ay
proba kontrolna 6,85+ 0,01 0,9885% + 0,0005
Saprona TGF 0,5% 6,77°+ 0,01 0,9860° £ 0,0008
Saprona TGF 1% 6,74+ 0,01 0,9859° + 0,0007
Saprona TG2 0,5% 6,90° + 0,02 0,9809° £ 0,0002
Saprona TG2 1% 6,89°+ 0,01 0,9818™ + 0,0002
Saprona TG 0,5% 6,92b° + 0,01 0,9871% + 0,0003
Saprona TG 1% 6,94° + 0,02 0,9878% + 0,0002
ACTIVA GS 0,5% 6,78+ 0,01 0,9829% + 0,0006
ACTIVA GS 1% 6,77°+ 0,02 0,9833° +0,0007

Wartosci z roéznymi literami w poszczegolnych kolumnach oznaczajg réznice statystycznie
istotne (p<0,05, test Tukeya); warto$¢ srednia + sd

Pod wzgledem wigzania i utrzymywania wody W surimi zryb z rodziny
nitecznikowatych  (Nemipteridae) korzystne efekty zaobserwowano przy
zastosowaniu preparatow TG: SURIMI® CS oraz ACTIVA® GS [Tokarczyk i in.,
2012].

W wyrobach formowanych z mig¢sa ryb dorszowatych stwierdzono ograniczony
wyciek (Tab. 2). W probie kontrolnej ilos¢ wycieku byta na poziomie od 4 do
4,5%. Dodatek preparatow enzymatycznych ograniczyl jego ilos¢ (p<0,05).
Najlepsza zdolno$cig utrzymania wody charakteryzowaty sie proby z udzialem
ACTIVA GS. Ilos¢ wycieku okreslono na poziomie okoto 1%. Zblizong wartos$¢
tego parametru oznaczono w wyrobach z migsa ryb dorszowatych
z udzialem preparatu Saprona TGF. Zastosowanie dawki nizszej enzymu
umozliwito uzyskanie efektow poréwnywalnych do osiagnietych przy
zastosowaniu 1% preparatow.

Struktura proby kontrolnej, bez TG, byla zwigzta, ale porowata (Fot. 1).
Podobna struktura charakteryzowaly si¢ proby powstate przy udziale preparatu
enzymatycznego Saprona TG2. Najbardziej jednolitg struktur¢ wykazywaty proby
powstate przy udziale preparatow: Saprona TGF 1 Activa GS, niezaleznie
od dawki. Wysoka przydatno$¢ do wytwarzania wyrobow z filetow ryb
okonioksztattnych Micropogonias furnieri przy zastosowaniu preparatu Activa TG-
B i TG-BP potwierdzit Gongalves i Passos [2010]. Poprawa struktury
restrukturyzowanych wyrobow osiaggnicta zostala wraz ze wzrostem stezenia
enzymu [Uresti i in., 2003; Gongalves i Passos, 2010]. W ocenie wizualnej proby
z wickszg dawka preparatu enzymatycznego, niezaleznie od jego rodzaju byly
ciemniejsze.
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Tab. 2. Wyciek rozmrazalniczy wyrobow rybnych formowanych z ryb
dorszowatych po 6 miesigcach przechowywania w warunkach zamrozenia.

Préba DL [%]
proba kontrolna 4,33+0,2
Saprona TG2 0,5% 2,9°+0,6
Saprona TG2 1% 2,6°+0,5
Saprona TGF 0,5% 15°+0,2
Saprona TGF 1% 1,4° +0,1
Saprona TG 0,5% 2,37+ 0.4
Saprona TG 1% 2,1°+0,3
ACTIVA GS 0,5% 1,3°+0,2
ACTIVA GS 1% 1,1°+0,1

Wartosci z roznymi literami w poszczegdlnych kolumnach oznaczaja roznice statystycznie
istotne (p<0,05, test Tukeya); warto$¢ srednia + sd

W ocenie wizualnej stwierdzono roéznice w strukturze i jakoSci prob (p<0,05)
(Tab. 3).

Tab. 3. Ocena organoleptyczna wyrobéw rybnych formowanych z ryb
dorszowatych po 6 miesigcach przechowywania w warunkach zamrozenia.

Proba Wy,glqd Barwa . Smak Tekstura
ogblny i zapach

proba kontrolna 4,26+ 0,12 3,92%+0,16 3.94% £0.10 3.928+0.21
Saprona TG2 0,5% | 4,24°+0,15 3,95%+0,15 4,00% £0.25 4,00°+0.13
Saprona TG2 1% 4,32%+£0,10 3,922 £0,16 | 3.98% £0.19 4,04°+0.27
Saprona TGF 0,5% 4,36% 0,14 4,14%+0,12 4.04% +£0.08 4.16 2 +0.15
Saprona TGF 1% 4.42% +0,12 4.08% £0,10 | 4.12 *+0.10 4.30*+0.09
Saprona TG 0,5% 4,22*°+0,16 4,08%+0,10 4.04% +£0.08 3.96%+ 0.08
Saprona TG 1% 4,34+ 0,21 3.96%+0,08 4.08 *+£0.10 4.04% + 0.08
ACTIVAGSO0,5% | 4,54°+0,08 | 4,24% +0,15 | 4.16 *+0.23 4.34°+0.17
ACTIVA GS 1% 4,54bi 0,04 4,10% +£0,2 4.16% £0.15 4.36°+0.23
Saprona TG2 0,5% 4,24*+ 0,15 3,95%+0,15 4,00% +£0.25 4,00°+0.13
Saprona TG2 1% 4,32°£ 0,10 3,922 £0,16 | 3.98% £0.19 4,04°+0.27
Saprona TGF 0,5% 4,36% 0,14 4,14%+0,12 4.04 *+0.08 4.16%+0.15

Wartosci z réznymi literami w poszczegolnych kolumnach oznaczajg roznice statystycznie
istotne (p<0,05, test Tukeya); warto$¢ srednia & sd

Po obrobce termicznej, proby, niezaleznie od rodzaju zastosowanego enzymu
i jego dawki zachowywaly nadany ksztalt, byly sprezyste, zwarte. Barwa ich na
przekroju byla jednolita.
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TG 0,5% TG 1,0%

TG20,5% TG2 1,0%

TGF 0,5% TGF 1,0%

Activa GS 0,5% Activa GS 1,0%

Proba kontrolna

4

Fot. 1. Wyglad wyrobow rybnych formowanych z migsa ryb dorszowatych po
6-miesigcznym okresie przechowywania w stanie zamrozenia.

W dalszej czeséci prac przeprowadzono analize¢ teksturometryczng wyrobow
z migsa ryb, przechowywanych zamrazalniczo (Tab. 4). Mimo iz w ocenie
organoleptycznej stwierdzono réznice w twardoSci prob, niezaleznie od dawki
i rodzaju preparatu enzymatycznego, instrumentalna analiza tekstury nie wykazata
roéznic w twardosci wyrobow (Tab. 4). Dodatek preparatow TG spowodowat
zmniejszenie stopnia deformacji prob (p<0,05). Najwickszy stopnien deformacji
proby w punkcie twardo$ci uzyskano przy zastosowaniu 1% dodatku Activa GS.
Dodatek preparatu Saprona TG2 spowodowal natomiast wzrost % deformacji
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W punkcie twardosci do wartosci 20,63% dla dodatku 1% enzymu.
Przy zastosowaniu 1% preparatu Saprona TGF zaobserwowano wzrost sprezystosci
prob z poziomu wyjsciowego wynoszacego 0,80 do 0,85. Dla preparatu: Saprona
TGF, Saprona TG oraz Activa GS zaobserwowano najwigkszy wzrost sprezystosci
powrotnej prob. Stwierdzono, ze preparat Saprona TG2, wykazuje najmniejszy
wptyw na probe. W obregbie tego samego wariantu do$wiadczenia daje sig
zauwazy¢, ze lepszy efekt zespolenia migsa uzyskuje si¢ dzigki zastosowaniu
1% preparatu Activa GS i Saprona TGF.

Parametr sity adhezji — A, dla prob bez TG wynosit 0,49 [N]. Dodatek preparatu
Saprona TGF zaréwno w ilo$ci 0,5%, jak i 1% spowodowat wzrost tego parametru,
wskazujacego na kleisto$¢ prob. W przypadku preparatu Saprona TG odnotowano
spadek sily adhezji dla 0,5% dodatku enzymu, natomiast ten sam preparat dodany
w ilo$ci 1% doprowadzit do jej wzrostu. Dla preparatu Saprona TG2 tylko dodatek
0,5% spowodowat spadek sity adhezji. Najlepszy efekt osiagni¢to dla preparatu
Activa GS. Parametr sity adhezji dla obu dawek preparatu zmniejszyt si¢ o potowe.
Dodatek preparatow enzymatycznych spowodowal spadek warto$ci parametrow
zujnosci i gumowatosci (p<0,05).

Poprawe wilasciwosci teksturometrycznych w  restrukturyzowanych wyrobach
zkarpia  uzyskano  przy  zastosowaniu  preparatu  mikrobiologicznej
transglutaminazy i 1% dodatku soli [Uresti i in., 2004; Vacha i in., 2006]. Dodanie
TG do wyrobow =z migsa suma spowodowato wzrost parametrow
teksturometrycznych: twardosci, spojnoséci, sprezystosci 1 zujnosci prob
[Min i Green, 2008]. Kazda z tych cech tekstury rosta liniowo wraz ze wzrostem
stezenia TG w zakresie zastosowanych stezen. Wyniki te sg zgodne z wynikami
uzyskanymi dla restrukturyzowanego migsa morszczuka Merluccius capensis
[Cardoso i in. , 2007] i zelu z krewetek [Tammatinna i in., 2007]. Najbardziej
sprezyste, spoiste i elastyczne byly Zele surimi z ryb z rodziny nitecznikowatych
(Nemipteridae) przygotowane przy zastosowaniu preparatow transglutaminazy,
firmy Ajinomoto [Tokarczyk i in., 2012].
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Tab. 4. Analiza TPA wyrobow z miesa ryb dorszowatych po 6 miesigcach przechowywania.

Parametr tekstury X + SD
Proba Stezenie .
preparatu TG T, [N] DT, [%] A[N] Sp Is K [mJ] Z [m]] G[N]

proba kontrolna 0,0 4,96%£0,05 | 19,92° 1,61 | 0,492 0,01 | 0,35%+0,03 | 0,80% 0,07 | 0,91%+0,06 | 14,20%+0,86 | 4,61%+0,31

0,5% 4,93*+0,03 | 18,937+0,29 | 0,56°+0,10 | 0,362 +0,03 | 0,79 +0,05 | 0,882 +0,06 | 13,832 +0,80 | 4,65°%+0,24
Saprona TGF

1% 4,98%+0,03 | 14,07¢+0,45 | 0,76 7+0,14 | 0,42°+0,01 | 0,85°+0,06 | 0,91%+0,05 | 10,80 +0,10 | 4,54 +0,25

0,5% 4,96*+0,03 | 15,609 +1,00 | 0,28°+0,11 | 0,35%+0,02 | 0,792 +0,02 | 0,932 +0,02 | 11,33°+0,49 | 4,59%+0,13
Saprona TG

1% 4,90°+0,04 | 15,609+0,80 | 0,68 +0,14 | 0,41°+0,04 | 0,822 0,03 | 0,91%+0,05 | 11,47°+0,64 | 4,35 +£0,04

0,5% 4,96%+0,04 | 20,47°+0,64 | 0,37 0,03 | 0,33%+0,02 | 0,75°+0,03 | 0,872+0,02 | 13,6°+0,60 | 4,31°+0,10
Saprona TG2

1% 4,972 20,03 | 20,63°+0,81 | 0,4720,04 | 0,32%£0,02 | 0,74 +0,06 | 0,85%° +0,01 | 12,56 £0,25 | 4,20 +0,02

0,5% 4,95%40,03 | 19,62+0,50 | 0,24°+0,03 | 0,36%+0,03 | 0,76°+0,02 | 0,89%+0,04 | 11,53°+0,15 | 3,36%+0,21
Activa GS

1% 4,99240,02 | 12,209 +0,26 | 0,23°+0,15 | 0,45°+0,02 | 0,822 0,02 | 0,932 +0,01 | 9,47%+0,65 | 4,662 0,04

Wartosci z r6znymi literami w poszczegdlnych kolumnach oznaczajg réznice statystycznie istotne (p<0,05, test Tukeya); warto$¢ Srednia + sd
T,— twardo$é 1 cyklu [N]; ls— indeks sprezystosci; K— kleisto$é [ml]; Z— zujnosé [mJ]; Sp— sprezystos¢ powrotna; D T,— deformacja w punkcie
twardosci [%]; A— sita adhezji [N]; G — gumowatos¢ [N]



Zadowalajace wyniki badan z udziatem 0,5% dawki Activa GS i Saprona TGF
oraz ze wzgledu na koszt preparatu spowodowaty, ze badania kontynuowano
W kierunku przydatno$ci technologicznej w/w preparatow do produkcji wyrobow
rybnych formowanych. W tym celu do préb z TG wprowadzono dodatkowo
preparat multimineralny zawierajacy w swoim skladzie jony wapnia
(33% - 250mg/100g). Dodatek preparatu, na podstawie zalecen producenta,
ustalono na poziomie 0,5% i 0,8%. Proby przygotowano w sposob analogiczny, jak
we wczesniejszych do§wiadczeniach i przechowywano w stanie zamrozenia przez
okres 6 miesigcy. Po okresie przechowywania proby rozmrozono i poddano ocenie
jakosciowej (Tab. 5).

Tab. 5. Ocena organoleptyczna wyrobow rybnych formowanych z migsa ryb
dorszowatych z TG i preparatem mineralnym po 6 miesigcach przechowywania.

Preparat
Préba mineralny Wyﬁlqd Barwa : Smakh Tekstura
[%] ogolny i zapac

kop;t(;gfna 0,0 4,26°+0,12 | 3,92*+0,16 | 3,94* £0,10 | 3,92°+0,21
Saprona 0,0 436% 0,14 | 4,14°+0,12 | 4,04% +0,08 | 4,16 *+0,15
TGIE 0,5% 05 [442°+0,12] 44°£0.13 | 414°+0,12 | 4,40°+0,11
’ 0,8 4,447% 0,08 | 4,26 0,08 | 424°+0,15 | 4,38°+0,16
ACTIVAGs | 00 | 45474008 | 424°£0.15 [ 4167+0.23 | 434" 0,17
0.5% 0,5 4,64°+0,08 | 4,48°+0,10 | 4,24°+023 | 4,38°+0,10
’ 0.8 | 456°+0,08 | 432°+0,10 | 424°+023 | 442°+0,04

Wartosci z roznymi literami w poszczegdlnych kolumnach oznaczajg réznice
statystycznie istotne (p<0,05, test Tukeya); warto$¢ srednia & sd

W ocenie wizualnej struktura prob byla zwarta, sprezysta, nie rozpadala sie
(Fot. 2). Stwierdzono wyrazne rozjasnienie barwy (p<0,05). Dodatek mniejszej
ilosci preparatu mineralnego korzystnie wptynat na wyglad wyrobow, niezaleznie
od rodzaju preparatu mineralnego (Tab. 5).
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Fot. 2. Wyglad wyrobéw rybnych formowanych z mig¢sa ryb dorszowatych z TG
| preparatem mineralnym po 6 miesigcach przechowywania.

W dalszych badaniach ocenie poddano wplyw preparatu multimineralnego na
wlasciwosci teksturometryczne prob (Tab. 6). Analiza wskazata na znaczny wzrost
sprezystosci  prob. Dla preparatu Saprona TGF uzyskano wzrost indeksu
sprezystosci z poziomu 0,79 do 0,95 w przypadku dodatku preparatu
multimineralnego w ilosci 0,5 % oraz 0,99 dla dodatku 0,8%. Dla préob z udziatem
preparatu Activa GS indeks sprezystosci wynoszacy poczatkowo 0,76, osiagnat
warto$¢ 0,99 zarowno dla dodatku 0,5%, jak i 0,8% preparatu z jonami wapnia.
Wyniki te wskazuja, ze proby osiagnety prawie idealng sprezystosé, ktorej wartosé
wynosi 1. Wyroby zawierajace 0,5% preparatu Activa GS z 0,8% dodatkiem
preparatu z Ca’* spowodowal, ze twardo$¢ proby znacznie spadta w stosunku
do préby odniesienia, osiggajac warto$¢ 4,86 N. Dodatek preparatu mineralnego
zawierajacego jony wapnia spowodowal roéwniez znaczny spadek deformacji
wyrobéw w punkcie twardosci. W probach bez dodatku preparatu mineralnego
parametr ten wynosit okoto 19 %, a dodatek jondw wapniowych spowodowat jego
spadek do poziomu ok. 8 %.

Sita adhezji dla wyrobow z dodatkiem preparatu multimineralnego i preparatu
Activa GS byta mniejsza w stosunku do proby kontrolnej, ale wigksza w stosunku
do proby zawierajacej tylko preparat enzymatyczny. Dodatek preparatu
mineralnego zawierajgcego jony wapnia, niezaleznie od dawki spowodowat
znaczacy spadek wartosci parametréw zujno$ci i gumowato$ci Wyrobow
przygotowanych z rozdrobnionego migsa ryb dorszowatych (p<0,05).
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Tab. 6. Analiza TPA wyrobow z migsa ryb dorszowatych wzbogaconych 0,5% TG i preparatem mineralnym po 6 miesigcach
przechowywania

Preparat
Proba mineralny T, [N] DT, [%] A[N] Sp Ig K [mJ] Z [m]] G [N]
[%]
Préba kontrolna 0,0 4,96°+0,05 | 19,922 +1,61 | 0,49%+0,01 | 0,35%+0,03 | 0,80%+0,07 | 0,91%+0,06 | 14,20%+0,86 | 4,61%+0,31
0,0 4,93%+0,03 | 18,932+0,29 | 0,56°+0,10 | 0,36%+0,03 | 0,79°+0,05 | 0,882+0,06 | 13,83%+0,80 | 4,65%+0,24
0,5% Saprona
TGE 0,5 4,972+0,00 | 11,00°+0,00 | 0,452+0,08 | 0,37%+0,01 | 0,8%4+0,00 | 0,96%+0,02 | 8,75%7 40,21 | 4,74%+0,11
0,8 4,91°+0,01 | 10,75°+1,06 | 0,52%+0,07 | 0,47°+0,03 | 0,86%+0,04 | 1,00%°+0,05 | 9,001+0,01 | 4,91%+0,24
0,0 4,95%+0,03 | 19,6%+0,50 | 0,24°+0,03 | 0,36%+0,03 | 0,76%+0,02 | 0,89%+0,04 | 11,53°+0,15 | 3,36°+0,21
0,5% Activa GS 0,5 4,91%+0,04 | 8,25°+0,35 | 0,45%+0,02 | 0,44 +0,03 | 0,92°+0,06 | 1,09°+0,05 | 8,05¢+0,49 | 5,33°+0,28
0,8 4,86°+0,03 | 8,25°+0,35 | 0,46%+0,02 | 0,47°+0,06 | 0,89 +£0,00 | 0,922+0,18 | 6,55%+0,21 | 4,48%+0,48

Warto$ci z roznymi literami w poszczegolnych kolumnach oznaczaja rdznice statystycznie istotne (p<0,05, test Tukeya); wartos§¢
$rednia + sd; T;— twardo$¢ 1 cyklu [N] Is— indeks sprezystosci; K— kleistos¢ [mJ]; Z— zujnos¢ [mJ]; A- sita adhezji [N]; G —
gumowatos¢ [N], D T,— deformacja w punkcie twardosci [%]; Sp— sprezystos¢ powrotna;



Whioski

1.

Zastosowane preparaty enzymatyczne mikrobiologicznej transglutaminazy
stanowiag jeden z czynnikow ksztaltowania jakosci wyrobow rybnych
formowanych. Zauwazalne zmiany w strukturze wyrobow $wiezych
stwierdzono przy zastosowaniu 0,5% 1 1% udziatu preparatow enzymatycznych
w produkcie.

Preparaty enzymatyczne TG wplywaja znaczaco na ograniczenie ilo$ci wycieku
w doswiadczalnych wyrobach rybnych formowanych, szczegdlnie przy
zastosowaniu preparatow Saprona TGF i Activa GS.

Zastosowane preparaty enzymatyczne nie wptywaja na smak i zapach gotowych
wyrobow.

Analiza teksturometryczna wykazata najwigksza przydatno$é preparatu: Activa
GS oraz Saprona TGF, do wytwarzania produktow rybnych przechowywanych
zamrazalniczo. Najlepsze efekty uzyskano przy zastosowaniu 1% preparatow
do masy rybnej.

Wzbogacenie wyrobow 0,5% dodatkiem: TG i preparatu multimineralnego,
zawierajacego 33% Ca?', korzystnie wplynelo na jako§¢ teksturometryczng
Wyrobow.

Prace wykonano w ramach prac statutowych IBPRS
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OBOWIAZEK STOSOWANIA INTEGROWANEJ OCHRONY
ROSLIN, A BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI W POLSCE

EWA MATYJASZCZYK

Streszczenie

Od stycznia 2014 roku stosowanie integrowanej ochrony roslin jest
obowigzkowe na terenie calej Unii Europejskiej. Obowigzkowi nalozonemu na
rolnikéw towarzysza dzialania panstw cztonkowskich majace na celu stworzenie
niezbednych warunkéw dla zmniejszenia zalezno$ci od stosowania chemicznych
metod ochrony, w tym miedzy innymi kampania informacyjna skierowana
do rolnikow i doradcow.

Mozna przypuszcza¢, ze dzialania zwigzane z wdrazaniem integrowanej
ochrony roslin, w szczego6lnosci wzrost §wiadomosci rolnikow, dostepnos¢ odmian
odpornych oraz wzrost mozliwosci technicznych spowoduja popularyzacje metod
alternatywnych dla chemicznych, a w konsekwencji zahamowanie trendu
wzrostowego w zuzyciu §rodkéw ochrony roslin w Polsce, co przyczyni si¢ do
zachowania obecnego poziomu bezpieczenstwa Zywnosci.

Stowa kluczowe:ochrona roslin, bezpieczenstwo zywnosci, integrowana ochrona
ro$lin, rodki ochrony roslin, pestycydy

Wprowadzenie

Od stycznia 2014 roku rolnicy w calej Unii Europejskiej, w tym rolnicy polscy,
sg zobowigzani do przestrzegania zasad integrowanej ochrony roslin. O duzym
znaczeniu tego wymaganiaw oczach ustawodawcy $§wiadcza przedsiewziete $rodki
prawne. Obowiazek stosowania integrowanej ochrony roslin zostat natozony
jednoczesnie na mocy dwoch roznych unijnych aktow prawnych: Rozporzadzenia
Parlamentu Europejskiego 1 Rady 1107/2009 dotyczacego wprowadzania do obrotu
srodkéw ochrony ro$linoraz Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady
2009/128/WE ustanawiajacej ramy wspolnotowego dziatania na rzecz
zrbwnowazonego stosowania pestycydow.

Wprowadzenie obowigzku stosowania integrowanej ochrony roslin ma na celu
zapewnienie wysokiego poziomu ochrony zdrowia ludzi i zwierzat oraz
srodowiska oraz zmniejszenie zalezno$ci od stosowania metod chemicznych.
Wspomniane wyzej przepisy unijne nakazujg panstwom cztonkowskim dziatania
na rzecz rolnictwa o niskim zuzyciu pestycydow, stworzenie niezbednych
warunkow 1 §rodkow umozliwiajagcych wdrozenie technik integrowanej ochrony
ro$lin oraz zachecanie do stosowania alternatywnych podejs¢ i technik, takich jak
niechemicznie alternatywy dla srodkéw ochrony roslin ($or).
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Celem niniejszego opracowania jest oszacowanie w jaki sposobwprowadzenie
obowigzku stosowania integrowanej ochrony roslin wptynie na bezpieczenstwo
zywnosci w Polsce.

Pozostalosci Srodkéw ochrony roslin w plodach rolnych w Polsce

Problematyke zwigzang z pozostato§ciami $or, metodami ich oznaczania oraz
mozliwym wplywem na zdrowie ludzi, zwierzat i §rodowisko podjeto w Polsce
stosunkowo wczesnie. Biologiczne oznaczenia pozostalosci insektycydow
w roslinach i glebie prowadzono juz pod koniec lat pigédziesigtych XX wieku.
Regularny urzgdowy monitoring pozostatosci §or w zywnosci i ptodach rolnych
rozpoczeto w Polsce na poczatku lat siedemdziesigtych XX wieku i prowadzony
jest on do chwili obecnej(Matyjaszczyk 2011a).

Badania pozostatosci $or w plodach rolnych, prowadzone s3 przez sie¢
akredytowanych laboratoriow. Probki do badan pobierane sg losowo na obszarze
catej Polski przez inspektorow Panstwowej Inspekcji Ochrony Roslin
i Nasiennictwa.

Jednym z gléwnych zadan urzgdowych badan pozostalosci Sorw ptodach
rolnych jest sprawdzenie czy nie beda one powodowaly negatywnych skutkow
zdrowotnych dla konsumentéw. Wyniki badan od lat wykazuja, Zze narazenie
przewlekte konsumentow nie przekracza wartosci bezpiecznych (zarowno w diecie
dorostych jak i matych dzieci) i nie powinno powodowaé¢ zadnych skutkow
zdrowotnych (Dgbrowski et al. 1996, Dabrowski et al. 2001, Nowacka
i Gnusowski 2009, Gnusowski et al. 2011, Nowacka et al. 2015a, Nowacka et al.
2015D).

Konsekwencje obowiazkowego stosowania integrowanej ochrony roslin dla
praktyki rolniczej w Polsce.

Na mocy cytowanej Dyrektywy Parlamentu Europejskiego i Rady
2009/128/WE ustanawiajacej ramy wspolnotowego dziatania na rzecz
zrbwnowazonego stosowania pestycydow panstwa czlonkowskie zostaly
zobowigzane do opracowania krajowych planow dziatania majacych na celu
zmniejszenia zagrozenia zwigzanego ze stosowaniem $or i zmniejszenia wplywu
ich stosowania na zdrowie ludzii na srodowisko.

Polski plan dziatania nie koncentruje si¢ na zmniejszeniu zuzycia Sor,
ale wprowadza cele dotyczace $wiadomosci rolnikdw oraz bezpieczenstwa
zywno$ci. Wynika to prawdopodobnie z faktu, ze przecigetne zuzycie Sor jest
w Polsce wyraznie nizsze od $redniej unijnej (Matyjaszczyk 2014). Miernikami
stopnia realizacji celow ,,Krajowego Planu Dziataniana rzecz ograniczenia ryzyka
zwigzanego ze stosowaniem $rodkéw  ochrony roslin” s3:  odsetek
rolnikowstosujacych zasady integrowanej ochrony roslin orazprogi przekroczen
pozostatoséci Sor w zywnosci pochodzenia roslinnego i zwierzecego (Krajowy Plan
Dziatania 2012). Cele wyznaczone przez polski plan dziatania wydaja si¢ realne do
spetnienia i mozna przewidywac, ze zostang osiggni¢te.
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Warto podkresli¢, ze wymagania integrowanej ochrony roslin nie skupiaja sie
jedynie na samym procesie zabiegu chemicznego oraz doborze $rodka najmniej
obcigzajacego $rodowisko naturalne przy zachowaniu wymaganej skuteczno$ci.
Sa to wymagania bardzo szerokie, uwzgledniajace plodozmian oraz caty wachlarz
narzedzi agrotechnicznych. Zaktadajg taki sposdb prowadzenia produkcji rolnej
aby ograniczy¢ ochrone chemiczng przy zachowaniu obecnego poziomu produkciji.

W zwigzku z wprowadzeniem integrowanej ochrony roslin w Polsce nie
pojawila si¢ zadna nowa jednostka kontrolna. Za kontrole spetniania wymagan
integrowanej ochrony ro$lin, podobnie jak pozostatych aspektéw ochrony roslin,
odpowiada, podobnie jak dotychczas Inspekcja Ochrony Roslin i Nasiennictwa.
Nie zmienit si¢ takze znaczaco system doptat do produkcji rolnej. W konsekwencji
za niestosowanie si¢ do zasad integrowanej ochrony ro$lin rolnik moze zostaé
ukarany mandatem, natomiast nie zostang mu odebrane doptaty obszarowe.

Mozna jednak przewidywaé, ze w przysztosci unijny system dofinansowania
rolnictwa (jezeli nadal bedzie funkcjonowal) zostanie przebudowany tak, aby
W coraz wigkszym stopniu sklania¢ rolnikow do prowadzenia upraw w sposéb
ograniczajacy konieczno$¢ ochrony chemicznej. Narzedziem w tym kierunku juz
obecnie sg ptatnosci rolnosrodowiskowe (Borkowska et al. 2013) wspierajace
miedzy innymi wzrost udziatu roslin motylkowych w ptodozmianie.

Podsumowujac te czg$¢ rozwazan, mozna zatem stwierdzi¢, ze w krotkim
okresie trudno spodziewaé si¢ znaczacych zmian w sposobie prowadzenia upraw
natomiast w dtuzszym okresie mozna takich zmian oczekiwa¢. Beda one wynikaty
w duzym stopniu z zaprojektowania systemu doptat do produkcji rolnej, ale moze
na nie wptyna¢ takze spodziewany wzrost wiedzy i $wiadomosci rolnikow. Mozna
przewidywac, ze cele Krajowego Planu Dziatania na rzecz ograniczenia ryzyka
zwigzanego ze stosowaniem $rodkdéw ochrony roslin zostang w Polsce osiagnigte.

Konsekwencje obowiazkowego stosowania integrowanej ochrony roslin dla
wiedzy i Swiadomosci rolnikow

Wprowadzenie obowigzku integrowanej ochrony roslin powigzane jest
z informacjg docierajaca do rolnikow z réznych zrodet. Wydaje si¢, ze zrodla te
mozna podzieli¢ na dwie grupy:

1.  kampania informacyjna i szkolenia inicjowane lub finansowane przez

organy panstwowe,

Wprowadzajac obowigzek stosowania integrowanej ochrony roslin przez
rolnikdbw ustawodawca natozyl takze na panstwa czlonkowskie obowigzek
stworzenia rolnikom odpowiedniego zaplecza i dostarczenia niezbednej wiedzy.
W Polsce (chociaz Polska nie jest tu wyjatkiem) dziatania te rozpoczgly sig
stosunkowo pdzno, jednak obejmuja caty wachlarz narzgdzi, takich jak:

- szkolenia doradcow
- szkolenia rolnikow
- materialy informacyjne dla rolnikow i doradcow.
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Obszerne programy szkoleniowe w zakresie integrowanej ochrony roslin
przeprowadzone w latach 2013/14 objety okolo 650 doradcoOw zatrudnionych
w panstwowych o$rodkach doradztwa rolniczego (Rzeznicki 2014). Ponadto w
2014 roku Centrum Doradztwa Rolniczego w Brwinowie prowadzito szkolenia
e-learningowe w zakresie integrowanej ochrony ro$lin, ktére ukonczytaduza grupa
0sob z calej Polski. Lacznie w tych szkoleniach wziglo udziat 1483 doradcow
zatrudnionych w panstwowych o$rodkach doradztwa rolniczego (Karwat 2015)

Wszyscy rolnicy wykonujacy zabiegi ochrony roslin srodkami przeznaczonymi
dla uzytkownikoéw profesjonalnych sa zobowigzani przez prawo do ukonczenia
dwudniowego szkolenia dla operatoréw opryskiwaczy 1 jego okresowego
powtarzania co 5 lat. Obowigzek ten wprowadzono w Polsce pod koniec lat
dziewieédziesiatych. Do 2010 roku wtacznie liczba przeszkolonych w Polsce
przekroczyta 860 tysiecy osob i uwzgledniato to fakt powtorzenia szkolenia przez
czg$¢ rolnikow (Matyjaszezyk 2011a). W zwiagzku z wprowadzeniem integrowanej
ochrony roslin programy szkolen dla profesjonalnych uzytkownikow s$rodkow
ochrony roslin zostaly zmienione, aby obja¢ zagadnienia integrowanej ochrony
ro$lin, w tym biologiczne i inne niechemiczne metody ochrony roslin. Zmiana
programéw szkolen spowoduje w efekcie, ze do konca roku 2018 wszyscy rolnicy
stosujacy srodki przeznaczone dla uzytkownikow profesjonalnych w Polsce, czyli
kilkaset tysiecy 0sob, zostang przeszkoleni w zakresie zasad integrowanej ochrony
roslin.

Ponadto panstwowe instytuty rolnicze zostaly przez Ministerstwo Rolnictwa
zobligowane do przygotowania metodyk integrowanej ochrony roslin, systemow
wspierania decyzji oraz innych materialow informacyjnych zwigzanych
z integrowang ochrong ro$lin. Materialy te s3 wydawane w formie ksigzek lub
broszur, prezentacji oraz programow komputerowych, ponadto zazwyczaj dostepne
sg na stronach Ministerstwa Rolnictwa i Rozwoju Wsi (oczywiscie nieodplatnie).
Pod koniec I kwartalu 2015 roku na stronach Ministerstwa Rolnictwa byto
dostepnych okoto 90 opracowan zwigzanych z integrowang ochrong roslin
przeznaczonych gtéwnie dla rolnikéw badz doradcow, a przygotowanie dalszych
materialow jest w toku.

2.  kampanie promocyjne kierowane do rolnikow przez firmy komercyjne
zajmujace si¢ sprzedaza preparatow alternatywnych dla $rodkéw
chemicznych, biologiczng ochrong oraz firm hodowlanych oferujacych
odmiany odporne

W ostatnich miesigcach mozna zauwazy¢, ze w mediach rolniczych pojawiajg si¢
bardzo rézne informacje dotyczace preparatow i metod utatwiajacych uzyskanie
wysokich plonoéw albo poprawy ich jakosci bez intensyfikacji zuzycia
chemicznych srodkéw ochrony ro$lin, albo nawet przy wyraznej redukcji ich
zuzycia. Producenci biostymulatoréw, organizméw zywych stosowanych
w ochronie upraw, urzadzen do mechanicznego odchwaszczania albo od
precyzyjnej aplikacji srodkéw ochrony roslin, materiatu siewnego, czy tez roznego
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rodzaju preparatdéw nawozowych prezentujac oferowane wyroby ktada nacisk na
fakt, ze ich wykorzystanie prowadzi do ograniczenia zuzycia agrochemikaliow.
Podkreslaja rowniez ich przyjazno$¢ dla $rodowiska oraz fakt zgodnosci
Z wymaganiami integrowanej ochrony roslin.

Kampanie marketingowe rzadza si¢ swoimi prawami i ich celem nie jest
obiektywne przedstawienie rzeczywistosci tylko naklonienie nabywcy, w tym
przypadku rolnika, do zakupu okre§lonego produktu. Jednak nie ulega watpliwosci,
ze kampanie marketingowe wielu firm komercyjnych propaguja okreslenie
»integrowana ochrona roslin” i przez czgsta obecnos$¢ w mediach w atrakcyjnej dla
rolnika postaci zachecaja do stosowania niektorych metod przyjaznych
srodowisku. Warto podkresli¢, ze firmy dziatajacych na rzecz rolnictwazazwyczaj
prowadza szkolenia dla swoich klientow - rolnikoéw, a wiele z tych szkolen jest
dobrze przygotowanych merytorycznie.

W podsumowaniu tego punktu mozna stwierdzi¢, ze w Polsce trwa kampania
informacyjna dotyczaca integrowanej ochrony roslin prowadzona zaréwno przez
jednostki panstwowe, jak i przez firmy komercyjne. Do konca 2018 roku wszyscy
rolnicy stosujacy $rodki ochrony roslin przeznaczone dla uzytkownikow
profesjonalnych zostang przeszkoleni w zakresie integrowanej ochrony roslin.
Szkolenia ukonczyto takze wielu doradcoéw. Mimo, ze liczbe doradcow
przeszkolonych dotychczas w zakresie praktycznym mozna oceni¢ jako
niewystarczajaca, to nalezy mie¢ nadzieje, ze szkolenia doradcoéw beda trwaty.

Konsekwencje obowiazkowego stosowania integrowanej ochrony roslin dla
zuzycia Srodkéw ochrony roslin

Stosunkowo niskie (w odniesieniu do innych panstw Unii Europejskiej)
przecigtne zuzycie Sor w Polsce jest faktem (Matyjaszczyk 2014). Warto jednak
podkresli¢, ze od przystapienia do Unii Europejskiej obserwujemy w Polsce wzrost
zuzycia agrochemikaliow (Matyjaszczyk 2011b). Ponadto intensywno$¢ ochrony
chemicznej zalezy od uprawy. Warto podkresli¢, ze wiele upraw chronionych jest
w Polsce intensywnie (Surawska i Kotodziejczyk 2006). Naleza do nich migdzy
innymi plantacje niektérych owocow i warzyw. Na podkreslenie zastuguje fakt ze
intensywna ochrona chemiczna dotyczy takze ptodéw rolnych przeznaczonych
do spozycia w postaci nieprzetworzonej jak np. jablko, wisnia, truskawka,
porzeczka, ogorek czy pomidor gruntowy.

Od lat prowadzone sg prace nad licznymi metodami alternatywnymi dla
chemicznej ochrony roslin (Dobrzanski i Adamczewski 2006, Kochut i inni 2013).
Mozna tu wymieni¢ typowe metody niechemiczne w tym migdzy innymi metody
hodowlane (Burczyk i in. 2010), zasiewy mieszane (Tratwal i Rosiak 2010,
Tratwal et al2014)oraz rozne srodki mechanicznego odchwaszczania (Wachowiak
i Kierzek 2010, Piwowar 2012). Prowadzi si¢ rowniez badania nad bardziej
efektywng aplikacja i ograniczaniem dawek chemicznych $or (Paradowski et al.
2010, Kaczmarek et al. 2013). Metody te sa skuteczne i prawidtowo stosowane
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przynosza dobre efekty. Mozna mie¢ nadzieje, ze w zwigzku z promocja
integrowanej ochrony ro$lin nastapi ich upowszechnienie oraz wzrost
popularnosci.

W opinii autorki, w $wietle faktu, ze polscy rolnicy konkuruja na rynku
Wspoélnotowym z rolnikami z innych panstw czionkowskich, gdzie zuzycie
srodkow ochrony roslin i zwigzana z nim intensywno$¢ produkcji w tym miedzy
innymi przecigtny plon z hektara sg wyzsze, w najblizszych latach mato
prawdopodobny jest istotny spadek zuzycia $srodkéw ochrony roslin w Polsce.

Mozna jednak wyrazi¢ nadziej¢, ze wzrost §wiadomosci rolnikow oraz wzrost
mozliwos$ci technicznych spowoduje popularyzacje metod alternatywnych dla
chemicznych a w  konsekwencji  bardziej efektywne wykorzystanie
agrochemikaliow, ktore spowoduje zahamowanie trendu wzrostowego
W zuzyciusrodkéw ochrony ro$lin,przy jednoczesnej produkcji plonéw dobrej
jako$ci. Przyczyni si¢ to do zachowania obecnego poziomu bezpieczenstwa
polskiej zywnosci.

Whioski

1. Wyniki badan od lat wykazuja, Zze narazenie przewlekte konsumentow
pozostatosciami $rodkéw ochrony roslin nie przekracza w Polsce warto$ci
bezpiecznych (zaréwno w diecie dorostych jak i matych dzieci) i nie powinno
powodowac zadnych skutkéw zdrowotnych.

2. Mozna przewidywac, ze cele Krajowego Planu Dziatania na rzecz ograniczenia
ryzyka zwigzanego ze stosowaniem $rodkéw ochrony ro$lin zostang w Polsce
osiagnigte.

3. W zwigzku z wprowadzeniem obowigzku stosowania integrowanej ochrony
ros$lin w krotkim okresie trudno spodziewaé si¢ znaczacych zmian w sposobie
prowadzenia upraw natomiast w dluzszym okresie mozna takich zmian
oczekiwaé. Begda one wynikaly ze zmian zasad przyznawania doplat oraz
spodziewanego wzrostu wiedzy i1 §wiadomosci rolnikow.

4. W Polsce trwa kampania informacyjna dotyczaca integrowanej ochrony roslin
prowadzona zarowno przez jednostki panstwowe, jak 1 przez firmy komercyjne.
Do konca 2018 roku wszyscy rolnicy stosujacy s$rodki ochrony roslin
przeznaczone dla uzytkownikow profesjonalnych zostang przeszkoleni
w zakresie integrowanej ochrony ro$lin. Szkolenia ukonczyla takze czes$é
doradcow. Nalezy dazy¢ do przeszkolenia wigkszej liczby doradcow.

5. Mozna wyrazi¢ nadziejg, ze dostgpnos¢ odmian odpornych, wzrost
swiadomosci rolnikdw oraz wzrost mozliwosci technicznych spowoduje
popularyzacje metod alternatywnych dla chemicznych, a w konsekwencji
zahamowanie trendu wzrostowego w zuzyciu $srodkow ochrony roslin w Polsce,
co przyczyni si¢ do zachowania obecnego poziomu bezpieczenstwa zywnosci.
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ZASTOSOWANIE TECHNIKI SPEKTROFOTOMETRYCZNEJ
ORAZ IMPULSOWEJ POLAROGRAFII ROZNICOWEJ DO
OZNACZANIA ZAWARTOSCI KWASU ASKORBINOWEGO

ARTUR MAZUREK, MARZENA WLODARCZYK-STASIAK, MONIKA
SUJKA, URSZULA PANKIEWICZ, RADOSLAW KOWALSKI, JERZY
JAMROZ

Streszczenie

W pracy poréwnano wyniki oznaczania kwasu askorbinowego otrzymane
metodg impulsowej polarografii réznicowej oraz spektrofotometryczna zgodnie
z normg PN-A-04019:1998 z zaproponowang metoda odniesienia, wykorzystujaca
wysokosprawna chromatografie cieczowa w uktadzie faz odwréconych z detekcja
spektrofotometryczng. Poréwnanie przeprowadzono wykorzystujac metode
obliczenia stosunku $rednich wynikéw i1 niepewnos$ci jego wyznaczenia. Wyniki
oznaczen zawarto$ci kwasu askorbinowego metoda spektrofotometryczng
w nektarze z czarnej porzeczki, soku jabtkowym, wielowarzywnym
i multiwitaminowym wykazujg statystycznie istotne rdznice, a jedynie
w przypadku soku pomaranczowego uzyskano zgodne wyniki. Spowodowane jest
to niewystarczajacg selektywnoscia spektrofotometrycznej metody oznaczania
kwasu askorbinowego gdyz inne substancje redukujace, obecne w probce, moga
redukowac 2,6-dichlorofenoloindofenol i zawyza¢ otrzymane wyniki analiz.
W przypadku wynikow analiz, wszystkich badanych prob metoda impulsowej
polarografii réznicowej nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic. Metoda ta
pozwala uzyska¢ wiarygodne wyniki, charakteryzujace si¢ wysoka zgodno$cia
z chromatograficzng metoda odniesienia. Metoda wykorzystujaca impulsowg
polarografie roznicowa jest bardziej selektywna niz metoda spektrofotometryczna,
dlatego tez moze by¢ rekomendowana do rutynowych oznaczen zawartosci kwasu
askorbinowego.

Stowa Kkluczowe: kwas askorbinowy, witamina C, impulsowa polarografia
roznicowa, HPLC

Wprowadzenie

Kwas askorbinowy (witamina C) w organizmie czlowieka spetnia caly szereg
roznorodnych funkcji, a jedng z najwazniejszych jest mozliwo$¢ zatrzymania
fancuchowej reakcji rodnikowej [Chan, 1993]. Istotng role ochronng przed
toksycznoscig reaktywnych form tlenu, witamina C odgrywa w oku i tkance
ptucnej, ktora nie zawiera enzymow przeciwdzialajacych procesom oksydacyjnym.
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Najlepiej poznang rolag witaminy C w organizmie cztowieka jest synteza kolagenu
[Catani i in., 2005], ktory stanowi 30-40% wszystkich biatek organizmu.
Wielokierunkowe dzialanie witaminy C przyczynia si¢ do wzrostu odpornosci
organizmu na niektore choroby bakteryjne i wirusowe, ponadto dziala ona
prewencyjnie w powstawaniu nowotworow [Block, 1992] i wplywa korzystnie na
przyswajanie zelaza [Smirnoff, 2000]. Organizm cztowieka nie jest w stanie jej
wytworzy¢, poniewaz nie posiada odpowiednich enzymow. Jedynym zrodtem
witaminy C dla cztowieka jest dieta, a okoto 90% calego spozycia tej witaminy
pochodzi z produktéw roslinnych [Tomas-Barberan i Gil, 2008]. Wielu ekspertow
uwaza, ze zalecane spozycie witaminy C, ktére wynosi od 45 do 120 mg/dzien
(w zaleznosci od grupy ludnosci) jest zbyt niskie do jej optymalnego dziatania
[Schlueter i Johnston, 2011]. Witamina C jest najbardziej podatha na straty
podczas procesOw przetworczych. Jej stabilnos¢ w zywno$ci zalezy m.in.
od sktadu produktu, zawartos$ci tlenu, wartosci pH i sposobu przetwarzania. Jednak
pomimo zachowania optymalnych warunkow, jej zawarto$¢ zmniejsza si¢ w czasie
przetwarzania i przechowywania zywnosci [Mazurek i Pankiewicz, 2012].
Kwas askorbinowy jest szeroko wykorzystywany w przemysle spozywczym
réwniez z powodu poprawy jakosci produktu. Dozwolone jest dodawanie witamin
i sktadnikéw mineralnych w celu uzupehlnienia strat, ktore wystgpily w czasie
przetwarzania lub w wyniku zmian zachodzacych podczas przechowywania
zywnos$ci. Sposrod wszystkich witamin, witamina C jest najczes$ciej dodawanym
sktadnikiem do zywnosci. Kwas askorbinowy odgrywa wazna rol¢ jako czynnik
chronigcy inne sktadniki zywnosci, ktore w trakcie procesu technologicznego czy
przechowywania moga ulega¢ niekorzystnym zmianom, glownie procesom
utleniania. Witamina C dzialajac jako przeciwutleniacz moze poprawia¢ barwe
i smakowito$¢ wielu rodzajow produktow zywnosciowych [Newsome, 1987].
W czasie produkcji sokdw owocowych lub przecierow z takich owocow jak jabtka
i brzoskwinie kwas askorbinowy jest dodawany w celu zminimalizowania
enzymatycznego brazowienia surowych owocoéw. Kwas askorbinowy moze
inhibitowaé¢ brazowienie enzymatyczne poprzez redukowanie chinonéw do
zwigzkow fenolowych, chelatowanie jonow metali i obnizanie zawartosci tlenu
[Garzarella i Pilizota, 1990]. Kwas askorbinowy dodawany jest do napojow w celu
zapobiegnigcia niepozgdanym reakcjom prowadzacym do zmian smaku, zapachu,
klarownos$ci [Lattanzio i in., 1989]. Opracowano szereg metod analitycznych
oznaczania witaminy C dla réznorodnych matryc zywnosciowych np.:
spektrofotometryczna [Arya i in., 2001], miareczkowa [Willie i Ekop, 2007],
enzymatyczna [Danielczuk i in., 2004], fluorymetryczna [Wu i in., 2003],
woltamperometryczna [Wawrzyniak i in., 2005], elektroforetyczna [Cancalon,
2001], chromatograficzna [Fenoll i in., 2011]. Obecnie jedyna obowiazujaca
w Polsce normg oznaczania witaminy C jest PN-A-04019:1998. W procedurze
wykonania podano dwie metody oznaczania zawarto$ci kwasu askorbinowego,
miareczkowg z wykorzystaniem 2,6-dichlorofenoloindofenolu:  stosowang
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do produktow bezbarwnych i stabo zabarwionych oraz spektrofotometryczna
w przypadku produktéw silnie zabarwionych. Najbardziej preferowana technika
analityczna wykorzystywang w badaniach witaminy C jest wysokosprawna
chromatografia cieczowa poniewaz zapewnia ona wigkszg selektywnos$¢ niz
techniki spektrofotometryczne, miareczkowe czy metody enzymatyczne, a stopien
czulosci w duzej mierze zalezy od doboru odpowiednich detektoréw [Novakova
i in., 2008]. Techniki polarograficzne, sg stosowane W 0znaczaniu witaminy C ze
wzgledu na duza doktadno$¢ i tatwo$¢ wykonania. Opracowane w ostatnich
dziesigcioleciach techniki polarograficzne migdzy innymi impulsowa polarografia
réznicowa, mialy na celu eliminacje niedogodnosci, jakimi cechuje si¢ klasyczna
polarografia stalopradowa oraz zwigkszenie czuloSci oznaczen i automatyzacje
pomiaru. Duza liczba dostepnych metod oznaczania witaminy C powoduje
otrzymywanie rozbieznych wynikow gléwnie z powodu uzycia réznych metod
[Bates, 1994].

Celem badan bylo poréwnanie wynikéw oznaczen kwasu askorbinowego
metodg impulsowej polarografii réznicowej (DPP) oraz spektrofotometryczng
zgodnie z PN-A-04019:1998, z wynikami otrzymanymi metoda odniesienia
z wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwrdconych
z detekcja spektrofotometryczng (HPLC-DAD).

Material i metody badan
Materiat

W  badaniach  wykorzystano sok pomaranczowy, wielowarzywny,
multiwitaminowy i jabtkowy (metny) oraz nektar porzeczkowy. Wszystkie soki
i nektar zakupiono w lokalnym sklepie, na etykiecie soku jabtkowego,
wielowarzywnego i multiwitaminowego producent zawart informacje o fortyfikacji
witaming C. Kwas askorbinowy, 2,6-dichlorofenoloindofenol zakupiono w firmie
Sigma-Aldrich (USA), kwas metafosforowy w Merck (Niemcy), ortofosforowy,
szczawiowy i ksylen w POCH S.A (Polska).

Wszystkie analizy wykonywano w szeSciu powtérzeniach a w trakcie
wykonywania wszystkich etapéw analiz w laboratorium utrzymywano temperature
ok. 24+1°C. Wyniki wyrazono w mg analitu na 100g produktu.

Metoda spektrofotometryczna oznaczenia zawartosci kwasu askorbinowego

Oznaczenie prowadzono wg znormalizowanej metody PN-A-04019:1998
,Produkty spozywcze - Oznaczanie zawartosci witaminy C”, polegajacej na
ilosciowym utlenieniu w $rodowisku kwasnym kwasu askorbinowego do
dehydroaskorbinowego za pomoca nadmiaru 2,6-dichlorofenoloindofenolu,
nastgpnie na  ekstrakcji nadmiaru  barwnika za  pomoca  ksylenu
i spektrofotometrycznym oznaczeniu nadmiaru barwnika przy dtugosci fali 500 nm
na spektrofotometrze VV-630 (Jasco).
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Metoda chromatograficzna oznaczania zawartosci kwasu askorbinowego
Przygotowanie probki do analizy

Probke odwazano z doktadnoscig do 1 mg (my), nastepnie dodawano 2% roztwor
kwasu metafosforowego 1 ponownie wyznaczano mase¢ probki z kwasem
metafosforowym (m,.). Obliczano wspodlczynnik rozcienczenia (F), ktory
nastepnie wykorzystywano w okresleniu zawarto$ci analitu w probce. Probke
filtrowano z uzyciem filtra strzykawkowego o porowatosci 0,45 um.

F = Mk
i &)

Analiza chromatograficzna

Do analizy kwasu askorbinowego wykorzystano technike wysokosprawnej
chromatografii cieczowej w ukladzie faz odwroconych. Zestaw do HPLC
wyprodukowany przez firme¢ Varian (USA), wyposazony byt w detektor z matryca
diodowa (DAD, model 335), pompe izokratyczna (model 210) zawdr dozujacy
7725 i (Rheodyne, USA) i termostat kolumn. Sterowanie i akwizycja danych
odbywata si¢ przy uzyciu Galaxie Chromatography Data System wersja 1.9.302
(Varian, USA). Do przeprowadzenia rozdziatu chromatograficznego zastosowano
kolumng¢ chromatograficzng Gemini (150 x 4,6 mm, 3um, C18) polaczona
z prekolumng Gemini (C18 4x3 mm) firmy Phenomenex (USA). Do uktadu
chromatograficznego dozowano 20 uL ekstraktu. Fazg ruchoma stanowit roztwor
kwasu ortofosforowego o pH=2,8 i natezeniu przeplywu 0,6 mL/min.
Chromatogramy rejestrowano przy 244 nm i temperaturze kolumny 30°C. Stezenie
kwasu askorbinowego w analizowanym ekstrakcie wyznaczono z roéwnania
krzywej kalibracyjnej sporzadzonej na podstawie wynikow analizy roztworow
wzorcowych. Identyfikacje kwasu askorbinowego przeprowadzono na podstawie
czasu retencji oraz widma UV substancji wzorcowej. Zawartos¢ kwasu
askorbinowego w probce wyznaczano na podstawie wzoru (2)

Cum-F

Ay = 10 )
gdzie: Caa — stezenie kwasu askorbinowego w ekstrakcie (ug/mL)

Przeprowadzono walidacje chromatograficznej metody odniesienia, ktora
szczegdtowo opisano w artykule Mazurek i Jamroz [2015]. Wykazano, ze metoda
jest liniowa, w zakresie stezen 2,5 — 100 pg/mL i precyzyjna. Granica
wykrywalno$ci kwasu askorbinowego wyznaczona na podstawie parametrow
krzywej wzorcowej wynosi 0,163 mg/100g a granica oznaczalnosci 0,49 mg/100g.
Poprawno$¢ metody chromatograficznej wyznaczono, poprzez przeprowadzenie
analizy probki certyfikowanego materiatu odniesienia (BCR 431, IRMM, Belgia).
Porownanie otrzymanej wartosci $redniej (500,3+10,2 mg/100g) z wartoscia
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certyfikowang (483+9,8 mg/100g) wskazuje na brak istotnych statystycznie roznic
co $wiadczy o poprawno$ci metody.

Metoda oznaczania zawartosci kwasu askorbinowego technikq impulsowej
polarografii roznicowej (DPP).

Przygotowanie probki do analizy kwasu askorbinowego oraz wyznaczenie
wspotczynnika rozcienczenia (F), bylo analogiczne jak w  analizie
chromatograficznej. W badaniach wykorzystano woltamperometryczny analizator
sladéw 746 VA firmy Metrohm ze stanowiskiem pomiarowym VA 747 Stand.
Zastosowano uktad trojelektrodowy, w ktérym elektroda pracujaca jest kroplowa
elektroda rteciowa a pomocniczg platynowa. Potencjat elektrody pracujace;
mierzono w stosunku do elektrody odniesienia Ag/AgCI/KCI. Oznaczenie
ilosciowe prowadzono metoda trzykrotnego dodatku standardu za pomoca
automatycznego dozownika standardu Dosino 700 (Metrohm). Zawarto$¢ kwasu
askorbinowego w probie wyznaczono na podstawie wzoru (2). Oznaczenie
jakosciowe kwasu askorbinowego prowadzono w oparciu o porownanie potencjatu
jego piku (otrzymanego z analizy proby) z potencjatem pikéw otrzymanych po
trzykrotnym dodaniu do proby roztworu wzorcowego (Rys. 1). Bezposrednio do
naczynka polarograficznego dodawano 10 mL buforu octanowego o pH 4,6 oraz
0,5 mL ekstraktu analizowanej proby. Przed pomiarem polarograficznym roztwor
przeptukiwano przez 5 minut argonem celem usunigcia tlenu. Podczas analizy
polarograficznej zastosowano nastgpujace warunki: potencjal poczatkowy: -50 mV,
potencjat koncowy: 200 mV, czas trwania impulsu: 40 ms, amplituda impulsu:
50 mV.

250

200

I (nA)

100

50

0 0,05 0,1 0,15 0,2
U (mV)

Rys. 1. Polarogramy kwasu askorbinowego z ekstraktu proby (linia przerywana)
1 trzykrotnego dodatku roztworu wzorcowego (linie ciggle)
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Poréwnanie wynikdw, otrzymanych z wykorzystaniem polarograficznej
i spektrofotometrycznej metody z wynikami z chromatograficznej metody
odniesienia przeprowadzono wykorzystujac metode obliczania stosunku $rednich
wynikdw 1 niepewnosci jego wyznaczenia [Konieczka i Namie$nik, 2009].

Polega ona na obliczeniu stosunku P wartosci $rednich wynikéw oznaczen oraz
niepewnosci U dla tak wyznaczonej wartoSci P. Wnioskowanie przebiega
W nastepujacy sposob: jezeli w przedziale wyznaczonej wartosci obliczonego
stosunku P + niepewno$¢ U jego wyznaczenia (P - U, P + U) zawiera si¢ wartos¢ 1,
nalezy wnioskowac, iz pordwnywane wartosci Srednie nie r6znig si¢ miedzy soba
W sposéb statystycznie istotny. Obliczenia wartosci P i U wykonywano korzystajac
7€ WZOrow:

p-_% ®)
XipLc
U —k \/SZ +StpLc (@)
[X + Xypic j
2

gdzie:
X — érednie stezenie wyznaczone metodg spektrofotometryczng lub polarograficzna
XhpLc — Srednie stezenie wyznaczone metoda chromatograficzna
k — wspotczynnik rozszerzenia wynoszacy 2 (dla przedziatu ufnosci 95%)
S — odchylenie standardowe wynikow uzyskanych metodg spektrofotometryczng
lub polarograficzng
SupLc — odchylenie standardowe wynikow uzyskanych metoda chromatograficzng

Wyniki i dyskusja

W zwigzku z brakiem opracowanej, uznanej miedzynarodowo metody
oznaczania witaminy C w przeprowadzonych badaniach, jako metod¢ odniesienia
wybrano metod¢ wykorzystujaca technik¢ wysokosprawnej chromatografii
cieczowej polaczonej z detektorem z matrycg diodowa, gdyz w wyniku potaczenia
rozdzialu chromatograficznego i jednoczesnej rejestracji widma w zakresie UV
oznaczanych substancji umozliwia ona uzyskanie wysokiej selektywnosci. Tabela
1 zawiera porownanie wynikow analiz kwasu askorbinowego uzyskanych metoda
spektrofotometryczng i chromatograficzng. Otrzymane wyniki wykazuja
statystycznie istotne réznice w przypadku nektaru z czarnej porzeczki oraz sokéw
jablkowego wielowarzywnego 1 multiwitaminowego. Jedynie w przypadku analizy
kwasu askorbinowego w soku pomaranczowym uzyskano zgodne wyniki.
Spowodowane jest to wystgpowaniem w roéznym stopniu, w analizowanych
produktach, zwiazkow interferujacych w spektrofotometrycznym oznaczeniu
kwasu askorbinowego, inne substancje redukujace obecne w probce moga
redukowa¢ 2,6-dichlorofenoloindofenol i1 zawyza¢ otrzymane wyniki analiz.

188



Najwieksza roznice zaobserwowano w przypadku analizy probki nektaru z czarnej
porzeczki. W badaniach przeprowadzonych przez Danielczuk i wsp. [2004]
spektrofotometryczna metoda zgodna z ISO 6557/2, a wigc i z Polskg Norma PN-
A-04019:1998 zostata uzyta jako metoda odniesienia, w poréwnaniu z metoda
enzymatyczng. Porownanie przeprowadzono metoda analizy funkcji regres;ji
wynikéw uzyskiwanych w probach réwnolegtych. Wyniki tych badan wskazuja na
otrzymywanie niezgodnych wynikéw analiz zawartosci kwasu askorbinowego
W soku porzeczkowym. Metody spektrofotometryczne dzieki dostepnosci
i fatwosci wprowadzenia do analiz rutynowych, sa szeroko wykorzystywane,
jednak Zadna z nich nie jest wystarczajaco specyficzna [Arya i in., 1998].
Hernandez i wsp. [2006] przeprowadzili badania analizy zawarto$ci witaminy C
w owocach tropikalnych metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej, ktore
porownali z wynikami uzyskanymi znormalizowana metoda miareczkowa
zuzyciem 2,6-dichlorofenoloindofenolu [AOAC, 1990], ktéra jest rownowazna
z metodg miareczkowg opisang w Polskiej Normie PN-A-04019. W wyniku tych
badan stwierdzono réwnowazno$¢ wynikdw otrzymanych obiema metodami
analitycznymi, co moglo by¢ spowodowane mniejsza zawarto$cig substancji
interferujagcych w oznaczanej matrycy prob, podczas oznaczenia witaminy C
metodg miareczkows.

Tab. 1. Poréwnanie wynikow analiz uzyskanych metoda spektrofotometryczng
(PN-A-04019) z chromatograficzna metoda odniesienia (HPLC-DAD).

PN-A-04019 HPLC-DAD
$rednia S $rednia S
Proba (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) P U | Zgodnosé¢
sok jabtkowy 41,06 1,96 34,89 1,14 1,18 0,12 nie
neklar z czamej |, o 1,32 16,52 0,60 151 | 014 | nie
porzeczki
sok
; 26,23 0,76 24,27 0,94 1,08 0,10 tak
pomaranczowy
sok .
. 11,63 0,62 9,89 0,32 1,18 0,13 nie
wielowarzywny
sok .
Lo 14,35 0,67 11,49 0,42 1,25 0,12 nie
multiwitaminowy

W Tabeli 2 przedstawiono poréwnanie wynikow analiz zawartosci kwasu
askorbinowego uzyskanych metoda impulsowej polarografii roznicowej
z chromatograficzng metodg odniesienia. W przypadku analiz wszystkich
badanych prob nie stwierdzono statystycznie istotnych réznic. Metoda impulsowe;j
polarografii réznicowej pozwala uzyska¢ wiarygodne i precyzyjne wyniki
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charakteryzujace si¢ wysokg zgodnoscia z chromatograficzng metoda odniesienia.
Podobne wnioski przedstawili Esteve i wsp. [1995], ktorzy pordéwnali
polarograficzng i chromatograficzng metod¢ oznaczania kwasu askorbinowego
W preparatach dla niemowlat.

Tab. 2. Poréwnanie wynikdéw analiz uzyskanych metoda impulsowej polarografii
réznicowej (DPP) z chromatograficzng metoda odniesienia (HPLC-DAD).

DPP HPLC-DAD
$rednia S $rednia S Zgodno
Proba (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) | (mg/100g) P U $¢
sok jabtkowy 35,99 0,94 34,89 1,14 1,03 | 0,08 tak
nektar z czarme] 15,26 0,50 16,52 060 | 092|010 tak
porzeczki
sok pomaranczowy 22,61 0,81 24,27 0,94 0,93 | 0,11 tak
sok
. 10,55 0,45 9,89 0,32 1,07 | 0,11 tak
wielowarzywny
sok
Lo 10,46 0,75 11,49 0,42 0,91 | 0,16 tak
multiwitaminowy

W pracy tej wykazano, ze obie metody prowadza do uzyskania statystycznie
jednakowych wynikow. Metoda impulsowej polarografii roznicowej jest
rownorzgdna w stosunku do chromatograficznej metody odniesienia a jej gtdéwna
zaleta jest duza czuto$¢ i selektywnos¢. Metoda polarograficzna moze byé
rekomendowana do rutynowych analiz, w zwigzku z krétkim czasem wykonania
i prostotg analizy.

Whioski

1. Metoda spektrofotometryczna analizy kwasu askorbinowego wykorzystujaca
2,6-dichlorofenoloindofenol charakteryzuje si¢ niskg selektywnoscig i powinna
by¢ stosowana ze szczegdlng ostroznoscig gdyz w wielu przypadkach prowadzi
do otrzymania zawyzonych wynikow.

2. Metoda analizy kwasu askorbinowego wykorzystujgca impulsowg polarografie
réznicowg prowadzi do otrzymania wynikéw zgodnych z chromatograficzng
metodg odniesienia.

3. W zwigzku z krotkim czasem wykonania 1 prostota analizy metoda
polarograficzna moze by¢ rekomendowana do rutynowych analiz.

Praca zostata sfinansowana w ramach dziatalnosci statutowej z dotacji

Ministerstwa Nauki i Szkolnictwa Wyziszego dla Wydzialu Nauk o Zywnosci
i Biotechnologii Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.
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ZDOLNOSC ROZNYCH ZAKWASOW PIEKARSKICH DO
DEGRADACJI TRICHOTECENOW Z GRUPY B W CIESCIE
ZYTNIM

JAROSLAW  MAZURKIEWICZ, STANISLAW  MLEKO, MARTA
TOMCZYNSKA-MLEKO, ANNA STOJ, ALDONA SOBOTA, EWA
SOLARSKA

Streszczenie

W pracy przebadano pie¢ réznych zakwasow piekarskich pochodzacych
z piekarni z okolic Lublina pod katem ich efektywnosci w degradacji mikotoksyn
fuzaryjnych: deoksyniwalenolu (DON), 3 i 15-acetylodeoksyniwalenolu
(3 115AcDON) i niwalenolu (NIV) podczas fermentacji w cieScie zytnim.
Jako dodatkowa opcje do poréwnania z zakwasami wykorzystano do fermentacji
ciasta bakterie szczepu Lactobacillus fermentum. Zastosowano w tym celu
sztucznie skazong tymi mikotosksynami make do poziomu 1mg/kg
i przeprowadzono fermentacje trwajaca 12 i 24 godziny. Zawarto$¢ pozostatych
po fermentacji mikotoksyn analizowano metoda chromatografii gazowej GC/MS.

Z pieciu przebadanych zakwaséw najlepszym stopniem degradacji mikotoksyn
okazat si¢ zakwas nr 2, ze $rednig redukcja 47%. Jednak maksymalny wynik
ograniczania zawartosci mikotoksyny uzyskal zakwas 3 podczas dekontaminacji
deoksyniwalenolu, ktory zostal zredukowany az o 88,05%. Sredni zakres
degradacji mikotoksyn przez badane zakwasy miescil si¢ w granicach od 34%
do 47%. Jednak bardziej widoczne byly roznice w degradacji pojedynczych
mikotoksyn. Maksymalny wynik ograniczania zawartosci mikotoksyny uzyskano
przy dekontaminacji deoksyniwalenolu, ktory zostat zredukowany przez jeden
z zakwasOw az o 88%, Natomiast przez inny zakwas ta sama mikotoksyna zostata
zredukowana tylko 0 12%. Wydtuzony czas fermentacji w wiekszos$ci przypadkow
nie mial znaczenia na obnizenie poziomu mikotoksyn, ale w kilku przypadkach
spowodowal jeszcze wyzszg redukcj¢ mikotoksyn.

Stowa Kkluczowe: zakwasy piekarskie, deoksyniwalenol, niwalenol, degradacja,
chromatografia gazowa, GC/MS

Wprowadzenie

Mikotoksyny sa grupa zwigzkéw zaliczanych do wtérnych metabolitow
grzybow plesniowych, gtownie z rodzajow Aspergillus, Penicillum i Fusarium.
Wystepuja w wielu produktach pochodzenia roslinnego, najczes$ciej wykrywane sa
w zbozach i ich przetworach. Te wtorne produkty przemiany materii nie maja
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bezposredniej roli w procesach wzrostu grzybni, jednak sa produkowane gtownie
w warunkach deficytu sktadnikow pokarmowych, wymaganych do wzrostu grzyba
[Grajewski 2006]. W Polsce zatrucia mikotoksynami nie sg czgsto spotykane,
mimo to trzeba uwaza¢ na jako$¢ pozywienia, gdyz nawet bardzo male ilosci
mikotoksyn w spozytym pokarmie mogg doprowadzi¢ do powaznych dolegliwosci
zotadkowych, zatrucia i zmiany w organizmie ludzkim [Stepien i in. 2007].

Spozywanie zywnosci lub podawanie paszy skazonej mikotoksynami wywotuje
rézne choroby u ludzi i zwierzat okreslane jako mikotoksykozy (np. nowotwory,
krwotoki). Stanowia one bezposrednie zagrozenie dla cztowieka i1 zwierzat
statocieplnych. Dlatego tez istnieje konieczno§¢ monitorowania wystepowania tych
zwiazkow w artykutach spozywczych oraz ich dekontaminacja [Pokrzywa i inni
2007]. W réznych badaniach naukowych, ktéorych celem byla eliminacja
mikotoksyn wykorzystano takie organizmy jak: bakterie Acinetobacter
calcoaceticus, grzyby plesniowe Aspergillus Niger, bakterie fermentacji mlekowej
z rodzaju Lactobacillus oraz drozdze z rodzaju Saccharomyces [Slizewska 2008].

Szczegb6lng uwage nalezy zwrdci¢ na bakterie fermentacji mlekowej ze wzgledu
na ich korzystne oddzialywanie na organizm cztowieka oraz szerokie zastosowanie
w produkcji zywnosci fermentowanej. Wiele badan potwierdza, ich zdolno$¢ do
rozkladania réznych mikotoksyn takich jak: aflatoksyny B1, ochratoksyny A,
DON, NIV, ZEA, fumonizyny FBI1 i FB2, tak wigc wykorzystanie niektorych
szczepow LAB moze staé si¢ alternatywa dla innych metod rozktadu mikotoksyn
[Mazurkiewicz i in. 2012; Mazurkiewicz 2011]. Bakterie te hamujg wzrost plesni
oraz tworzenie przez nie mikotoksyny. Probiotyki zwigkszaja wykorzystanie paszy
poprzez produkcje i dziatanie enzymow hydrolitycznych [Slizewska 2008].

Wséréd roznych  mikroorganizmoéw  majacych  zdolno$¢ do degradacji
mikotoksyn bakterie fermentacji mlekowej stanowig unikalng grupe, majaca
szerokie zastosowanie w fermentacji i konserwowaniu zywno$ci [Shetty
i Jespersen 2006]. Wielu badaczy sugeruje, ze bakterie fermentacji mlekowe;j
hamuja rozwoj plesni, bakterii patogennych, poniewaz syntetyzuja kwas mlekowy
i inne metabolity, ktére moga réwniez powodowaé degradacje mikotoksyn.
Do tych mikroorganizméw naleza: Lactococcus lactis, Lactobacillus acidophilus,
Streptococcus lactis [Fusch i in. 2008].

Kultury starterowe, o okreslonym sktadzie mikroflory, po zaszczepieniu nimi
ciasta warunkujg prawidlowy i powtarzalny przebieg fermentacji i wptywaja na
poprawe jakosSci pieczywa [Ostasiewicz 1 in. 2008]. Sposrod bakterii
homofermentacyjnych  najczgsciej spotykanym  gatunkiem w  kulturach
starterowych jest L. plantarum, natomiast wsérod heterofermentacyjnych L. brevis
i L. sanfranciscensis [Piasecka-J6zwiak i Rozmierska 2012].

Celem przeprowadzonej pracy bylo okreslenie zdolnosci dostepnych na rynku
zakwasow piekarskich do degradacji nivalenolu, deoksyniwelanolu oraz jego
pochodnych podczas fermentacji ciasta zytniego i wybranie najlepszego
z przeznaczeniem do zastosowania jako kultury starterowej do produkcji pieczywa.
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Material i metody badan

Do badan wuzyto wzorcéw mikotoksyn deoksyniwalenol, niwalenol,
3-acetylodeoksyniwalenol, 15- acetylodeoskyniwalenol. o stezeniu 200ug/ml,
(SIGMA-ALDRICH).

Zakwasy pochodzily z piekarn z okolic Lublina. Zostaly one oznaczone
symbolami jako zakwas 1, zakwas 2, zakwas 3, zakwas 4, zakwas 5.

Jako dodatkowa opcje do poréwnania z zakwasami wykorzystano
do fermentacji ciasta bakterie szczepu Lactobacillus fermentum i prébe 0znaczono
jako bakterie. Bakterie pochodzity z kolekcji Katedry Biotechnologii, Zywienia
Czlowieka i Towaroznawstwa Zywnoséci Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie
i hodowane byly na bulionie MRS, pochodzacym z Zakladow Enzymow
i Peptonow w Lodzi. Do przygotowania ciasta wykorzystano make zytnig typ 750
pochodzacg z mtyna Szczepanki Sp. z 0.0.

Przygotowanie bakterii

Do szklanej kolby zawierajacej 250 cm® sterylnego bulionu MRS zaszczepiono
6 cm® inokulum po 24 godzinnej hodowli. Nastepnie probowki inkubowano
w cieplarce TYP-CEE-2 firmy TERMOMETA przez 24 godziny w temperaturze
37°C (optymalnej temperaturze wzrostu). Po inkubacji oszacowano stezenie
komorek bakterii za pomocg pomiaru OD przy diugosci fali 600 nm na
spektrofotometrze PLUS firmy Biorad. Przed pomiarem probowki wstrzgsano na
worteksie TTS firmy IKA WORKS INC w celu rownomiernego rozmieszczenia
komorek na catej objetosci MRS. Do badan uzyto hodowli ptynnej o stezeniu OD
réwnym 1,7. Nastgpnie MRS z bakteriami przelewano do probowek wirowkowych
i wirowano w wiréwce CENTRIFUGE typ MPW 310 przy 12 000 g przez 15 min.
po odwirowaniu supernatant usuwano, a do probowek z odwirowanymi komoérkami
bakterii dodawano 5 cm® wody destylowanej i worteksowano.

Przygotowanie ciasta

Do zlewek o pojemnosci 100 cm® odwazano po 10 g maki zytniej typ- 750 ,
nastgpnie dodano 10 cm® wody. Do kazdej zlewki dozowano 15 ul weczesniej
przygotowanegp roztworu odpowiedniej toksyny. Nastepnie dodawano 2,5 g
zakwasu. Mieszano do uzyskania konsystencji ciasta, a nastepnie dzielono na pot
i poddawano 12-godzinnej i 24- godzinnej fermentacji. W przypadku probek
z bakteriami Lactobacillus fermentum,, do zlewek dodawano 6 cm® wody, 11 g
maki oraz odpowiednie mikotoksyny, a nast¢pnie . 5 g worteksowanych bakterii.
Mieszano do uzyskania konsystencji ciasta. Tak przygotowane probki wstawiano
do cieplarki Termometa Typ CWE-2, gdzie zachodzita fermentacja w temperaturze
32°C przez 12 i 24 godziny. Po zakofczeniu fermentacji probki mrozono
do temperatury -80°C, a nastepnie liofilizowano w liofilizatorze LABCONCO
REEEZONE. Wykonano takze proby zerowe, do ktorych nie dodawano
mikotoksyn oraz takie do ktorych nie dodawano zakwasu i nie poddawano
fermentacji.
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Analiza chromatograficzna GC/MS

Liofilizowane probki zmielono w miynku elektrycznym (typ- WZ), odwazono
5 g i umieszczono w kolbie stozkowej. Nastgpnie dolano do nich 20 cm?®
mieszaniny acetonitryl - woda ( w stosunku 84:16) i umieszczono w wytrzasarce
firmy ELPIN+ water Bath shaker typ 357 na 10 minut. Po tym czasie przesgczono
mieszaning przez saczek do kolb stozkowych. Otrzymany ekstrakt przepuszczono
przez ztoze w kolumienkach chromatograficznych do probowek. Nastepnie
z probowek pobrano 2 cm® filtratu do fiolek. Tak przygotowane probki
umieszczono na 24 godziny w komorze prozniowej firmy VARIAN do
catkowitego wysuszenia.

Po wysuszeniu probek dokonano ich derywatyzacji, czyli przeprowadzenia
trudno lotnej toksyn w jej lotne i trwale pochodne. W tym celu do kazdej fiolki
dodano 0,1 cm® roztworu DMAP w mieszaninie toluen:acetonitryl (w stosunku
80:20) i 0,05 cm® PFPA (bezwodnik pentafluoropropionowy 99%) jako odczynnik
derywatyzacyjny.

Zamkniete fiolki ogrzewano w cieplarce Zatemet SML32/250 w temperaturze
60°C przez 60 minut. Po ochtodzeniu probek dodanol cm?® 3% roztworu NaHCO;
i dobrze wymieszano. Po utworzeniu si¢ dwoch frakcji pobierano 60ul frakcji
toluenowej do analizy chromatograficznej

Analiza mikotoksyn zostala wykonana na chromatografie gazowym ze
spektrofotometrem mass GC- MS QP 2010 PLUS firmy SHIMADZU z kolumng
kapilarng Factor Four: VF-1 ms, wymiary: 30m; 0,32 mm; IDDF= 0,25 um firmy
VARIAN.

Temperatura dozownika wynosita 250°C, program iniekcji ,,Splitless”. Gazem
noénym byt hel o stalym przeptywie kolumnowym 0,88 cm®min. Detektor
pracowal w temperaturze 220°C. Energia jonizacji wynosita 90 V. Wszystkie
oznaczenia wykonano w trzech powtdrzeniach.

Wyniki i dyskusja

Najlepsze wyniki degradacji toksyny DON w czasie 24- godzinnej fermentacji
ciasta z magki zytniej wykazaly bakterie Lactobacillus fermentum, ktore
zdegradowaty az 90,75% toksyny (Rys. 1). W tym przypadku na degradacje DON
miat rowniez wptyw czas, gdyz w ciagu 12- godzinnej fermentacji ciasta, mniejsza
ilo$¢ toksyny zostata zredukowana niz w ciggu 24 godzin. Rownie dobre rezultaty
uzyskat zakwas numer 3, jednak w tym przypadku dtugo$¢ fermentacji ciasta miata
mniejsze znaczenie niz w przypadku bakterii. Zdecydowanie gorsze wyniki
uzyskat zakwas numer 1, ktéory zdegradowat toksyne tylko o 12,25%
w ciggu 12 godzin oraz o 18,7% w czasie 24-godzinnej fermentacji. Zakwasy 2, 3
oraz 4 i 5 wykazaly podobng aktywnos¢ w redukcji mikotoksyny.
Czas fermentacji w przypadku tych zakwasow (2, 3, 5) nie mial wigkszego
znaczenia.
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Rys. 1. Degradacja deoksyniwalenolu podczas 12 i 24- godzinnej fermentacji ciasta
z maki zytniej przez zakwasy i bakterie Lactobacillus fermentum.
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Rys. 2. Degradacja 15-ACDON podczas 12 i 24- godzinnej fermentacji ciasta
z maki zytniej przez zakwasy i bakterie Lactobacillus fermentum.

W przypadku degradacji 15- acetylodeoksyniwalenolu najlepsze wyniki uzyskat
zakwas 2, ktory podczas 24- godzinnej fermentacji, zredukowal 47,95% toksyny,
natomiast w czasie 12 godzin zawarto$¢ spadta o 43,9% (Rys. 2). Réwnie dobre
rezultaty uzyskaty zakwasy 1 oraz 5 ktore zmniejszyly poziom toksyny, kolejno
040,5% (12 godzin) oraz 30,85% (24 godziny). Zakwas 4 oraz bakterie
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odznaczyly si¢ podobnym stopniem redukcji toksyny 15- AcDON, degradujac
kolejno 30,85% (24 godziny) oraz 25,15% (12 godzin). Najgorsze rezultaty, jednak
nie odbiegajace bardzo od pozostatych wynikdéw, uzyskat zakwas numer 3
obnizajgc poziom toksyny o 22,6% w ciagu 24 godzin oraz 24,15% (12 godzin).
W tym przypadku, dtuzszy czas fermentacji ciasta, okazal si¢ bardziej efektywny
jedynie w przypadku zakwasu numer 2.

& ,
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W fermentacja 24 h| 52,35 49,9 31 11,4 38,15 36,95
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b
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Rys. 3. Degradacja 3-ACDON podczas 12 i 24- godzinnej fermentacji ciasta
z maki zytniej przez zakwasy i bakterie Lactobacillus fermentum.

Najlepsze wyniki degradacji toksyny 3- acetylodeoksyniwaleonolu uzyskat
zakwas numer 1, ktéry zredukowat az 53,05% (12 godzin) tej mikotoksyny
(Rys. 3). Podobne rezultaty zostaly osiagnigte przez zakwas numer 2, ktory
zredukowal $rednio 50,2% toksyny. Zakwasy 3 1 5 oraz bakterie odznaczyly si¢
podobnym stopniem redukcji toksyny 3-AcDON, degradujac odpowiednio 31,9%,
38,15% oraz 40,6%. Natomiast zakwas 4 najgorzej redukowal 15-AcDON
zmniejszajac poziom toksyny o 11,6% Dtuzszy czas fermentacji ciasta, podobnie
jak w przypadku toksyny 3-AcDON nie miat wigkszego znaczenia. WyniKki
uzyskane podczas 12 godzinnej fermentacji okazaly si¢ bardzo podobne, a w kilku
przypadkach nieznacznie lepsze.

Niwalenol najlepiej zostat zredukowany przez bakterie, ktore obnizyly jego
poziom o 40,65% w ciggu 24- godzinnej fermentacji (Rys. 4). Okoto 39,65%
zostato zdegradowane podczas 24- godzinnej fermentacji przez zakwas numer 1.
Rownie dobre wyniki uzyskat zakwas numer 3, ktory zdegradowal 35,75%
(po 24 godz.). Znacznie gorsze wyniki otrzymano z zakwasow 4 i1 5, ktore
zdegradowaty kolejno 16,5% oraz 14,25% toksyny. Najmniejsza redukcje¢ wykazat
zakwas 2, ktory zdegradowat $rednio 9,12%. Jedynie w przypadku zakwasow
numer 1 oraz 3 dtuzszy czas fermentacji okazat si¢ by¢ skuteczniejszy.
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Wyniki zawarte w Tabeli 1 wykazuja, iz zakwasy, jak roéwniez bakterie
najlepiej degradowaly deoksyniwalenol, ktorego w wyniku degradacji
z poczatkowe] warto$ci 1mg/kg przed fermentacja $rednio pozostato 0,27 mg,
natomiast bakterie Lactobacillus fermentum, w ciggu 24 godzin zdegradowaty
az 0,91 mg tej mikotoksyny. Najgorzej degradowana mikotoksyng okazat si¢
niwalenol, ktérego zakwas numer 2 zredukowat jedynie 0,08 mg.
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zakwas1 | zakwas? | zakwas3 | zakwas 4 | zakwas5 | bakterie
fermentacja 12h| 32,35 g 33,35 16,9 14,2 39,15
mfermentacja 24 h| 39,65 10,25 35,75 16,5 14,25 40,65

Rys. 4. Degradacja niwalenolu podczas 12 i 24- godzinnej fermentacji ciasta
z maki zytniej przez zakwasy i bakterie Lactobacillus fermentum.

Najlepszym zakwasem, ktory $rednio najlepiej rozkladat wszystkie
mikotoksyny okazal si¢ zakwas numer 2. Jednak najlepiej degradowane byly
mikotoksyny przez bakterie Lactobacillus fermentum, ktore redukowaty toksyny
srednio o 48%. Najmniejszg redukcje wykazat zakwas numer 4, ktéry degradowat
srednio 34%. Wydluzony czas fermentacji praktycznie nie miat znaczenia przy
obnizaniu poziomu mikotoksyn. Wyniki redukcji toksyn po 12 godz. fermentacji,
w niewielkim stopniu r6znity si¢ od wynikow osiagnietych podczas 24 godzin.

Tab. 1. Pozostatosci mikotoksyn po 12 i 24- godzinnej fermentacji ciasta z maki
zytniej z dodatkiem odpowiednich zakwasow i bakterii Lactobacillus fermentum.
Pozostatosci mikotoksyn [mg/kg]

Deoksyniwalenol 3-AcDON 15-AcDON Niwalenol

12h 24 h 12h | 24h 12h 24h | 12h | 24h
Zakwas 1 | 0,88 0,81 047 | 048 0,60 0,60 | 0,68 [ 0,60
Zakwas 2 0,18 0,17 0,50 0,50 0,56 0,52 0,92 0,90
Zakwas 3 | 0,13 0,12 0,68 0,69 0,76 0,77 0,67 0,64
Zakwas 4 | 0,18 0,23 0,88 0,89 0,71 0,69 0,83 0,84
Zakwas5 | 0,23 0,22 0,64 0,62 0,61 0,62 0,86 0,86
Bakterie | 0,19 0,09 059 | 0,63 0,75 0,75 | 0,61 [ 059

Uzyte
zakwasy
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Stwierdzono, ze jednym z lepszych sposobow eliminacji mikotoksyn
Z pieczywa jest wprowadzenie technologii produkcji pieczywa na zakwasach.
Wraz z rozwojem bakterii mlekowych w zakwasie efektywnie zmniejsza sig¢
zawarto$¢ tych toksyn. Zakwaszenie ciasta skutecznie zapobiega rozwojowi plesni
na wyrobie koncowym zwiekszajac tym samym jego trwato§¢ mikrobiologiczna
[Diowksz 2006].

W  niniejszej pracy zbadano zdolno$¢  degradacji  mikotoksyn:
deoksyniwalenolu, 3-acetylodeoksyniwalenolu, 15-acetylodeoksyniwalenolu oraz
niwalenolu przez zakwasy oraz bakterie Lactobacillus fermentum. Okreslono takze
wplyw czasu fermentacji na stopien ograniczenia zawartosci powyzszych toksyn
W cie$cie zytnim.

Wyniki przeprowadzonych w tej pracy badan wykazuja, iz uzyte zakwasy
posiadaja zdolno$¢ do degradacji deoksyniwalenolu oraz jego pochodnych.
Podobne whasciwosci wykazaly bakterie Lactobacillus fermentum.

Jak sie okazuje wydluzony czas fermentacji miat nieznaczny wptyw na stopien
degradacji mikotoksyn. W niniejszej pracy otrzymano poroéwnywalne wyniki
degradacji mikotoksyn podczas dwunasto- i dwudziestoczterogodzinnej
fermentacji ciasta z maki zytniej. Potwierdzaja to prace badawcze naukowcow,
ktorych wyniki wskazuja, iz degradacja toksyn przez $ciang komorkowa
Saccharomyces cerevisiae jest procesem szybkim. W badaniach Beajoui i in.
[2004] redukcja ochratoksyny A po 5 minutach inkubacji wynosita 90%
I pozostawata niezmieniona po 72 godzinach inkubacji. W badaniach Santos i in.
[2000] adsorpcja toksyn okazata si¢ rowniez gwattownym procesem zachodzacym
w ciggu 2 minut. Shetty i in. [2007] wykazali, iz 75% redukcji aflatoksyny B;
nastgpito w pierwszych 30 minutach. Inne wyniki w swojej pracy otrzymaty
Piotrowska i Zakowska [2000], w ktorej degradacja ochratoksyny A wynosita 23%
po 10 godzinach inkubacji oraz 41% po 24 godzinach.

W pracy, do badan zostaly uzyte, rowniez bakterie Lactobacillu fermentum,
ktore jak si¢ okazato, najlepiej degradowaly mikotoksyny z ciasta. Bakterie
fermentacji mlekowej stanowia grupe, ktora jest szeroko stosowana w fermentacji
i konserwowaniu zywnosci. Wykazujg one zdolno$¢ do detoksyfikacji mikotoksyn
fuzaryjnych takich jak deoksyniwalenol, toksyna T-2, HT-2 i zearalenon oraz
aflatoksyn, ochratoksyn i patuliny [Fusch i in. 2008]. Bakterie fermentacji
mlekowej produkujg liczne zwigzki o aktywnos$ci bakteriobodjczej oraz hamujace
wzrost m.in. grzybow. Istnieja trzy ~mechanizmy, ktore tlumacza
przeciwdrobnoustrojowg aktywno$¢ szczepow LAB: produkcja kwasow
organicznych, wspotzawodnictwo o substancje odzywcze oraz synteza
antagonistycznych zwigzkéw [Kapturowska 2010]. El- Nezami [2002] twierdzi, ze
za wigzanie mikotoksyn przez bakterie mlekowe odpowiadaja polisacharydy oraz
peptydoglikany zawarte w $cianie komorkowej bakterii. Nikoderm [2006] rowniez
uwaza, ze mechanizmem degradacji mikotoksyn jest ich wigzanie do $ciany
komorkowej bakterii.
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Na stopien degradacji mikotoksyn fuzaryjnych wptywa warto$¢ pH. Najwyzszy
poziom redukcji fumonizyny nastepuje w pH réwnym 4 i spada drastycznie
W miare zwigkszania tej wartoSci. Zearalenon reaguje w niewielkim stopniu na
zmiang pH. Natomiast skuteczno$¢ redukcji DON i NIV nie jest zalezna
od wartosci pH.

Niewiele jest informacji na temat stabilno$ci i toksyczno$ci tworzonych
podczas fermentacji kompleksu mikotoksyn z bakteriami kwasu mlekowego.
Dlatego wazne sa kolejne badania, by méc w petni wykorzysta¢ zdolnosci bakterii
mlekowych do degradacji mikotoksyn w skali przemystowe;.

Whioski

1. Z pigciu przebadanych zakwas6éw najlepszym stopniem degradacji mikotoksyn
okazat si¢ zakwas nr 2, ze $rednig redukcja 47%. Jednak maksymalny wynik
ograniczania zawarto$ci mikotoksyny uzyskal zakwas 3 podczas
dekontaminacji deoksyniwalenolu, ktory zostat zredukowany az o 88,05%.

2. Najmniej efektywnie redukujacym zakwasem byl zakwas 4, ze S$rednig
degradacja wynoszaca 34%. Jednak podczas redukcji niwalenolu zakwas 2
uzyskatl najgorszy wynik degradujac jedynie 8% toksyny.

3. Bakterie Lactobacillus fermentum uzyskaty $rednig degradacje wynoszaca
48%. Wynik ten okazal si¢ by¢ najlepszym sposrod wszystkich uzyskanych
podczas degradacji mikotoksyn. Bakterie te uzyskaty rowniez najlepszy wynik,
podczas redukcji deoksyniwalenolu, redukujac az 90,75% tej toksyny.

4. Wydluzony czas fermentacji w wickszo$ci przypadkéw nie mial znaczenia na
obnizenie poziomu mikotoksyn. Jedynie przy degradacji deoksyniwalenolu
przez zakwas 1, 2 i bakterie Lactobacillus fermentum oraz niwalenolu przez
zakwas 2 otrzymano lepsze wyniki podczas 24- godzinnej fermentacji.

5. Najmniej podatng na degradacj¢ mikotoksyng byl niwalenol, ktorej zakres
degradacji wynosit od 8 do 40%.
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OCENA JAKOSCI DZEMOW POMARANCZOWYCH

JOANNA NIEC, APOLONIA STEFANIAK, BEATA STANUCH,
MALGORZATA SLOMA, AGNIESZKA BIELASZKA

Streszczenie

Na polskim rynku stodkich przetworow owocowych obserwuje si¢ duze
zainteresowanie konsumentéw dzemami owocowymi, ktore jednoczesnie sa
najczesciej wybieranymi produktami z tej grupy. W pordwnaniu do marmolad
i powidel, dzemy charakteryzuja si¢ najlepszym utrwaleniem sktadnikéw surowca
oraz jego cech sensorycznych. W §wiatowym rankingu spozycia pomaranczy kraje
Unii Europejskiej plasuja si¢ na trzeciej pozycji, co $wiadczy o duzej popularnosci
tych owocow.

Celem pracy byla ocena wybranych cech jakosci dzemoéw pomaranczowych.
Material badawczy stanowilo osiem dzeméw dostepnych w sprzedazy detalicznej
na tereniec Gornego Slaska (reprezentujace rozne segmenty cenowe) oraz dwa
dzemy wyprodukowane w pracowni technologicznej. W badanym materiale
oznaczono zawarto$¢: witaminy C, suchej masy oraz kwasowos¢ czynng. Wybrane
dzemy poddano analizie sensorycznej metodg szeregowania. Ocenie poddano
nastgpujace cechy: smak, zapach, barwe¢. Do analizy uzyskanych wynikow
wykorzystano program komputerowy MS Office Excel 2010 oraz Statistica 10.0,
dla wszystkich analiz statystycznych przyjeto poziom istotnosci p < 0,05.

Badane dzemy réznity si¢ pod wzgledem zawartosci kwasu askorbinowego.
Najnizsza zawarto$¢ witaminy C wynosita 0,43 mg/100g, a najwyzsza -
23,08 mg/100g. Zawarto$¢ suchej masy miescila si¢ w przedziale od 23,48% do
68,55%. Srednia wartos¢ pH badanych dzeméw wynosita 3,4 (+ SD 0,16). Wyniki
analizy sensorycznej wykazaly, iz cechy organoleptyczne takie jak: barwa, smak
i zapach, istotnie roznicuja badane dzemy. Jakos¢ dzemow produkcji wilasnej jest
wyzsza niz dzemoéw komercyjnych.

Stowa kluczowe: dzemy pomaranczowe, analiza sensoryczna, ocena jakosci

Wprowadzenie

Dzemy definiuje si¢ jako przetwory otrzymane przez gotowanie oczyszczonych
owocOw $wiezych, mrozonych lub pulp z cukrem, z dodatkiem substancji
zelujacych i ewentualnym dodatkiem kwasow spozywczych [PN-A-75100:1994P].
W produkcji dopuszcza si¢ réwniez stosowanie syropu skrobiowego, $rodkow
przeciwpiennych, konserwujacych, kwasu askorbinowego petnigcego funkcje
przeciwutleniacza oraz skladnikow  uszlachetniajacych. W  pordéwnaniu
do marmolad i powidet dzemy odznaczajg si¢ wyzszym stopniem zelowania
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i najwyzszym dodatkiem cukru [Oszmianski i Sozynski, 2001]. Ze wzgledu na
ilos¢ dodanego cukru dzemy dzieli si¢ na: nisko- i wysokostodzone. Produkty
wysokostodzone powinny zawiera¢ nie mniej niz 60% ekstraktu [PN-A-
75100:1994P], natomiast niskostodzone od 28 do 50% ekstraktu. Kwasowos¢
dzemow wysokoslodzonych powinna wynosi¢ 0,7%, natomiast dzemy
niskostodzone powinny posiada¢ kwasowo$¢ na poziomie 0,5% [Lachowicz i in.,
2014]. Na polskim rynku stodkich przetworéw owocowych udzial dzemow wynosi
67% [Kadzinska i in., 2014], ich spozycie deklaruje ponad 60% Polakéw w wieku
15 - 75 lat [Mironczuk-Chodakowska i in., 2011]. Do najchg¢tniej wybieranych
dzeméw w Polsce naleza: truskawkowy, brzoskwiniowy, wisniowy oraz z czarnej
porzeczki. Natomiast celem niniejszej pracy byta ocena wybranych cech jakosci
dzeméw pomaranczowych.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity dzemy pomaranczowe, dostepne na polskim
rynku spozywczym oraz dzemy przygotowane w pracowni technologicznej
Zakladu Technologii i Oceny Jakosci Zywnosci Katedry Dietetyki Slaskiego
Uniwersytetu Medycznego w Katowicach. Analizie poddano 8 dzemow réznych
marek, pochodzacych z sieci sklepow: Biedronka, Tesco oraz delikatesow Alma,
zakupionych na terenie Gornego Slaska. Dzemy przypisano do trzech przedziatéow
cenowych: ,,marki wlasne” (2 dzemy), ,,marki ogolnodostepne” (3 dzemy), ,,marki
ekskluzywne” (3 dzemy) oraz zakodowano kolejnymi literami alfabetu: ,,marki
wlasne” - A, B, ,,marki ogélnodostepne” - C, D, E, ,,marki ekskluzywne” - F, G, H,
oraz ,,dzemy wlasne” - I, J. Dzemy produkcji wlasnej zostaly przygotowane
W pracowni technologicznej w proporcji owocow do cukru 2:1. Jeden z dzemow
(dzem J) =zostat wzbogacony dodatkiem soku z cytryny. Sklad dzemoéw
zakupionych w sklepach przyjgto na podstawie informacji zawartych
na opakowaniu produktu.

W badanym materiale oznaczono zawarto$¢: suchej masy wg PN-90/A-
75101/03 i za pomoca wagosuszarki OHAUS MB23, witaminy C metoda
miareczkowg wg PN-A-04019:1998 oraz kwasowo$¢ czynng wg PN-90/A-
75101/06. Dzemy kupne (A, B, D, E, F, G) poddano analizie sensorycznej
wykonanej przez przeszkolony 12 osobowy panel sensoryczny w pracowni analizy
sensorycznej (zaprojektowanej 1 wykonanej zgodnie z normg PN-EN [1SO
8589:2010) przy Zaktadzie Technologii i Oceny Jakosci Zywnosci. Do powyzszej
analizy wybrano po 2 dzemy z kazdego przedziatu cenowego — z tego tez wzgledu
nie oceniano dzemu H (3-cia marka ekskluzywna). W analizie pominigte zostaty
takze dzemy produkcji wiasnej (I i J) oraz dzem C, ktore wyraznie roznity si¢ od
pozostalych barwa, zapachem, smakiem i konsystencja, co uniemozliwitoby
dokonanie obiektywnego poréwnania z innymi dzemami. Analiza sensoryczna
przeprowadzona zostala metoda szeregowania, w ktorej badano barweg, smak
i zapach. Oceniajacy szeregowali podane w losowej kolejnosci dzemy, w rosnagcym
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porzadku (od probki o najjasniejszej barwie, smaku i zapachu najmniej
charakterystycznym dla pomaranczy (I), do probki o barwie najciemniejszej,
smaku i zapachu najbardziej charakterystycznym dla uzytego surowca (VI).

Uzyskane wyniki poddano analizie przy uzyciu programu komputerowego MS
Office Excel 2010 oraz Statistica 10.0. Istotno$¢ réznic miedzy warto$ciami
srednimi oceniano za pomoca testu ANOVA rang Kruskala-Wallisa, oraz testu
dwustronnego z poprawka Bonferroniego. Dane uzyskane w analizie sensorycznej
opracowano za pomoca testu Friedmana z zastosowaniem wielokrotnych poréwnan
testem Dunna. Dla wszystkich analiz za istotny statystycznie przyjeto poziom
p <0,05.

Wyniki i dyskusja

Zawarto$¢ witaminy C, suchej masy oraz kwasowo$¢ czynng badanych dzemow
pomaranczowych przedstawiono w Tabeli 1.

W dostepnej literaturze z ostatniej dekady brakuje danych dotyczacych analizy
sensorycznej oraz fizykochemicznej dzeméw pomaranczowych. Pomarancze sa
bogatym zrodlem witaminy C, 100 g $wiezego owocu dostarcza 49,0 mg,
natomiast dzem pomaranczowy niskostodzony - 7,3mg tej witaminy
[Kunachowicz i in., 2009]. W badanych dzemach zawarto§¢ witaminy C wahatla si¢
od 0,43 do 23,08 mg/100g, a $rednia zawarto$¢ wynosita 8,33 mg/100g. Zblizone
wyniki uzyskano w badaniu dzemoéw przygotowanych w skali laboratoryjne;j
z borowki wysokiej odmiany Sierra, w ktorych zawarto$¢ witaminy C wynosita
8,9 mg/100g [Cendrowski i in., 2011]. Najwyzsza zawartoscig witaminy C
odznaczaty si¢ dzemy wlasne przygotowane w pracowni technologicznej, gdzie
$rednia zawarto$§¢ witaminy C wynosita 21,41 mg/100g (= SD 2,36 mg/100g).
Nizsze wartosci oznaczono w badaniu dzeméw dyniowych przygotowanych
w skali laboratoryjnej. Dzemy z dyni wzbogacone w 30% pigwowcem zawieraly
10,39 mg/100g witaminy C i byla to najwyzsza zawarto$¢ w poroéwnaniu
do dzemow z dyni wzbogacanych dereniem i truskawkami [Nawirska-Olszanska
i in.,, 2010]. W badaniu prowadzonym na owocach w zelu pozyskanych
bezposrednio z przetworni owocoOw i warzyw, najwiecej witaminy C posiadata
brzoskwinia w zelu (28,6 mg/100g). Badacze przypuszczajg, ze jest to wynikiem
dodatku do produktu kwasu askorbinowego [Pajak i Fortuna, 2010]. Badania
wlasne dostarczaja podobnych danych, w dzemie wlasnym z dodatkiem soku
Z cytryny rowniez oznaczono wyzszg zawartos¢ witaminy C, w poréwnaniu
z dzemem wlasnym nie zawierajgcym takiego dodatku. Dzemy nalezace do
kategorii marek ekskluzywnych, ktére zawieraty w swym sktadzie dodatek réznych
sokéw owocowych, rowniez odznaczaly si¢ najwyzsza zawartoscig witaminy C
wérod trzech kategorii dzemow dostepnych na polskim rynku. Srednia zawartosé
witaminy C dla tej grupy wynosita 7,09 mg/100g (+ SD 4,60 mg/100g). Warto
zwroci¢ uwage na fakt, ze dzem o najnizszej zawartosci witaminy C (dzem C -
0,43 mg/100g,) nalezy do kategorii marek ogo6lnodostepnych i jako jedyny zostat
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zakupiony w opakowaniu aluminiowym, co moglo wplynaé na zawarto$¢ witaminy
C. W grupie marek wilasnych, bedacych ich tanszym odpowiednikiem, najnizsza
zawarto$¢ tej witaminy wynosita - 1,54 mg/100g (dzem A).

Tab. 1. Charakterystyka dzemow pomaranczowych pod wzglgdem zawartosci
witaminy C, suchej masy oraz kwasowosci czynnej (pH)

. N Sucha Sucha X
L Rodzaj | Witamina C
Kategoria dzemu dzemu | [mg/100g] masa | masa Il | Suchamasa | pH
e [%] [%]
Marka wlasna A 1,54 46,18 45,70 46,02 3,30
Marka wlasna B 4,10 39,04 26,90 34,99 3,20
Marka c 0,43 50,53 44,20 48,42 | 3,60
ogo6lnodostepna
 Marka D 2,14 4033 | 37,50 3938 | 3,30
ogolnodostepna
Marka E 11,03 42,74 46,10 4386 | 3,30
ogo6lnodostepna
Marka F 5,38 68,71 61,00 66,14 | 350
ekskluzywna
Marka G 12,31 22,88 24,70 2348 | 3,40
ekskluzywna
Marka H 3,59 58,92 55,90 57,92 | 3.40
ekskluzywna
Dzem wlasny | 19,74 70,38 64,90 68,55 3,70
Dzem wlasny J 23,08 63,43 61,60 62,82 3,30
Objasnienia: rodzaj dzemu - o0znaczenie literowe zgodnie z podzialem opisanym

w rozdziale: material i metody badan, sucha masa I - sucha masa oznaczona metoda
wagowa wg PN-90/A-75101/03, sucha masa Il - sucha masa oznaczona za pomocg wago
suszarki, pH - warto$¢ usredniona uzyskana z pomiarow metoda potencjometryczng wg
PN-90/A-75101/06.

Proces produkcji dzemow, podczas ktorego niezbedna jest termiczna obrobka
owocow, powoduje znaczne straty witaminy C w pordwnaniu do jej zawartosci
w wyjsciowym surowcu [Rozanska i in., 2014]. W badaniu zawartoéci witaminy C
w dzemie z borowki czarnej, réwniez zaobserwowano ubytek witaminy C.
W przeliczeniu na 100g owocow uzytych do produkcji dzemow straty te wynosity
53 - 58% [Poiana i in., 2012]. Odnoszac wyniki badan wtasnych do danych
literaturowych dotyczacych zawarto$ci witaminy C w $wiezych owocach
pomaranczy [Kunachowicz i in., 2009], oszacowane straty witaminy C w dzemach
plasowaly si¢ na podobnym poziomie, dla dzemdéw wiasnej produkcji 1 oraz J
wynosity odpowiednio: 62% i 52%.

Zawarto$¢ suchej masy jest istotnym elementem oceny jakosci dzemoéow, gdyz
odsetek suchej masy koreluje =z zawartoScig sktadnikow odzywczych
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[Kazimierczak i in., 2009]. W badaniu dzemdéw przygotowanych z przecieru
dyniowego wzbogaconych dodatkiem przecieru z owocow truskawki, pigwowca
i derenia, zawarto$¢ suchej masy miescita si¢ w waskim przedziale: 41,07 - 45,42%
[Nawirska-Olszanska i in., 2010]. Wyniki badan wtasnych dostarczaja nieco
odmiennych danych, zawarto$¢ suchej masy w dzemach pomaranczowych miesci
si¢ w szerszym przedziale: 23,48 - 68,55%. Najwyzsza zawarto$¢ suchej masy
oznaczono w dzemie I, kolejno w dzemie F i J odpowiednio: 68,55%, 66,14%
162,82%. Dzem F, ktory nalezy do kategorii marek ekskluzywnych, a w swoim
sktadzie zawiera pomarancze pochodzace z certyfikowanych upraw ekologicznych,
wyroznia si¢ duzg zawartoscia suchej masy, w poréwnaniu do dzemow wiasnych.
Najnizsza warto$¢ tego parametru oznaczono dla dzemu G (23,48%) i jest ona
najbardziej zblizona do wyniku otrzymanego w badaniu przecieru dereniowego
z 20% dodatkiem aronii, ktory zawieral 22,23% suchej masy [Kucharska i in.,
2010]. Moze to wynika¢ z faktu, ze dzem G wyprodukowany jest w 100%
Z OWO0COW nie zawierajac jednoczes$nie w swoim sktadzie dodatku cukru.

Srednia zawarto$¢ suchej masy w dzemach nalezacych do poszczegdlnych
kategorii cenowych rozni si¢ istotnie (p = 0,005; ANOVA rang Kruskala-Wallisa),
dla dzemoéw wlasnych przygotowanych w pracowni technologicznej wynosi
65,69% (£ SD 3,81%) i rozni si¢ istotnie od $redniej zawarto$ci suchej masy
dzeméw nalezacych do kategorii marek wiasnych oraz ogolnodostgpnych
(p = 0,009 oraz p = 0,011; test dwustronny z poprawka Bonferroniego). Srednia
zawartos¢ suchej masy dla kategorii marek wilasnych wynosi 40,51%
(£ SD 7,50%), a dla marek ogoélnodostgpnych - 43,89% (= SD 4,52%).

Dzemy przygotowane roznymi metodami z grejpfrutdéw zawieralty w swym
sktadzie od 47,6 do 55,7% wody. Wsérod nich dzem przygotowany metoda
konwencjonalng zawierat 49,3% wody [Igual i in., 2010]. Podobny odsetek tego
sktadnika oznaczono w dzemie C (51,58%), natomiast dzemy produkcji wlasnej
charakteryzuja si¢ nizsza zawartoscig wody (I - 31,45%, J - 37,18%). Tendencj¢
zaobserwowang w pracy wlasnej potwierdzaja badania przeprowadzone na
dzemach z owocow kiwi. Dzem z kiwi przygotowany metodg tradycyjna zawieral
28,8%, natomiast dzem z kiwi zakupiony w sklepie zawieral 64,6% wody
[Lespinard i in., 2012].

Podczas produkcji dzeméw pomaranczowych straty surowca siggajg 55,25%,
z czego 34,72%, a wigc ponad potowa, to skorka owocu [Singh i in., 2009].
Dodatek skorek owocow do dzemow pomaranczowych jest wigc sposobem na
zmniejszenie kosztow produkcji. Badane dzemy pomaranczowe dostgpne na
polskim rynku w swoim skladzie zawieraly zr6znicowang ilo$¢ skorek.
Inni badacze podejmujac probe wyprodukowania dzemoéw ze skorek owocoOwW
ananasa, pomaranczy, granatu i banana okre$lili zawarto$¢ wody dla dzemu
ze skorek pomaranczowych na poziome 32,25% [Chacko i Estherlydia, 2013].
Natomiast w badaniach wilasnych najbardziej zblizona zawarto§¢ wody zawierat
dzem F (33,86%).
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Kwasowo$¢ czynna jest bardzo waznym parametrem, poniewaz ma bezposredni
wplyw na proces zelowania, a wiec tym samym na konsystencj¢ dzemu. Wartos¢
pH zapewniajaca prawidlowa konsystencje zelu tworzonego przez pektyny
wysokometylowane powinna wynosi¢ 2,9 - 3,1. Pektyny niskometylowane
wykorzystywane do produkcji dzemdéw niskostodzonych tworza galarety
w zakresie pH 3 - 6 [Oszmianski i Sozynski, 2001]. W badaniu witasnym pH
dzeméw pomaranczowych miescito si¢ w waskim przedziale 3,2 - 3,7. Podobne
warto$ci otrzymano w badaniu dzeméw wisniowych, oraz w badaniu dzemow
grejpfrutowych, dla ktérych pH wynosito odpowiednio 3,38 oraz 3,26 [Igual i in.,
2010; Rababah i in., 2014].

Wyniki analizy sensorycznej przedstawia Tabela 2. Za pomoca metody
szeregowania zespotl oceniajacy stwierdzil, ze sposréd badanych dzemow
najjasniejszg barwe posiadat dzem B, natomiast najciemniejsza barwa odznaczat
sic¢ dzem A. Wedlug Polskiej Normy dotyczacej przetworéow owocowych:
dzeméw, w przypadku produktéw nalezacych do klasy Il akceptowalne jest lekkie
ostabienie lub zbrunatnienie barwy, jak zaobserwowano w przypadku dzeméw A
i B, ktore naleza do najtanszego przedzialu cenowego — marek wilasnych.
Pod wzgledem barwy II miejsce w rankingu zajely zaréwno dzem D oraz E,
co potwierdza przynaleznos¢ do wspdlnej kategorii marek ogolnodostepnych.
Wyniki analizy statystycznej potwierdzaja znaczenie barwy jako wyroznika
jakosci, cecha ta okazata si¢ czynnikiem istotnie réznicujgcym badane dzemy
(p < 10 °; ANOVA Friedmana).

Tab. 2. Wyniki oceny sensorycznej dzemow pomaranczowych. Ranking wg barwy,
smaku i zapachu

Dzem
Cecha A B D E F G
Barwa Y, | T T V] i
Smak | M Y, Vi T V;
Zapach T ; T | Y, Vi

W badaniach innych autorow analiza sensoryczna dzemdéw na bazie dyni
z dodatkiem: ananasa, jabtka, brzoskwini, pomaranczy, cytryny oraz przypraw
wykazata, ze pod wzgledem barwy, najwyzsze miejsce w rankingu zajat dzem
dyniowo-brzoskwinowo-pomaranczowy. Natomiast dzem z dodatkiem cynamonu
zajal najnizsze miejsce w rankingu. Dodatek owocu pomaranczy wzmocnit
naturalng barwe pochodzaca z owocow dyni i brzoskwini, z kolei dodatek
cynamonu spowodowal brazowienie produktu, co zostalo uznane za wade
i wptyneto na gorsza oceng produktu [Kadzinska i in., 2014].

DzZemem o zapachu najbardziej charakterystycznym dla owocdéw pomaranczy,
wytypowanym przez panel sensoryczny zostal dzem G, ktory wyrdznial sig
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sposrod badanych dzeméw 100%-owa zawartoscia owocow. Natomiast dzem E
zostat wskazany jako dzem o najmniej charakterystycznym zapachu. Jednocze$nie
dzem ten, podobnie jak D, cechowal si¢ najnizsza zawarto$cia owocoOw
przypadajaca na 100g produktu. Zapach, podobnie jak barwa, réznicuje badane
dzemy pomaranczowe (p = 0,004; ANOVA Friedmana). Wykonanie testu
wielokrotnych poréwnan pozwala stwierdzi¢, ze dzem G pod wzglgdem zapachu
rozni si¢ istotnie od dzemoéw A, D oraz E, poziom istotnosci dla testu wynosi
odpowiednio p = 0,048, p = 0,023 i p = 0,004. Swoistos¢ zapachu pozostatych
dzemow nie rézni si¢ istotnie.

Analiza sensoryczna badanych dzemdéw pomaranczowych wykazala,
7ze najwyzej oceniane pod wzgledem smaku charakterystycznego dla uzytych
owocow okazaty si¢ dzemy marek ogolnodostepnych D i E. Jednocze$nie dzemy
nalezace do kategorii marek ekskluzywnych (F, G) zajety nizsze miejsce
w rankingu. Najgorzej oceniony zostat dzem A, reprezentujacy marki wilasne,
bedace tanszymi odpowiednikami marek ogolnodostepnych. Smak okazat sig
czynnikiem réznicujacym jedynie dzemy A i E (p = 0,048; test Dunna).

Badanie dzemoéw wykonanych z pulp owocdéw: ananasa, pomaranczy, papai
oraz banana wykazatlo, ze dzem pomaranczowo-ananasowy zostal najwyzej
oceniony pod wzgledem smaku. Natomiast dzem pomaranczowy zajat w tym
rankingu miejsce drugie, na rowni z dzemami: pomarancza-papaja, papaja-ananas
i ananas-pomarancza-banan-papaja [Singh i in., 2009].

Reasumujac, uzyskane wyniki badanych cech fizykochemicznych w wigkszos$ci
pokrywaja si¢ z dostepnymi danymi literaturowymi. Jednakze zaobserwowana
rozbieznos¢ w zawartosci suchej masy oraz niewielka liczba publikacji
dotyczacych dzemoéw pomaranczowych sktania do dalszych badan tych produktow.

Whioski

1. Dzemy produkcji witasnej charakteryzujg si¢ wyzszg zawarto$cig witaminy C
oraz suchej masy w poréwnaniu do dzemoéw komercyjnych.

2. Badane dzemy charakteryzowaly si¢ malym zr6znicowaniem warto$ci pH.

Smak, barwa i zapach sg cechami istotnie roznicujacymi badane dzemy.

4. Nie mozna jednocze$nie stwierdzi¢, ze dzemy marek ekskluzywnych cechuja
si¢ lepszymi wihasciwosciami fizykochemicznymi oraz organoleptycznymi od
dzemow marek wlasnych i ogélnodostepnych.

w
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ANALIZA FUNKCJONOWANIA SYSTEMU SLEDZENIA RUCHU
| POCHODZENIA ZYWNOSCI (TRACEABILITY) NA
PRZYKLADZIE WYBRANEGO PRODUKTU SPOZYWCZEGO

DOROTA NOWAK, AGNIESZKA CIECWIERZ

Streszczenie

Celem pracy byla analiza funkcjonowania systemu $ledzenia ruchu
i pochodzenia zywnosci na przyktadzie wybranego produktu spozywczego - butek
przeznaczonych do gastronomii systemowej. Analiza ta zostala przeprowadzona
w Piekarni produkujgcej butki hamburgerowe, wspotpracujacej z Korporacja
dzialajaca na rynku gastronomicznym.

W pracy scharakteryzowano sposoby gromadzenie danych oraz sposob
identyfikacji poszczegolnych partii w lancuchu zywnosciowym, jak réwniez
sposob  zarzadzania kryzysowego w przypadku wystapienia zagrozenia.
Na podstawie przedstawionej analizy wyodrebniono czynniki istotnie wptywajace
na skuteczno$¢ dzialania systemu identyfikowalnosci w analizowanym zaktadzie,
do ktéorych mozna zaliczy¢, miedzy innymi, jasno okreslone zasady
funkcjonowania systemu §ledzenia w korporacji; systematyczno$¢ zapisow
punktéw kontrolnych przez pracownikéw; przeptyw informacji miedzy dziatami.

Stowa kluczowe: jako$¢ zywnosci, produkt niezgodny, zagrozenie, wycofywanie
produktu

Wprowadzenie

Ryzyka i zagrozenia zwigzane z jako$ciag zywnosci stale rosng [Gellynck
i Verbeke, 2001]. Powody tego zjawiska sa rdézne - rosngca globalizacja
w tancuchu dostaw, wydtuzanie si¢ drogi od pola do stotu, rozprzestrzenianie si¢
zanieczyszczen zywnosci czy chordb trzody chlewnej [Sliwezynski, 2008]. Jednym
ze sposobOéw  zapewnienia wysokiej jakoSci produktow  spozywczych,
ich bezpieczenstwa, ale przede wszystkim ochrony konsumenta, jest system
identyfikowalnos$ci (traceability), ktory, wobec coraz to nowych zagrozen staje si¢
dzi$ koniecznoscig [Caswell, 2006; Zadernowski i Obiedzinski, 2005].

Identyfikowalno$¢ (z ang. traceability), to proces, ktory odpowiada za
mozliwos¢ odtworzenia i $ledzenia drogi zywnoSci, pasz, zwierzat przeznaczonych
na zywno$¢ lub substancji przeznaczonych do wprowadzenia do zywnosci lub
pasz, poprzez wszystkie etapy produkcji, przetworstwa i dystrybucji. Proces
traceability wigze si¢ przede wszystkim z ustugami logistycznymi w zakresie
przesytania zywnosci, produktow spozywczych. Proces identyfikowalnos$ci, polega
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na $ledzeniu, kontroli jakosci towardw, ktére nieczgsto przebywaja bardzo odlegla
droge od producenta do odbiorcy [Morrissey i wsp., 2005; Czarniecka-Skubina
i Nowak, 2012].

Samo pojecie w roéznych dokumentach jest réznie definiowane, np: Jest to
mozliwos¢  kontrolowania przemieszczania sie Zywnosci, paszy, zwierzecia
hodowlanego lub substancji przeznaczonej do dodania lub, ktora moze by¢ dodana
do Zywnosci lub paszy na wszystkich etapach produkcji, przetwarzania
i dystrybucji” [Rozporzadzenie (WE) nr 178/2002; Sarig, 2003]. W praktyce, jest
to system, ktoéry umozliwia wycofanie produktu z rynku w przypadku stwierdzenia
skazenia zywnosci [Olszewski, 2005] lub innych niezgodnosci mogacych stanowié
zagrozenie dla konsumenta [Regattieri i wsp; 2007; Bogusz 2005].

Identyfikowalno$¢ w branzy jest regulowana prawnie na calym S$wiecie
[Ziotkowska, 2009]. Jest to zdolno$¢ do odtworzenia informacji 0 historii
produktu, lacznie z informacjami o pochodzeniu surowcéw czy elementow
wykorzystywanych do jego produkcji. W logistyce identyfikowalno$¢ odnosi sig
do mozliwosci $ledzenia produktéw na kazdym etapie tancucha dostaw w oparciu
0 numer partii i serii [Smith i Fruness, 2006, Kijowski i Nowak, 2006].

Prawnym gwarantem zapewnia bezpieczenstwa konsumentow  jest
Rozporzadzenie Komisji (WE) NR 178/2002, okre$lane jak Prawo Zywnosciowe.
Wskazuje ono, w jaki sposob zywno$¢ powinna by¢ oznakowana w celu utatwienia
sledzenia jej ruchu, a takze wskazania pochodzenia na wszystkich etapach
produkcji, przetwarzania i dystrybucji [DK Korporacji]. Wtasciwe lokalizowanie
i Sledzenie produktow jest mozliwe dzigki wiasciwemu oznakowaniu produktow
[DK Korporacji; Sokotowski, 2005].

Standard traceability opiera si¢ na zasadzie ,,jeden krok do przodu i jeden krok
do tylu”. Oznacza to, ze dostawca powinien by¢ w stanie udokumentowac,
skad produkty spozywcze pochodza i gdzie zostaty one rozdzielone [Czarniecka —
Skubina i Nowak, 2012, Anonim, 2006].

Funkcjonujace systemy zarzadzania jakoScig w branzy spozywczej, w tym
normy I1SO serii 22000 oraz serii 9000, standardy BRC, IFS, EUREPGAP czy
wymagania normatywne poszczegélnych panstw  uwzgledniajg  system
identyfikowalnosci [Cybulski, 2005].

Kluczowymi operatorami korzystajacymi ze standardu sg najczgsciej dzialy:
magazynu oraz transportu [Smith i Fruness, 2006].W tych dziatach §ledzenie
odbywa si¢ na poziomie palety, dzigki, na przyktad, zastosowaniu kodu SSCC
[Caswell, 2006].

Niezb¢dnym wymaganiem do prawidtowego funkcjonowania systemu jest
przekazanie przez kazdego z kontrahentow unikalnych numerow:

— GTIN (Global Trade Item Number) — Globalny Numer Jednostki Handlowej
(dla kazdego produktu),
— GLN (Global Location Number) — Globalny Numer Lokalizacyjny.
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Aby system identyfikowalno$ci faktycznie funkcjonowat i przynosit zatozone
korzys$ci, musi spetnia¢ nastepujace warunki [IFC, 2010]:
»musi by¢ regularnie testowany zaréwno zgodnie z kierunkiem produkcji
i dystrybuciji, jak i wstecz, a wyniki muszg by¢ rejestrowane” [4.18.2, TFS],

- ,,w przypadku przerobu wtoérnego musi by¢ zapewniona mozliwo$¢ $ledzenia
procesu produkcji [4.18.3, IFS, 2010],

— ,,dane umozliwiajace identyfikowalno$¢ musza by¢ przechowywane przez
okres potencjalnych reklamacji i zwrotéw, zgodny z wymaganiami klienta
1 prawnymi, przynajmniej przez caly okres trwato$ci produktu” [4.18.4, IFS,
2010],

— ,identyfikowalne probki produktu reprezentatywnego dla produkcji,
dotyczace kazdej partii (jesli to mozliwe), nalezy przechowywa¢ do konca
terminu przydatnosci lub daty minimalnej trwalosci- biblioteka probek”
[4.18.5, IFS, 2010].

Do uczestnikow (partneréw) systemu identyfikowalnoéci naleza [Sliwczynski,
2008]:

— Producent jako podmiot, ktéry zajmuje si¢ przetworzeniem otrzymanych
uprzednio surowcow lub potfabrykatéw. Lancuch dostaw moze, ale nie musi,
sktada¢ sie z wiecej niz z jednego producenta czy przetworcy;

— Przewoznik/ushugi logistyczne jako podmiot odpowiedzialny za transport
jednostek $ledzonych;

— Detalista jako podmiot, ktéorego zadaniem jest kontaktowanie sig¢
bezposrednio z konsumentem;

— Centrum dystrybucji - strona zajmujaca si¢ przechowywaniem,
komplementacja jednostek $ledzonych;

— Zewnetrzna instytucja - podmiot zajmujgcy si¢ ochrong prawng
bezpieczenstwa oraz interesu spotecznego.

Przedmiot i metody badan

W pracy poddano analizie przeptyw produktow w tancuchu dostawczym
od producenta bulek hamburgerowych Piekarni, przez Centrum Dystrybucyjne
do sieci restauracji. Piekarnia jest zakladem wspolpracujacym z Korporacja
gastronomiczng, ktora powstata w 1955 r. i obecnie jest najwickszym
przedsigbiorstwem w branzy restauracji szybkiej obstugi. Piekarnia ta jest jednym
z najwigkszych §wiatowych dostawcow pieczywa do gastronomii i na rynkach
detalicznych. Powstata w Warszawie w 1994 roku.

Jednostka zajmujaca si¢ koordynacja badan surowcoéw, a takze produktow
oferowanych w restauracjach, jest Dzial Zapewniania Jako$ci. Do gtéwnych zadan
dziatlu nalezy:

— Kontrola statego poziomu jako$ci produktow,

— Zapewnienie zgodnosci produktow ze specyfikacjami,
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— Prowadzenie systemu kontroli jakosci u dostawcow.

Podstawa przegladu i analizy systemu byta wizyta w zakladzie i przesledzenie
etapow produkcji wybranych pétproduktéw w celu oceny procesu i okreslenia
ewentualnych zagrozen wystepujacych podczas wytwarzania. Okreslone zostaty
dziatania podejmowane przez zaktad produkcyjny w celu przedtuzenia trwatosci
polproduktéw i uzyskania jak najwyzszej wartosci odzywczej, a takze w celu
uzyskania bezpiecznego produktu. Wykorzystano réwniez wewngtrzne dokumenty
Piekarni i Korporacji dotyczace wdrozenia systemu §ledzenia. Na tej podstawie
przeprowadzono analize¢ dziatan podejmowanych w razie koniecznosci wycofania
produktu z rynku i opracowano zalecenia dla zakladu w celu usprawnienia systemu
identyfikowalno$ci.

Opis funkcjonowania systemu w korporacji

Pierwszym krokiem systemu nadzoru dostawy do Centrum Dystrybucyjnego
jest sprawdzenie dowodu dostawy badz listu przewozowego CMR, ktory zawiera
wazne informacje, takie jak: dane nadawcy, dane odbiorcy, dotaczone dokumenty,
rodzaj i ilo$¢ transportowanego towaru, numer rejestracyjny pojazdu, nazwe
przewoznika.

Jesli Centrum przyjmuje towary nie objegte systemem traceability, wtedy
etykiety generowane sg przez Centrum Dystrybucji, towary takie musza by¢
uzgodnione z korporacja.

Jesli ktory$ z dostawcow nie stosuje si¢ do wymagan czyli dostawca nie stosuje
etykiety lub jest ona bledna, wtedy zostaja podjete nastepujace srodki:

— Dostawca zostaje powiadomiony o tamaniu procedur oraz o skutkach
wynikajacych z nie stosowania si¢ do nich, ktérymi sg kary umowne,

— jesli od kolejnej dostawy dostawca nie dostosuje si¢ do zasad, zostanie
ukarany kwotg 10 EURO za etykiete.

Restauracje Korporacji nie posiadajg duzych magazynéw na produkty
dostarczane przez Centra Dystrybucyjne. Dlatego tez podczas dostawy na jednej
palecie przyjezdza kilka rodzajow bulek hamburgerowych. Produkty do danej
restauracji s3 kompletowane przez pracownikow w Centrum Dystrybucyjnym.
Podczas kompletowania produktow od réznych dostawcow i z roéznych palet,
bierze si¢ pod uwage oryginalne kody SSCC, a takze ilo$¢ pobranych artykutow
i tworzony jest nowy kod SSCC dla palety, ktora zostata skompletowana z réznych
produktéow. W sklad informacji wchodza dane pierwotne, dotyczace palet
zrodtowych. Jesli do wysylki jest przeznaczona cata paleta, wtedy kod nie zmienia
si¢, pozostaje ten, nadany przez dostawce.

System traceability wymusza zasady procesu rejestracji danych, ktore dotycza
dostawcow oraz dystrybutora. Na kazdym etapie tancucha logistycznego zostajg
zarejestrowane dane, ktore sa wykorzystywane podczas wycofania produktu
z rynku.

Dane o produkcie sa rejestrowane na kazdym etapie przekazywania produktu.
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W systemie rejestrowane sa unikalne kody SSCC, GTIN produktu, data produkc;ji,
data przydatnosci do spozycia, numer partii. Z kolei, podczas przyjecia produktu
do Centrum Dystrybucyjnego w systemie rejestrowane sg: SSCC - dostawcy,
GTIN, WRIN produktu oraz data minimalnej trwatosci. Dodatkowo Centrum
Dystrybucyjne rejestruje GLN restauracji (miejsce dostawy), date dostawy oraz
SSCC dostarczonej palety.

W razie stwierdzenia niezgodnosci wyrobu wycofanie produktu z rynku nie
moze by¢ dokonane przez pojedyncza restauracje. Menager restauracji zglasza
reklamacj¢ do biura Korporacji. Musi ona zosta¢ przestana za pomoca maila lub
przekazana telefonicznie. Podczas zgloszenia reklamacji musza zosta¢ podane
informacje, dzieki ktorym tatwo i szybko bedzie mozna zlokalizowaé produkt:
nazwe produktu, WRIN i dodatkowo date przydatnosci, petna date produkcji lub
numer serii.

W wycofaniu produktu z rynku biora udziat rowniez dostawca i dystrybutor.
Wycofanie produktu z rynku moze nastgpi¢, jesli dostarczono produkt (ogolne
zasady) np. [Bogusz, 2005]: z blednym znakowaniem, z blednym kodem EAN,
ze zlg gramaturg, w uszkodzonym opakowaniu, w nieodpowiedniej temperaturze,
0 ztej atrakcyjnosci sensoryczne;j.

Jesli reklamacji podlega kilka koszy butek, to w takim przypadku reklamacje
wysyla juz dana restauracja, np. je$li trafi do niej produkt pognieciony,
zle przekrojony czy tez w paczce bedzie nieodpowiednia ilo§¢ butek
hamburgerowych.

Jesli nastepuje zgloszenie o defekcie produkt, ktory wystepuje w catej partii,
to 0jego wycofaniu decyduje Centrum Dystrybucyjne jak rowniez Korporacja.
O fakcie wdrozenia planu zablokowania produktu zostajg poinformowane osoby
odpowiedzialne w Piekarni za procedura wycofania, przez osob¢ z Korporacji
odpowiedzialng za jako$¢ produktu.

Jesli ma miejsce wycofanie produktu, w piekarni nastepuje rozdzial zakresu
zadan pomigdzy osoby, ktore sa odpowiedzialne za zrealizowanie planu. Osoby
odpowiedzialne za wycofanie produktu majg za zadanie ustali¢, do ilu Centrow
Dystrybucyjnych zostal skierowany produkt z defektem, nastgpnie, razem
z Centrum Dystrybucyjnym, sa podejmowane decyzje o usuni¢ciu produktu
z rynku.

Ponad to, w dokumentacji w Piekarni, w procedurze moéwiagcej o wycofaniu
produktu z rynku, musi widnie¢ lista kontaktéw odbiorcy, ktéra mowi o tym, kogo
Piekarnia informuje o wycofaniu produktu z rynku (dzial jako$ci, zaopatrzenia,
PR).

Dostawca ma za zadanie sprawdzenie numerow palet SSCC, dzigki
informacjom otrzymanym od Centrum Dystrybucji i sprawdza rowniez, gdzie
zostaty dostarczone. Nastepnie Centrum Dystrybucji sprawdza numery SSCC
i weryfikuje, do kogo zostaly wystane i czy rowniez znajduja si¢ w magazynie
Centrum Dystrybucyjnego. Po tych czynno$ciach zareklamowane produkty sa
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blokowane w Centrum Dystrybucyjnym. Kolejnym krokiem jest kontakt
Z restauracjami, ktore otrzymaty zareklamowane produkty.
Aby wysledzi¢ zareklamowany produkt, musza by¢ zebrane odpowiednie

informacje na temat tego produktu, takie jak:

— dlaczego produkt ma zosta¢ wycofany z rynku,

— gdzie znajduje si¢ produkt,

— rodzaj produktu,

— data produkgiji,

— ilo$¢ np. zanieczyszczonego produktu

— dane osoby, ktora sktada reklamacje (dane restauracji).

Po ustaleniu wyzej wymienionych informacji, osoby zajmujace si¢ planem
wycofania produktu majg za zadanie ustalenie, czy np. zanieczyszczenie miato
miejsce w Piekarni podczas procesu produkcyjnego czy tez poza piekarnia.
Jesli jest mozliwosé, nalezy pobra¢ probki do analizy do laboratorium, aby moc
ustali¢ rodzaj zanieczyszczenia. Osoby odpowiedzialne za wdrozenie planu majg
za zadanie sformulowanie wskazowek, jak w przysziosci nalezy unikngé
podobnych sytuacji.

Jesli wszystkie informacje potrzebne do namierzenia zareklamowanego produktu
sg gotowe, sporzadzane jest sprawozdanie. Formularze sg wypelniane przez
dostawce- Centrum Dystrybucyjne oraz Centrum Dystrybucyjne - restauracja.
Takie sprawozdanie jest wysytane do dzialu zakupow Centrum Dystrybucyjnego
i dalej, do Kierownictwa Korporacji. Jesli zostanie podj¢ta decyzja o zablokowaniu
produktu, wtedy dziat Obstugi Klienta informuje restauracje o podjetej decyzji.

Przebieg symulowanego planu wycofania produktu niezgodnego

W Piekarni istnieje procedura, ktéra ma na celu sprawdzenie skutecznos$¢ planu
wycofania produktu [DK Korporacji]. Cwiczenia odbywaja si¢ w nieokreslonych
terminach. Wyznaczony termin znany jest tylko osobie przeprowadzajacej
symulacje. Osoba taka ma za zadanie poinformowaé¢ o symulacji 0soby
zainteresowane, nastepnie procedura przeprowadzania ¢wiczen jest taka sama jak
plan wycofania produktu. Dzigki takiej symulacji, Piekarnia jest w stanie
sprawdzi¢ mozliwo$¢ poinformowania osob, ktore sa odpowiedzialne za realizacje
planu, okresli¢, jak duzo czasu potrzeba i czy w ogodle jest mozliwe
skompletowanie informacji niezbednych do okreslenia drogi produktu, a takze czy
jest mozliwo$¢ namierzenia wadliwego produktu. Po zakonczeniu symulacji
sprawdzane sa wszelkie niedociagniecia, ktore si¢ pojawily podczas ¢Ewiczen,
atakze opracowywane sa dziatania w celu poprawy sytuacji. Z symulacji
sporzadzany jest raport, w ktérym znajduje si¢ opis dziatan, jakie zostaly podjete
podczas symulacji oraz czas, jaki byl potrzebny na zgromadzenie informacji w celu
okreslenia drogi produktu.

Celem jednego z przeprowadzanych testow bylo sprawdzenie, czy podczas
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nadania zlego kodu SSCC dziat jakosci jest w stanie wymienic, jakie surowce byty
wykorzystane podczas produkcji danej butki hamburgerowej i z jakich partii
surowcOow korzystano. Do symulacji wykorzystano czas, date produkcji oraz
numery SSCC [DK Korporacji].

Dnia 22 pazdziernika o godzinie 13.00 z Korporacji przekazana zostata
informacja droga mailowa i telefoniczng, iz do Centrum Dystrybucyjnego
dostarczone zostaty zle oznakowane buiki.

Do Piekarni, do Dzialu Jakosci, droga mailowa wptynalt formularz
reklamacyjny. W formularzu znajdowaty si¢ informacje wymienione ponizej:

— data reklamacji,

— nazwisko osoby zgltaszajacej reklamacje,
— rodzaj buitki,

— ilo$¢ reklamowanych butek,

— data produkgciji,

— data przydatno$ci do spozycia,

— przyczyna reklamacji.

Osoba, ktora otrzymata informacje — Kierownik Dziatu Jakosci, powiadomita
osoby, ktére sa odpowiedzialne za przeprowadzenie symulowanego planu zamiany
produktu.

Osoby odpowiedzialne za symulacj¢ zostaty poinformowane w ciggu 2 minut.

Na podstawie komputerowego systemu traceability oraz produkcyjnej
dokumentacji skompletowano niezbedne informacje potrzebne do okreslenia drogi
zareklamowanego produktu. W czasie 5 minut ustalono, ze 16 pazdziernika
wyprodukowano 1000 koszy butki hamburgerowej ze ztym nadrukiem. Kosze te
trafity tylko do jednego Centrum Dystrybucyjnego.

Kolejnym krokiem bylo skomplementowanie dokumentacji dotyczacej
surowcoOw uzytych do produkcji butki hamburgerowej w dniach 15-16
pazdziernika od godziny 20.00 do 24.00. Zebrano formularze niezbedne do
ustalenia, jakich surowcow uzyto do wyprodukowania zareklamowanych butek:

— dostawe maki,

— dostawe innych surowcow,

— ewidencj¢ surowcow pobranych z magazynu,
— kontrole sita maki,

— kontrolg sita cukru,

— kontrolg sita oleju,

— kontrole przesiewanych surowcoéw sypkich,
— formularze kontroli procesu produkcyjnego.

Na podstawie dokumentacji ustalono, jakie surowce i z jakim kodem zostaty
uzyte do produkcji butki hamburgerowej, a takze jaki byt stan surowcéw podczas
produkcji. O godzinie 13:50 byto juz ustalone, jakie surowce zostaly wykorzystane
do produkcji butki hamburgerowe;.
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Po powtornym sprawdzeniu zgromadzonych informacji, o godzinie 14.10 zostat
przygotowany i wystany raport droga mailowa do biura Korporacji z informacja
0 ilosci zareklamowanych butek, ktore trafity do CD Warszawa.

Przeprowadzono rdéwniez symulowane wycofanie produktu w jednej
Z restauracji nalezacej do Korporacji. Celem przeprowadzanego testu bylo
sprawdzenie, jak duzo czasu zajmie podmiana produktu o ztym krojeniu, ktory
trafit do restauracji. Do symulacji wykorzystano czas i date¢ produkcji podang przez
koordynatora ¢wiczenia. Produktem wycofanym miaty by¢ butki hamburgerowe
z sezamem, data produkcji 14.08.2012 [DK Korporacji].

Osoby odpowiedzialne za symulowany plan zamiany produktu zostaty
poinformowane w ciaggu 15 minut. Niezbedne dane skompletowano, okres$lajac
droge reklamowanego produktu na podstawie dokumentacji produkcyjnej
i komputerowego systemu traceability. Ustalono, ze wyprodukowano 500 koszy
bulek hamburgerowych z sezamem z datg produkcji 14.08.2012, ktore trafity do
jednego Centrum Dystrybucyjnego. Stwierdzono, ze 150 koszy dostarczono do 5
restauracji, pozostate nadal znajdowaty si¢ w Centrum Dystrybucyjnym. Ustalenia
te zajety 7 minut.

Na postawie dokumentacji technicznej ustalono, kiedy ostatnio nastgpita
wymiana nozy. Czas uzyskania tej informacji wynosit 3 minuty. Ustalono, kto byt
odpowiedzialny za wymiang nozy, jak rowniez, w jakich odstgpach czasu
sprawdzano krojenie butek. Czynnosci te zajgty 10 minut.

Ocena przebiegu wycofania produktu niezgodnego

Whnioski z funkcjonowania procedur wycofania produktu z rynku mozna
sformutowaé w sposob nastepujacy:

Podczas przeprowadzania symulowanych zamian produktu, wynikajacych ze
zle wprowadzonych kodow SSCC, a takze ze zle przekrojonych bulek nie
wszystkie dzialania przebiegaly zadowalajaco. Na podstawie tych doswiadczen
stwierdzono, ze konieczne jest wprowadzenie zmian w celu poprawy
wprowadzania zamiany produktu.

— Brak bylo wpisanych dat dostaw cukru i oleju (brak naklejek na paletach
zdatami dostaw produktéw); daty =zidentyfikowano dopiero po
sprawdzeniu atestow jakosciowych, na ktorych widniaty daty dostawy do
Piekarni,

— Pobrany cukier zostat wpisany na nieodpowiednim formularzu,

— Brak bylo zapisu pobranych workow sezamu; identyfikacji partii dokonano
po datach dostaw, a takze po zuzyciu poprzednich partii,

— Nieprzesiewane surowce wpisywane byty nieregularnie do formularza.

Po przeprowadzeniu symulowanych zamian produktéw na rynku i stwierdzeniu
przy tej okazji niescistosci stwierdzono, ze konieczne jest ponowne przeszkolenie
stanowiskowe magazynierow oraz ciastowych odno$nie wypetniania formularzy

produkcyjnych.
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Podsumowanie i wnioski

System traceability jest wykorzystywany do zlokalizowania wadliwej partii
produktu, badz niebezpiecznych dla konsumentéw produktow znajdujacych sig
w obrocie. Wdrozenie systemu w tancuchu dostaw wymaga zaangazowania
wszystkich stron, ktore sg zintegrowane za pomocg systemow informatycznych.

Przeprowadzona analiza funkcjonowania systemu $ledzenia ruchu
i pochodzenia zywnosci, dowodzi tego, ze na skuteczno$¢ dziatania systemu
traceability maja wplyw takie czynniki jak:

1. Prawidlowo oznakowana partia produkcyjna;

Jasno okreslone zasady funkcjonowania systemu $ledzenia w korporacji;
Swiadomo$¢ kierownictwa i §wiadomo$¢ pracownikow:
Systematyczno$¢ zapisu punktow kontrolnych przez pracownikow;
Sprawdzanie zapisow punktow kontrolnych przez kierownictwo;
Przeplyw informacji miedzy dziatami.

Na podstawie przedstawionej analizy, mozna stwierdzi¢, ze wyodrebnione
czynniki istotnie wptywaja na skuteczno$¢ dziatania systemu identyfikowalno$ci
w analizowanym zaktadzie.

Skuteczno$¢  dziatania  systemu  powinno  zapewni¢  odpowiednie
zaprojektowanie systemu identyfikowalno$ci, szkolenie pracownikdéw, szerzenie
wsrod nich swiadomos$ci o tym, jak wazne sg zapisy kontrolne, stosowanie przez
pracownikoéw, przyjetych zasad identyfikowalnosci oraz identyfikacji,
co w efekcie, zapewni, ze w systemie nie wystepuja luki, np. spowodowane
brakiem danych wynikajacych z nieprzestrzegania wymagan przez pracownikow.

o Uk owd
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JAKOSC I PRZYDATNOSC TECHNOLOGICZNA SLEDZI
(CLUPEA HARENGUS) POLAWIANYCH
NA BALTYKU POLUDNIOWYM

BOGUSLAW PAWLIKOWSKI, OLGA SZULECKA

Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie jakosci i przydatnosci technologicznej $ledzi
(Clupea harengus) potawianych przez polskie jednostki rybackie na Battyku
poludniowym, w zaleznos$ci od sezonu i rejonu polowowego. Jakos¢ i przydatnosé
technologiczng $ledzi okreslono na podstawie ocen jako$ci sensorycznej ryb
metoda QIM, pomiaréw podstawowych parametréw morfometrycznych, wielkosci
wycieku termicznego, oznaczen podstawowego skladu chemicznego, a takze
wydajno$ci operacji obrobki wstgpnej ryb. Z badan wynika, ze §ledzie potawiane
na Baltyku potudniowym charakteryzowaly si¢ zréznicowana, w zaleznosci
od rejonu i sezonu potowowego, jakoscig i przydatnoscig technologiczng. Réznice
dotyczyly m.in. podstawowych wyr6éznikow sensorycznych, dlugosci i masy
catkowitej ryb, wielkosci wycieku termicznego, podstawowego skladu
chemicznego oraz wydajnosci obrobki wstepnej. Na przyktad, zawartosci wody,
biatka i tluszczu w badanych probach $ledzi miescity si¢ w przedziatach,
odpowiednio: 69,5+83,0%; 15,2+33,1% oraz 1,2+13,1%. Wielkosci wycieku
termicznego z tkanki rybnej wskutek obrobki cieplnej (parowania) zalezaty
m.in. od postaci surowca; dla ryb catych, tusz i filetow, miescily sie
w przedziatach, odpowiednio: 6,5+21,8%; 8,3+23,7% 1 13,3+26,8%. Na wydajnos¢
operacji jednostkowych recznej obrobki wstepnej §ledzi (odglawianie, patroszenie,
filetowanie) decydujacy wplyw miata jakosc¢ tych ryb.

Slowa kluczowe: §$ledzie, Baltyk potudniowy, potowy, jakos$¢, przydatnosé
technologiczna

Wprowadzenie

Sledz (Clupea harengus) jest stadna ryba strefy pelagicznej, tworzaca wiele
lokalnych podgatunkow, np.: $ledzie atlantyckie, norweskie, baltyckie.
W poréwnaniu z innymi podgatunkami, sledzie baltyckie sg zazwyczaj uznawane
za surowce mniej warto$ciowe pod wzgledem wartosci odzywczych i przydatnosci
technologicznej. W krajowym przetworstwie $ledzie baltyckie jako surowce
zywno$ciowe pochodzenia morskiego maja szerokie zastosowanie. S3 one
wykorzystywane do produkcji wielu asortymentow przetwordow, jak konserwy,
ryby wedzone, solone, marynowane i in. Prowadzona obecnie polityka polowowa
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oraz ograniczone zasoby ryb pelagicznych ($ledzi, szprotdow) wymagaja podjecia
dziatan w kierunku racjonalizacji i optymalizacji przetworstwa tych surowcow na
cele zywnosciowe.

Pod wzgledem warto$ci odzywczych, migso $ledzi zawiera tatwo przyswajalne
biatko, thuszcz, a takze witaminy: A, D, E, niacyng, B;, B, Bg, B1,, Oraz substancje
mineralne, w tym: potas, wapn, fosfor i magnez [Kunachowicz i in., 2005]. Ttuszcz
sledzi  stanowi  zrodto  naturalnych, niezbgednych w  diecie ludzi,
wielonienasyconych kwasow ttuszczowych z rodziny n-3 (PUFA-n3) [Sikorski,
2004]. Przydatnos¢ technologiczna $ledzi battyckich w duzym stopniu zalezy od
zawartosci thuszczu w migsie, ktora ulega sezonowym zmianom w rocznym cyklu
zyciowym tych ryb [Anon., 2005]. Z kompleksowej analizy segmentu
pelagicznego polskiego rybotéwstwa baltyckiego, opracowanej przez Morski
Instytut Rybacki w Gdyni [2009], wynika, Zze w ostatnim dwudziestoleciu
odnotowuje sie¢ drastyczny spadek zawartos$ci thuszczu w migsie $ledzi. W latach
90. XX wieku, w okresiec potowowym wrzesien-grudzien, zawarto$¢ tluszczu
w tych rybach czesto dochodzita do 15%, podczas gdy obecnie rzadko przekracza
10%. Pod wzglegdem budowy ciala i cech morfometrycznych §ledzie battyckie
nalezg do ryb o niewielkich rozmiarach i masie osobniczej, charakteryzujacych si¢
specyficzna, uwodniong struktura tkanki mig¢éniowej. Cecha charakterystyczng
tych ryb sa duze ubytki masy wskutek wycieku tkankowego, zwigzanego z cieplng
denaturacja bialek mie$niowych [Pawlikowski, 2010a]. Wielkos¢ ubytku masy ryb
zalezy gtdwnie od ich specyficznych cech gatunkowych oraz metody i temperatury
obrobki cieplnej. Wodny wyciek termiczny z tkanki rybnej zawiera pewne ilo$ci
cennych substancji odzywczych, jak: biatka, tluszcze, weglowodany, a takze
makro- i mikroelementy [Kotakowski, 2007].

Do podstawowych czynnikéw ograniczajacych mozliwos$ci wykorzystywania
$ledzi baltyckich na cele przetworcze naleza: niska zawarto$¢ thuszczu, duze
zrdéznicowanie wymiar6Ow 1 masy osobniczej ryb, uwodniona, luzna tekstura migsa,
oraz znaczny udzial ryb mechanicznie uszkodzonych, wskutek niewtasciwych
metod potowu, przechowywania i transportu. Stosowane obecnie metody
przetwarzania $ledzi battyckich o niskiej przydatnosci technologicznej sa czesto
nieefektywne ze wzgledu na niskg wydajno$¢ produkcyjna oraz nieodpowiednia
jako§¢ uzyskiwanych z nich wyroboéw [Pawlikowski, 2010b; Pawlikowski
i Dowgialto, 2010]. Jednym =z perspektywicznych kierunkow efektywnego
wykorzystania ryb matocennych, w tym §ledzi battyckich, moze by¢ np. produkcja
wyroboéw formowanych z rozdrobnionego mig¢sa ryb, w ktorych naturalna, fizyczna
integralno$¢ tkanki nie odgrywa istotnej roli [Pawlikowski i Szulecka, 2011;
Pawlikowski i Szulecka, 2012]. Systematyczne badania jakosci i wartosci
uzytkowej $ledzi potawianych przez polskie jednostki rybackie w Battyku
Poludniowym, moga wptynaé na racjonalizacj¢ potowow oraz okresli¢ optymalne
kierunki przetwarzania tych surowcow na cele zywnosciowe.
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Celem pracy byta ocena jakosSci i przydatnosci technologicznej sledzi (Clupea
harengus) potawianych przez polskie jednostki rybackie w okre$lonych rejonach
polowowych na Baltyku Poludniowym.

Material i metody badan

Materialem do badan byly 23 proby $ledzi, ztowionych w latach 2013+2014
przez polskie jednostki rybackie w 18 rejonach polowowych, zawartych migdzy
zachodnim rejonem 39G4/C8 a wschodnim rejonem 37G9/U4, znajdujacych si¢ na
Battyku potudniowym (Tab. 1, Rys.1).

Tabela 1. Daty oraz rejony potowu $ledzi battyckich

Nr Data Rejon
proby potowu potowu

1. 2013-04-09 40G5/G13
2. 2013-04-17 37G8/s4
3. 2013-05-15 39G7/M10
4, 2013-06-06 39G4/C8
5. 2013-06-08 39G7/010
6. 2013-06-11 38G8/R7
7. 2013-08-22 38G8/R7
8. 2013-11-07 38G4/E6
9. 2014-01-15 40G8/R13
10. 2014-02-12 38G4/E6
11. 2014-03-28 38G4/E6
12. 2014-03-31 37G5/G4
13. 2014-04-05 37G9/U4
14. 2014-04-06 37G9/U4
15. 2014-05-05 39G7/N10
16. 2014-05-21 39G7/09
17. 2014-06-02 38G5/H6
18. 2014-06-24 38G5/F6
19. 2014-08-06 38G7/G7
20. 2014-08-07 38G8/R7
21. 2014-09-03 39G7/N10
22. 2014-10-06 41G8/R14
23. 2014-11-06 41G8/P16
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Rys. 1. Wybrane rejony potowu $ledzi na Baltyku potudniowym. [Opracowanie
wlasne MIR-PIB]

Proby $ledzi z danego rejonu polowowego, o masie 3+4 kg, byly losowo
pobierane bezposrednio po ich potowie, ztadowni jednostki rybackiej, do
izotermicznego pojemnika, chtodzonego rozdrobnionym lodem. Przechowywane
w warunkach chtodniczych proby $ledzi dostarczane byty do Morskiego Instytutu
Rybackiego — Panstwowego Instytutu Badawczego i poddane badaniom w ciggu
24 godz., liczac od czasu ich potowu.

Jako$¢ 1 przydatno$¢ technologiczng prob Sledzi okre§lana byta na podstawie
ocen jakosci sensorycznej, wskaznikow fizycznych i chemicznych i wybranych
parametréw technologicznych.

Jako$¢ sensoryczng Sledzi okre§lono za pomoca metody QIM (ang. Quality
Index Method) [Eurofish, 2015]. Metoda ta polega na ocenie istotnych wyr6znikow
jakos$ci sensorycznej surowych ryb, w tym stan i wyglad skory, zapach, tekstura
cze$ci grzbietowej i brzusznej ciala ryb, ksztalt i barwa oczu, barwa i zapach
pokryw skrzelowych. Poszczegolne wyrdzniki sensoryczne ocenione byly metoda
punktows, w skali od 0 do 3 pkt., przy czym najwyzszy poziom ich jakosci
odpowiadal 0 pkt, a najnizszy 3 pkt. Sumaryczna ocena punktowa wszystkich
wyroznikéw sensorycznych zawarta byta w przedziale od 0 do 20 pkt.; im nizsza
byla warto$¢ tej sumy, tym jakos$¢ sensoryczna ryb byla wyzsza.

Pomiary parametrow morfometrycznych obejmowaty dtugos¢ i mase catkowitg
ryb (n=50 w kazdej probie), liczby ryb przypadajacej na 1 kg oraz wspotczynnik
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kondycji ryb (K), tzw. wskaznik Fultona, K = (W-100)-L® gdzie W — masa
catkowita ryby [g], L — dlugos¢ catkowita [cm].

W  migsie $ledzi oznaczono podstawowy sktad chemiczny: zawarto$¢
wody/suchej masy metoda suszenia [PN-ISO 1442:2000], zawarto$¢ biatka metoda
Kjeldahla w analizatorze Kijeltec [PN-A-04018:1975/Az3:2002P], zawarto$¢
thuszczu metoda ekstrakcyjno-wagowa Soxhleta w aparacie SOXTEC [PN-ISO
1444:2000, PN-67/A-86734], zawarto$¢ popiotu calkowitego metoda spalania
[PN-ISO 936:2000].

Wzgledny wyciek termiczny (% masowy) ze S$ledzi przedstawiono jako
stosunek réznicy pomigdzy masa surowych ryb przed obrébka cieplna (parowanie
w 100°C, przez 15 min) a masg ryb po obrdbce cieplnej, po usunieciu wycieku
termicznego, do masy surowych ryb.

Wydajnos¢ operacji rgcznej obrobki wstepnej $ledzi (% masowy) wyrazono
jako iloraz masy ryb po operacji do masy ryb przed operacja. Wydajno$¢ produktu
okreslata sumaryczna wydajnos¢ poszczegolnych operacji, tj. odglawiania,
patroszenia i filetowania ryb.

Wyniki oznaczen wskaznikow fizycznych i chemicznych przedstawiano jako
$rednie arytmetyczne z pomiaréw n probek wraz z odchyleniem standardowym,
obliczonym z rozstgpu uzyskanych wynikéw. Analize statystyczng uzyskanych
wynikéw badan przeprowadzono wykorzystujac program  statystyczny
STATISTICA ver. 9.0.

Wyniki i dyskusja

Badania wykazaty, Zze $rednie dtugosci ryb oraz ich masa w poszczeg6lnych
probach byly zroznicowane (Tab. 2). W marcu 2014 r., najwigksza s$rednia
dlugoscia calkowita (27,1 cm) imasg (155,9 g) charakteryzowaly si¢ Sledzie
zrejonu polowowego 37G5/G4 (zachodnia cze$§¢ analizowanego obszaru
morskiego), a z kolei najmniejsza $rednia dlugos¢ (18,7 cm) i masa (46,3 Q)
odnosita si¢ do $ledzi z rejonu potowowego 39G7/N10 ($rodkowa czes$é
analizowanego obszaru). Stwierdzono statystycznie istotng wspotzalezno$é
korelacyjng pomiedzy dtugosciag catkowita Sledzi a ich masa; wspdtczynnik
korelacji wynidst r=0,96 (p<0,05).

Zwigzany z parametrami morfometrycznymi, wskaznik liczby ryb w 1 kg ich
masy, byl zréznicowany i zawarty w przedziale od 7 do 22. Kondycja $ledzi
zostata okreslona za pomoca wskaznika Fultona (K). Najwyzsza kondycja (K=0,8
glcm®) charakteryzowaly si¢ $ledzie zlowione w marcu w rejonie polowowym
38G4/E6 (zachodnia czes$¢ analizowanego obszaru morskiego), natomiast najnizsza
kondycje (K=0,6 g/cm®) mialy §ledzie ztowione w czerwcu w rejonie potowowym
38G7/010 (centralna cze$¢ analizowanego obszaru).
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Tabela 2. Parametry morfometryczne i jako$¢ sledzi battyckich

Nr i;jgg;z Srednia | Wspotczynnik | Liczba Takodé
proby calkowita masa Fulton3a ryb [pkt]
[cm] [0] [o/cm”] [szt./kg]

1. 21,5+ 1,3 64,4+13,0 0,6 £0,1 16 3,3+0,6
2. 22,3+0,9 75,5+ 11,0 0,7+0,1 13 1,7+1,2
3. 19,8 £ 1,6 45,8+ 12,2 0,6+ 0,1 22 0,7+1,2
4, 22,0+ 1,3 66,7+ 12,2 0,6 £0,1 15 0,7+1,2
5. 21,4+ 1,8 57,1 £15,8 0,6 £0,1 18 13,3+ 0,0
6. 223+ 1,4 67,3+12,6 0,6+0,1 15 0,0+0,0
7. 20,0+ 1,6 50,3+12,5 0,7+0,1 20 10,3 +2,1
8. 21,3+ 1,3 64,1 £13,6 0,7+0,1 16 1,3+0,6
9. 20,0+ 1,7 51,0+ 13,3 0,7+0,1 20 10,0+ 1,7
10. 21,4+ 1,7 66,6 £ 15,5 0,7+0,1 15 10,3+2,3
11. 26,3+1,0 147,5+ 16,6 0,8+0,1 7 9,3+3,1
12. 27,1+0,8 155,9+ 20,8 0,8+0,1 7 14,7+ 4,7
13. 254+0,6 121,0+ 12,8 0,7+0,1 8 10,7+ 4,7
14. 20,3+1,5 56,6 £ 14,3 0,7+0,1 7 13,3+1,5
15. 20,2+0,9 52,1+7,3 0,6 0,1 97 6,3+0,6
16. 20,1+ 1,6 522+1,8 0,6+0,1 20 73+1,0
17. 224+1,5 78,1 £ 14,7 0,7+0,1 12 2,0+0,0
18. 19,8 + 1,3 51,4+9,7 0,7+0,1 20 10,0+ 1,0
19. 18,7+ 1,4 46,8 £9,0 0,7+0,1 20 12,3 +3,8
20. 19,3+ 1,0 52,8 £8,1 0,7+0,1 19 6,0£2,6
21. 18,7+ 1,0 46,3+ 7.4 0,7+0,1 22 11,0+2,0
22. 21,6 +0,5 | 77,51+ 6,6 0,7 +0,1 13 12,0+2,0
23. 193+14 50,6 £ 10,5 0,7+0,1 22 5,7+2,9

Jako$¢ sensoryczna badanych $ledzi, okreslona metoda punktowa (QIM), byta
zawarta w przedziale migdzy 0,0 pkt. (najwyzsza jakos$¢) a 14,7 pkt. (najnizsza
jako$¢). Na tak duze zrdéznicowanie poziomu jakosci §ledzi wplyw moze miec
wiele czynnikow technicznych i technologicznych, zwigzanych z warunkami ich
polowu, metodami transportu i przechowywania ryb na statku, np. w chtodzonej
wodzie morskiej lub lodzie [Sikorski, 1980].

Podstawowy sklad chemicznego migsa $ledzi ulegat okresowym zmianom,
zwigzanym z rocznym cyklem zyciowym tych ryb (Tab. 3). Zawarto$¢ biatka
w migsie $ledzi miescita si¢ w przedziale od 15,2% (kwiecien, rejon polowowy
37G9/U4 — wschodnia cze$¢ analizowanego obszaru) do 33,1% (sierpien, rejon
potowowy 38G8/R7 — wschodnia cze§¢ analizowanego obszaru). Waznym
wskaznikiem okre$lajacym przydatno§¢ technologiczng $ledzi jest zawarto$¢
w nich tluszczu; im jest ona wyzsza, tym wigksza jest przydatnos¢ technologiczna
sledzi w przetworstwie [Anon., 2005]. Zawartos¢ thuszczu w migsie Sledzi jest

228



ujemnie skorelowana z zawarto$cig wody, im wyzsza byta zawarto$¢ thuszczu tym
nizsza byla zawarto§¢ wody w migsie [Sikorski, 1980]. W badanych prébach
sledzi, zawarto$ci thuszczu i wody miescily si¢ w przedziatach, odpowiednio:
od 1,2% 1 83,0% (maj, rejon potowowy 39G7/M10 — S$rodkowa czgs§¢
analizowanego obszaru) do 13,1% i1 69,5% (pazdziernik, rejon potowowy
41G8/R14 - $rodkowa cze$¢ analizowanego obszaru). Stwierdzono statystycznie
istotng wspoéltzalezno$¢ korelacyjna pomiedzy zawarto$cia wody a zawartoscia
thuszczu w migsie $ledzi; wspotczynnik korelacji wyniost r=0,92 (p <0,05). Srednie
warto$ci wydajnosci recznej obrobki wstepnej Sledzi zostaly przyporzadkowane
trzem poziomom ich jakos$ci: 0,0+0,7; 0,8+5,7 1 5,8+14,7 pkt.

Tabela 3. Podstawowy sktad chemiczny §ledzi battyckich

Nr Biatko Thiszez Sucha Woda Popi().i
, (N-6,25) 0 masa 0 calkowity
proby [%] [%] [%] [%] [%]
1. 16,8 £0,1 5,1+0,1 22,7+00 | 77,3+£0,3 1,4£0,1
2. 16,6 £ 0,2 2,3+0,2 20,5+0,1 79,5+0,1 1,4+0,1
3. 15,3+0,3 1,2+0,0 17,0+ 0,1 83,0+0,1 1,1 £0,1
4, 17,1+£0,3 6,6+£02 | 250+0,1 | 750+0,1 1,5+0,1
5. 15,8+0,0 2,8+0,1 19,7+0,1 | 80,3+0,1 1,2+0,1
6. 15,8+ 0,1 6,4+0,1 23,1+£0,2 76,9+0,2 1,3+0,1
7. 33,1+0,2 53+0,2 23,2+0,1 76,8+ 0,1 1,2+0,1
8. 16,9+ 0,0 8,0£0,0 26,1 £0,2 73,9+0,2 1,3+0,2
9. 16,8 +£0,2 7,5+0,1 253+0,1 | 74,7+0,1 1,2£0,0
10. 17,8+0,2 6,5+0,0 | 256+0,1 | 744+0,1 1,4£0,1
11. 143+0,1 69+0,0 | 22,1+0,1 | 77.9+0,1 | 1,1£0,1
12. 15302 | 10,0£0,1 | 262+0,1 | 73,8+0,1 | 1,8+0,1
13. 15,6 £0,0 4,8+0,1 21,6 0,2 | 78,4+0,2 1,3+0,1
14. 15,2+0,0 1,6 £0,2 17,9+0,1 | 82,1£0,1 1,2+£0,1
15. 17,1 £0,1 2,7+0,1 21,5+0,1 | 78,5+0,1 1,4£0,1
16. 16,8 +0.2 24+0,1 | 20,8+0,1 | 792+0,1 | 1,4+0,0
17. 16,4+ 0,0 95+03 | 274+02 | 72,6+02 | 1,4+0,0
18. 17,3+0,1 6,4+0,1 24,8+0,2 | 752+0,2 1,3+£0,0
19. 16,9+ 0,3 9,7+£0,2 | 27,6+02 | 72,4+0,2 1,3+0,1
20. 16,9 £0,1 10,6 £0,1 | 28,5+0,2 | 71,5+0,2 1,3+0,1
21. 168+03 | 10,501 | 28,702 | 71,302 | 13+0,1
22. 169+03 | 13,1£0,0 | 30,502 | 69,502 | 12+0,1
23. 17,1£0,2 11,0+£0,1 | 28,9+0,1 | 71,1+0,1 1,4£0,1

Badania wykazaly duzy wpltyw poziomu jakosci §ledzi na wydajno$¢ operacji
obrobki wstepnej (Tab. 4). W odniesieniu do odgtawiania, patroszenia i filetowania
$ledzi o najwyzszym poziomie jakosci (0+0,7 pkt.) wydajnosci tych operacji byly
najwigksze i wynosily, odpowiednio: 82,5; 74,7, 90,2%, przy wydajnosci produktu
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59,1%. Wraz z obnizaniem si¢ poziomu jako$ci $ledzi zmniejszala si¢ takze
wydajno$¢ operacji obrobki wstepnej. W odniesieniu do $ledzi o najnizszym
poziomie jakosci (5,8+14,7 pkt.) wydajnosci odglawiania, patroszenia i filetowania
wyniosty, odpowiednio: 78.,2; 72,1; 82,4%, przy wydajnosci produktu 53,6%
(Tab. 4).

Badania wykazaly, ze wyciek termiczny ze $ledzi zalezal od ich postaci
asortymentowej (cala ryba, tusza lub filet). We wszystkich badanych prébach,
najmniejszy wyciek termiczny wystapit w rybach calych, wiekszy w tuszach
a najwigkszy — w filetach.

Stwierdzono wplyw poziomu jakosci §ledzi na wielko§¢ wycieku termicznego.
W przypadku $ledzi o wysokiej jakosci (0+0,7 pkt.) wyciek termiczny z ryb catych,
tusz i filetow wyniost, odpowiednio: 12,3; 14,9; 16,1%, podczas gdy w przypadku
sledzi o niskiej jakosci (5,8+14,7 pkt.) wielkosci wycieku termicznego byly
wigksze i wyniosty, odpowiednio: 21,6; 23,7 i 26,8%.

Tabela 4. Wydajnosci recznej obrobki wstgpnej oraz wielkosci  wycieku
termicznego ze $ledzi

] Wydajnos¢ obrobki wstepnej* Wyciek termiczny**
Poziom [%] [%]
jakosci
[pkt] 0 P F W R T F
0-0.7 82,5 74,7 90,2 59,1 12,3 14,9 16,1
’ +14 +273 +1,6 +04 +32 +3,6 +2,7
0.8:5.7 79,6 73,2 86,7 56,1 12,7 16,2 18,8
T +0,9 +3,0 +0,7 +0,5 +29 +27 +3,0
582147 78,2 72,1 82,4 53,6 21,6 23,7 26,8
’ ’ +2,1 +2,9 +2,8 +1,1 +1,2 +0,2 +2,1

* O — odgtawianie, P — patroszenie, F — filetowanie, W — produkt
** R —ryba cata, T — tuszka, F — filet

Wielkosci wycieku termicznego ze $ledzi baltyckich majg istotny wplyw na
jako$¢ oraz wydajno$¢ produktow z nich wytwarzanych, ktéore poddawane sg
W procesie produkcyjnym obrobce cieplne;j.

Whioski

1. Pod wzglgdem parametréw morfometrycznych, najwigkszg srednig dtugoscia
(27,1 cm) i masg catkowitg (155,9 g) charakteryzowaty si¢ $ledzie potawiane
w marcu, w zachodniej analizowanej czesci Baltyku potudniowego (rejon
polowowy 37G5/G4), za$ najmniejsza $rednia dlugos¢ (18,7 cm) i masa
(46,3 g) odnosita si¢ do $ledzi potawianych w marcu w $rodkowym obszarze
Baltyku potudniowego (rejon potowowy 39G7/N10).
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Najwyzszy poziom jakoSci sensorycznej posiadaly $ledzie polawiane
W czerwcu, na wschodnim analizowanym obszarze Battyku poludniowego
(rejon polowowy 38G8/R7), natomiast najnizsza jako$cig sensoryczng
charakteryzowaty si¢ $ledzie potawiane w marcu, na zachodnim obszarze
Baltyku potudniowego (rejon potowowy 37G5/G4).

W migsie $ledzi, pochodzacych z analizowanych rejonéw potowowych,
zawarto$ci wody, biatka i tluszczu charakteryzowaty sie cykliczna, roczna
zmienno$cia 1miescity si¢ w przedziatach, odpowiednio: 69,5+83,0%;
15,2+33,1% oraz 1,2+13,1%.

Wydajnosci recznego odglawiania, patroszenia i filetowania $ledzi o wysokim
poziomie jakosci byly, w zalezno$ci od rodzaju potproduktu, wyzsze
02,6+7,8% w poréwnaniu z wydajno$ciami tych operacji uzyskanymi dla
$ledzi o niskim poziomie jakosci.

Wielkosci wycieku termicznego z ryb calych, tusz i filetow po obrdobce
cieplnej $ledzi o wysokim poziomie jakosci byly, w zalezno$ci od rodzaju
potproduktu, nizsze o 8,8+10,7% w porownaniu z wielko$cig wycieku
termicznego dla $ledzi o niskim poziomie jakosci.
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IZOLACJA I IDENTYFIKACJA SZCZEPOW BAKTERII
FERMENTACJI MLEKOWEJ POCHODZACYCH Z WEDLIN
SUROWO DOJRZEWAJACYCH

ANNA RZEPKOWSKA, DOROTA ZIELINSKA, ALEKSANDRA OLDAK,
PAWEL KRAJMAS, DANUTA KOLOZYN-KRAJEWSKA

Streszczenie

Bakterie fermentacji mlekowej stanowia naturalng i dominujaca mikroflore
wedlin surowo dojrzewajacych. Szczepy LAB izolowane z zywnoSci spontanicznie
fermentowanej moga wykazywa¢ przydatno$¢ technologiczng jako kultury
startowe zywnosci oraz wykazywac wlasciwosci potencjalnie probiotyczne.

Celem pracy byla izolacja i wstepna identyfikacja szczepdw bakterii fermentacji
mlekowej pochodzacych z wedlin surowo dojrzewajacych, konserwowanych
z dodatkiem ekologicznej serwatki. W wyniku przeprowadzonych badan
wyizolowano 32 szczepy z poledwicy, baleronu oraz kietbasy. Obserwacja hodowli
pod mikroskopem, barwienie Grama i test na obecno$¢ katalazy pozwolity na
przyporzadkowanie 23 szczepéw do rodzaju Lactobacillus, ktore byly mikroflorg
dominujaca i stanowity 72% wszystkich izolatow. Ponadto, wyizolowano
6 szczepow zakwalifikowanych do bakterii-ziarniakow (odpowiednio 19%
izolatow) oraz 3 szczepy zakwalifikowane do drozdzy (9% izolatdw). Szczepy
zrodzaju Lactobacillus (23) zidentyfikowano gatunkowo za pomocg testow
biochemicznych API 50 CH, wyrdzniajac nastepujace gatunki: Lb. paracasei
(SCH1, SCH3, SCHS, BAL3, KL5, KL7), Lb. pentosus (SCH2, SCH4, SCHS,
BAL7, BAL9, KL3, KL6, KL10, KL12), Lb. plantarum (KL9, KE14), Lb. brevis
(BALS5, BAL10, KE11, KL13) i Lb. acidophilus (BAL1, BAL6). Wyizolowane
szczepy mogly pochodzi¢ z surowca uzytego do produkcji wedlin (mikroflora
dominujaca — LAB) lub z serwatki, dodanej w czasie produkcji, w celu utrwalenia
produktow.

Zgodnie z zaleceniami Grupy Eksperckiey FAO/WHO powyzsze szczepy
powinny zosta¢ zidentyfikowane za pomocg metod genotypowych, w celu
potwierdzenia rodzaju i gatunku danego szczepu, co umozliwia zdeponowanie
bakterii w migdzynarodowej kolekcji mikroorganizmow.

Stowa Kluczowe: izolacja, identyfikacja, bakterie fermentacji mlekowej,
Lactobacillus, wedliny surowo dojrzewajace
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Wprowadzenie

Bakterie fermentacji mlekowej (ang. lactic acid bacteria - LAB)
to zréznicowana grupa mikroorganizméw, prowadzaca beztlenowg fermentacje,
ktorej gtownym produktem jest kwas mlekowy. Dodatkowymi produktami
fermentacji mlekowej moga by¢ rowniez kwas octowy, aldehyd octowy, etanol,
dwutlenek wegla, acetoina, diacetyl czy butandiol. LAB s3 beztlenowymi,
Gram-dodatnimi, katalazo-ujemnymi pateczkami badz tez ziarniakami.

Wedlug nomenklatury Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology [2009],
bakterie fermentacji mlekowej sklasyfikowano w rzedzie Lactobacillaceae
i przyporzadkowano kolejno do nastepujacych rodzin i rodzajow:

— Lactobacillaceae: Lactobacillus, Paralactobacillus, Pediococcus;

— Aerococcaceae: Aerococcus, Abiotrophia, Facklamia, Dolosicoccus,
Ignavigranum, Eremococcus, Globicatella;

— Carnobacteriaceae:  Carnobacterium,  Alloiococcus,  Alkalibacterium,
Allofustis, Atopobacter, Dolosigranum,  Atopostipes, Desemzia,
Granulicatella, Isobaculum, Marinoilactibacillus, Trichococcus;

— Enterococcaceae: Enterococcus, Melissococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus;

— Leuconostocaceae: Leuconostoc, Weisella, Oecococcus;

— Streptococcaceae: Streptococcus, Lactococcus, Lactovum;
oraz w rzedzie Bacillales:

— Sporolactobacillaceae: Sporolactobacillus [Jurkowski i Btaszczyk, 2012].

Mikroorganizmy te wystepuja powszechnie w srodowisku. Cechuja si¢ duzym
zapotrzebowaniem  pokarmowym, dlatego  najcze$ciej  odnajduje  si¢
w srodowiskach bogatych w weglowodany, aminokwasy i pochodne nukleotydow,
o malym stezeniu tlenu. Jednoczesnie maja duze zdolnosci adaptacyjne i potrafia
przystosowaé si¢ do trudnych warunkow Srodowiskowych, np. dobrze toleruja
podtoza kwasne, poprzez regulacje wewnatrzkomorkowego pH.

Naturalnie wystepuja w btonach sluzowych czlowieka i zwierzat oraz zasiedlaja
ich uktad pokarmowy i drogi rodne. Ponadto, stanowig rodzimg mikroflore mleka
i fermentowanych produktow mlecznych, owocdéw 1 warzyw, ziaren zbdz
i pieczywa, napojow alkoholowych oraz migsa i wedlin [Libudzisz, 2008;
Gajewska i Blaszczyk, 2012].

Najliczniejszy 1 najbardziej zroéznicowany gatunkowo rodzaj LAB to
Lactobacillus. Sa to wydtuzone, nieruchliwe, nieurzgsione pateczki, o wymiarach
0,5-1,2x1,0-10,0 um, czesto uktadajace si¢ w krotkie tancuszki. Nie wytwarzaja
przetrwalnikow. Nalezg do grupy mezofili (optimum wzrostu w temperaturze
20-28°C) lub termofili (optimum wzrostu w temperaturze 40-45°C). Komorki
Lactobacillus zawieraja od 32 do 56% molowych zasad azotowych G+C. Genom
bakterii mlekowych jest stosunkowo maty i zaleznie od gatunku wynosi 1,8-3,3
MPz. W zaleznosci od szlaku przemian cukrow i gatunku, Lactobacillus
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klasyfikowane sa jako hetero-fermentatywne (np. Lb. delbrueckii, Lb. plantarum,
Lb. acidophilus), obligatoryjnie heterofermentatywne (np. Lb. reuteri, Lb. brevis,
Lb. buchneri) badz fakultatywnie heterofermentatywne (np. Lb. casei,
Lb. rhamnosus, Lb. curvatus) [Hammes i Vogel, 1995; Libudzisz, 2008].

Bakterie kwasu mlekowego sa powszechnie wykorzystywane w technologii
zywno$ci jako kultury startowe oraz do produkcji zywno$ci na drodze
spontanicznej fermentacji. Pierwotnym i podstawowym celem stosowania tych
mikroorganizméw bylo utrwalanie zywno$ci. Obecnie zainteresowanie tymi
drobnoustrojami  ro$nie, ze  wzgledu na  poszukiwanie = nowych,
wyselekcjonowanych szczepdw o przydatnosci biotechnologicznej oraz medycznej
(probiotyki), czego wyrazem jest izolacja bakterii z Zzywnos$ci fermentowanej
naturalnie [Zlotkowska i in., 2005; Gajewska i Btaszczyk, 2012].

Obecnie w mikrobiologii obserwuje si¢ trend, w ktorym bakterie o cechach
probiotycznych, izoluje si¢ nie tylko z ukladu pokarmowego czlowieka, ale
roOwniez z zywno$ci spontanicznie fermentowanej. Liczne badania naukowe
potwierdzaja, ze LAB, a w szczegdlno$ci bakterie z rodzaju Lactobacillus,
pochodzace z zywnosci, zasiedlaja jelito grube czlowieka oraz moga odgrywacé
istotng role w jego prawidlowym funkcjonowaniu. Co wigcej, wedlug Holzapfela
[2002] rosnie potrzeba selekcji nowych szczepow bakterii, o wlasciwosciach
funkcjonalnych, w celu poprawy jakosci zywnosci i rozszerzenia oferty produktow
fermentowanych, w tym probiotycznych.

Zgodnie z wytycznymi zaproponowanymi przez FAO/WHO [2002], kazdy
szczep bakterii, ktory potencjalnie moglby zosta¢ zastosowany jako kultura
startowa w zywnosci i mogtby by¢ uznany jako potencjalnie probiotyczny, musi
zosta¢ doktadnie przebadany. Etapem pierwszym, w badaniach kultur
probiotycznych, jest doktadna identyfikacja szczepu za pomocg metod
fenotypowych oraz genotypowych, z wykorzystaniem nowoczesnych metod
biologii molekularnej, ktére pozwalaja na zidentyfikowanie rodzaju, gatunku
i szczepu mikroorganizmu oraz zdeponowanie go w mie¢dzy narodowej kolekcji
hodowli [FAO/WHO, 2002].

Celem pracy byta izolacja i wstgpna identyfikacja szczepow bakterii fermentacji
mlekowej pochodzacych z wedlin surowo dojrzewajacych - poledwicy, baleronu
i kietbasy.

Material i metody badan
Materiat

Materiat do badan stanowily 3 partie wedlin surowo dojrzewajacych
(poledwica, baleron, kielbasa), wyprodukowane metoda tradycyjna,
Z zastosowaniem konserwowania ekologiczng serwatka kwasowa, przez dodatek
do farszu badz moczenie, w celu przedluzenia trwatosci produktow. Wedliny
zostaly wyprodukowane przez Zaktad Migsny ,,Jasiotka” w Dukli, ktory pozyskuje
migso z lokalnych gospodarstw ekologicznych.
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Izolacja szczepow z wedlin surowo dojrzewajgcych

W celu izolacji szczepow, 10 g kazdej wedliny (polgedwica, baleron lub
kietbasa) homogenizowano w stomacherze (IUL Instruments, Hiszpania)
z dodatkiem wody peptonowej (BioMaxima, Polska) przez 2 minuty. Kolejno
wykonywano szeregi rozcienczen i posiewano 100 pl na przygotowany wczesniej
agar MRS (BioMaxima, Polska), metoda powierzchniowa. Ptytki Petriego
inkubowano w temperaturze 37°C przez 48 godzin. Po inkubacji izolowano
pojedyncze, réznigce si¢ od siebie, kolonie mikroorganizméw za pomocg sterylnej
ezy i posiewano ponownie na agar MRS. Po kolejnej 48-godzinnej inkubacji
(37°C), wykonywano posiew redukcyjny, w celu sprawdzenia czystosci
wyizolowanego szczepu. Hodowle mikroorganizméw zamrozono w -80°C
w bulionie MRS (BioMaxima, Polska) z dodatkiem 20% glicerolu.

Identyfikacja rodzaju mikroorganizmow za pomocqg metod fenotypowych -
obserwacja pod mikroskopem, barwienie Grama, test na obecnos¢ katalazy

Pojedyncze kolonie mikroorganizméw identyfikowano fenotypowo, wykonujac
barwienie Grama. Przemyte woda destylowana preparaty obserwowano pod
mikroskopem z dodatkiem olejku immersyjnego. Gram-dodatnie bakterie barwig
si¢ na kolor fioletowy, w wyniku tworzenia si¢ trwatego kompleksu barwnego,
ktérego nie mozna wyptukaé mieszaning etanolu i acetonu.

Test na obecno$¢ katalazy wykonywano z dodatkiem nadtlenku wodoru,
kazdorazowo nakrapiajac 3% roztwor nadtlenku wodoru na pojedyncze kolonie
mikroorganizmoéw, znajdujacych sie na ptytkach z agarem MRS. Mikroorganizmy
katalazo-ujemne nie wydzielaja pecherzykoéw gazu.

Identyfikacja gatunku mikroorganizmow za pomocq testow APl 50 CH

Identyfikacje gatunkéw mikroorganizmow, zakwalifikowanych uprzednio
za pomoca obserwacji pod mikroskopem do rodzaju Lactobacillus, prowadzono za
pomocg testow biochemicznych API 50 CH (bioM¢érieux), zgodnie z instrukcja
producenta.

Wyniki i dyskusja

W tradycyjnej technologii fermentacji mi¢sa, dominujacg mikroflore stanowig
bakterie fermentacji mlekowej. Zadaniem LAB jest przedtuzenie trwatosci oraz
nadanie wedlinom korzystnego zapachu, smaku i tekstury. W pierwszym etapie
dojrzewania wedlin rozwijaja sie¢ glownie ziarniaki, pateczki Achromobacter
i enterokoki. W drugim etapie rozwijajg si¢ bakterie mlekowe, szczegdlnie
zrodzaju Lactobacillus oraz paciorkowce mlekowe. Oprocz mikroflory
dominujacej surowo dojrzewajacych wedlin, jaka sa bakterie fermentacji
mlekowej, znajdujg si¢ tam rowniez drozdze oraz gronkowce koagulazo-ujemne
[Duszkiewicz-Reinhard i in., 2003; Wesierska i in., 2012]. Wedlug Neffe-
Skocinskiej 1 in. [2011] w surowo dojrzewajacych poledwicach liczba bakterii
fermentacji mlekowej wynosi ponad 4 log jtk/g produktu, natomiast w kietbasach
fermentowanych [Trzaskowska i in., 2014] ponad 8 log jtk/g produktu.
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W wyniku przeprowadzonych badan, z wedlin wyizolowano 32 pojedyncze
szczepy mikroorganizmow - 8 szczepow z poledwicy, 10 szczepdéw z baleronu
1 14 szczepdw z kielbasy. Poszczegolne szczepy oznaczono symbolami SCH, BAL
i KL oraz kolejnymi numerami (Tab. 1).

Tab. 1. Identyfikacja fenotypowa 32 szczepoéw wyizolowanych z wedlin surowo
dojrzewajacych

Test na
Symbol . Test 2 . Gatunek
szczepu Morfologia Grama T(l;?;f;(;syc Rodzaj (API1 50 CH)
SCH1 bakterie - pateczki G(+) ) Lactobacillus | Lb. paracasei
SCH2 bakterie - pateczki G(+) ) Lactobacillus | Lb. pentosus
SCH3 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. paracasei
SCH4 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. pentosus
SCH5 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. paracasei
SCH6 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. pentosus
SCH7 bakterie - ziarniaki G(+) () - -
SCH8 bakterie - ziarniaki G(+) () - -
BAL1 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. acidophilus
BAL?2 drozdze G(+) (+) - -
BAL3 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. paracasei
BAL4 drozdze G(+) (+) - -
BAL5 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. brevis
BALG6 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. acidophilus
BAL7 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. pentosus
BALS drozdze G(+) (+) - -
BAL9 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. pentosus
BAL10 | bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. brevis
KE1 bakterie - ziarniaki G(¥) () - -
KE2 bakterie - ziarniaki G(¥) () - -
KL3 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. pentosus
KiE4 bakterie - ziarniaki G(¥) () - -
KL5 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. paracasei
KL6 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. pentosus
KL.7 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. paracasei
K1.8 bakterie - ziarniaki G(+) () - -
K19 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. plantarum
KL.10 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. pentosus
Ki11 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. brevis
K112 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. pentosus
KL.13 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. brevis
KL.14 bakterie - pateczki G(+) () Lactobacillus | Lb. plantarum

Obserwacja kolonii pod mikroskopem, barwienie Grama oraz test na obecnosé¢
katalazy pozwolity na wstepna identyfikacj¢ 1 przyporzadkowanie do rodzaju
Lactobacillus nastepujacych 23 szczepéw: SCHI1, SCH2, SCH3, SCH4, SCHS5,
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SCH6, BAL1, BAL3, BALS5, BAL6, BAL7, BAL9, BAL10, KE3, KL5, KL6,
KL7,KE9, KE10, KE11, KE12, KE13 1 KE14. Wszystkie wskazane wyzej szczepy
byly Gram-dodatnimi pateczkami, katalazo-ujemnymi. Pozostale szczepy
zakwalifikowano do Gram-dodatnich, katalazo-ujemnych ziarniakow (SCH7,
SCHS8, KL1, KL2, K¥.4, KL8) badz tez do Gram-dodatnich, katalazo-dodatnich
drozdzy (BAL2, BAL4, BALS). Sposrdéd wszystkich wyizolowanych szczepdw,
72% z nich stanowily pateczki, 19% ziarniaki i 9% drozdze.

Wyizolowane szczepy moga pochodzi¢ z surowca uzytego do produkcji wedlin
(mikroflora dominujaca — LAB) lub z serwatki, dodanej w czasie produkcji, w celu
utrwalenia produktow wedliniarskich.

Szczepy, przyporzadkowane do rodzaju Lactobacillus, zostaty zidentyfikowane
na poziomie gatunku za pomocg testow biochemicznych API 50 CH (Tab.1).
Wyrdzniono nastepujace gatunki Lactobacillus: Lb. paracasei (SCH1, SCHS3,
SCHS5, BAL3, KL5, KL7), Lb. pentosus (SCH2, SCH4, SCH6, BAL7, BALDY,
KL3, KL6, KE.10, KE12), Lb. plantarum (KL9, K¥.14), Lb. brevis (BAL5, BAL10,
KL11,KE13) i Lb. acidophilus (BAL1, BALS).

Wedlug Grupy Eksperckiej FAO/WHO [2002] identyfikacja fenotypowa
szczepOw jest niewystarczajgca, dlatego w celu potwierdzenia rodzaju i gatunku
danego szczepu konieczna jest identyfikacja na poziomie genetycznym,
z wykorzystaniem nowoczesnych technik biologii molekularnej (np. PCR,
sekwencjonowanie 16S rDNA).

W przesziosci podejmowano proby izolacji szczepow bakterii fermentacji
mlekowej z zywno$ci pochodzenia zwierzecego. Juz w roku 1987 Schillinger
i Liicke podjeli si¢ identyfikacji LAB, pochodzacych ze $wiezego migsa (wotowiny
1 wieprzowiny) oraz produktow miesnych (kietbasa surowo dojrzewajaca, kietbasa
mortadela). Hodowlg szczepdéw prowadzili na agarze Rogosa oraz agarze MRS,
w temperaturze 25°C, w warunkach beztlenowych. W wyniku przeprowadzonych
badan wyizolowano 229 szczepdéw z rodzaju Lactobacillus. Wérod nich odnalezé
mozna takie gatunki jak: Lb. brevis, Lb. curvatus, Lb. hilgardii, Lb. plantarum,
Lb. sake czy Lb. viridescens [Schillinger i Liicke, 1987]. W badaniach wtasnych
robwniez wyizolowano szczepy z gatunku Lactobacillus plantarum oraz
Lactobacillus brevis. Inkubacje hodowli na agarze MRS prowadzono jednak
W wyzszej temperaturze, blizszej temperaturze fermentacji mlekowe;j, tj. 37°C.

Ruiz-Moyano i in. [2008] wyizolowali 363 szczepy z tradycyjnych, suchych
kietbas fermentowanych. Hodowle bakterii prowadzono na agarze LAMVAB
i agarze M17. Wsér6d wyizolowanych mikroorganizméw, mikroflore dominujaca
stanowity LAB =z gatunku Lactobacillus sakei i Lactobacillus curvatus.
W badaniach wtasnych rowniez stwierdzono, ze bakterie z rodzaju Lactobacillus sa
drobnoustrojami, ktore wystepuja w wyrobach migsnych w najwigkszej liczbie.
Srodowisko migsne jest dla rozwoju LAB $rodowiskiem niekorzystnym.
W przypadku produktéw migsnych proces fermentacji mlekowej i dojrzewania
wyrobow jest utrudniony, ze wzgledu na niska zawarto$¢ glukozy, niskie pH
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srodowiska, niskg aktywno$¢ wody i wysoka zawartos¢ NaCl [De Vuyst i in.,
2008; Sionek i in., 2014]. Jednak Ruiz-Moyano i in. [2008] podkreslaja,
ze bakterie z rodzaju Lactobacillus bardzo dobrze adaptuja si¢ do trudnych
warunkow §rodowiskowych.

Z kolei Bromberg i in. [2004] wyizolowali 813 szczepéw bakterii fermentacji
mlekowej z 174 probek miesnych. Hodowle bakterii mlekowych prowadzono na
standardowym agarze MRS z dodatkiem azydku sodu, w celu zahamowania
wzrostu  bakterii  Gram-ujemnych.  Ws$réd — wyizolowanych  szczepow
zidentyfikowano LAB produkujace bakteriocyny, ktore hamowaly wzrost
najpopularniejszych patogendw zywnosci. Szczepy izolowane z zywnoSci, oprocz
przydatno$ci technologicznej, moga wykazywa¢ wlasciwosci antagonistyczne
w stosunku do mikroflory patogennej, co jest korzystne przy produkcji zywnosci,
niepodlegajacej obrobce termicznej, takiej jak migso i wedliny surowo
dojrzewajace.

Jak pokazuja wskazane wyzej wyniki badan, zywnos$¢ fermentowana
spontanicznie, jest dobrym zrodlem bakterii fermentacji mlekowej. Wérdd nich
odnalez¢ mozna mikroorganizmy z rodzaju Lactobacillus, szczegdlnie cenne ze
wzgledu na swojg przydatno$¢ technologiczng i wlasciwosci prozdrowotne.

Zgodnie z wytycznymi przewodnika FAO/WHO, identyfikacja to pierwszy
i niezbedny etap przy okreslaniu przydatnosci szczepu jako kultury startowej oraz
w celu udowodnienia wiasciwosci probiotycznych, dlatego rekomenduje si¢
zidentyfikowanie szczepéw za pomoca nowoczesnych metod biologii
molekularnej, ktore sg najbardziej precyzyjne.

Whnioski

1. Wedliny surowo dojrzewajace, wyprodukowane z surowca eckologicznego
z dodatkiem serwatki, sg naturalnym zroédtem bakterii fermentacji mlekowe;,
glownie pateczek mlekowych =z gatunkéw Lactobacillus paracasei,
Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus brevis
i Lactobacillus acidophilus.

2. Wsrdod badanej mikroflory surowo dojrzewajacych wedlin dominowaty Gram-
dodatnie, katalazo-ujemne pateczki bakterii fermentacji mlekowej z rodzaju
Lactobacillus, ktore stanowily 72% wszystkich wyizolowanych szczepow.
Ponadto wyizolowano ziarniaki (stanowiace 19% izolatdéw) oraz drozdze
(stanowiace 9% izolatow).

3. Kolejnym etapem, po wstepnej identyfikacji fenotypowej bakterii, zgodnie
zwytycznymi  przewodnika FAO/WHO, jest identyfikacja genotypowa
szczepOw, z uzyciem nowoczesnych metod biologii molekularnej, co pozwoli
na wstepne zakwalifikowanie ich do mikroflory potencjalnie probiotyczne;.
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WEASCIWOSCI REOLOGICZNE I TEKSTURALNE
MAJONEZOW PEENOTLUSTYCH I O OBNIZONEJ
ZAWARTOSCI TLUSZCZU DOSTEPNYCH
NA RYNKU LUBELSKIM

KATARZYNA SKRZYPCZAK, EWA JABLONSKA-RYS, MARTA
ZALEWSKA-KORONA, MONIKA MICHALAK-MAJEWSKA,
ALEKSANDRA CIOLKOWSKA, ANETA SEAWINSKA, WOJCIECH
RADZKI, WALDEMAR GUSTAW

Streszczenie

Majonezy zajmuja dominujaca pozycj¢ na rynku sosOw majonezowych.
Wazrastajace wymagania konsumentow i konieczno$¢ konkurowania producentow
zywnoS$ci sprawiajg, iz obecnie dostepna jest bardzo szeroka gama roznorodnych
majonezOéw stale powigkszajaca si¢ 0 nowe produkty. Popularno$é¢ zyskuja sosy
majonezowe 0 zmniejszonej zawarto$ci thuszczu, jednak zmniejszenie zawarto$ci
tego sktadnika pociaga za sobg konieczno$¢ stosowania substancji stabilizujacych
emulsj¢ ipozwalajacych na zachowanie cech reologicznych produktow
pemothustych.

W pracy porownano wiasciwosci poszczegolnych parametréw reologicznych
majonezow o zroéznicowanej zawartosci tluszczu dostgpnych na rynku lubelskim.
Analizowano wlasciwosci lepkosprezyste oraz teksture. Badania przeprowadzono
przy uzyciu analizy profilowej tekstury (TPA), jak rowniez reometrii oscylacyjnej.
Wyznaczono petle histerezy oraz spektra mechaniczne badanych produktow.

Na podstawie przeprowadzonych analiz stwierdzono, iz wspotczynnik
konsystencji (K) w majonezach zalezal od zawartosci tluszczu. Warto$¢ tego
indeksu malata wraz ze zmniejszaniem si¢ zawartosci thuszczu. Zawarto$¢ thuszczu
W analizowanych sosach nie miata jednak wpltywu na sprezystos¢ i spoistosci
majonezow. Obserwowano, iz wraz ze wzrostem zawartosci ttuszczu w produkcie,
przy tej samej predkosci S$cinania nastepowal wzrost wartoSci naprezenia
stycznego. Odnotowano wigksze warto$ci naprezenia stycznego dla prob
majonezow o zawartosci thuszczu powyzej 70%. Badania spektrum mechanicznego
wykazaty, iz analizowane produkty sa ptynami o strukturze wykazujacej staby
charakter zelowy.

Stowa kluczowe: majonez, tekstura, wlasciwosci reologiczne, spektrum
mechaniczne
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Wprowadzenie

Majonez to najbardziej znany przyktad emulsji typu olej w wodzie (o/w),
W ktorej w fazie wodnej rozproszone sa nierozpuszczalne jak i rozpuszczalne
sktadniki tj.: sol, cukier, musztarda i inne przyprawy [Pijanowski i in., 2004; Mitek
1 Stowinski, 2006]. Emulsja sosu jest stabilizowana przez lipoproteinowe sktadniki
z6ltka jaja [Stauffer, 2001].

Rynek sosow majonezowych to segment stale rozwijajacy si¢. Jest rynkiem
skoncentrowanym, gdzie 10 gtownych producentéw odpowiada za ponad 93%
sprzedazy wolumenowej. taczny udziat trzech najwiekszych producentow
majonezow wynosi ponad 50% w ujeciu ilosciowym i ok. 60% pod wzgledem
warto$ci sprzedazy. Trzy dominujace na rynku firmy to: Nestlé Polska (majonez
Winiary), Spotem Kielce (majonez Kielecki) oraz Unilever Polska (majonez
Hellmann’s). Znaczaca pozycje maja takze takie firmy, jak Roleski i Motyl.
Majonez jest produktem bardzo regionalnym i poza wspomnianymi producentami
w wigkszosci regiondw wystepuje przynajmniej jeden silny lokalny wytworca.
Dosc¢ silna pozycje maja marki wlasne sieci handlowych [Ochmanska, 2006]

Aktualnie obserwuje si¢ wzrost zainteresowania konsumentéw produktami
0 obnizonej kaloryczno$ci. Coraz bardziej popularne staja si¢ majonezy typu
,light”- jednak zmniejszenie zawarto$ci ttuszczu pocigga za sobg konieczno$é
stosowania substancji stabilizujacych emulsj¢. Przy produkcji majonezéw
niskotluszczowych szczegolnie istotne jest nadanie tradycyjnego smaku przy
jednoczesnym zachowaniu odpowiedniej tekstury charakterystycznej dla ich
petnottustych odpowiednikow.

Celem niniejszej pracy byto porownanie wybranych parametrow tekstualnych
i reologicznych majonezow dostgpnych na rynku lubelskim. Analizowano krzywe
ptynigcia, wiasciwosci lepkosprezyste i tekstur¢ majonezé6w o0 normalnej
i obnizonej zawartosci ttuszczu. Wyznaczono takze spektra mechaniczne badanych
produktow.

Material i metody badan

Do badan uzyto majonezy réznych producentow dostgpnych na rynku lubelskim
(Tab.1) o zroznicowanej zawartosci tluszczu. 22 majonezy zostaty podzielone ze
wzgledu na zawarto$¢ tluszczu na: niskotluszczowe — do 65% tluszczu oraz
wysokotluszczowe — powyzej 65% tluszczu. Wszystkie analizowane produkty do
chwili wykonania oznaczen przechowywano w tej samej temperaturze chtodniczej
(5°C) w oryginalnych opakowaniach handlowych. Przed bezposrednim
wykonaniem oznaczen materiat badawczy po wyjeciu z lodéwki pozostawiano
przez czas ok. 10 - 15 min. w temp. ok. 25°C w celu wyrdwnania jego temperatury
z temperaturg otoczenia.
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Tab.1. Podzial majonezéw wykorzystanych jako material badawczy (sktad
wg deklaracji producentdéw)

Zagestniki 3

) o g

< g 228

_| 3 sIZ| 2|5 |2
Oznaczenieprodukty | 8| § [« S| 2| £ | 2|5 T
| 5|82 2| g |E g™

S| s |Fg| E| & |98

= gla| & §

> E Q N

o 27

Wysokottuszczowe |

A + 82
B + 81,1
C + |+ 80,5
D + | 4+ + 76,3
E + |+ 76,1
F + | 4+ + | + 75,8
G* + 75
H + + | + 70
| + + + 70
J + | 4+ + |+ | 70
K 67,9
L + 65
Niskottuszczowe |

E + | 4+ + |+ + | 51,9
M + | 4+ + |+ + | 51
N + + |+ | + | + |495
0 + + |+ + | 40
P + | + + |+ + | 33
R + | + + |+ | + |+ | 27
S + | + + |+ | + | +] 20
T + | + + | + | +] 20
u + | + + + | 15
W + | + + + | 10,6

* zawiera blonnik

Analiza profilowa tekstury (TPA)
Do przeprowadzenia analizy wykorzystano teksturometr TA-XT2i (Stable Micro

System, Wielka Brytania). Probki majonezu badano przy uzyciu zestawu do
ekstruzji wstecznej (glowica cylindryczna o $rednicy 45 mm, pojemnik
cylindryczny o $rednicy 60 mm i wysokosci 70 mm), przy predkosci przesuwu
glowicy 5 mm/s, do glebokosci probki 40 mm. Czas trwania jednego pomiaru
probki wynosit 20 s. Uzyskane wyniki (z dwoch powtorzen) zarejestrowano przez
program Texture Expert version 1.22. Za pomoca analizy profilowej tekstury
badano parametry: twardos¢, przylegalnos$¢, gumiasto$¢, sprezystosc i spoistosc.
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Wyznaczenie krzywej plynigcia

Pomiary zostaly wykonane przy uzyciu reometru dynamicznego RS 300
(ThermoHaake, Karlsruhe, Niemcy) w uktadzie stozek - ptytka, przy uzyciu rotora
C 60/2 °Ti. Badania wykonano w statej temperaturze 20 °C, przy predkosci
$cinania w zakresie 0-150 1/s. Czas trwania pomiaru wynosit 270 s. Objetosc¢
kazdej z badanych probek wynosita 2 ml. Wyniki (uzyskane z dwoch powtorzen)
rejestrowano komputerowo wykorzystujac program RheoWin Pro (ThermoHaake,
Karlsruhe, Niemcy).

Okreslenie spektrum mechanicznego

Oznaczenia dokonane zostaty przy zastosowaniu reometru dynamicznego RS 300
(ThermoHaake, Karlsruhe, Niemcy) w uktadzie stozek-ptytka, przy uzyciu rotora C
60/2 °Ti. Badania prowadzono w statej temperaturze 20 °C. Objgto$¢ probki
wynosita 2 ml. Spektrum mechaniczne badano w zakresie czestotliwosei 0,1 - 60
Hz i odksztatceniu 0,01. Wyniki (uzyskane z dwoch powtdrzen) rejestrowano
komputerowo wykorzystujac program RheoWin Pro (ThermoHaake, Karlsruhe,
Niemcy).

Wyniki i dyskusja

Majonez jest polptynng emulsja typu olej w wodzie (o/w), zawierajaca zottka
jaj, olej roslinny, ocet, sOl, przyprawy oraz rézne substancje dodatkowe —
kwaszace, zaggszczajace, konserwujace. Produkcja majonezu wymaga dobrania
surowcow odpowiedniej jako$ci oraz opracowania wlasciwych parametréw
procesu produkcji. Majonez jako emulsja jest wrazliwy na rozwarstwianie
i wymaga stalej temperatury wszystkich stosowanych surowcow [Mitek
i Stowinski, 2006]. W procesie jego produkcji dodawane sa m.in. substancje
ksztattujace i utrwalajace strukture.

W produkcji majonezu typu ,,light”, stosowane sa substancje zageszczajace,
zwykle hydrokoloidy — gumy (glownie guar i ksantanowa), ktorych zadaniem jest
stabilizacja emulsji, poprawa cech teksturalnych i reologicznych oraz zawieszenia
czastek statych lub przyprawowych w produktach majonezowych [Ma i Barbosa-
Cénovas, 1995b].

Wiasciwosci  reologiczne sosow  satatkowych, w tym majonezow,
sa W wigkszosci okreslane przez zawarto$¢ thuszczu i obecno$¢ stabilizatorow,
emulgatoréw i zagestnikow [Juszczak 1 in., 2003]. Analiza cech reologicznych
majonezu jest niezbedna w trakcie procesow technologicznych, magazynowania
oraz transportu iwaznym elementem kontroli jako$ci, gdyz wiasciwosci
reologiczne wptywaja takze na funkcjonalne i sensoryczne wtasciwosci produktu.

W badanych produktow o zréznicowanej zawartosci thuszczu dokonano analiz
tekstury ze szczegdlnym uwzglednieniem takich parametrow jak: twardosc,
przylegalno$¢, gumiasto$é, sprezystosc i spoisto$¢ (Tab. 2 1 3). Sposrod majonezow
wysokotluszczowych najnizszg warto$¢ uzyskano dla majonezu K (6,73 N), co ma
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bezposredni zwigzek z niska zawartoscig ttuszczu (< 70%), jak rdwniez z brakiem
dodatkow 1 substancji poprawiajacych strukture produktu. Najwyzsza wartos§¢
mierzonego parametru odnotowano dla majonezu E (16,61 N). Wsrod
przebadanych produktéw niskottuszczowych najnizsza twardoscia (6,11 N)
cechowat si¢ majonez L., za§ najwyzsza majonez N (15,06 N) oraz R (14,94 N).

Tab. 2. Srednie wartoici poszczegodlnych cech tekstury badanych majonezow
petottustych + SD

o z 2 2 o
- - s | ¢
3 2| E | iz | ¢
a & = & (?/5; o
~
Al 1545+139 | -77,14+£5,93 | 997+0,84 | 1,00£0,00 | 0,65+ 0,00
B| 928+0,52 | —35,08+3,80 | 542+0,78 | 0,94+0,01 | 0,58+0,05
C| 1484+0,56 | —52,63+1,83 | §,19+1,07 | 0,98+0,00 | 0,56=+0,09
D | 13,24+0,76 | —62,14+3,52 | 846+0,12 | 0,99+0,00 | 0,64+0,05
E | 1661+1,03 | -73,97+0,65 [10,59+0,41| 0,99+0,00 | 0,64 +0,02
F | 13,98+0,72 | —=55,06+7,64 | 7,32+0,52 | 0,98+0,00 | 0,53 + 0,06
G| 11,8+096 | -58,13+5,75 | 7,92+0,65 | 0,99+0,01 | 0,67+0,00
H| 7,61+081 | —32,81+0,65 | 412+0,33 | 0,86+0,04 | 0,55+0,10
I 8,58+0,29 | -4141+3,48 | 535+0,08 | 0,98+0,02 | 0,63+0,03
J | 11,42+0,78 | —47,43+4,24 | 6,81+0,12 | 0,98+0,02 | 0,60=+0,05
K| 6,73+0,26 | —33,16+1,54 | 3,80+0,11 | 0,96+0,01 | 0,57+0,01
L | 1094+0,15 | 4588+293 | 593+0,56 | 0,98+0,01 | 0,54+0,04
Analizujac ~ wyniki  uzyskane dla  wszystkich prob  majonezow

wysokotluszczowych zaobserwowano, iz wraz ze spadkiem zawartosci tluszczu
zmniegjsza si¢ twardo$¢ tych emulsji. W majonezach niskotluszczowych (Tab. 3)
zalezno$¢ pomiedzy obnizeniem zawartosci tluszczu i zmianami wartosci
twardosci jest mniej widoczna niz w przypadku produktéw petnottustych. Jest to
zwigzane z obecnoscig substancji zaggszczajacych w produktach ,light”, ktore
bedac takze zamiennikami thuszczu, utrzymujg stabilng strukturg tych wyrobow.
Sposrod majonezow wysokotluszczowych najwyzsza wartos¢ przylegalnosci
(Tab. 2) uzyskano dla majonezu A (77,14 ml]), sosu o najwigkszej zawartosci
thuszczu w swym skltadzie, natomiast warto$¢ najnizszg odnotowano dla majonezu
H. Analiza porownawcza wszystkich prob majonezow wysokottuszczowych
wykazata, iz wraz ze wzrostem zawartosci thuszczu wzrastata przylegalnosc
badanych soséw. Z kolei, w przypadku majonezéw niskottuszczowych wraz ze
wzrostem zawartosci tluszczu w produkcie obserwowano spadek wartosci
przylegalno$ci. Majonez R (61,30 mJ) charakteryzowal sie najwyzszg
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przylegalnos$cig wsrdod wszystkich produktow o obnizonej zawarto$ci tluszczu
(Tab. 3), natomiast najnizsza warto$¢ (29,00 mJ) odnotowano dla préby L.
Gumiasto$¢ byta kolejng cecha tekstury zalezna od udzialu ttuszczu w skladzie
badanych emulsji. W sosach petnottustych zwigkszenie zawartosci oleju wptywato
na uzyskanie wyzszej warto$ci gumiastosci, podczas gdy w majonezach ,light”
miata ona tendencje spadkowa (Tab. 3).

Tab. 3. Srednie wartoéci poszczegdlnych cech tekstury badanych majonezow
0 obnizonej zawarto$ci thuszczu £SD

2 o o
38| ETZ o £z 3 2
= £ B : = 2

& o n
L 6,11 £0,53 -29,00£2,04 | 3,56+0,02 | 0,90+ 0,06 0,59 + 0,05
M| 10,36+ 0,01 4279+ 1,33 5,55+0,49 | 0,99 +0,01 0,54 + 0,05
N | 1506+0,07 | -52,85+11,23 | 7,68 1,23 | 0,95 +0,02 0,51 +0,09
O 9,87 +0,27 -4234+328 | 5,61+0,51 | 0,91 +£0,02 0,57 £0,04
P 9,87 +0,11 -31,47+1,87 | 4,54+0,52 | 0,89 +0,03 0,46 £ 0,06
R | 1494+0,81 |-61,30+12,51 | 8,94+0,26 | 0,95+0,05 0,60 = 0,02
S 7,23 +£0,26 -37,28+047 | 456+0,01 | 0,99+0,01 0,63 = 0,02
T 8,68 +0,36 44,33 +0,77 | 5,28+0,09 | 0,98 +0,01 0,61 £0,02
U 9,41 £0,91 -50,22+1,14 | 6,17+0,22 | 0,99 +0,01 0,66 £ 0,04
W| 9,73+0,18 -46,07 £4,13 6,11 +0,73 | 0,90 +0,09 0,63 £0,06

W majonezach wysokotluszczowych najmniejszg warto$¢ tego parametru
odnotowano dla majonezu K (3,80 N), natomiast najwyzsza warto$¢ uzyskano dla
majonezu E (10,59 N) oraz A (9,97 N) (Tab. 2). Analiza majonezéw petnottustych
wykazata, iz podobnie jak w przypadku przylegalno$ci obnizenie zawartos$ci
thuszczu powoduje zmniejszenie gumiastosci tych produktow.

Zmnigjszenie zawartosci oleju w sosach niskottuszczowych skutkowato
wzrostem gumiastosci tych emulsji. Wérod zbadanych majonezow typu ,,light”
najmniejsza warto$¢ mierzonego parametru posiadal majonez L. (3,56 N), zas
najwyzsza R (8,94 N) (Tab. 3).

Zaobserwowano, iz zawarto$¢ tluszczu w badanych produktach nie miata
wplywu na zmiany warto$ci sprezystosci oraz spoistos¢. Wartosci tych parametrow
we wszystkich badanych sosach ksztaltowaly si¢ na podobnym poziomie,
odpowiednio do skali wartosci danej cechy. Jedynie w stosunku do majonezow
niskotluszczowych warto$ci sprezystosci wykazywaly niewielki wzrost wraz
z obnizaniem zawartosSci tluszczu (Tab. 2 1 3). Uzyskane wyniki
najprawdopodobniej wynikaly z obecnosci stabilizatoréw w tych produktach.
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Stabilna struktura oraz wyréwnane warto$ci cech teksturalnych w majonezach
0 zmniejszonej zawarto$ci thuszczu uzyskano dzigki substancjom zaggszczajacym
i stabilizujacym. Wiegkszo$¢ tych produktow zawierala w swoim skladzie
kombinacj¢ skrobi modyfikowanych i gum — guar oraz ksantanowej, co ma bardzo
istotny wptyw na ich konsystencje. Wedlug Ma i Barbosa-Canovas [1995a]
spoisto$¢ majonezow zalezy od zawarto$ci oleju, na co wptywa kompaktowe
upakowanie kropel przy wyzszych stezeniach tluszczu. Mniejsza procentowa
zawarto$¢ oleju w majonezach o obnizonej kaloryczno$ci powoduje, ze $rednie
odlegtosci miedzy kroplami sg wigksze, 1 z tego powodu spoistos¢ moze by¢ nizsza
od oczekiwanej. Ponadto autorzy stwierdzaja, iz wyzsze stgzenie gumy
ksantanowej wywotuje powstawanie wigkszych agregatoéw w emulsji, co rOwniez
sprzyja wzrostowi spoisto§¢ majonezow. W zwigzku z tym do deformacji
wymagana jest wyzsza sita naprezenia §cinajacego.

Warto$¢ granicy plynigcia jest istotna dla wiasciwego zaprojektowania
procesoOw  technologicznych  (mieszanie, pompowanie), transportu oraz
przechowywania majonezow [Ma i Barbosa-Canovas, 1995b]. Udowodniono,
iz warto$ci naprezenia stycznego odgrywaja wazng role w akceptacji produktow
wsérdéd konsumentow [Juszezak i in., 2003].

Tab. 4. Wartoséci parametrow reologicznych badanych majonezow petnottustych
+SD

Wspolczynnik .
Nazwa majonezu koﬁsyste}:,rrllcji Indeks ptynigcia Pole tiksotropii
K [Pa‘s"] n

A 422,25 + 114,06 0,08 = 0,02 4700,00 + 43,84
B 62,95+2,47 0,32+ 0,01 —4653,00 + 18,38
C 136,80 + 3,54 0,21+ 0,00 3230,50 + 38,89
D 113,30+ 2,26 0,25+ 0,00 2248,50 + 21,92
E 178,50 + 7,92 0,20 + 0,00 5259,00 + 164,05
F 125,35+ 5,16 0,25+ 0,01 4198,50 + 14,85
G 119,60 + 2,69 0,19 £ 0,00 2126,50 + 169,00
H 44,82 + 3,08 0,34+ 0,01 989,60 + 95,32
| 71,57 £2,74 0,26 £0,01 1188,45 + 362,82
J 138,50 £ 16,55 0,18 £0,01 2374,50 + 139,30
K 40,59 + 2,84 0,31 £0,01 1675,50 + 14,85
L 97,84+ 5,61 0,22 +0,01 3622,00 + 55,15

Wspodtczynnik konsystencji (K) zwiazany jest z lepkoscig pozorng produktow.
Jego wartos¢ okresla wielkos$¢ naprezenia stycznego, przy malej predkosci Scinania
[Domagata 2005]. Wartos$ci wspotczynnika K w majonezach wysokottuszczowych
zmniejszaly si¢ wraz ze zmniejszaniem si¢ zawartosci oleju (Tab. 4), przy czym
zmiany te byly bardziej widoczne w petnothlustych produktach niz w majonezach
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typu ,light” (Tab. 5) Zjawisko to mozna tlumaczy¢ brakiem substancji
zageszczajacych i stabilizujacych  (lub  niewielkim  ich  dodatkiem),
w przeciwienstwie do majonezéw niskottuszczowych, ktore czgsto zawieraja
kombinacj¢ skrobia modyfikowana — guma ksantanowa — guma guar, co wpltywa
na wlasciwosci strukturalne, stabilnos$¢ oraz lepko$¢ tych emulsji.

Tab. 5. Wartosci parametrow reologicznych badanych majonezow o obnizonej
zawartosci thuszczu £SD

Wspotczynnik .
Nazwa majonezu koﬁsysgncji Indeks plyniceia Pole tiksotropii
K [Pa‘s"] n
L 85,16 + 1,83 0,21+ 0,00 1231,50 + 263,75
M 96,82 + 4,26 0,20 + 0,00 1897,00 + 213,55
N 113,35+ 2,19 0,22 +0,01 3459,00 + 212,13
) 59,43 + 8,13 0,32 +0,02 1256,50 = 111,02
P 162,60 + 40,02 0,12 +0,02 1417,00 + 196,58
R 175,35+ 9,69 0,15+0,01 4901,50 + 252,44
S 72,72+ 10,14 0,25+0,01 975,80 + 235,04
T 77,50 + 7,03 0,24 +0,01 1226,50 + 105,36
U 92,44 £ 22,43 0,25 +0,03 2356,50 + 225,57
w 78,06 + 10,78 0,26 + 0,02 1330,00 + 291,33

Ma i Barbosa-Canovas [1995b] zaobserwowali, iz wraz ze wzrostem zawartosci
tlhuszczu w majonezach, nastgpowal istotny wzrost wartosci wspotczynnika
konsystencji oraz spadek indeksu ptyniecia. Natomiast, wraz ze zwigkszaniem
dodatku gumy ksantanowej obserwowano wzrost warto$ci obu parametrow
reologicznych.

Wedtug Figoni i Shoemaker’a [1983] pseudoplastyczne wtasciwosci majonezu
moga by¢ wynikiem flokulacji i deflokulacji kropel oleju. Wraz ze wzrostem
predkosci $cinania podczas przeptywu zjawisko deflokulacji nasila si¢, tym samym
zmniejszajac  lepkos¢ systemu. Flokulacja 1 deflokulacja w  systemie
polidyspersyjnym, takim jak majonez, moze prowadzi¢ do utworzenia dwoch grup
agregatow rozniacych sie wielkoscia, ktére maja rowniez wplyw na przeptyw
majonezow.

Indeks ptynigcia (n) jest miarg odstgpstwa od przeplywu newtonowskiego
w zachowaniu si¢ danej cieczy podczas plynigcia [Domagata, 2005]. Im mniejsza
warto$¢ n tym ptyn jest bardziej dylatacyjny, ptyny reostabilne posiadajace granice
plynigcia to ptyny plastycznolepkie [Sibillo i in, 2004].

Wyniki badan nie potwierdzaja zaleznosci miedzy zawartoscig tluszczu
w majonezach, a indeksem ptynigcia (Tab. 4). Uzyskane wyniki analiz wskazuja,
iz badane majonezy sg cieczami nienewtonowskimi lepkoplastycznymi z granica
ptynigcia. Majonezy o réznej zawartosci ttuszczu przy stalym $cinaniu w réznym
stopniu wykazywaty spadek lepkosci pozornej, co koresponduje z wynikami analiz
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przeprowadzonymi przez Juszczaka i in. [2003]. Badane majonezy sa cieczami
nienewtonowskimi lepkoplastycznymi z granicg ptynigcia (Tab. 4 i 5).

Dla analizowanych produktow wykreslano takze petle tiksotropii. Na Rys 1 i 2
przedstawiono charakterystyczne przebiegi krzywych plyniecia uzyskane dla
wiekszo$ci przebadanych majonezow oraz produkt, ktory odbiegal wlasciwosciami
od pozostatych analizowanych prob.
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Rys. 1. Porownanie przebiegu petli histerezy majonezéw D, W oraz B

Zdecydowana wigkszo$¢ majonezéw wykazywata wiasciwosci tiksotropowe
(Rys. 2). Majonez ,,B” jako jedyny sposrod przebadanych produktow, wykazywat
przebieg krzywej ptynigcia wskazujacy na wlasciwosci antytiksotropowe (Rys.1).
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Rys. 2. Porownanie petli histerezy majonezéw pekottustych (E) i o obnizonej
zawartosci thuszczu (N)
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W cieczach tego typu podczas zmniejszania predkos$ci §cinania obserwuje si¢
wyzsze warto$ci naprezenia stycznego. Przebieg krzywych majonezow E 1 N
(Rys. 2) jest podobny do przebiegu krzywych ptyniecia dla produktu T.
Przy szybko$ci $cinania 150 [1/s] warto$¢ naprezenia stycznego majonezu E
wyniosta 423,8 Pa, natomiast dla majonezu N byta rowna 306,25 Pa. Majonezy te
tak jak zdecydowana wigkszo§¢ przebadanych produktéow, byly cieczami
o wlasciwosciach tiksotropowych. Na Rys. 3 porownano spektra mechaniczne
majonezu pelnotlustego i o obnizonej zawartosci ttuszczu wyprodukowanego przez
jedna firme, uzyskane krzywe byty typowe dla tego typu produktéw i uzyskane dla
wigkszosci analizowanych prob. Zarowno w wysoko- jak i niskotluszczowym
produkcie odnotowano wyzsze wartosci modulu G’ niz G". Oba moduly byly
niezalezne od analizowanego zakresu czestotliwosci, badane sosy sa substancjami
bardzo lepkimi badz stabymi zelami, ktérych czasteczki sg silnie ze soba
powigzane.
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==G'- Majonez G G" - Majonez G=#*=G' - Majonez R =#=G" - Majonez R

Rys. 3. Spektrum mechaniczne majonezéow pemottustych (G) i o obnizonej
zawartosci thuszczu (R)

W tego typu uktadach istnieje mate prawdopodobienstwo wystapienia zjawiska
sedymentacji. Jednakze, przebieg linii modutoéw G’ oraz G" majonezéw H 1O
(Rys. 4) wskazuje, iz proby te charakteryzowaly si¢ mniejsza lepkoscia
i elastycznoécia w poréwnaniu z analizowanymi produktami pozostatych
producentow. Miaty bardziej plynng konsystencje oraz charakteryzowalo je
wigksze ryzyko wystgpienia zjawiska sedymentacji. Na uwage zastuguje rowniez
fakt, iz dla majonezu O odnotowano wyzsze wartosci obu modulow niz dla
produktu pelnotlustego. Jest to prawdopodobnie zwigzane z wigkszym udzialem
substancji zageszczajacych w tym produkcie.
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Rys. 4. Spektrum mechaniczne majonezéw Hi O

Modut zachowawczy (G') wszystkich badanych emulsji wykazywal wyzsze
warto$ci niz modut stratnosci (G") w calym analizowanym zakresie czestotliwosci,
co $wiadczy o slabej zelowej strukturze sosow. Uzyskane wyniki sa zgodne
Zrezultatami badan Mancini i in. [2002] oraz Liu i in. [2007]. Badania
przeprowadzone przez Ma iBarbosa-Canovas [1995b] wskazuja, iz sosy
0 wyzszym udziale ttuszczu w swym sktadzie wykazuja bardziej zelowy charakter
niz majonezy o mniejszej zawarto$ci thuszczu. Jest to zwiazane z wigkszym
upakowaniem kropel oleju w majonezach o wigkszej koncentracji oleju niz
w sosach niskotluszczowych. Ponadto, warto$ci modutu zachowawczego G’
1 modutu stratno$ci G" sa zalezne takze od dodatku gumy ksantanowej. Modut
elastycznosci wzrasta, gdy poziom tluszczu iksantanu ro$nie [Ma i Barbosa-
Cénovas, 1995b].

Whioski

1. Tekstura badanych majonezow zalezata od zawartoéci thuszczu w produkcie.
Wartosci twardosci w sosach pelnotlustych 1 o obnizonej zawartosci thuszczu
zwickszaly si¢ wraz z zawartoscia thuszczu.

2. Sprezysto$¢ 1 spoisto§¢ majonezoOw nie byla zalezna od zawarto$ci tluszczu
w produkcie.

3. Naprezenie styczne, przy tej samej predkosci $cinania wzrastalo wraz
z zawartoscia thuszczu w produktach.

4. Obecnos$¢ substancji zaggszczajacych i stabilizujacych w majonezach miata
wplyw na zmiany napr¢zenia stycznego.

5. Wspotezynnik konsystencji (K) majonezow zalezal od zawartosci thuszczu.
Warto$¢ tego indeksu malata wraz ze zmniejszaniem si¢ zawartosci oleju
w produkcie.
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ZDOLNOSC TOKSYNOTWORCZA WYBRANYCH IZOLATOW
FUSARIUM SPP. OTRZYMANYCH Z ZIARNA JECZMIENIA

EWA SOLARSKA, MARZENA MARZEC

Streszczenie

Fuzarioza klosow jest jedna z najgrozniejszych chordb zbdz w Polsce
i powodowana jest przez grzyby z rodzaju Fusarium prowadzace do strat w plonie
oraz pogorszenia jego jakoSci. Celem pracy byla identyfikacja oraz ocena
wystepowania gatunkow Fusarium spp. izolowanych z ziarniakow wybranych
odmian ekologicznego jeczmienia jarego oraz okreslenie spektrum produkowanych
przez nie mikotoksyn po zastosowaniu sztucznej infekcji klosow zawiesing mikro-
oraz makrokonidialnych izolatow F. poae. Na podstawie przeprowadzonej
konwencjonalnej analizy mikologicznej wytypowano 10 izolatow F. poae
i F. sporotrichioides do analizy technikag PCR. Zawarto§¢ mikotoksyn oznaczono
metodg ELISA uzywajgc komercyjnych testow RIDASCREEN R-Biopharm.

F. poae byl najliczniej reprezentowanym gatunkiem wsréd wyosobnionych
z ziarna tego zboza grzybow z rodzaju Fusarium, a ponadto izolowano:
F. sporotrichioides, F. nivale, F. equiseti, F. oxysporum i F. avenaceum.
Najwigksze zrdznicowanie w obrebie Fusarium spp. obserwowano dla odmiany
Frontier. Z 7 izolatoéw zidentyfikowanych jako F. poae tylko dla 3 zostata
potwierdzona identyfikacjaz uzyciem techniki PCR, 1 zaklasyfikowano jako
F. sporotrichioides, a 3 nie zostaly okreslone. Z 3 izolatow F. sporotrichioides
1 zostat okreslony jako F. poae przy uzyciu techniki PCR, a 2 nie sklasyfikowano
do gatunku. Wszystkie izolaty F. poae produkowaly deoksyniwalenol (DON)
w zakresie od 29,89 do 373,37 ug/kg, toksyne T-2 od 135,10 do 297,39 pg/kg oraz
zearalenon (ZEA) od 29,23 do 726,08 ug/kg. F. sporotrichioides produkowat
DON, toksyne T-2 oraz ZEA w ilosci odpowiednio 81,23 pg/kg, 259,01 pg/kg oraz
1259,07 png/kg.

Stowa kluczowe: mikotoksyny, jeczmien, ELISA

Whprowadzenie

Grzyby z rodzaju Fusarium stanowig liczng grupe gatunkow, ktore jako
pasozyty fakultatywne, sa sprawcami chordb roslin uprawnych tzw. fuzarioz,
prowadzacych do znacznego obnizenia ilosci oraz jakosci plonu roslin uprawnych
[Suchorzynskai Misiewicz, 2009]. Zmiany klimatyczne, zwickszenie areatu
podatnych upraw oraz niedostateczna ilos¢ odmian odpornych na te choroby
sprzyjaja rozwojowi Fusarium spp. [Plaskowska, 2010]. Fuzariozy naleza do
najgrozniejszych chorob m.in. kukurydzy, pomidora, Inu oraz zboz
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drobnoziarnistych takich jak pszenica, jeczmien, zyto. Grzyby z rodzaju Fusarium
sa tez producentami mikotoksyn, metabolitéw wtdrnych, powodujacych grozne
choroby ludzi i zwierzat [Suchorzynska i Misiewicz, 2009]. Do najbardziej
toksynotworczych grzybow z tego rodzaju nalezaF. graminearum, F. culmorum,
F. avenaceum, F. poae, F. sporotrichioides orazF. oxysporum [Plgskowska, 2010].
Mikotoksyny maja dziatanie nefro-i hepatotoksyczne oraz wykazuja whasciwosci
mutagenne, kancerogenne, teratogenne, ponadto ZEA i jego pochodne rowniez
estrogenne. Najczestsza droga wnikania mikotoksyn do organizmu jest uktad
pokarmowy na skutek spozycia zanieczyszczonych produktow roslinnych oraz
migsa 1 mleka zwierzat skarmianych zanieczyszczona pasza. Mikotoksyny moga
powstawa¢é  na wszystkich etapach produkcji i obrotu artykutow rolno-
spozywczych tj. na polu podczas wzrostui rozwoju roslin, transportu
1 przechowywania ptodéw oraz obrobki technologicznej [Chetkowski, 1985].
Powszechne wystgpowanie tych grzyboéw wigze sie z ich zdolnoscia do wzrostu
w szerokim zakresie temperatury, na réznych podtozach i ich efektywnymi
mechanizmami rozprzestrzeniania [Nelson i in., 1994].

Duza zmienno$¢ grzybow Fusarium spp. znacznie utrudnia ich identyfikacje
za pomoca metod konwencjonalnych, takich jak ocena makro- i mikroskopowa.
Cechy fenotypowe niektorych gatunkow na pozywkach moga by¢ bardzo zblizone.
W przypadku infekcji mieszanych, izolacja gatunkéw o wolniejszym wzroscie
czesto konczy si¢ niepowodzeniem, gdyz szybko rozwijajace si¢ na pozywkach
gatunki maskuja te wolno rosnace. Znacznie szybciej i doktadniej mozna dokonaé
ich identyfikacji technikami molekularnymi, ktére pozwalajg rowniez na wczesne
wykrycie patogenu w sezonie wegetacji [Chetkowski i Witkowska, 1999; Demeke
1 in., 2005; Suchorzynska i Misiewicz, 2009]. Gtéwng wada technik klasycznych
jest ich zlozono$¢ i czasochtonnos¢é. Dodatkowo wymagaja doswiadczenia, by
poprawnie zidentyfikowa¢ grzyby o podobnych cechach morfologicznych
[Demeke i in., 2005]. Warto jednak podkresli¢, ze punktem wyj$ciowym dla metod
molekularnych jest poprawna identyfikacja kultur grzybow, co pokazuje ze obie
metody wzajemnie uzupekniajg si¢ [Chetkowski 1 Witkowska, 1999; Golinska i in.
2002]. Metody molekularne sa cenione za szybkos$¢, prostotg, powtarzalnosé
analiz, niezawodno$¢i mozliwo$¢ wykonania nawet w przypadku ograniczonej
ilosci dostepnej tkanki patogenu. Stosujac metode PCR mozna wykry¢ kilka
patogenow réwnoczesnie rowniez przed pojawieniem si¢ objawow chorobowych
na ro$linie.

Celem pracy byta identyfikacja oraz ocena wystgpowania wybranych izolatow
Fusarium spp. otrzymanych z ziarniakoéw wybranych odmian ekologicznego
jeczmienia jarego oraz okreslenie spektrum produkowanych przez nie mikotoksyn
po zastosowaniu sztucznej infekcji klosow  zawiesing mikro- oraz
makrokonidialnych izolatéw F. poae przy uzyciu testu ELISA.
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Material i metody badan

Materiat do badan stanowity ziarniaki 3 odmian jeczmienia jarego: Frontier,
Conchita oraz Blask, ktorych ktosy sztucznie infekowano zawiesing mikro- oraz
makrokonidiow F. poae, zebrane w Pokazowym Gospodarstwie Ekologicznym
w Chwatowicach nalezagcym do CDR w Brwinowie, oddzial Radom. Inokulacji
ktosow dokonano podczas kwitnienia zboza wodng zawiesing zarodnikéw
0 stezeniu okotol mln zarodnikéw w 1 ml wody stosujac 100 ml zawiesiny na 1 m*
poletka. Uzyto zawiesiny zarodnikéw z pojedynczych izolatow grzyba lub stosujac
ich mieszaninge. Kontrole stanowity poletka, na ktérych zastosowano jako
inokulum wod¢ destylowang. Inokulacji dokonywano na mikropoletkach
z zachowaniem izolacji przestrzennej. Ocen¢ porazenia kloséw przeprowadzono
w fazie rozwojowej BBCH 75-83, analizujac po 25 klosow z kazdego
powtorzenia.

a) Konwencjonalna analiza mikologiczna (KAM)
W celu wyosobnienia grzybow wystepujacych w analizowanym materiale
zastosowano metode szalkowa. Ziarniaki jeczmienia w celu usunigcia
zanieczyszczen odkazono w 0,3% podchlorynie sodu, po czym ptukano w sterylnej
wodzie destylowanej. Gotowy materiat wyktadano na pozywke mineralng
w 3 powtorzeniach dla kazdej odmiany i inkubowano w 25 °C przez 7 dni. Po tym
czasie przeprowadzono oceng¢ makro- i mikroskopowag wyrostych izolatow
grzybow.

b) Izolacja materiatu genetycznego
Do hodowli F. poae i F. sporotrichioides wykorzystano pozywke glukozowo-
peptonowa wg Martina (1950). Hodowlg prowadzono przez 7 dni w cieplarce
w 25°C. Pobrane fragmenty grzybni z hodowli ptukano w sterylnej wodzie
destylowaneji przenoszono do probdéwek typu Eppendorf po czym zamrazano
w 80°C. Tak przygotowane fragmenty grzybni rozcierano w wysterylizowanych
mozdzierzach. Okoto 0,01 g kazdej z roztartych tkanek przenoszono do probdéwek
zawierajacych 0,15 ml DNAzolu i mieszano przez inwersje. Nastepnie probki
inkubowano 5 min. w 25°C w termomikserze, po czym dodawano 0,15 ml
chloroformu i ponownie inkubowano. Po czym probdéwki wirowano przez 10 min.
przy 12000 rpm i gorna faze przenoszono do nowych probowek dodajac 125 pl
100% etanolu. Probki mieszano przez inwersje i po 5 min. inkubacji ponownie
wirowano (5000 rpm przez 4 min). Nastgpnie usuwano supernatant i dodawano
roztwor z 85,6 pl DNAzolu i 64,3 pl etanolu i worteksowano, po czym probki
inkubowano przez 5 min. w temp. pokojowej. Po uptywie tego czasu probki
wirowano (5000 rpm przez 4 min) i usuwano supernatant. W dalszym etapie
dodano do kazdej probki 150 pl 75% etanolu i probki ponownie wirowano
(5000 rpm przez 4 min). Po usunigciu supernatantu oOraz osuszeniu pelet
rozpuszczono w35 pl wody wolnej od nukleaz. Tak przygotowane probki
przechowywano do dalszych badan w -20°C. Oceng czysto$ci probek oraz stgzenia
wyizolowanego DNA przeprowadzono za pomocg NanoDrop2000.
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¢) Analiza PCR
Do analizy technika PCR wybrano 7 izolatoéw F.poae i 3 izolaty F.sporotrichioides
okreslone do gatunku za pomocg KAM. Reakcje PCR przeprowadzono
z wykorzystaniem starteréw specyficznych dla tych gatunkéw. Sekwencje uzytych
starterow przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Startery uzyte do identyfikacji grzyboéw z rodzaju Fusarium.

Nazwa . s s Dt .
Gatunek startera Sekwencja (5°-3) produkdy Literatura
CAAGCAAACAGGCTCTT
E poae FpoaeF CACC 290 b2 Demeke i
P FpoaeR TGTTCCACCTCAGTGACA P in. 2005
GGTT
CGCACAACGCAAACTCA
FsporF1 . ..
F. LanasnorR TC 332 pz Wilson i in.
sporotrichioides gsp TACAAGAAGACGTGGCG P 2004
! ATAT

DNA amplifikowano wg ponizszych schematow:

1. F. poae [Demeke i1 in., 2005]: 95°C - 3 min., 38x (95°C - 30 s.,

62°C - 20 s., 72°C - 45 s.), 72°C- 5 min.
2. F. sporotrichioides [Wilson i in. 2004]: 95°C - 3 min,
35x (94°C - 30 s., 55°C- 20 s., 74°C- 60 s.), 72°C- 5 min.

Identyfikacji fragmentow DNA dokonano prowadzac rozdzial elektroforetyczny
W 2% zelu agarozowym z dodatkiem bromku etydyny w buforze TBE.

d) Test ELISA
Do analizy zawarto$ci mikotoksyn uzyte zostaly tylko te izolaty, ktérych
przynalezno$¢ gatunkowa zostata potwierdzona w reakcji PCR. Jako podtoze do
wzrostu grzybow wykorzystano ziarno jgczmienia, pochodzacego z systemu
uprawy ekologicznej. Odwazano po 50g ziarna, a nastgpnie dodawano wody
destylowanej tak, aby zapewni¢ wilgotno$¢ =ziarna na poziomie 35-40%.
Przygotowane kolby z ziarnem sterylizowano przez 15 min w temperaturze 121°C,
a nastepnie inokulowano wybranymi izolatami grzybow Fusarium spp. poprzez
roéwnomierne umieszczenie fragmentow grzybni na powierzchni podtoza, po czym
kolby umieszczono w cieplarce w 25°C na 10 dni. Do dalszej analizy odwazano po
Sg probki wysuszonego wczesniej ziarna calkowicie przerosnictego grzybnig.
Badania na obecno$¢ deoksyniwalenolu, toksyny T-2 i zearalenonu
przeprowadzono z wykorzystaniem bezposrednich kompetycyjnych testow ELISA
RIDASCREEN firmy R-biopharm zgodniez instrukcja producenta. Wyniki zebrano
przy uzyciu czytnika Sunrise firmy Tecan przy dlugosci fali A = 450 nm
i opracowano za pomocg oprogramowania Magellan.
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Wyniki i dyskusja

Analiza mikologiczna ziarniakéw jeczmienia wykazata, ze sktad gatunkowy
wyizolowanych grzybow Fusarium spp. byt podobny w badanych odmianach.
Fusarium poae stanowit 2% ogodlnej liczby izolatbw wyosobnionych z odmiany
Frontier. Sporadycznie réwniez wystgpowaly inne gatunki z rodzaju Fusarium
takie jak: F. sporotrichioides (ok.1%), F. equiseti (1%), F. oxysporum (ponizej
1%), F. nivale (1%). KAM wykazala, ze na ziarniakach jgczmienia odmiany Blask
najczesSciej wystepowat F. poae (2%), a rzadziej F. avenaceum (1%)
i F. sporotrichioides (1%). Wsréd grzybow z rodzaju Fusarium najczesciej
wyosabnianym z ziarniakéw jeczmienia odmiany Conchita byt F. poae stanowiacy
2% ogolnej liczby izolatow. Uwzgledniajac wszystkie odmiany, grzyby z rodzaju
Fusarium byly w tym zbozu reprezentowane przez F. poae, ponadto sporadycznie
przez F. sporotrichioides, F. nivale, F. equiseti, F. oxysporum oraz F. avenaceum.
Najwieksze zroznicowanie gatunkowe grzyboéw z rodzaju Fusarium. wystgpowato
na jeczmieniu odmiany Frontier.

F. poae i F. sporotrichioides zaliczane sa do jednych z najczesciej
wystepujacych patogenéw zboz i najwazniejszych producentow mikotoksyn
z grupy trichotecenow [Kiecana i in., 2005; Glenn, 2007; Yli-Mattila, 2010].
Identyfikacja gatunkéw z rodzaju Fusarium bazujaca na cechach morfologicznych
tych grzyboéw jest czesto skomplikowana i mylgca. Dlatego tez szerokie
zastosowanie w diagnostyce Fusarium spp. znalazly metody oparte na reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR) [Kulik i in., 2005].

Ocena spektrofotometryczna materiatlu genetycznego wyizolowanego z grzybni
badanych izolatéw Fusarium spp. wykazata, ze koncentracja DNA wynosita dla
F. poae od 38,79 pg/ml do 294,5 pug/ml, a dla F. sporotrichioides od 41,14 do
125,36 pg/ml, przy odpowiednim stopniu czystosci.

Z 7 izolatdw zidentyfikowanych metodg klasycznag jako F. poae tylko dla
3 zostala potwierdzona identyfikacja z uzyciem techniki PCR, 1 zaklasyfikowano
jakoF. sporotrichioides, a 3 nie zostaly okreslone do gatunku. Z 3 izolatow
F. sporotrichioides 1 zostat okreslony jako F. poae, a 2 nie sklasyfikowano do
gatunku przy uzyciu techniki PCR. Niemoznos$¢ identyfikacji gatunkowej izolatow
grzybow z rodzaju Fusarium za pomocg metody PCR moze wynika¢ z duzej liczby
znanych gatunkéw Fusarium spp. jak rowniez ze znacznej zmienno$ci genetycznej
tych grzybow powodowanej przez takie czynniki jak: stres wywolany dziataniem
skrajnej temperatury, brak dostepnosci do sktadnikéw pokarmowych, obecnosé
w podtozu  szkodliwych  substancji  czy  wystepowanie  organizmow
konkurencyjnych [Daviere, 2001]. Dla 3 izolatow okreSlonych do gatunku
Fusarium za pomoca KAM, zostala potwierdzona prawidtowos¢ identyfikacji
z wykorzystaniem techniki PCR.W przypadku 7 izolatéw analiza PCR wykazata
nieprawidlowa identyfikacje gatunku przy pomocy KAM. Kulik i in. (2005) oraz
Demeke i in. (2005) potwierdzaja niejednoznaczno$¢ i trudnosci klasycznej
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identyfikacji taksonomicznej wynikajacez podobnych cech morfologicznych
grzybow blisko spokrewnionych gatunkow.

Tabela 2. Charakterystyka morfologiczna wybranych izolatow F. poae

i F. sporotrichioides.

Nr Odmiana Izolaty uzyte do Identyfikacja Morfologia
izolatu | jeczmienia | Sztucznej infekcji gatunkowa na zarodnikow
podstawie KAM
1 Conchita | . F. poae mllfro— F. poae |V|Ikl‘0k0n.1d1a matle,
imakrozarodnikowe w ksztalcie cytryny
. F. poae mikro- i Mikrokonidia mate,
2 Frontier . F. poae .
makrozarodnikowe w ksztalcie cytryny
3 Frontier KONTROLA F. poae Mikrokonidia maie,
w ksztalcie cytryny
4 Erontier _ F. poae_ F. poae MlkrOkOIl.ldla mate,
mikrozarodnikowe w ksztalcie cytryny
. F. poae F. Sierpowate
° Frontier mikrozarodnikowe | sporotrichioides makrokonidia
6 Blask _ F. poae_ F. poae MlkI”OkOIl.ldla mate,
mikrozarodnikowe w ksztalcie cytryny
7 Blask KONTROLA F. poae Mikrokonidia duze,
okragtle
8 Blask F. poae mikro- i F. Sierpowate
makrozarodnikowe | sporotrichioides makrokonidia
9 Blask F. poae F. Sierpowate
mikrozarodnikowe sporotrichioides makrokonidia
F. poae Grzybnia
10 Blask mikrozarodnikowe F. poae niezarodnikujgca

Wszystkie izolaty F. poae produkowaty DON w zakresie od 29,89 do 373,37
ug/kg, toksyne T-2 od 135,10 do 297,39 ng/kg oraz ZEA od 29,23 do 726,08
ug/kg. F. sporotrichioides produkowat DON, toksyn¢ T-2 oraz ZEA w ilosci
odpowiednio 81,23 pg/kg, 259,01 ug/kg oraz 1259,07 pg/kg. Grzyb F. poae
okreslany jest jako patogen posiadajacy zdolno$¢ syntetyzowania trichotecenow
typu A i B, a takze beauwericyny i eniatin [Rataj-Guranowska, 2009]. F. poae
moze rowniez produkowa¢ NIV [Yli-Mattila, 2010] i ZEA [Langseth i in., 1999].
W piSmiennictwie podawane s3 sprzeczne dane dotyczace produkcji DON.
Wigkszos¢ autorow nie przypisuje produkowania tej mikotoksyny F. poae
[Stenglein, 2009; Yli-Mattila, 2010], natomiast inni wykazali, ze jest on
producentem DON [Kiecana i in., 2005; Jestoi i in., 2008]. W badaniach wiasnych
na ziarnie jgczmienia sztucznie inokulowanego F. poae wszystkie izolaty grzyba
produkowaty toksyne T-2, DON oraz ZEA. Wyniki wlasne dotyczace produkcji
DON sg zgodne z doswiadczeniami polowymi ze sztuczng infekcjg klosow
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jeczmienia szczepami F. poae prowadzonych przez Jestoi i in. (2008), w ktorych
wykazano produkcje DON przez ponad potowe izolatow tego grzyba. Zaréwno
wyniki wlasne, jak rowniez innych autoréw pozwalaja na stwierdzenie,ze F. poae
ma zdolno$¢ syntetyzowania DON.

Tabela 3. Poréwnanie identyfikacji izolatéw F. poae i F. sporotrichioides metoda
klasyczng i molekularna.

Nr izolatu Gatunek zidentyfikowany Gatunek zidentyfikowany
metoda klasyczna metoda PCR
1. Fusarium poae Fusarium poae
2. Fusarium poae Fusarium poae
3. Fusarium poae Nie okres$lono
4, Fusarium poae Nie okres$lono
5. F. sporotrichioides Nie okreslono
6. Fusarium poae Fusarium poae
7. Fusarium poae Nie okres$lono
8. F. sporotrichioides Fusarium poae
9. F. sporotrichioides Nie okreslono
10. Fusarium poae Nie okreslono

Toksyna T-2 w niniejszych badaniach byta produkowana przez wszystkie
izolatyF. poae. W literaturze informacje na ten temat sg niejednoznaczne.
W doswiadczeniu Kiecany i in. (2005) analiza probek owsa po inokulacji F. poae
wykazata wystepowanie toksyny T-2 w kazdej z nich. Thrane i in. (2004)
potwierdzili jej obecnos¢ jedynie w czgsci badanych prob. Natomiast w badaniach
przeprowadzonych przez Jestoi i in. (2008) nie stwierdzono toksyny T-2 w ziarnie
pszenicy i jeczmienia, ktore byly sztucznie zainfekowane F. poae. Powyzsze dane
pozwalajg na jednoznaczne stwierdzenie, iz toksyna T-2 jest produkowana przez
niektore szczepyF. poae.

W przeprowadzonych badaniach wlasnych wszystkie izolaty F. poae byty
producentami ZEA. Kiecana i in. (2005) nie stwierdzili tej mikotoksyny
W zbozach. Natomiast badania Langsetha i in. (1999) wykazaty, ze w probkach
ziarna zb6z silnie porazonych przez F. poae obecny byl ZEA, co jest zbiezne
z wynikami badan wiasnych. F. sporotrichioides w piSmiennictwie okreslany jest
jako producent toksyny T-2 oraz HT-2, DAS, NEO [Kwas$na i in., 1991; Nicolaisen
i in., 2009]. Chetkowski (1985) i Thrane (1989) stwierdzili ponadto, ze patogen ten
posiada takze zdolno$¢ syntetyzowania ZEA, a Mossa i Thrane (2004) przypisali
temu gatunkowi mozliwos¢ syntetyzowania takze DON i NIV oprécz toksyny T-2.
W niniejszych badaniach izolat F. sporotrichioides wytwarzat DON, toksyne T-2
i ZEA. Wytwarzanie przez F. sporotrichioides DON potwierdzity badania Salasa
i1in. (1999), ktorzy wykonali badania na ziarnie jgczmienia.
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Whioski

1.

Identyfikacja F. poae oraz F. sporotrichioides za pomocg konwencjonalnej
analizy mikologicznej nie zostala potwierdzona dla wigkszosci badanych
izolatbw z uzyciem techniki PCR co wskazuje na zawodno$¢ metody
klasycznej.

Technika PCR okazata si¢ bardzo przydatna w diagnostyce grzybow z rodzaju
Fusarium wystepujacych na jeczmieniu, na ktorym czgsto brak widocznych
objawow chorobowych.

Badane izolaty F. poae i F. sporotrichioides produkowaty wszystkie 3 badane
mikotoksyny tj. DON, toksyng T-2 i ZEA.

Literatura

[1]
(2]

3]

[4]

(5]

[6]

[7]

(8]

(9]

Chetkowski J.: Mikotoksyny, wytwarzajace je grzyby i mikotoksykozy, Wyd.
SGGW-AR Warszawa, 1985, s. 38-47.

Chetkowski J., Witkowska I.: Identyfikacja patogendéw grzybow zbdz
i badanie ich réznorodnosci genetycznej za pomocg tancuchowej reakcji
polimerazy (PCR). Postep Nauk Rolniczych,1999, 04: 49-60.

Daviere J. M., Langin T., Daboussi M. J.: Potential role of transposable
elements in the rapid reorganization of the Fusarium oxysporum genome.
Fungal Genetics and Biology, 2001, 34: 177-192.

Demeke T., Clear RM., Patrick SK., Gaba D.: Species—specific PCR-based
assays for the detection of Fusarium species and a comparison with the whole
seed agar plate method and trichothecene analysis. International Journal
of Food Microbiology, 2005, 103: 271-284.

Glenn A.E.: Mycotoxigenic Fusarium species in animal feed. Animal Feed
Science and Technology, 2007, 137: 213-240.

Golinska B., Narozna D., Madrzak C.J.: Zastosowanie metod molekularnych
do wykrywania, identyfikacji | charakterystyki grzybow z rodzaju Fusarium.
Biotechnologia, 2002, 3: 165-177.

Jestoi M.: Emerging Fusarium — mycotoxins: fusaproliferin, beauvercin,
enniatins and moniliformin — a review. Critical Reviews in Food Science and
Nutrition, 2008, 48: 21-49.

Kiecana I , Mielenczuk E., Perkowski J., Golinski P.: Porazenie wiech przez
Fusarium poae oraz zawarto$¢ miko toksyn w ziarnie owsa, Acta
Agrobotanica, 2005, Vol 58, 2: 91-102.

Kulik T., Fordonski G., Pszczélkowska A., Plodzien K., Olszewski J.:
Identyfikacja wybranych gatunkow grzyboéw z rodzaju Fusarium z nasion
niektorych gatunkoéw roslin uprawnych metodg tradycyjng i Bio-PCR. Acta
Agrobotanica, 2005, 58: 33-54.

[10] Kwasna H., Chetkowski J., Zajkowski P.: Flora Polska. Grzyby (Mycota) 22:

Sierpik (Fusarium). PWN. Warszawa-Krakow, 1991.

262



[11] Langseth W., Bernhof A., Rundberget T., Kosiak B., Gareis M.: Mycotoxin
production and cytotoxicity of Fusarium strains isolated from Norwegian
cereals. Mycopathologia, 1999, 144: 103-113.

[12] Mossa M.O., Thrane U.: Fusarium taxonomy with relation to trichothecene
formation. Toxicology Letters, 2004, 153: 23-28.

[13] Nelson P.E., Dignani M.C., Anaissie E.J.: Taxonomy, biology, and clinical
aspects of Fusarium species. Clinical Microbiology Reviews, 1994, 11:
479-504.

[14] Nicolaisen M., Suproniene S., Nielsen L.K., Lazzaro 1., Spliid N.H., Justesen
A.F.: Real-time PCR for quantification of eleven individual Fusarium species
in cereals. Journal of Microbiological Methods, 2009, 76: 234-240.

[15] Plaskowska E.: Charakterystyka i taksonomia grzybow z rodzaju Fusarium.
Mikologia Lekarska, 2010, 17 (3): 172-176.

[16] Rataj- Guranowska M. 2009. Kompendium symptomow chorob roslin oraz
morfologii ich sprawcéw. Instytut Ochrony Roslin - Panstwowy Instytut
Badawczy. Bank Patogenow Roslin i Badania Ich Bior6éznorodnosci, 2009,
2.7: 3-5.

[17] Salas B., Steffenson B.J., Casper H.H., Prom L. K., Tacke B., Fetch T.G,,
Schwarz P.B.: Fusarium species pathogenic to barley and associated
mycotoxins. Plant Disease, 1999, 97, 7: 667-674.

[18] Stenglein S.A.: Fusarium poae: a pathogen that needs more attention. Journal
of Plant Pathology, 2009, 91 (1): 25-36.

[19] Suchorzynska M., Misiewicz  A:.  Mikotoksynotworcze  grzyby
fitopatogeniczne z rodzaju Fusarium i ich wykrywanie technikami PCR.
Postepy Mikrobiologii, 2009, 48: 221-230.

[20] Thrane U.: Fusarium species and their specific profiles of secondary
metabolites. In: Fusarium. Toxins, Taxonomy and Pathogenicity, Edited by J.
Chetkowski, 1989: 199-226.

[21] Thrane, U.: Diversity in metabolite production by Fusarium langsethiae,
Fusarium poae, and Fusarium sporotrichioides. International Journal of Food
Microbiology, 2004, 95: 257-266.

[22] Wilson A., Simpson D., Chandler E., Jennings P., Nicholson P.: Development
of PCR assays for the detection and differentiation of Fusarium
sporotrichioides and Fusarium langsethiae. FEMS Microbiology Letters 2004,
233: 69-76.

[23] Yli-Mattila T.: Ecology and evolution of toxigenic Fusarium species in cereals
in northern Europe and Asia. Journal of Plant Pathology, 2010, 92 (1): 7-18.

263






WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE KEFIROW DOSTEPNYCH
NA RYNKU LUBELSKIM

BARTOSZ SOLOWIE]J, MACIEJ] NASTAJ, PAWEL GLIBOWSKI],
STANISLAW MLEKO, EWELINA OZGA, DARIUSZ KOWALCZYK

Streszczenie

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie wiasciwosci reologicznych (lepkos¢,
krzywa plynigcia, tiksotropia) oraz kwasowosci kefirow dostepnych na rynku
lubelskim. Badania lepkosci pozornej kefirow dokonywano przy uzyciu
wiskozymetru Brookfield DV II+, stosujac wrzeciono S29, przy predkosci
obrotowej 0,5-5 obr./min, wykonujac pomiar co 1 min. Krzywe plynigcia kefirow
wyznaczano przy uzyciu reometru oscylacyjnego RS 300 w uktadzie cylindrow
wspotosiowych (rotor Z 41, cylinder Z 43). Pomiaréw granicy ptyniecia kefirow
dokonywano przy szybkosci $cinania wynoszacej 0,1-200 s, w temperaturze
21 °C. Pomiar tiksotropii wykonywano w temperaturze 21 °C przy wzrastajacej
do 200 s™ szybkosci $cinania. Oznaczenia stezenia jonéw wodorowych w kefirze
dokonywano za pomocg pH-metru z doktadnoscig do 0,05 w temperaturze 21 °C,
okreslano rowniez kwasowos¢ miareczkowg kefiru. Lepko$¢ wszystkich kefirow
zmniejszata si¢ w miar¢ zwigkszania predkosci obrotow wrzeciona. Sposrod
badanych kefirow najwicksza lepkos$cig odznaczat si¢ kefir firmy B (50 Pa‘s przy
0,5 obr./min), co moglo mie¢ zwiazek ze zwigkszong zawartoscig biatka (4%)
w produkcie. Wszystkie przebadane Kkefiry wykazywaly cechy plynow
nieniutonowskich, rozrzedzanych $cinaniem, tzw. plyndéw pseudoplastycznych,
0 czym $wiadczy przebieg ich krzywych ptynigcia. Najwigksza sposréd badanych
kefirow zawartos¢ biatka w wyrobie firmy B mogta spowodowac jego najwigksze
warto$ci naprezen S$cinajagcych. Badane kefiry w roéznym stopniu wykazywaty
zjawisko tiksotropii widoczne na wykresie jako niepokrywanie si¢ krzywych
ptynigcia, uzyskanych przy wzrastajacej i malejacej szybkosci $cinania. Kefiry
0 wiekszej zawarto$ci biatka cechowaty si¢ wieksza odpornoscia na warunki
$cinania w zadanym zakresie szybko$ci $cinania niz kefiry o mniejszej zawartosci
biatka. Ponadto, wszystkie przebadane kefiry cechowaly si¢ prawidlowa
kwasowoscig.

Stowa kluczowe: kefir, lepkos¢, krzywa ptynigcia, tiksotropia, kwasowosc¢
Wprowadzenie

Wiasciwos$ci prozdrowotne napojow fermentowanych wigza si¢ z ich wartoscia
odzywcza 1 fizjologiczna, a takze 2z wladciwosciami profilaktycznymi
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1 terapeutycznymi. W pordwnaniu z mlekiem nieprzetworzonym, napoje
fermentowane charakteryzuja si¢ wicksza zawartoscia witamin oraz lepsza
przyswajalnoscig biatek i thuszczu [Kudetka, 2005].

Jednym z najpopularniejszych napojow fermentowanych jest kefir, pochodzacy
z Bliskiego Wschodu, z Kaukazu [Honsono i in., 1990]. Nazwa kefir pochodzi od
stowa ,kefi”, co u gorali kaukaskich oznaczato ,najlepszego gatunku”,
»wyborowy” [Trojanowska, 2006]. Poczatkowo kefir produkowany byt z mleka
owczego, natomiast pdzniej otrzymywany byl z mleka bawolego, wielbtadziego
oraz koziego. W krajach europejskich kefir produkowany jest przede wszystkim
z mleka krowiego [Baranowska, 2009].

Wedhug Polskiej Normy kefir to napdj otrzymany z mleka pasteryzowanego
o okres$lonej zawarto$ci thuszczu, poddany mieszanej fermentacji alkoholowo-
mlekowej, ktora zachodzi dzigki grzybkom kefirowym [PN-A-86061:2002].
Wedhlug Cais-Sokolinskiej i in. [2008], grzybki kefirowe powinny zawierac
drozdze fermentujace laktoz¢ (Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus)
oraz drozdze, ktore nie fermentuja laktozy (Saccharomyces cerevisae). Jak podaje
Korolewa [1991], Varnam i Sutherland [1994] oraz Wielgosz [1998], stosowane
mikroorganizmy do produkcji kefiru to bakterie: Lac. lactis ssp. lactis, Lac. lactis
ssp. cremoris, Str. delbrueckii ssp. bulgaricus, Leu. mesenteroides, Lbc. brevis,
Lbc. kefir, Lbc. casei, Acetobacter aceti; oraz drozdze: Klu. marxianus var.
marxianus, Can. kefir, Torulaspora delbrueckii, Sac. cerevisiae, Sac. omnisporus,
Sac. exiguus. Wedtug Fesnaka [1998] rzeczywisty sktad ziaren kefirowych zalezy
od klimatu i moze zawiera¢ szersze grono mikroorganizmow - bakterie kwaszace:
Lac. lactis ssp. lactis, Lac. lactis var diacetylactis, Lac. lactis ssp. cremoris, Leu.
mesenteroides ssp. cremoris, Leu. mesenteroides ssp. dextrancium, Lbc. brevis,
Lbc. casei ssp. casei, Lbc. kefiri, Lbc. acidophilus, Lbc. caucasicus, Lbc. casei ssp.
alactosus, Lbc. casei ssp. rhamnosu, Lbc. cellobiosus, Lbc. helveticus ssp. jogurti,
Lbc. delbrueckii ssp. bulgaricus, Lbc. confusus, Lbc. kefiranofaciens; bakterie
octowe: Ace. aceti, Ace. rancens; drozdze: Sac. cerevisiae, Sac. exiqus, Sac.
omnisporus, Sac. delbrueckii, Sac. florentinus, Sac. lactis, Sac. kefir, Sac.
carlsbergensis, Can. kefir, Can. valida, Can. tenuis, Can. pseudotropicalis, Can.
holmii, Klu. marxianus, Klu. lactis, Torula kefir, Torulopsis holmii, Brettanomyces
anomalus, Debaryomyces Hansenie, Can. etchellsii, Klu. wickerhamii, jak rowniez
inne bakterie: Bacillus caucasicus, Bacterium caucasicum, Betabacterium
caucasicum.

Podczas fermentacji mlekowej czes¢ cukru przerabiana jest na kwas mlekowy,
a pozostaly cukier w wyniku fermentacji alkoholowej zamienia si¢ w alkohol
i dwutlenek wegla, nadajac kefirowi charakterystyczny orzezwiajacy smak
[Jedrzejczak 1 Hoffmann, 1999]. Ponadto, gotowy produkt powinien
charakteryzowa¢ si¢ ptynnym skrzepem, konsystencja jednolita bez rozwarstwien,
bialg lub lekko kremowa barwa [Kudetka, 2005].

Kefir bogaty jest w witamine K, D, biotyng, witaminy z grupy B (B1, B2, B6,
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B12), kwas foliowy, aminokwasy, wapn oraz fosfor. Charakteryzuje si¢
zawartos$cia 2,8% biatka, 1-1,5% tluszczu, 0,8% kwasu mlekowego oraz alkoholu
okoto1% [Mojka, 2013]. Ponadto, posiada on wiele prozdrowotnych wtasciwosci,
przede wszystkim pozytywnie wptywa na perystaltyke jelit oraz na wydzielanie
76kci 1 sokow trawiennych, jak réwniez stymuluje uktad odpornosciowy. Dzieki
zawartosci kwasu foliowego ma korzystny wplyw na kondycje skory [Fesnak
i Fetlinski, 1999]. W krajach Europy Wschodniej i Potudniowo-Wschodniej Azji,
aszczegdlnie w Rosji, kefir znacznie czeSciej niz inne mleczne produkty
fermentowane jest polecany w codziennej diecie pacjentom z zaburzeniami
przewodu pokarmowego, wywotanymi infekcja bakteryjna lub podawaniem
antybiotyku. Kefir jest rowniez rekomendowany dla kobiet w ciazy, karmiacych
matek, a nawet w celu tagodzenia skutkow naduzywania alkoholu, stymulujgc
prace watroby i nerek [Kotakowski i in., 2001].

Jako$¢ kefiru zalezy przede wszystkim od jakos$ci i sktadu chemicznego mleka
oraz przebiegu procesu produkcji. Proces dojrzewania ma istotny wptyw na
uzyskanie cech charakterystycznych dla kefiru. Powinien by¢ prowadzony
w temperaturze 12 °C przez 12-14 godzin. Takie prametry pozwalaja na
powstawanie produktow, wynikajacych z aktywnosci metabolicznej drozdzy
[Baranowska, 2009]. Ponadto, na ksztaltowanie cech jakosciowych kefiru
wpltywaja wilasciwosci fizykochemiczne tj. reologiczne, kwasowos¢, jak rowniez
zroznicowane sktadniki zastosowane podczas jego produkcji [Ertekin i Guzel-
Seydim, 2010; Glibowski i Kowalska, 2012].

Celem niniejszej pracy bylo poréwnanie wlasciwosci reologicznych (lepkosc,
krzywa ptynigcia, tiksotropia) oraz kwasowosci kefiréw dostepnych na rynku
lubelskim.

Material i metody badan
Badania wykonano na kefirach réznych producentéw zaopatrujacych rynek

lubelski, co przedstawiono w Tabeli 1.

Tab. 1. Warto$¢ odzywcza kefiréw na 100 g (na podstawie deklaracji producenta)

Kefir Warto$¢ energetyczna [kJ / kcal] Biatko [g] | Weglowodany [g] | Thuszcez [g]
A 188/45 3,2 4,8 1,4
B 239/57 40 57 2,0
C 220/52 3,6 5,0 2,0
D 212/51 34 4,7 2,0
E 230/55 3,0 4,0 3,0
F 211,7/50,4 3.4 4,7 2,0
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Metody badan
Wiskozymetria

Badania lepkosci pozornej kefir6w dokonywano przy uzyciu wiskozymetru
Brookfield DV II+ (Brookfield Engineering, Stoughton, MA, USA), stosujac
wrzeciono S29, przy predkosci obrotowej 0,5-5 obr./min, wykonujac pomiar
co 1 min. Badania przeprowadzano w 3 powtdrzeniach w temp. 21 °C. Wyniki
rejestrowano za pomoca programu Wingather version 1.0.

Reometria oscylacyjna

Krzywe ptynigcia kefirdw wyznaczano przy uzyciu reometru oscylacyjnego RS
300 (ThermoHaake, Niemcy) w uktadzie cylindrow wspdtosiowych (rotor Z 41,
cylinder Z 43). Pomiaréw granicy ptynigcia kefirow dokonywano przy szybkos$ci
Scinania wynoszacej 0,1-200 s*, w temp. 21 °C. Przy uzyciu reometru
oscylacyjnego wyznaczano takze petle histerezy tiksotropii badanych produktow.
Pomiaru tiksotropii dokonywano w temp. 21 °C przy wzrastajacej do 200 s™
szybkosci Scinania. Badania przeprowadzano w 2 powtdrzeniach.

Oznaczanie pH

Zasada oznaczenia polega na oznaczaniu stezenia jonow wodorowych w kefirze
za pomocg pH-metru (CP-315, Elmetron, Zabrze, Polska) z doktadnoscig do 0,05
przy temp. 21 °C. Za wynik przyjeto $rednig arytmetyczng odczytow
2 rownoleglych oznaczen nie réznigcych si¢ miedzy soba wigcej niz 0,1.

Oznaczanie kwasowosci miareczkowej

Kefir miareczkowano za pomocg roztworu wodorotlenku sodowego wobec
fenoloftaleiny do momentu uzyskania roézowego zabarwienia. Pomiarow
dokonywano w 2 powtorzeniach. Wynik w stopniach Soxhleta-Henkla obliczano
Ze WZOru:

X;=a- 100/ m [°SH];
a wynik w gramach kwasu mlekowego na 100 cm® produktu obliczano wedtug
WZzoru:
X;=a-0,25-100-90/m- 1000 =a- 0,225/ m;

gdzie:
X1 - kwasowos¢ kefiru
X,—kwasowos$¢™ kefiru w przeliczeniu na kwas mlekowy
a - objetosé 0,25 N roztworu NaOH zuzytego do miareczkowania, cm?;
m - masa napoju = 25 g.

Wyniki i dyskusja

Na Rysunku 1 przedstawiono zalezno$¢ lepkosci kefirow od predkosci
obrotowej wrzeciona w zakresie od 0,5 do 5 obr./min. Lepko$¢ wszystkich kefirow
zmniejszata si¢ w miar¢ zwigkszania predkosci obrotow wrzeciona. Najnizsza
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lepkosciag wsrdd badanych kefiréw charakteryzowat si¢ wyrdb firmy D (przy 0,5
obr./min wykazywal 6 Pa-s, za§ przy 5 obr./min 1 Pa‘s), natomiast najwyzsza
lepkosciag charakteryzowal sie kefir firmy B (przy 0,5 obr./min wykazywat
50 Pa-s).

60
50
40

30

Lepkoéé [Pass)

20 -

10

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

9]
o

Predkosc obrotowa wrzeciona [Obr./min]

Rys. 1. Lepkos¢ kefirow (¢ - A,m-B,x-C,*-D, A-E, e -F)

Lepko$¢ to opdr stawiany przez ciecz wymuszonej miejscowej zmianie
polozenia jej elementu objetosciowego [Szlezyngier, 1994], a wiec okresla ona
ptynno$¢ produktu pod wplywem przylozonej sity [Surdéwka, 2002]. Jest ona
zalezna od temperatury pomiaru oraz sktadu substancji, ponadto zalezy od
szybkosci $cinania lub naprezenia Scinajacego, a takze czasu trwania $cinania [Rao,
1977].

W przypadku kefiru firmy B zanotowane najwigksze wartosci lepkosci mogly
by¢ spowodowane najwyzsza zawartoscia biatka sposrod wszystkich badanych
kefirow. Gustaw i Mleko [2001], badajac desery mleczne z dodatkiem izolatu
biatek serwatkowych (WPI), koncentratu biatek serwatkowych (WPC)
i odtluszczonego mleka w proszku (OMP) wykazali, ze desery sporzadzone
z dodatkiem OMP cechowata wyzsza lepko$¢ niz desery z WPC, za$ najwyzsza
lepko$¢ zaobserwowano w przypadku deseréw z dodatkiem WPI. Gustaw i Nastaj
[2007], okreslajac wihasciwosci reologiczne jogurtow stalych z dodatkiem
wybranych koncentratow biatek serwatkowych zaobserwowali wzrost lepkosci
wraz ze zwigkszeniem zawartos$ci suchej masy w jogurcie.

Na Rysunku 2 przedstawiono krzywe ptynigcia kefirow. Najwigksze wartosci
naprezen Scinajacych, przy takiej samej szybkosci $cinania wykazywat kefir firmy
B, natomiast najmniejsze wartosci kefir firmy D. Ponadto, kefir firmy B, przy
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maksymalnej szybkos$ci $cinania osiggnal najwicksza warto$¢ naprezenia
$cinajacego na poziomie 38,6 Pa, za$§ najmniejszg warto$¢ osiagnal kefir firmy
D -7,2 Pa.
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Szybkosé scinania [1/s]

Rys. 2. Krzywe ptyni¢cia kefirow (¢ - A, *-B, A-C,x-D,m-E, o -F)

Wszystkie badane kefiry w réznym stopniu wykazywaty zjawisko tiksotropii
(Rys. 3), widoczne na wykresie jako niepokrywanie si¢ krzywych ptyniecia,
uzyskanych przy wzrastajacej i malejacej szybkosci Scinania. Najwigkszym polem
powierzchni petli histerezy wsréd kefirow odznaczal si¢ kefir firmy B i F,
natomiast najmniejszym kefir firmy D i E.

Krzywa ptyniccia jest to przedstawiona na wykresie zalezno$¢ napre¢zenia
stycznego (t) odlozonego na osi rzednych od szybkosci Scinania (y) na o0Si
odcietych. W zalezno$ci od przebiegu tych krzywych klasyfikuje si¢ ptyny do
grupy cieczy niutonowskich lub nieniutonowskich [Balejko, 2007]. Podobnymi
wlasciwos$ciami reologicznymi do kefirow charakteryzujg si¢ jogurty, ktore naleza
do grupy cieczy reologicznie niestabilnych, zachowujacych si¢ jak ptyny
tiksotropowe o charakterystycznym obrazie petli histerezy krzywych ptyniecia
[Benezech i Maingonnat, 1994]. Rohm i Schmid [1993], a takze Hassan i in.
[1996] stwierdzili, ze pole powierzchni petli histerezy tiksotropii odzwierciedla
wielko§¢ zmian struktury jogurtu pod wptywem sit $cinajacych. Ponadto Rohm
i Schmid [1993] wykazat, Ze pola powierzchni petli histerezy sg tym wigksze, im
wiecej biatka zawiera jogurt, oraz ze na wielkos$¢ tiksotropii wplywaja zastosowane
kultury starterowe. Najwigksza sposréod badanych kefiréw zawartos¢ biatka
w wyrobie firmy B mogla spowodowaé jego najwigksze wartoSci napr¢zen
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$cinajacych oraz najwieksze pole powierzchni petli histerezy. Wedtug Hassana i in.
[1996] uzycie $luzotworczych kultur bakteryjnych zwieksza warto$¢ naprezen
$cinajacych. Ponadto Jaros i in. [2002] stwierdzili, ze stopien nachylenia krzywej
ptynigcia okre§la miar¢ odpornosci zelu na dzialanie sil $cinajacych.
Przeprowadzone badania dowiodly, ze wszystkie przebadane kefiry
charakteryzowaty  si¢  przeplywem  nieniutonowskim o  charakterze
pseudoplastycznym, rozrzedzanym $cinaniem. Potwierdzaja to obserwacje innych
naukowcow badajacych wilasciwosci reologiczne produktow zywnoSciowych
[Missaire i in., 1990; Gujral i in., 2002; Sahin i Ozdemir, 2004; Ertekin i Guzel-
Seydim, 2010; Glibowski i Kowalska, 2012].
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Rys. 3. Wplyw szybkosci $cinania na przebieg krzywych plynigcia kefirow
(tiksotropia) (e - A, m-B,x-C, A-D,*-E, ¢-F)

W Tabeli 2 przedstawiono wyniki pomiaru aktywnosci jonéw hydroniowych
w Kkefirze. Najwickszym st¢zeniem jonow hydroniowych charakteryzowat si¢ kefir
firmy D (pH = 4,43), B i E (pH = 4,42), najmniejszym natomiast kefir firmy F
(pH = 4,22). Na postawie niniejszych badan stwierdzono, ze wszystkie badane
kefiry charakteryzowaly si¢ prawidlowa kwasowoscig. Wedlug Odeta [1995] oraz
Glibowskiego i Kowalskiej [2012] pH kefiru powinno wynosi¢ od 4,2 do 4,6.
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Tab. 2. Warto$¢ pH kefiréw
Kefir Warto$¢ pH

F 4,22
4,37
4,40
4,42
4,42
4,43

O/ m wm|> O

W Tabeli 3 przedstawiono wyniki pomiaru kwasowosci kefirow w stopniach
Soxhleta-Henkla oraz wyniki pomiaru kwasowosci wyrazone w gramach kwasu
mlekowego na 100 cm® kefiru.

Tab. 3. Kwasowos¢ kefirow [°SH]

Kwasowos¢ .
. Kwasowo$¢ w gramach
. w stopniach
Kefir kwasu mlekowego na 100
Soxhleta-Henkla cm? kefiru
[*SH]
F 39,6 0,0891
C 42,4 0,0954
E 42,4 0,0954
A 42,8 0,0963
B 43,2 0,0972
D 44,0 0,0990

Najwyzszg kwasowos$cia w stopniach Soxhleta-Henkla oraz kwasowoscig
wyrazong w gramach kwasu mlekowego na 100 cm® produktu charakteryzowat sie
kefir firmy D (44,0 °SH, 0,0990), za$ najnizsza kefir producenta F (39,6 °SH,
0,0891).

Kwasowo$¢ mleka jest podstawag oceny jego $wiezosci i przydatnosci do
spozycia. Dla mleka surowego jej warto$¢ powinna mie$ci¢ si¢ w granicach
6,0-7,5 °SH [Petczynska i Paszkiewicz, 2007], natomiast kwasowo$¢ kefirow
winna wahac¢ si¢ W przedziale 35-45 °SH [PN-A-86061:2002].

Produkty mleczne fermentowane powstajg na skutek fermentacji mlekowe;,
w wyniku ktoérej pod wplywem dziatania bakterii wystepujacych w mileku lub
celowo do niego wprowadzonych, powstaje pewna ilo§¢ kwasu mlekowego
(0,6-2%). Wzrasta tym samym kwasowo$¢ (pH ok. 4,0) produktu, co rownocze$nie
uniemozliwia rozwoj bakterii gnilnych i psucie si¢ mleka. Uzyskane wynik
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wskazujg zatem, ze we wszystkich badanych kefirach zanotowano $rodowisko
kwasne, co stanowi prawidlowy odczyt, wynikajacy z charakterystyki produkcji
kefiru.

Whioski

1.

4.

Lepko$¢ wszystkich kefirow zmniejszala si¢ w miare zwiekszania predkosSci
obrotow wrzeciona. Spos$rod badanych kefirdéw najwicksza lepkoscia odznaczat
si¢ kefir firmy B (50 Pa's przy 0,5 obr./min), co moglto mie¢ zwigzek ze
zwigkszong zawarto$cia biatka (4%) w produkcie.

Wszystkie przebadane kefiry wykazywaty cechy ptyndéw nieniutonowskich,
rozrzedzanych $cinaniem, tzw. plyndw pseudoplastycznych, o czym §wiadczy
przebieg ich krzywych ptynigcia. Najwicksza sposréd badanych kefirow
zawarto$¢ biatka w wyrobie firmy B mogla spowodowaé jego najwigksze
warto$ci naprezen $cinajacych.

Badane kefiry w r6znym stopniu wykazywaly zjawisko tiksotropii widoczne na
wykresie jako niepokrywanie si¢ krzywych plyniecia, uzyskanych przy
wzrastajacej 1 malejacej szybkosci $cinania. Kefiry o wiekszej zawartosci biatka
cechowaty si¢ wigksza odpornosécig na warunki $cinania w zadanym zakresie
szybko$ci Scinania niz kefiry o mniejszej zawartosci biatka.

Wszystkie przebadane kefiry cechowaty si¢ prawidtowa kwasowoscia.
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ANALIZA ZAPRAW DO NAPOJOW O SMAKU MALINOWYM
DOSTEPNYCH NA RYNKU LUBELSKIM

BOZENA SOSNOWSKA

Streszczenie

Celem pracy byta ocena towaroznawcza zapraw malinowych dostgpnych na
rynku lubelskim w handlu detalicznym oraz sprawdzenie, jak konsumenci oceniaja
te produkty i ich opakowania. Oceniono 11 produktow zakupionych w handlu
detalicznym, pochodzacych od 7 producentow. Oceniono zgodnos$¢ oznakowania
opakowan z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 10 lipca
2007 r. w sprawie znakowania $rodkow spozywczych oraz z Polska Norma.
Badania mikrobiologiczne objety oznaczenia: og6lnej liczby drobnoustrojow
mezofilnych i psychrofilnych oraz liczby komorek drozdzy i kolonii plesni.
Sprawdzono takze obecno$¢ syntetycznych  barwnikoOw  organicznych.
Przeprowadzono ocen¢ organoleptyczng zapraw oraz napojow przygotowanych
ztych syropow wedtug zalecen producenta. Poddano takze ocenie wyglad
zewnetrzny opakowan. Oceniono takie cechy, jak: pierwsze wrazenie wywotane
indywidualnoséciag opakowania, barwe, grafike, informacyjno$¢ oraz czytelnosé.
Oznakowanie wigkszo$ci opakowan byto zgodne z obowigzujacym prawem, choé
stwierdzono kilka btedow. Stwierdzone uchybienia to brak podania ilosci soku
malinowego w skladzie, przy zastosowaniu maliny w grafice. Powazniejszym
naruszeniem bylo uzycie maliny w grafice (rysunek i wyeksponowany napis)
w przypadku produktu, ktory w swoim sktadzie w ogole nie zawierat tego owocu.
Wigkszos¢ producentéw nie stosuje si¢ do wymogow Polskiej Normy odnosnie
znakowania. Pod wzglgdem mikrobiologicznym jako$¢ syropow byta bardzo
dobra, tylko w jednym produkcie stwierdzono przekroczong liczbe bakterii
psychrofilnych. Jeden produkt zostat zafalszowany poprzez dodatek syntetycznych
barwnikow organicznych. Ocena organoleptyczna syropéw i napojow z nich
przygotowanych nie zawsze byta skorelowana. Opakowania produktow
najtanszych — butelki wykonane z PET — nie zyskaty aprobaty osob oceniajacych.

Stowa kluczowe: zaprawy do napojow, syropy, malina, napoje bezalkoholowe

Wprowadzenie

Zaprawy do napojow, czeSciej nazywane syropami, to wg Polskiej Normy:
,wyroby z dodatkiem lub bez sokow owocowych surowych i przetworzonych (...),
substancji stodzacych, takich jak: cukry, syropy skrobiowe i cukrowe, miod
pszczeli oraz dodatkami i substancjami dodatkowymi dozwolonymi”. Wyrdznia si¢
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dwa typy zapraw (stodzone i niestodzone) oraz pig¢ rodzajéw, w zaleznosci od
stosowanych dodatkéw [PN-A 79036:1997].

Na polskim rynku znajduje si¢ szeroka gama wyrobow tego rodzaju. Dostepne
sa zarOwno smaki podstawowe (malinowy, wisniowy czy pomaranczowy), ale tez
bardziej wyszukane, jak: zurawinowy, aroniowy czy roézany. Produkty te
wykorzystywane sg jako dodatek do deserow (lody, budynie), drinkéw lub jako
baza do przyrzadzenia napoju o danym smaku. Zdecydowanie najwigcej
producentdbw ma w swojej ofercie syropy malinowe lub o smaku malinowym.
Druzynska i Plewka [2013] badaly zarowno syropy malinowe, jak i syropy
o smaku malinowym i stwierdzity, ze sa one cennym zrodlem skladnikow
odzywczych.

Konsumenci czesto nie zwracajg uwagi na rdznice pomiedzy syropem
malinowym a syropem o smaku malinowym, cho¢ réznica migdzy nimi jest
zasadnicza. W drugim przypadku w skladzie produktu maliny moga nie
wystepowacé w ogoble lub by¢ w niewielkiej ilosci [Jak kupowac..., 2013]. Syropy
owocowe powszechnie kojarza si¢ z tym, ze w skladzie powinny zawiera¢ w duzej
ilosci skladniki owocowe. Moze w tym utwierdza¢ réwniez stosowana przez
producentow grafika, w ktorej owoce zajmuja bardzo wazne miegjsce. Tymczasem
informacje z etykiet zapraw do napojow wskazuja na to, ze owoce rzadko sa
W nich glownym sktadnikiem.

Celem pracy byla ocena towaroznawcza zapraw malinowych dostepnych na
rynku lubelskim w handlu detalicznym oraz sprawdzenie, jak konsumenci oceniaja
te produkty i ich opakowania.

Material i metody badan

Analizie poddano zaprawy do napojéow o smaku malinowym. Oceniono 11
produktéw zakupionych w handlu detalicznym na terenie Lublina, pochodzacych
od 7 producentéw. Jednego producenta miaty odpowiednio marki A i B; Ci D; F
i G oraz H i I, pozostate miaty réznych wytworcow (marki E, J i K), w tym cztery
produkty byly marki wtasnej (marka B, C, D i I). Ze wzgledu na ochrong interesow
producentdéw nie podano nazw marek, pod ktorymi byly sprzedawane analizowane
produkty. Masy netto byly w zakresie od 0,42 dm® do 1 dm® za$ ceny
w przeliczeniu na 1 dm® produktu wynosily odpowiednio od 1,29 zt do 10,45 zt
(Tab.1). Produkty zawieraty w swoim sktadzie od 0% do 19% soku malinowego
(Tab.1). Wedhug informacji na opakowaniach zaprawy powinny by¢ rozcienczane
wodg w stosunku od 1:8 do 1:10 (Tab.1). Zgodnie z oznakowaniem wszystkie
syropy byly w okresie przydatnosci do spozycia.
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Tab. 1.

Podstawowe

opakowaniach

informacje o zaprawach do napojow, podane na

Symbol
produktu

Nazwa
produktu

Pojemnos¢
opakowania
[dm’]

Cena
[zt/dm®]

Zalecane
rozcienczenie

Zawartos¢
soku
malinowego
[%]

Zaprawa do
napojow o
smaku
malinowym

1,29

1.8

0,1

Syrop o0 smaku

malinowym

0,5

5,98

1:10

05

Syrop 0 smaku

malinowym

0,5

6,98

1:9

0,025

Syrop o0 smaku

malinowym

1,99

1.9

0,25

Syrop
OWOCOWY 0
smaku
malinowym

0,42

10,45

1.9

Brak
informacji

Syrop
OWOCOWY 0
smaku
malinowym

0,44

10,21

1.9

0,3

Syrop
malinowy

0,44

7,81

1:9

19

Syrop
malinowy

0,5

7,84

1.9

19

Zaprawa do
napojow o
smaku
malinowym

0,5

3,38

1.9

0,025

Syrop do
napojow —
smak
malinowy

0,43

10,12

1:10

0,1

Zaprawa do
napojow o
smaku
malinowym

0,5

6,58

1:10

Analize rozpoczeto od sprawdzenia szczelno$ci opakowan. Oceniono tez
zgodno$¢ oznakowania opakowan z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 10 lipca 2007 r. w sprawie znakowania $rodkow
spozywczych oraz z Polska Norma [PN-A 79036:1997]. Badania mikrobiologiczne
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objely nastepujace oznaczenia: ogolnej liczby drobnoustrojow mezofilnych
i psychrofilnych oraz liczby komorek drozdzy i kolonii plesni [PN-A 79033:1985].
Sprawdzono takze obecno$¢ syntetycznych barwnikow organicznych [PN-A
75101/29:1990].

Na preferencje konsumenckie ma wptyw kilka czynnikow, takich jak:
wlasciwosci produktu, producent, opakowanie czy przyzwyczajenia konsumenta.
Przeprowadzono wigc ocen¢ organoleptyczng zapraw oraz = napojow
przygotowanych z tych syropéw wedlug zalecen producenta. Ocena byla
wykonana na podstawie karty wzorcowej opracowanej przez autora. Oceniano
klarownos$¢, barwe, zapach i smak, przy roznych wspotczynnikach wazkosci,
odpowiednio: 0,2; 0,2; 0,2 i 0,4. W badaniu wzi¢to udziat 30 studentow w wieku
20-22 lata.

Poddano takze ocenie wyglad zewnetrzny opakowan. Oceniono takie cechy,
jak: pierwsze wrazenie wywotane indywidualno$cia opakowania, barwe, grafike,
informacyjno$¢ oraz czytelno§¢ [Cichon i Ucherek, 1997]. Do oceny opakowan
zastosowano skalg nieparzysta o wspotczynnikach od 1 do 3, gdzie wspolczynnik 1
oznaczal zdecydowanie negatywny stosunek oceniajacego; 2 — obojetny;
3 — zdecydowanie pozytywny [Bazarnik i 1in.,1992]. Badania zostaty
przeprowadzone w grupie 100 osob (wiek 20-22 lata).

Uzyskane wyniki opracowano metodami statystycznymi, przy uzyciu programu
Statistica wersja 8.0. Przeprowadzono jednoczynnikowg analiz¢ wariancji z testem
Tuckey’a przy poziomie istotnosci p = 0,05.

Wyniki i dyskusja

Badane zaprawy zapakowane byly szczelnie w butelki szklane z nakretka
metalowa (81,8 % prob) lub butelki PET z nakretka plastikowg - proby A i D
(Tab.1). Opakowania 90,9 % badanych produktéw zawieralty informacje
wymagane w Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 10 lipca
2007 r. w sprawie znakowania $rodkéw spozywczych na temat nazwy produktu,
sktadu, trwatosci, zawartosci netto, producenta lub dystrybutora oraz numeru partii
produkcyjnej. W jednym z opakowan (proba E) w sktadzie nie podano ilosciowej
zawarto$ci malin, chociaz byly one uzyte w grafice etykiety. Wszystkie napisy
byly wjezyku polskim, czytelne i trwate. Spelniony byl takze wymog
umieszczenia w jednym polu widzenia informacji na temat nazwy produktu, jego
trwatosci 1 zawartosci netto. Nazwa produktu byta dostosowana do jego sktadu —
zaprawy zawierajace znaczne ilo$ci soku malinowego w nazwie mialy ,,syrop
malinowy” (proby G i H), pozostate produkty nazywaty si¢ ,,zaprawa/syrop (...)
0 smaku malinowym” (Tab. 1). W przypadku produktow zawierajacych substancje
stodzace, wtym aspartam, podano informacje: ,,Zawiera substancje stodzace”
i,, Zawiera zrodlo fenyloalaniny” (proby A, B, Di1).

Wedhug Polskiej Normy [PN-A 79036:1997] badane produkty powinny mie¢
nazw¢ ,,zaprawa do napojow”. Wsrod badanych prob tylko 27,3 % miato taka
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nazwe. Wspomniane normy zalecaja takze podanie przy nazwie symbolu typu
i numeru rodzaju. Analizowane zaprawy nalezaty do typu A (slodzone) i rodzaju nr
1 (z dodatkiem sokow surowych i przetworzonych). Jednak na zadnym z opakowan
nie byta zawarta taka informacja. W przypadku zapraw stodzonych powinno si¢
takze poda¢ zawarto$¢ ekstraktu i ten warunek zostat spetniony tylko przez 27,3 %
produktéw (proby E, J i K). Stosowanie si¢ do wskazan Polskich Norm nie jest
obowigzkowe, jednak dzieje si¢ to ze szkoda dla konsumenta, gdyz niejednolite
znakowanie utrudnia mu §wiadomy wybor sposrdd szerokiej gamy produktow.

Podstawowa zasada dotyczaca oznakowania zywnoS$ci, wyrazong w wielu
aktach prawa, jest zakaz wprowadzania konsumenta w btad. Stosowanie
sugestywnej  szaty graficznej opakowan z  wizerunkami  skladnikow
1 wyeksponowanymi napisami wskazujacymi rodzaj uzytych surowcow, ktorych
w produkcie nie zastosowano, badz wystepuja w znikome;j ilosci, co nie upowaznia
do podkreslania ich w oznakowaniu, jest powaznym naduzyciem [Oznakowanie
produktow..., 2013]. W grafice opakowan wszystkich analizowanych syropow
wystepowaly owoce malin, ktéore mogly sugerowaé konsumentowi znaczna
zawarto$¢ tego sktadnika w produkcie, a tylko sktadzie w 18,2 % prob stwierdzono
wigcej niz 1 % soku malinowego (Tab. 1). W przewazajacej liczbie syropow (72,7
%) podstawowym sktadnikiem owocowym byl sok aroniowy. W probach B, C, E
i F, poza graficznym przedstawieniem malin, we frontowej czes$ci etykiety
wyeksponowano jeszcze napis ,,malina” lub ,,raspberry sirup (syrop malinowy)”,
mogace sugerowaé znaczng zawarto$¢ tego owocu w syropach, cho¢ wedtug
informacji o sktadzie zawieraly one od 0,025 % do 0,3 % soku malinowego
(Tab. 1). Na jednym z opakowan z tej grupy nie podano informacji o iloSciowej
zawarto$ci soku malinowego, chociaz wyeksponowano stowo ,,malina” i grafike
tego owocu, co jest niezgodne z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju
Wsi z dnia 10 lipca 2007 r. w sprawie znakowania $rodkdéw spozywczych.
Powazne naduzycie stwierdzono w przypadku proby K, gdyz w skladzie tego
produktu jako jedyny sktadnik owocowy wystgpowal sok aroniowy, za§ na
etykiecie wykorzystano rysunek malin.

Jako$¢ mikrobiologiczna wigkszosci badanych syropéw byla bardzo dobra.
Stwierdzono obecnos¢ drozdzy w 18,2 % prob (syropy D i H — odpowiednio
1,41x10% i 1,1x10 jtk/cm?), ale Polskie Normy dopuszczaja 200 komorek drozdzy
w 1 cm?® zaprawy do napojow. W zadnej z prob nie stwierdzono obecnosci kolonii
plesni oraz komorek bakterii mezofilnych. Bakterie psychrofilne odnotowano
W jednej z prob (D) w ilosci 3,32x10° jtk/cm?®, podczas gdy wedtug Polskich Norm
nie powinno byé ich wiecej, niz 100 komoérek w 1 cm® zaprawy [PN-A
79036:1997].

W  zaprawach malinowych nie dopuszcza si¢ obecnosci syntetycznych
barwnikéw organicznych [PN-A 79036:1997]. Taki sktadnik wykryto w jednej
z prob (A), produkt ten mozna wigc uznaé za sfalszowany, gdyz w sktadzie nie
wymieniono takich substancji barwigcych.
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W ocenie organoleptycznej syropow oraz napojow tylko klarowno$¢ syropow
nie zalezala w stopniu istotnym statystycznie od rodzaju produktu (p>0,05).
W pozostatych przypadkach rodzaj proby mial istotny statystycznie wplyw na
réznice w ocenach poszczegoélnych wyrdéznikéw jakosci (Tab. 2 i 3). Najwyzsze
srednie oceny (powyzej 4) uzyskaty syropy A, F, 1, J oraz K. Najstabiej oceniona
zostata zaprawa B - ocena 3,15 (Tab. 2). Oceny napojow nie byly zupehie
skorelowane z ocenami syropow. W tej grupie najwyzsze noty (powyzej 4)
uzyskaty napoje sporzadzone z syropéw E, G i H. Zdecydowanie najstabiej zostat
oceniony napdj K — ocena 2,07 (Tab. 3). Napdj ten, pomimo przygotowania
zgodnie z zaleceniem na etykiecie, byt zbyt mocno rozcienczony.

Tab. 2. Ocena organoleptyczna zapraw do napojoéw

Wyr6éznik jakosci

Ocena

psr)ézjnubﬁlu Klarownos¢ Barwa Zapach Smak faczna
X+tsd X+sd X+sd X+sd punktowa

X+sd
A 4,13+0,26° 4,44+0,18% | 3 88+0,27° | 4,1940,23® | 4,16+0,17°
B 4,13+0,29° 2,88+0303° 2,75+0,30® | 3,00+0,38%® | 3,15+0,26"
C 4,13+0,24° 3,4440,35% 3,25+0,28% | 2,87+0,34° | 3,31+0,24%
D 4,13+0,24° 4,25+0,17% | 2,94+0,34® | 3,00+0,29® | 3,46+0,12%
E 4,44+0,24° 3,56+0,29°® [ 3,69+0,35%® | 3,13+0,36™ | 3,59+0,25®
F 4,19+0,28° 4,88+0,09° 3,00£0,32® | 4,06+0,19% | 4,04+0,14%
G 4,13+0,32° 4,63+0,18% 2,44+030° | 3,50+0,32% | 3,64+0,21%®
H 4,38+0,22° 3,81+0,28™% [ 3,38+0,35%® | 3,44+0,27® | 3,68+0,15%
[ 4,13+0,30° 4,31+0,18%% | 3,.88+0,27% | 3,94+0,38® | 4,04+0,24%
J 4,00+0,32° 4,50+0,13% [ 3,06+0,31® | 4,31+0,20° | 3,04+0,17®
K 4,50+0,16 3,63+0,20™% [ 3,04+0,21* | 4,13+0,20® | 4,06+0,12°

Objasnienia:

X+sd - $rednia + btad standardowy
a, b, ¢, d, e - grupy jednorodne wyznaczone testem Tuckey’a (p = 0,05)

Oceny poszczegolnych cech opakowan w istotny sposob zalezaty od rodzaju
zaprawy (p<0,05). Najkorzystniejsze pierwsze wrazenie wywarly opakowania
syropow E i F. Najstabiej pod tym wzgledem oceniono opakowania zapraw A, D
i I, przy czym dwa z tych opakowan byly butelkami wykonanymi z PET (Tab. 1,
4). Podobne wyniki osiggnety opakowania tych syropow w przypadku oceny
kompozycji graficznej, za$§ najkorzystniej w przypadku tej cechy oceniono
opakowanie syropu J (Tab. 4). Pod wzgledem barwy pozytywnie wyr6znialy sie
opakowania prob E i F, za$ zdecydowanie najgorzej zostalo ocenione opakowanie
zaprawy D, ktore byto najubozsze kolorystycznie (Tab. 4).
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Tab. 3. Ocena organoleptyczna napojow

Wyrdznik jakosci
Ocena
ps})éijnubﬁh Klarownos¢ Barwa Zapach Smak faczna
X+sd X+tsd X+sd X+sd punktowa
X+sd
A 457+0,13" | 3,96+0,12" | 2,87+0,25" | 3,26+0,26® | 3,58+0,18°"
B 417+0,15® | 2,65+0,16° | 2,43+0,26® | 3,48+0,19® | 3,24+0,12%
C 4,04+0,16" 3,00+0,17% [ 2,83+0,19° | 2,61+0,18" | 3,02+0,10°
D 3,87+0,16" 2,43+0,16° | 2,78+0,13* | 3,22+0,15® | 3,10+0,09"
E 4,39+0,14® | 3,52+0,17%% | 2,91+0,24™ | 3,56+0,22% | 3,59+0,15"
F 4,48+0,18® | 4,7440,09° | 3,35+£0,24%° | 3,17+0,26® | 3,78+0,17%°
G 483008 | 4,65+0,16° | 3,65+0,21® | 4,04+0,13% | 4,24+0,11°
H 4,48+0,12® | 4,26+0,13® | 4,00£0,217 3,91+0,21° | 4,11+0,13®
I 3,96+0,15" 2,48+0,15° | 2,70+0,16" | 3,26+0,17® | 3,13+0,11°
J 4,05+0,18" 3,09+0,13% | 3,36+0,26® | 3,18+0,14® | 3,37+0,11%
K 3,96+0,31° 1,52+0,19" | 1,74+0,20° 1,57+0,19° | 2,07+0,15°

Objasnienia:

X+sd - $rednia + btad standardowy
a, b, ¢, d, e - grupy jednorodne wyznaczone testem Tuckey’a (p = 0,05)

Tab. 4. Ocena wygladu zewnetrznego opakowania

Oceniana cecha
Symbol Plerwsz.e Barwa Grafika Informacyjno$é¢ Czytelnos¢ OC? na
produktu wrazenie Xesd Xisd Xisd Yasd ogblna
Xasd X+sd

A 1,30+0,13% 1,70+0,15¢ 1,40+0,13° 1,55+0,149 1,35+0,11° 1,46+0,08°
B 2,20+0,16% 2,15£0,20°7 | 220+0,14%° | 2,00+0,19" 1,55+0,15% 2,02+0,10°
C 1,90+0,12% 2,05+0,14% | 1,70+0,15® | 1,95+0,17™ 2,05+0,17% 1,93+0,10°
D 1,15+0,08™ 1,05+0,05° 1,20+0,09° 1,65+0,17% 1,75+0,20° 1,360,097
E 2,85+0,08® 2,80+0,09° 2,60£0,11° | 2.30+0,15"° 2,25+0,18® 2,56+0,08°
F 2,95+0,05° 2,75+0,10° 2,650,158 | 2,65+0,11° 2,35+0,11% 2,67+0,07°
G 2,35+0,13% 2,60+0,11P 2,15+0,13® | 2,45+0,14% 1,95+0,159 | 2,30+0,08° |
H 2,55+0,11% 2,50+0,14% | 2.40+0,15 2,60+0,13% 2,40+0,17% 2,49+0,10°
I 1,10+0,07° 1,80+0,12¢ 1,20+0,09° 1,95+0,18" 1,85+0,20%%¢ | 1,58+0,10%
J 2,55+0,147° 2,40+0,13% | 2,65+0,11% 2,45+0,11% 2,45+0,11° 2,50+0,07°
K 1,65+0,17% 2,00+0,13% 1,65+0,15° | 2,55+0,11® 2,50+0,14° 2,07+0,10°

Objasnienia:

X4sd - $rednia + btad standardowy
a, b, c, d e f g- grupy jednorodne wyznaczone testem Tuckey’a (p = 0,05)

Syrop F nalezal do jednych z najdrozszych w badanej grupie produktow.
Ocena organoleptyczna tego soku byta bardzo wysoka. Jego opakowanie uzyskato
bardzo wysokie notowania dla wszystkich ocenianych cech. Napdj przygotowany
Z tego syropu oceniony zostal troche stabiej, ale i tak w ocenie ogdlnej uzyskat
trzecie miejsce (Tab. 2-4). Najtanszym syropem byl produkt A, ktéry uzyskata
najlepsza ocene ogo6lna. Napdj z tego syropu oceniono jako do$¢ dobry. Jednak
jego opakowanie bylo bardzo negatywnie ocenione i nie uzyskato aprobaty
badanych osob (Tab. 2-4).
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Whioski

1.

Etykiety wickszo$ci opakowan zawieraly wszystkie wymagane prawem
elementy oznakowania. Stwierdzone uchybienia to brak podania ilo$ci soku
malinowego w sktadzie, przy zastosowaniu maliny w grafice. Powazniejszym
naruszeniem byto uzycie maliny w grafice (rysunek i wyeksponowany napis)
w przypadku produktu, ktéry w swoim skladzie w ogole nie zawierat tego
OWOCU.

Producenci nie stosujg si¢ do Polskich Norm w kwestii nazewnictwa produktu
(72,7 %) oraz oznakowania etykiet produktu (100 % w przypadku klasyfikacji,
72,7 % odnos$nie obowigzku podawania zawarto$ci ekstraktu).

Stosowanie wyrazistej grafiki z uzyciem owocow malin moze wprowadzac
konsumenta w btad, sugerujac, ze skladnik ten wystepuje w duzej ilosci
w produkcie, podczas gdy w 81,8 % analizowanych produktow zawartos¢ soku
malinowego nie przekraczata 0,5 %.

Wszystkie badane produkty spetnialy wymagania Polskiej Normy odnosnie
obecnosci komoérek bakterii mezofilnych, komoérek drozdzy i kolonii plesni.
W jednej z prob stwierdzono przekroczong liczbe bakterii psychrofilnych.
Wsréd badanych prob w jednej (9,09 % wszystkich prob) stwierdzono obecno$é
niedozwolonych syntetycznych barwnikow organicznych, a informacja o ich
obecnosci nie zostata ujawniona na etykiecie.

Ocena organoleptyczna syropow nie zawsze byta skorelowana z oceng napojow
z nich przygotowanych.

Zarowno syropy najtanszy jak i jeden z najdrozszych uzyskaty bardzo wysokie
oceny ogélne w analizie organoleptycznej, wigc cena nie zawsze $wiadczy
0 jakosci produktu.

Opakowania produktow najtanszych — butelki wykonane z PET — nie zyskaty
aprobaty 0sob oceniajacych.
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BEZPIECZENSTWO ZDROWOTNE PRODUKTOW WEDZONYCH

JOANNA STADNIK, MALGORZATA KARWOWSKA, DARIUSZ M.
STASIAK

Streszczenie

Wedzenie nalezy do najstarszych metod utrwalania zywnos$ci, a obecnie jest
szczegodlnie cenione z uwagi na nadawanie jej swoistych cech organoleptycznych.
W trakcie tego procesu do produktu wprowadzanych jest wiele substancji
o wlasciwosciach przeciwdrobnoustrojowych, przeciwutleniajgcych, ksztattujacych
smak oraz barwg stanowigcych sktadniki dymu. Szczegdlne znaczenie odgrywaja
tu fenole, ktore oprocz dziatania przeciwdrobnoustrojowego wykazuja wyrazne
wlasciwosci przeciwutleniajgce. W dymie wedzarniczym oprocz zwigzkow
odpowiedzialnych za utrwalanie oraz ksztaltowanie cech organoleptycznych
wedzonych produktow, zawarte sg réwniez substancje niepozadane z punktu
widzenia bezpieczenstwa zdrowotnego tej grupy wyrobow. Nalezg do nich m.in.
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA; ang. Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons, PAHs). Wyniki badan Migdzynarodowej Agencji Badan nad
Rakiem potwierdzaja wlasciwosci kancerogenne, teratogenne oraz mutagenne
wielu przebadanych WWA. Wiele zwiazkow nalezacych do tej grupy wykazuje
réwniez wlasciwosci geno- i embriotoksyczne. Dzigki lepszej kontroli parametrow
procesu, osiggnigcie wymaganego prawem bezpieczenstwa zdrowotnego wyrobow
wedzonych przestaje by¢ problemem. Wysitki biur konstrukcyjnych dziatajacych
na rzecz producentdow aparatury technologicznej przynoszag wymierne efekty
W postaci obnizenia zawarto$ci wielopierscieniowych  weglowodorow
aromatycznych w gotowych wyrobach do poziomu ponizej okre§lonego
w rozporzadzeniu Komisji (UE) nr 835/2011.

Stowa kluczowe: wedzenie tradycyjne, WWA, aparatura wedzarnicza

Wprowadzenie

Tradycyjne wedzenie, w szczegdlnosci miesa i ryb, nalezy do najstarszych
metod utrwalania zywno$ci Oraz nadawania jej charakterystycznego smaku,
zapachu i barwy [Lingbeck i in., 2014]. Obecnie, do najbardziej cenionych przez
konsumenta celow wedzenia, zalicza si¢ nadanie zywnosci charakterystycznych
cech organoleptycznych dzieki wysyceniu sktadnikami dymu wedzarniczego
otrzymanego w wyniku kontrolowanego spalania materialu drzewnego przy
ograniczonym dostgpie tlenu atmosferycznego. Istotnym efektem wedzenia jest
rowniez przedluzenie trwalosci zywnosci poprzez przerwanie funkcji zyciowych
drobnoustrojow wskutek bakteriobdjczego 1 bakteriostatycznego oddziatywania
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sktadnikow dymu. Obsuszanie powierzchni produktu towarzyszace procesowi
wedzenia, a tym samym zmniejszenie aktywnosci wody zwicksza trwatosé
produktu, gdyz uniemozliwia rozwoj bakterii i unieczynnia enzymy. Niektore
sktadniki dymu wedzarniczego wpltywaja réwniez na spowolnienie proceséw
utleniania zachodzacych podczas przechowywania [Tkacz i Wigk, 2012].

W celu otrzymania dymu wedzarniczego o optymalnym sktadzie, proces
spalania drewna musi zachodzi¢ w $cisle okreslonych i kontrolowanych warunkach
termicznych oraz przy ograniczonym dostepie powietrza. Efektem nieprawidtowo
prowadzonego procesu tradycyjnego wedzenia jest zanieczyszczanie zywnoSci
zwigzkami szkodliwymi dla zdrowia czlowieka, do ktéorych nalezg
wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA, PAH ang. Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons) [Kilianek i Niewiadowska, 2014]. Wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne (WWA) powstaja w wyniku niepelnego spalania lub
pirolizy materii organicznej i stanowig stale zanieczyszczenie S$rodowiskowe
[Szymanski i Borys, 2012]. Tworza si¢ one rowniez w procesie wytwarzania dymu
wedzarniczego przede wszystkim wowczas, gdy temperatura zarzenia drewna
przekracza 400°C i degradacji ulega lignina [Kolakowski, 2012].

Kontrolujac proces wedzenia oraz ulepszajac technologi¢ spalania drewna
1 konstrukcje maszyn mozna zdecydowanie obnizy¢ zawarto$¢ policyklicznych
weglowodorow aromatycznych.

Funkcje technologiczne procesu wedzenia

Dominujacym czynnikiem odpowiedzialnym za cechy organoleptyczne oraz
trwato$¢ wedzonej zywnosci jest jako$¢ dymu =zalezna m.in. od rodzaju
i wilgotnoséci drewna, temperatury spalania oraz ilosci dostarczonego powietrza
[Kotakowski, 2012]. Gloéwne grupy zwigzkow chemicznych powstajacych
z poszczegdlnych sktadnikow drewna przedstawione zostaly w tabeli 1. Proces
pirolizy hemiceluloz i celulozy zachodzi w temperaturze 180-350°C i skutkuje
powstawaniem zwigzkow karbonylowych oraz kwaséw karboksylowych. Rozktad
lignin w kolejnej fazie pirolizy generuje zwiazki z grupa fenolowa i przebiega
w 300-500°C [Simon, 2005]. Rézne rodzaje drewna, z uwagi na zré6znicowang
zawarto$¢ celulozy, hemiceluloz i1 ligniny generujg rozne ilosci zwigzkow
chemicznych, a wytworzony z nich dym charakteryzuje si¢ odmiennymi
wlasciwosciami [Lingbeck i in., 2014].

Produkty rozktadu ligniny sg najbardziej odpowiedzialne za smak i zapach oraz
przeciwutleniajace oddziatywanie dymu wedzarniczego [Tkacz 1 Wiek, 2012].
Najsilniejszymi przeciwutleniaczami z grupy fenoli sa 3-metylopirokatechina,
4 - metylopirokatechina, pirogallol, hydrochinon i jego homologi, gwajakol oraz
fenole jednowodorotlenowe. Wiasciwosci przeciwutleniajgce posiadajg takze kwas
mrowkowy, benzoesowy, salicylowy, wanilina i aldehydy syringowy.
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Tab. 1. Koncowe produkty pirolizy poszczegdlnych sktadnikow drewna
[Kotakowski, 2012]
Zwiazki chemiczne obecne w dymie wedzarniczym
Produkty pirolizy Produkty pirolizy Produkty rozktadu  Produkty rozktadu

hemiceluloz hemiceluloz celulozy: ligniny:
(pentozany): (heksozany):
furani jego kwas octowy, kwas octowy, fenole, etery
pochodne, mréwkowy, mréwkowy, fenolowe, ich
alifatyczne kwasy  lewulinowy, winowy  lewulinowy, winowy homologi i
karboksylowe, i inne kwasy i inne kwasy pochodne
zwigzki huminowe organiczne, organiczne, (wanilina,
aldehydy aldehydy gwajakol,
(hydrooctowy) (hydrooctowy) syryngol, kwas

wanilinowy i inne)

Zwiazki karbonylowe zawarte w dymie hamujg rozwdj drobnoustrojow poprzez
penetracje  §ciany komodrkowej oraz inaktywacje enzymow obecnych
W cytoplazmie i blonie cytoplazmatycznej. Zaobserwowano skutecznosé¢
sktadnikow dymu wedzarniczego w hamowaniu rozwoju m.in. Leuconostoc
mesenteroides, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium i enteritidis. Zwiazki karbonylowe zawarte w dymie
uczestnicza réwniez w procesie tworzenia charakterystycznej barwy wedzonej
zywno$ci. Zlocistozotta, ztocistobragzowa barwa wedzonych produktow jest
skutkiem interakcji karbonylowo-aminowej warunkujacej reakcje brunatnienia
(reakcje Maillarda) pomigdzy wysokoczasteczkowymi fenolami i biatkami
zywnosci [Kotakowski, 2012; Lingbeck i in., 2014].

Bezpieczenstwo zdrowotnego zywnosci wedzonej w aspekcie wystepowania
WWA

Obecne wymagania UE dotyczace najwyzszych dopuszczalnych poziomow
WWA w migsie wedzonym i produktach miesnych wedzonych, ujete
w rozporzadzeniu Komisji (UE) nr 835/2011, obowigzujace od 1 wrzesnia 2014
roku, wprowadzity dwie zmiany istotne z punktu widzenia przemyshu migsnego.
Najwyzszy dopuszczalny poziom zawartosci benzo(a)pirenu w produktach
migsnych wedzonych obecnie wynosi 2,0 pg/kg, a sumy czterech WWA
(benzo(a)piranu, benz(a)antracenu, benzo(b)fluorantenu i chryzenu) - 12,0 ug/kg.

Dane na temat poziomu skazenia zywnos$ci wedzonej WWA dostepne
w literaturze znacznie si¢ roznig. Badania przeprowadzone przez Ciemniaka
i Protasowickiego [2002], dotyczace zawartosci benzo(a)pirenu w réznych grupach
wedlin  krajowych wskazuja, ze glownie kabanosy 1 kielbasa mys$liwska
charakteryzuja si¢ stosunkowo wysoka zawartoscig tego zwiazku.

Wyniki  urzedowej kontroli zywnosci prowadzonej w Polsce w latach
2010 - 2012 wskazaty na konieczno$¢ wdrozenia programu majacego na celu
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zbadanie aktualnych poziomow WWA w wedzonym migsie i produktach migsnych
oraz w rybach i produktach rybotowstwa. W 2014 roku, z inicjatywy Gtownego
Lekarza Weterynarii, zorganizowano pilotazowy programu monitoringu WWA
W produktach pochodzenia zwierzecego wedzonych tradycyjnie, ktérego celem
bylo zebranie danych umozliwiajacych ocene wystgpowania WWA w wedzonych
tradycyjnie migsie i produktach migsnych oraz rybach. Wyniki badan
przeprowadzonych na 200 probkach produktow wedzonych (170 probek miesa
i wyrobow migsnych i 30 probek ryb wedzonych tradycyjnie) pobranych z terenu
calego kraju pozwolity na sformutowanie wnioskow wskazujacych Krytyczne
elementy wplywajace na podwyzszanie zawartosci WWA w zywnosci wedzonej
tradycyjnie. Za dominujace czynniki odpowiedzialne za bezpieczenstwo
produktow wedzonych w aspekcie zawartosci WWA uznano: rodzaj zywnosci
(np. kietbasy), metody wedzenia (zastosowanie dymogeneratora z paleniskiem
tradycyjnym), rodzaj drewna (buczyna i mieszane) i temperature [Kiljanek
i Niewiadowska, 2014].

Aspekty zdrowotne procesu wedzenia

WWA  stanowig bardzo liczng  grupe  zwigzkéw  organicznych
charakteryzujacych si¢ obecnoscia dwoch lub wigcej skondensowanych pierscieni
aromatycznych w utozeniu liniowym, katowym Iub klaserowym. W zaleznosci od
formy strukturalnej, WWA wykazuja zroznicowane wlasciwosci toksyczne
i fizyko-chemiczne [Mozdzierz i in., 2010]. W niektorych czgstkach WWA
wystepuja charakterystyczne obszary, ktorym przypisywana jest aktywnos$¢
biologiczna. Nalezy do nich rejon zatoki (ang. bay region) - obszar o zwigkszonej
gestosci  elektronowej, co skutkuje zwickszong reaktywnos$ciga chemiczng
i biologiczng WWA umozliwiajac tworzenie np. adduktow z DNA. Rowniez rejon
K (ang. K-region) zwigksza ich cytotoksyczno$¢ i aktywnos¢ mutagenng [Guillen,
1997].

Najlepiej przebadanym zwigzkiem z grupy WWA jest benzo(a)piren, ktory ze
wzgledu na site oddziatywania rakotwodrczego oraz powszechno$¢ wystgpowania
w srodowisku byt uznawany za wskaznik catej grupy WWA [EC, 2002]. W roku
2008 Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa Zywnosci wydal opinie, Zze sam
benzo(a)piren nie jest wystarczajgcym wskaznikiem obecnosci WWA w zywnoSci
a najbardziej odpowiednia do tego celu bedzie suma 4 WWA tj. benzo(a)pirenu,
chryzenu, benzo(a)antracenu i benzo(b)fluorantenu [EFSA, 2008].

Sposrod wielu drog narazenia czlowieka na obecnos¢ WWA najistotniejszymi
sa: palenie tytoniu oraz zywno$¢. Skazenie zywno$ci moze by¢ spowodowane
zanieczyszczeniem Srodowiska i migracja WWA z powietrza, gleby i wody oraz
nastegpowa¢ w wyniku przemyslowych i domowych metod przygotowywania
zywnosci zwigzanych z obrdbka termiczng tj. wedzeniem, grillowaniem,
smazeniem i suszeniem [Kiljanek i Niewiadowska, 2014].
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rejon zatoki

Rys. 1. Wzér strukturalny benzo(a)pirenu z zaznaczonymi rejonami o aktywnosci
biologicznej

Wyniki badan Miedzynarodowej Agencji Badan nad Rakiem potwierdzaja
wilasciwosci kancerogenne, teratogenne oraz mutagenne wielu przebadanych
WWA (Tabela 2). Wiele zwigzkow nalezacych do tej grupy wykazuje rowniez
wiasciwosci geno- i embriotoksyczne [IARC, 1983].

Tab. 2. Klasyfikacia WWA ze wzgledu na prawdopodobienstwo dzialania
rakotworczego [IARC, 1983]

Prawdopodobnie kancerogenny ~ Mozliwie kancerogenny

Benzo[a]antracen Benzo[b]fluoranten
Benzo[a]piren Benzo[j]fluoranten
Dibenzo[a,h]antracen Benzo[Kk]fluoranten

Dibenzo[a,e]piren
Dibenzo[a,h]piren
Dibenzola,i]piren
Dibenzol[a,l]piren
Indeno[1,2,3-cd]piren
5-metylochryzen
Dibeno[a,h]antracen
Dibenzo[a,j]antracen

WWA naleza do grupy kancerogenéw posrednich (prekancerogendéw), ktore
aby wywola¢ skutek musza ulec metabolizmowi do formy aktywnej
0 wihasciwosciach elektrofilnych, majacej zdolno$¢ do tworzenia wigzan
kowalencyjnych z DNA. WWA po wniknigciu do organizmu kumulujg si¢ gtownie
w tkance tluszczowej, a w mniejszym stopniu w watrobie i nerkach, nadnerczach,
jajnikach i $ledzionie. W watrobie WWA ulegaja przemianom metabolicznym
w dwoch fazach. Reakcje zachodzace w fazie pierwszej prowadzg do powstania
zwigzkow biologicznie bardziej aktywnych niz wyjsSciowa substancja. W tej fazie
zachodzi m.in. utlenianie przy udziale monooksygenaz cytochromu P-450
(CYP1A1, CYP1A2, CYPIB1) i hydroksylacja z wudzialem hydrolazy
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epoksydowej. Powstate epoksydiole sa hydrofilowe i tatwiej rozpuszczalne
W wodzie. Biorg one udzial w reakcjach fazy drugiej, tj. sprzgganiu ze zwigzkami
endogennymi (kwasem siarkowym, glukuronowym lub glutationem). Nastepnie
w postaci rozpuszczalnych w wodzie zwigzkéw wydalane sg z organizmu glownie
z moczem [Zasadowski i Wysocki, 2002; Gawlik i Brandys, 2008].

Tab. 3. Wzgledna sita dzialania rakotworczego i mutagennego wybranych WWA
[IARC, 1983]

Nazwa zwiazku Aktywno$¢ Aktywno$¢
kancerogenna mutagenna
Dibenzo[a,h]antracen 1,110 0,47
Benzo[a]piren 1,000 1,00
Indeno[1,2,3-cd]piren 0,232 0,14
Benzo[a]antracen 0,145 0,62
Benzo[a]fluoranten 0,141 0,20
Benzo[K]fluoranten 0,066 -
Benzol[j]fluoranten 0,061 -
Piren 0,081 0,20
Benzo[ghi]perylen 0,022 0,08
Benzo[e]piren 0,004 0,42
Chryzen 0,004 0,37

Proces mikrosomalnej oksydacji WWA zwicksza ich hydrofilno$¢
i reaktywno$¢. Powstate aktywne metabolity moga taczy¢ si¢ z makroczasteczkami
komorkowymi (DNA, biatka, lipidy) lub generowaé reaktywne formy tlenu (ROS
z ang. reactive oxygen species). Wigzanie si¢ posrednich metabolitow WWA
z kwasem deoksyrybonukleinowym i powstawanie adduktow DNA-WWA moze
mie¢ charakter uszkodzen promutagennych, ktére w wyniku nieprawidlowego
przebiegu proceséw naprawczych lub blednej replikacji ulegaja utrwaleniu
w postaci mutacji i moga staC si¢ przyczyna inicjacji 1 progresji procesu
nowotworowego [Mozdzierz i in. 2010]. Wzgledna silg dziatania mutagennego
poszczegdlnych WWA jest zroéznicowana (Tabela 3).

Za procesy mutagenezy i indukowanie procesu nowotworzenia odpowiedzialne
sg rowniez produkty peroksydacji lipidow. Przemianom metabolicznym WWA
moze towarzyszy¢ powstawanie ROS, np. anionu nadtlenkowego i nadtlenkow
wodoru, prowadzace do wytworzenia wysoce toksycznych rodnikow
hydroksylowych. Produkty utleniania WWA indukujgce peroksydacje lipidow
moga dziata¢ cytotoksycznie [Zasadowski i Wysocki, 2002].

Aparatura wedzarnicza

Postep w dziedzinie aparatury wedzarniczej jest $cisle powigzany z rozwojem
przemystu migsnego. Jakkolwiek metoda wedzenia jest niezmienna od zarania
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dziejow, to aparatura wedzarnicza systematycznie ewoluowata w kierunku
zapewnienia kontroli parametréw procesu i powtarzalnosci cech wyrobdw, wzrostu
wydajnosci. Ostatnimi czasy dzialania technologéw koncentruja si¢ na
zapewnieniu wymaganego prawnie poziomu bezpieczenstwa zdrowotnego
wyrobow wedzonych. Wysitki biur konstrukcyjnych dzialajacych na rzecz
producentdw aparatury technologicznej przynosza wymierne efekty w postaci
obnizenia zawarto$ci wielopierScieniowych weglowodoréw aromatycznych
W gotowych wyrobach do poziomu ponizej okres§lonego w rozporzadzeniu Komisji
(UE) nr 835/2011 [Kiljanek i Niewiadowska, 2014]. Budowa aparatury
wedzarniczej jest $ciSle powigzana z metoda wedzenia (np. zimne, gorace),
rodzajem wyrobow (np. migsa, ryby) i jej pozadana wydajnoscia.

Wedzarnie o tradycyjnym charakterze, w ktorych najczesciej przygotowuje sie
wyroby na wilasny uzytek wykonywane sa sposobem gospodarskim przez
polaczenie ogoélnie dostepnych materiatow takich jak: drewno, cegly, blacha.
Przyjmuja posta¢ szafy (komory) z drzwiczkami do zatadunku i poprzeczkami do
zawieszenia wyrobu, od dotu potaczonej z paleniskiem, a od gory — z kominem.
Lepsze mozliwosci sterowania doptywem dymu i ciepta, a zatem lepsze warunki
wedzenia zapewniaja wedzarnie, w ktérych dym doplywa kanalem dymowym
z paleniska znajdujacego si¢ obok komory. Takie rozwigzanie chroni wyrdb przez
zabrudzeniem sadza i zapewnia réwnomierne wedzenie [Kotakowski, 2012].
Wedzarnie o charakterze tradycyjnym bywaja wyposazone w termometr, lecz
sterowanie procesem 1 jego efekty zaleza niemal wylacznie od wiedzy
i doswiadczenia wedzarza. Nieco lepsze warunki kontroli procesu zapewniaja
aparaty do wedzenia goracego z podgrzewaniem elektrycznym. Niektorzy
producenci maszyn oferujg komory tradycyjnego wedzenia, w ktorych
wytwarzanie dymu i ciepla odbywa si¢ w sposob tradycyjny (palenisko),
ale wyposazone w systemy sterowania mikroprocesorowego z pelng kontrolg
procesu i rejestracjg parametrow [www.pekmont.pl].

W zaktadach migsnych do wytwarzania dymu wedzarniczego wykorzystuje sie
wytwornice: zarowe, cierne, parowe 1 fluidyzacyjne. W metodzie zarowej
drewniane widry (zrebki) zzarzaja si¢ na ruszcie przy naturalnym Iub
wymuszonym kontrolowanym doptywie powietrza. Wiéry z zasobnika podawane
sa do paleniska, a ich zarzenie inicjuje zwykle grzatka elektryczna
[www.pekmont.pl]. = Wytwornice = zarowe  mogg by¢  zintegrowane
(np. zamontowane na $cianie komory) z komora wedzarniczg. Wentylator pobiera
dym z wytwornicy, przetlacza przez filtr (oczyszczacz dymu) i podaje do komory
wedzarniczej. Oczyszczanie najczgéciej odbywa si¢ przez zraszanie dymu kurtyna
wodng [www.bastra.de; www.nowicki.pl]. Temperatura strefy zaru i sktadu dymu
zalezy $cisle od ilo$ci doptywajacego powietrza. Dlatego wysitki konstruktorow
wytwornic zarowych koncentrujg si¢ na zapewnieniu skutecznego kontrolowania
strumienia powietrza i widrow doptywajacych do komory spalania. Nowoczesne
wytwornice wyposazone sa W automatyczny system regulacji ilosci powietrza
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do spalania i system gaszenia w przypadku niekontrolowanego wzrostu
temperatury. Maja takze zintegrowany system mycia [www.mauting.com;
www.fessmann.com; www.bastra.de].

Dym wedzarniczy wytwarzany przy uzyciu przegrzanej pary wodnej
o temperaturze ok. 400°C zalecany jest przy produkcji wyroboéw parzonych lub
pieczonych. Wytwornice parowe oferuja mozliwo$¢ regulacji automatycznej
procesu, a zatem i parametrow dymu, krotki czas wedzenia i intensywny zapach
dymu. Znajduja si¢ w ofercie handlowej wigkszos$ci producentdow maszyn
[www.fessmann.com; www.nowicki.pl; www.mauting.com; www.rexpol.pl;
WWW.sorgo.ar].

Piroliza drewna w ciernych wytwornicach dymu przebiega w nieco nizszej
(ok. 390°C) temperaturze niz w urzadzeniach zarowych, jednak wystarczajacej do
petnego rozktadu hemiceluloz i celulozy. Intensywno$¢ dymienia i temperaturg
pirolizy reguluje si¢ wielko$cia sity docisku klocka i predkoscig ruchu powierzchni
tracej  sterowang przez  system  mikroprocesorowy = [www.bastra.de;
www.mauting.com]. W efekcie tego otrzymuje si¢ duze ilosci ggstego, zimnego
dymu wolnego od WWA. Dzigki staraniom konstruktorow nowoczesne
wytwornice cierne automatycznie taduja klocek z zasobnika, majg trwale elementy
trace, pracujg cicho i nie powoduja drgan, a takze spelniajg wymagania
srodowiskowe [www.fessmann.com; www.sorgo.at].

Bardzo dobre warunki kontroli wytwarzania dymu wedzarniczego zapewniaja
wytwornice fluidalne. Czastki drewna w stanie fluidalnym wywotanym przez
strumien goracych gazoéw ulegaja termicznemu rozkladowi. Dzigki mieszaniu
czastek ztoza piroliza przebiega w kontrolowanej temperaturze przeplywajacego
gazu. Na skutek zmiany gestosci zweglone czgstki wywiewane sg z komory
fluidyzacyjnej 1 oddzielane od dymu w separatorze cyklonowym. Jesli szybkos¢
przeptywu gazoéw przez ztoze bedzie utrzymywana na stalym poziomie, wowczas
wydajno$¢ lotnych produktéw rozktadu drewna takze nie bedzie zmieniaé sig.
W takich warunkach uzyskiwany jest dym o jakosci pozadanej ze wzglgdu na
technologig 1 bezpieczenstwo zdrowotne zywnosci [Kotakowski, 2012].

Dzigki systemowi zamknigtego obiegu dymu w instalacji wedzarniczej mozliwe
jest radykalne ograniczenie emisji gazow do atmosfery [ness-smoke.de].
Najczesciej jednak zuzyty dym z komory wedzarniczej zanim trafi do atmosfery
poddawany jest zabiegom majagcym na celu obnizenie emisji substancji
szkodliwych. Dopalanie zachodzi na platynowych elementach ogrzewanych
elektrycznie [www.nowicki.pl] lub w dopalaczach termicznych zasilanych
np. gazem lub olejem opatowym [www.rexpol.pl]. Ciepto z dopalaczy moze zostac
odzyskane ~w  systemie rekuperacji np. do podgrzewania  wody
[www.mauting.com].

Proces wedzenie w tradycyjnych szafach wedzarniczych, w ktorych ruch dymu
odbywa si¢ na zasadzie konwekcji naturalnej cechuje: niewielka szybkos¢
przeptywu dymu, nierdéwnomierna gesto$¢ dymu, nieroéwnomierny rozktad
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temperatury i wilgotno$ci, niewielkie mozliwo$ci sterowania, niska efektywnos¢
wykorzystania sktadnikow dymu i ciepta, okresowy charakter pracy. Dlatego
te najprostsze urzadzenia sg wykorzystywane gldwnie przy produkcji o charakterze
tradycyjnym i/lub na niewielka skalg.

Dzieki recyrkulacji wymuszanej wentylatorami, w nowoczesnych komorach
wedzarniczych uzyskuje sie turbulentny przeplyw dymu sprzyjajacy procesom
przenoszenia ciepta i masy. Cyrkulacje gazow wspomagaja rozwigzania w zakresie
usytuowania systemu dysz i1 wigkszej predkosci przeptywu dymu. Dzigki
nagrzewnicy i systemowi iniekcji pary wodnej zapewniona jest kontrola
temperatury 1 wilgotnosci wzglednej gazow w komorze w zakresie wymaganym
technologia. Nowoczesne komory wedzarnicze maja wykonanie w catosci
kwasoodporne i budowe modutowa w ukladzie jedno lub wielorzedowym. Kazdy
modul moze mie¢ indywidualny system cyrkulacji powietrza, ogrzewania
i nawilzania. Predkos$¢ przeptywu powietrza moze by¢ regulowana bezstopniowo
[www.fessmann.com; www.sorgo.at]. W wykonaniu specjalnym cyrkulacja gazow
moze odbywac si¢ horyzontalnie, co usprawnia we¢dzenie wyrobow utozonych na
sitach lub tacach [www.dakstar.com.pl; www.rexpol.com.pl]. Sterowanie
urzadzeniami wykonawczymi dymogeneratora i komory odbywa si¢ zwykle
elektrycznie i/lub pneumatycznie [www.pekmont.pl]. Niezaleznie od wielkosSci
wedzarnie sg standardowo wyposazane sa w instalacjg CIP mycia powierzchni
wewnetrznych  [www.fessmann.com;  www.stawiany.pl]. Mikroprocesorowe
uktady sterowania umozliwiajg panowanie nad wszystkimi parametrami wedzenia,
programowanie wieloetapowych cykli roboczych, rejestracje parametrow
i sporzadzanie raportow. Charakter pracy komoér jest okresowy. Umozliwiajg
osadzanie, suszenie, wedzenie, wedzenie dymem z para, parzenie, gotowanie,
chlodzenie, suszenie, dojrzewanie i in. W wykonaniu specjalnym umozliwiaja
pieczenie (do 180°C), a wyposazone w system chtodzenia pozwalaja prowadzi¢
procesy wedzenia zimnego [www.metalbud.com; www.rexpol.pl; zfm-
online.com]. W przypadku konfiguracji przelotowej (tunelowej) lub zespolonej,
niezaleznego sterowania modutami i zamontowania systemu przesuwania wozkow
wewnatrz tunelu praca wedzarni moze nabraé charakteru cigglego,
bezobstugowego [www.sorgo.at]. Przemieszczanie wyrobu podczas wedzenia
moze odbywa¢ sie¢ w sposob ciaggly takze na przeno$niku tasmowym
[jugema.com.pl]. Instalacje wedzarnicze o pracy cigglej w pelni automatycznie
realizujagce wszystkie etapy wedzenia i studzenia cechuje zwykle bardzo duza
wydajno$¢ [www.fessmann.com], a przeciwwagg dla niewatpliwych zalet takich
linii sa wysokie koszty inwestycyjne. Znane sg rozwigzania techniczne wedzarni,
w ktorych w celu przyspieszenia osiadania czastek dymu na powierzchni wyrobu
stosuje si¢ jonizacje dymu, jednak metoda wedzenia elektrostatycznego jest
stosowana sporadycznie.

Cechy organoleptyczne wyrobu podobne do wedzonego mozna uzyskaé
Z pomoca ptynnego preparatu dymu wedzarniczego. Najczesciej jest on dodawany
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do farszu lub nanoszony immersyjnie na powierzchni¢ wyrobu. Nowoczesne
instalacje wedzarnicze mozna stosunkowo tatwo przestawi¢ na prowadzenie
wedzenia z zastosowaniem ptynnego dymu [www.bastra.de; www.mauting.com].
Woéwcezas w miejsce lub obok dymogeneratora montowany jest atomizer pltynnego
dymu [www.dakstar.com.pl]. Instalacje takie nie wytwarzaja zanieczyszczen
typowych dla wedzenia [www.fessmann.com].

Producenci aparatury technologicznej dla przemyslu spozywczego w swej
ofercie takze maja wedzarnie o pojemnosci kilkudziesieciu kilogramow
przeznaczone np. dla zaktadéw gastronomicznych lub prowadzacych dziatalnosé
o charakterze MLO. Wedzarnie takie czgsto realizuja wszystkie funkcje wlasciwe
dla  urzadzen przemystowych [www.fessmann.com;  jugema.com.pl;
www.stawiany.pl; www.mauting.com].

Podsumowanie

W rozwoju technologii wedzenia bardzo wazna stala si¢ troska o jakosc
zdrowotng produktéw wedzonych, szczegblnie pod wzgledem obnizenia
zawartosci wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA). Dlatego
obecnie duzo uwagi poswieca si¢ doborowi i przygotowaniu materialu drzewnego
do wedzenia oraz aparaturze wedzarniczej. Kontrolujac proces wedzenia oraz
ulepszajac technologi¢ spalania drewna 1 konstrukcj¢ aparatury mozna
zdecydowanie obnizy¢ zawarto$¢ policyklicznych weglowodoréw aromatycznych.
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BARWA | TEKSTURA SERA TWAROGOWEGO KWASOWEGO
PRZECHOWYWANEGO W ROZNYCH OPAKOWANIACH

DARIUSZ M. STASIAK, AGNIESZKA LATOCH, STANISLAW MLEKO,
MARTA TOMCZYNSKA-MLEKO

Streszczenie

Przedmiotem badan byla barwa i tekstura sera twarogowego kwasowego
z mleka krowiego podczas chlodniczego przechowywania w roéznych
opakowaniach przez okres przekraczajacy trwato$¢ deklarowang przez producenta.
Stwierdzono, ze kwasowos¢ czynna sera twarogowego w opakowaniu foliowym
przechowywanego przez 29 dni w atmosferze ditlenku wegla wzrosta o 0,08, przy
obnizonym ci$nieniu wzrosta o 0,10, a w pergaminie o0 0,26 jedn. Barwa twarogow
na powierzchni i na przekroju nie zalezala od rodzaju opakowania i okresu
przechowywania, jakkolwiek ogoélna jasnos¢ (L*) barwy przekroju byta nieco
mniejsza, a powierzchnia byla bardziej zotta. Twardos$¢ i gumiasto$¢ twarogu
poczatkowo malata a nastgpnie wzrastala podczas przechowywania. Najwigksze
zmiany twardos$ci (o 11,85 N) i gumiastosci (o 3,21 N) wykazat ser w opakowaniu
pergaminowym. Twarogi w opakowaniach foliowych wykazaly istotnie nizsze
warto$ci twardosci i gumiastosci, a zmiany podczas przechowywania byty
mniejsze niz odpowiednio 4,06 N i 1,04 N. Pakowanie serow twarogowych w folie
pod obnizonym ci$nieniem lub w atmosferze ditlenku wegla skutecznie
zabezpiecza wyrdb przed istotnymi zmianami pH, barwy i tekstury podczas 29 dob
nieprzerwanego przechowywania chtodniczego.

Stowa kluczowe: twardg, trwato$¢, barwa, tekstura, opakowanie

Wprowadzenie

Ser twarogowy jest produktem powstajagcym przez obrobke skrzepu w postaci
thuszczu 1 biatka wytrgconego z mleka pasteryzowanego i ukwaszonego przez
bakterie kwasu mlekowego lub niewielka iloscig podpuszczki. Ser taki nadaje si¢
do bezposredniego spozycia lub jako skladnik potraw, ciast, deserow.
Swa popularno$¢ zawdzigcza walorom zywieniowym, nieskomplikowanemu
procesowi i tradycji wytwarzania [PN-A-86300]. Produkcja seréw $wiezych
(niedojrzewajacych i niekonserwowanych) wedtug GUS w 2013 r. wyniosta 400
tys. ton. Rynek producentow serow twarogowych cechuje znaczne rozdrobnienie,
a cze$¢ sieci handlowych oferuje sery twarogowe pod markg wtasng. Konsument
dokonujac wyboru z bardzo szerokiej oferty serow kieruje si¢ zwykle znajomos$cia
marki, przekonaniem o jakosci i/lub ceng. Tradycyjny wizerunek twarogu sprawia,
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ze w opinii konsumentéw uznawany jest za produkt naturalny o cennych
warto$ciach odzywczych [Siemianowski i Szpendowski, 2014; minrol.gov.pl
2015]. Przyczynia si¢ to do mocnej pozycji twarogu na rynku mleczarskim [GUS,
2014].

Asortyment twarogu jest rdznicowany glownie sposobem produkcji
(np. twarogi formowane, krajanki) 1 zawartosciag tluszczu (twarogi: chude,
poltluste, tluste, $mietankowe) [PN-A-86300]. Najczesciej formowany jest
w kostke lub klinek i pakowany w pergamin lub zamykany w opakowanie foliowe,
zwykle o0 okreslonej, niewielkiej gramaturze umozliwiajace tatwe otwieranie i/lub
zamykanie. Ostatnimi czasy ro$nie popularno$¢ twarogow pakowanych
W pojemniki z tworzywa sztucznego w szerokim zakresie pojemnosci Opakowanie
sera ma nie tylko funkcje ochronng i technologiczna, ale rowniez marketingowa
i jest nosnikiem informacji. Dlatego nowoczesne materialy opakowaniowe
(np. folie), atrakcyjna szata graficzna i funkcjonalno$¢ opakowan (np. tatwoscé
otwierania i/lub zamykania) uznawane sa za najwazniejsze czynniki przyciagajace
klientow [Smietana 1 in., 1998; Dmytrow i in., 2007 Zywica 1 in., 2008;
Siemianowski i in., 2012].

Ser twarogowy zwykle cechuje krotki, kilkudniowy okres trwatosci, ktory
wynika gtownie ze specyficznego sktadu chemicznego, obecnosci aktywnej
mikroflory kwaszacej 1 wysokiej aktywnosci wody. Trwalos¢, a zarazem jako$¢
W niemniejszym stopniu ksztaltowana jest przez higieng produkcji, rodzaju
opakowania i jego barierowos¢. Zwtlaszcza brak tlenu w opakowaniach
prozniowych 1 modyfikowanie atmosfery ogranicza rozwdj drobnoustrojow
tlenowych [Singh i Waungana, 2001; Smietana i in., 2003; Panfil-Kuncewicz i in.,
2014]. Szczegolny wplyw na wydluzenie trwatosci twarogow wywarla zamiana
papieru na opakowania z tworzywa sztucznego typu open-close, a takze
podnoszenie standardow higieny produkcji. Opakowanie papierowe czgsto
utozsamiane jest z tradycja i jest wcigz uzywane do owijania krajanki twarogowej.
Badania miaty na celu porownanie jako$ci handlowej serow twarogowych podczas
ich chtodniczego przechowywania w r6znych opakowaniach przez okres
przekraczajacy trwato$¢ deklarowang przez producenta.

Material i metody badan

Sery twarogowe byly produkowane z mleka krowiego pasteryzowanego,
normalizowanego i zaprawionego czystymi kulturami bakterii. Powstawaty na linii
technologicznej jednej z mleczarni w wojewddztwie lubelskim. W produkcji
stosowano zmechanizowana lub reczng metode przygotowania twarogu.
W przypadku metody zmechanizowanej, po odpompowaniu serwatki skrzep byt
zaggszczany w formach 1 pakowany maszynowo w folie przy obnizonym cis$nieniu
powietrza (préba V) lub w atmosferze ditlenku wegla (proba M). W metodzie
tradycyjnej gestwa ociekata na wozku, skrzep byl zaggszczany w woreczkach
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ociekowych, gdzie ulegal samoprasowaniu, a nastgpnie byl pakowany recznie
W pergamin (proba P).

Twarogi przewozono z zachowaniem tancucha chtodniczego do laboratorium,
gdzie dobe po produkcji wykonywano oznaczenie kwasowos$ci czynnej, barwy
i tekstury. Nastepnie pomiary tych parametrow prowadzono w odstgpach
7-dniowych. Doswiadczenie wykonano trzykrotnie. W czasie trwania
eksperymentu  twarogi  w oryginalnie = zamknigtych  opakowania  byty
przechowywane w temperaturze 6°C. Twarég w pergaminie byl dodatkowo
umieszczony W pojemniku z tworzywa sztucznego z pokrywa. Na skutek
znacznych zmian jakosci twarogu w pergaminie (proba P) eksperyment ten zostat
przerwany w 22 dobie. Warto$¢ pH twarogu okreslono na podstawie PN-A-86232.

Pomiar barwy wykonano na powierzchni wyrobu i na $wiezo odstonietym jego
przekroju przy pomocy spektrofotometru sferycznego X-Rite model 8200.
Parametry wyznaczono w $wietle odbitym przy uzyciu oswietlacza D65/10° bez
filtra iz wlaczong sktadowa potysku (SPIN) stosujac przystong z otworem
0 $rednicy 8 mm. Przed pomiarem spektrofotometr byl kalibrowany przy uzyciu
fabrycznych wzorcow bieli i czerni. Parametry barwy w systemie CIE, tj. jasno$¢
barwy L*, sktadowa czerwono-zielong a* i sktadowa zo6tto-niebieskg b*, byly
rejestrowane przez program komputerowy X-RiteColor Master wspdtpracujacy
ze spektrofotometrem.

Pomiar parametrow tekstury wykonano na sze$ciennych (20 mm) prébkach
wycinanych z wnetrza klinka przy pomocy noza strunowego i szablonu. Probki
niezwlocznie poddawano pomiarowi wytrzymalosci mechanicznej przy pomocy
teksturometru TA.XT.plus firmy Stable Micro Systems Ltd. ustawiajac je
pomiedzy stolikiem przedmiotowym HDP 1 przystawka P/75. Deformacje
prowadzono z predkoscia 2 mm-s™ do uzyskania 50% poczatkowej wysokosci
probki. Podczas pomiarow temperatura probek wynosita ok. 18°C. Parametry
tekstury ~ wyznaczono na  podstawie zarejestrowanych krzywych
wytrzymatosciowych przy uzyciu programu komputerowego Texture Exponent 32
[Bourne, 2002; Stable Micro Systems, 2014].

W celu poréwnania wynikéw eksperymentu przeprowadzono analize wariancji,
ktora wskazala czynniki modyfikujace parametry barwy i tekstury twarogu.
Wyznaczono takze podstawowe statystyki w probach (X — $rednia, SD —
odchylenie standardowe). Réznice migdzy $rednimi badano testem HSD Tykey’a
na poziomie istotnosci p=0,05.

Wyniki i dyskusja

Wiasciwoscei fizykochemiczne twarogu zalezg od sktadu chemicznego surowca,
przebiegu koagulacji biatka i metod oddzielania masy twarogowej [Chmura i in.,
2002; Szpendowski i in., 2004]. Zwykle w przemyslowej technologii twarogu
koagulacje kwasowg prowadzi si¢ przy wykorzystaniu mezofilnych kultur
paciorkowcow bakterii fermentacji mlekowej wytwarzajacych kwas mlekowy.
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Ale mozliwa jest takze przez bezposredni dodatek kwasu i osiggnigcie kwasowosci
wlasciwej dla punktu izoelektrycznego kazeiny [Ziarno i Zargba, 2007;
Bohdziewicz 2009]. W zrealizowanym eksperymencie warto$s¢ pH twarogu dobeg
po produkcji byta w zakresie od 4,49 do 4,52 (Tab. 1) i byla nizsza od wartosci
odpowiadajacej punktowi izoelektrycznemu kazeiny.

Tab. 1. Warto$¢ pH twarogdéw podczas przechowywania (X+SD)

Proba Doba 1 Doba 8 Doba 15 Doba 22 Doba 29
\Y 4,50+0,02 4,48%+0,03 4,44°+0,03 4,40°+0,04 | 4,40+0,05
M 4,52+0,02 4,49%+0,03 4,47°+0,04 4,43*+0,04 | 4,44+0,04
P 4,49+0,02 4,35"+0,04 4,28°+0,05 4,23°+0,07 -

Objasnienie: a,b — rézne mate litery oznaczaja statystycznie istotne (p<0,05)
roéznice wartosci srednich w danym dniu.

Warto$¢ pH podczas przechowywania serow obnizyla si¢ osiagajac w 22 dobie
pH 4,23 w przypadku produktu w opakowaniu pergaminowym (préba P). Proba tak
wykazata najwickszy rozstep wartosci wynoszacy 0,26. Twardg w opakowaniach
foliowych (préby V i M) wykazywal dos¢ stabilng kwasowos$¢ czynna, a obnizenie
pH w czasie trwania eksperymentu nie przekroczyto 0,1 jednostki. Warto$¢ pH
twarogu w pergaminie byta istotnie nizsza od pH twarogu opakowanego w folig
(Tab. 1). Dmytréw i in. [2010] uzyskali podobny wzrost kwasowosci czynnej
twarogu z mleka krowiego. Stwierdzili obnizeniu wartosci pH od ok. 4,51 do
ok. 4,42 w okresie 21 dni. W do$wiadczeniu przeprowadzonym przez Steinke
i Kukutowicz [2006] kwasowos¢ twarogdéw przechowywanych w opakowaniach
prozniowych w warunkach chtodniczych wzrastata wykazujac pH ponizej 4,2 po
14 dobach. Przyczyna zmian kwasowos$ci czynnej twarogu w pergaminie (proba P)
jest zapewne rozwdj mikroflory zakwaszajacej zwigzany z dostgpem tlenu
atmosferycznego. Wskazuja na to miedzy innymi wyniki opublikowane przez
Steinke i Kukulowicz [2006]. W ich eksperymencie wzrostowi liczby bakterii
fermentacji mlekowej towarzyszylo obnizenie wartosci pH przechowywanych
chtodniczo twarogow. Badania Zidtkowskiego 1 in. [2004], a takze Panfil-
Kuncewicz i in. [2014] wykazaly, ze modyfikacja atmosfery przechowywania,
a zwlaszcza ditlenek wegla dzigki swemu bakteriostatycznemu i grzybobodjczemu
dziataniu sprzyja zachowywaniu jakos$ci przez sery twarogowe.

Barwa badanych wyrobow nie byta zalezna od okresu ich przechowywania,
rodzaju opakowania i miejsca pomiaru. Jakkolwiek wstgpne wyniki analizy danych
moga wskazywac (Tab. 2) na istotno$¢ niektorych efektow, to pordwnanie post-hoc
(Tab. 3) ich nie potwierdza. Jasnos¢ barwy powierzchni twarogu zawierata si¢
w przedziale od 96,10 do 96,79, a na przekroju od 95,63 do 97,32. Obliczona dla
wszystkich prob roznica ogodlnej jasnosci powierzchni i jasnoSci przekroju
osiggneta wartos¢ 0,19. Wiegkszy rozstgp warto$ci jasnosci przekroju niz
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powierzchni twarogow mogl zosta¢ spowodowany rdéznicami w przebiegu
samoprasowania i formowania struktury fizycznej twarogu.

Tab. 2. Wplyw sposobu pakowania (O), okresu przechowywania (T) i miejsca
pomiaru (S) na parametry barwy twarogu

Cavnnik Jf Sredni kwadrat odchylenia parametru barwy

y jasno$é czerwonos¢ 76os¢
8_I§res przechowywania 3 1,0%x% 0,258%%* 1,40%
Rodzaj opakowania (O) 2 0,7** 0,004 1,01
Miejsce pomiaru (S) 1 1,0%* 0,114** 8,83***
Interakcja TxO 6 0,7** 0,048** 1,62**
Interakcja TxS 3 0,4* 0,086*** 1,61**
Interakcja OXS 2 0,9** 0,033 1,35*
Interakcja TXOXS 6 0,5** 0,036* 0,98*

Objasnienie: roznice miedzy wartosciami $rednimi statystycznie istotne na
poziomie: ***p<0,001, **p<0,01, *p=<0,05.

Zakres zmian skladowej czerwono-zielonej (a*) barwy twarogéw nie
przekraczat 0,47. Na powierzchni byl w przedziale od -0,91 do -1,34, za$ na
przekroju w przedziale od -0,82 do -1,29. Sktadowa zo6tto-niebieska (b*) barwy
powierzchni i przekroju twarogu zmieniata si¢ w nieco szerszym przedziale w
zakresie od 9,76 do 11,67 na powierzchni i w zakresie od 9,08 do 11,37 na
przekroju. Dane wskazujg, ze barwa przekroju byta mniej z6tta od powierzchni
twarogu, jakkolwiek roznice te nie zostaty potwierdzone w analizie statystycznej.

Siemianowski 1 in. [2013] wykazali, ze barwa twarogu zalezy od koncentracji
suchej masy. Wraz ze wzrostem koncentracji barwa stawata si¢ bardziej zotta.
Z badan Dmytréw i in. [2007, 2009] oraz Smietany i in. [2003] wynika, ze wyglad
zewnetrzny twarogu przechowywanego w warunkach chtodniczych nie ulega
zmianie. Takze Panfil-Kuncewicz i in. [2014] w ocenie sensorycznej twarogow nie
stwierdzili wplywu metody pakowania i czasu przechowywania na ich barwg —
byla biata zodcieniem kremowym i jednolita w calej masie przez caly czas
sktadowania. Jednoczes$nie stwierdzili, ze czas przechowywania wplywal na
wyglad twarogu oraz struktur¢ 1 konsystencje produktow w ocenie
organoleptycznej, co czgsciowo potwierdza rdznice jasnosci barwy wystepujace
W ocenie instrumentalnej.
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Tab. 3. Parametry barwy twarogu (X+SD)

Doba Rodzay L* a* b*
opakow.
Powierzchnia wyrobu
M 96,56+0,33 -1,34+0,09 11,14+0,3
1 P 96,34+0,73 -1,3140,02 10,47+0,27
Vv 96,53+0,33 -1,33+0,05 10,73+0,23
M 96,47+0,41 -1,01+0,09 10,13+0,67
8 P 96,52+0,34 -1,02+0,15 9,95+0,40
V 96,62+0,26 -1,1440,16 10,46+0,70
M 96,52+0,15 -0,96+0,04 10,27%+0,55
15 P 96,52+0,11 -0,95"+0,11 10,29%+0,38
V 96,79+0,05 -0,91+0,02 9,76"+0,61
M 96,10+0,31 -1,2240,12 11,31+0,32
22 P 96,21+0,12 -1,05+0,08 11,42+0,84
Vv 96,35+0,36 -1,19£0,09 10,93+0,43
29 M 96,30+0,35 -1,3240,11 11,67+0,47
Vv 96,29+0,32 -1,29+0,08 11,10+0,25
Przekr6j wyrobu
M 97,23+0,11 -1,15+0,03 9,52+0,28
1 P 96,85+0,09 -1,03+0,08 9,49+0,30
Vv 96,12+0,82 -1,29+0,18 10,73+1,21
M 97,02+0,18 -1,03+0,09 9,78+0,38
8 P 97,32+0,17 -1,12+0,05 10,04+0,41
Vv 96,87+0,27 -0,96+0,11 9,47+0,51
M 97,03%£0,24 -1,06+0,01 9,99+0,11
15 P 95,75"+0,60 -1,21%840,20 11,37+1,41
Vv 96,93%+0,04 -0,82°+0,09 9,08+0,13
M 96,89+0,13 -1,00+0,09 9,43+0,28
22 P 95,63+0,33 -0,93+0,08 10,64+0,25
Vv 96,51+0,40 -0,94+0,06 9,54+0,33
29 M 96,92+0,13 -1,1240,11 10,34+0,41
Vv 96,03+0,41 -1,08+0,07 10,24+0,50

Objasnienie: a,b,c — rézne matle litery oznaczaja statystycznie istotne (p<0,05) roznice
warto$ci $rednich dotyczacych danego okresu przechowywania; A,B,C — wielkie litery
oznaczaja statystycznie istotne (p<0,05) roznice warto$ci $rednich dotyczacych danego
okresu przechowywania i miejsca pomiaru.

Okres przechowywania twarogu i rodzaj opakowania istotnie modyfikowaty
jego twardo$¢ i gumiastos$¢, lecz nie wplywatly znaczaco na spoisto$¢ twarogu
(Tab. 4). Najwicksza twardo$¢ podczas eksperymentu wykazywal twardg
pakowany w pergamin (proba P). Zakres zmian (rozstgp 11,85 N) zawieral si¢
w przedziale od 8,09 do 17,57 N (Tab. 5). Twarogi przechowywane przy
obnizonym ci$nieniu powietrza (proba V) i w atmosferze ditlenku wegla (proba M)
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wykazywaly mniejsza twardo$¢. W poczatkowym okresie przechowywania
twardo$¢ malata, aby wzrosnaé w ostatniej fazie eksperymentu. Zmiany twardosci
zachodzily w waskich przedziatach o szerokosci 4,54 N — proba V i 4,06 N — proba
M.

Tab. 4. Wptyw sposobu pakowania (O) i okresu przechowywania (T) na parametry
tekstury twarogu

. Sredni kwadrat odchylenia parametru barwy
Czynnik df Twardo$¢ Spoistos¢ Gumiasto$¢
8_I§res przechowywania 3 89, 3xx 0,000963 5 55%*
Rodzaj opakowania (O) 2 19,8*** 0,000219 1,40**
Interakcja TxO 6 86,1*** 0,001886* 5,61***

Objasnienie: roznice migdzy warto$ciami Srednimi statystycznie istotne na
poziomie: ***p<0,001, **p<0,01, *p=<0,05.

Podobng zmiennos$¢ stwierdzono w przypadku gumiasto$ci twarogu. Twardg
przechowywany w pergaminie (P) wykazywat najwigkszg $rednig wartos$¢ (2,86 N)
i rozstep (3,21 N) tej cechy. Proby przechowywanie w folii (M i V) wykazywaty
mniejsza gumiasto$é, odpowiednio w prozni (V) — 2,58 N i w atmosferze
modyfikowanej (M) — 2,47 N. Takze rozstep wartosci gumiastosci byt mniejszy
i wynosit odpowiednio 1,04 N'i 0,72 N.

Spoisto§¢ twarogdw nie zalezala od rodzaju opakowania i od okresu
przechowywania. Srednia warto$é spoistosci w catym okresie przechowywania
twarogu byla najwicksza w przypadku opakowania pergaminowego (0,239),
a najmniejsza (0,227) — w przypadku pakowania w atmosferze ditlenku wegla.

Podobne wyniki badan tekstury twarogu uzyskal Mazur [2009], ktéry nie
stwierdzil istotnych zmian jego twardoSci i spoistosci podczas 7-dniowego
przechowywania w naturalnej atmosferze. Po poczatkowym wzroscie twardosci
(w 3 dobie) zaobserwowat tendencje spadkowg parametrow tekstury, a przyczyn
tego dopatrywat si¢ w obnizonej zawartosci wody w twarogach przechowywanych
w zredukowanym ci$nieniu. Podobnie Dmytrow i in. [2007, 2009, 2010]
stwierdzili, ze tekstura twarogu zalezy od zawartosci wody i biatka w materiale.
Wraz ze wzrostem zawartosci biatka twardo$¢ rosnie, lecz maleje wraz ze
wzrostem zawartosci wody w serze. Kilkuprocentowe wycieki serwatki niezaleznie
od uzytego materialu opakowaniowego stwierdzili Karczewska i in. [2005]
podczas magazynowania iobrotu twarogiem. Smietana i in. [2003] wycieki
serwatki w czasie przechowywania twarogu upatrywali w zbyt wysokiej wartos$ci
podci$nienia podczas pakowania. Przyczynami wycieku sa takze zmiany
w uktadzie koloidalnym i samoprasowanie si¢ masy. Stosujac odpowiednie
metody, np. ,,soft air”’, wyciek serwatki moze zosta¢ ograniczony. Badania Cais
i Wojciechowskiego [1996] wykazaty, ze wyciek jest zmniejszony na skutek
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pecznienia biatek 1 wchlaniania wolnej wody w serach twarogowych
przechowywanych w temperaturze ponizej 8 °C. Daje to podstawy do
przypuszczenia, ze zmiany tekstury badanych seréw twarogowych (Tab. 5) zostaty
spowodowane przez kilkuprocentowe rdznice zawartosci wody zwiazane
Z przechowywaniem w opakowaniu pergaminowym (proba P), a takze przez
obnizone ci$nienie w opakowaniu (préba V).

Tab. 5. Parametry tekstury twarogu (X£SD)

Doba oigﬁii‘v Twardos¢, N Spoistosé Gumiastosé, N
M 12,06%£1,59 0,237+0,027 2,86%+0,54
1 P 8,09+2,19 0,230+0,021 1,83°+0,34
V 11,58%:1,04 0,268+0,027 3,11%+0,50
M 10,45%2,17 0,228+0,019 2,38%+0,52
8 P 5,72°+1,18 0,245+0,026 1,42°+0,39
Vv 8,09%+1,12 0,228+0,033 2,07°+0,55
M 9,25%+0,60 0,231+0,017 2,14%+0,29
15 P 17,57°+0,38 0,263+0,033 4,63°+0,72
Vv 10,90°+0,83 0,225+0,026 2,45%£0,26
M 9,54%+1,16 0,237+0,023 2,26%4+0,32
22 P 16,43+3,16 0,219+0,024 3,57°0,66
V 10,24%1 21 0,226+0,013 2,31%:0,24
29 M 13,31x1,44 0,203+0,025 2,68+0,29
V 13,53+1,71 0,217+0,039 2,95+0,77

Objasnienie: a,b,c — rozne mate litery oznaczaja statystycznie istotne (p<0,05)
roéznice wartosci $rednich dotyczacych danego okresu przechowywania.

Whioski

1. Kwasowos$¢ czynna sera twarogowego wyprodukowanego z mleka krowiego
w warunkach przemystowych i przechowywanego chlodniczo przez 29 dni
w opakowaniu foliowym w atmosferze ditlenku wegla lub przy obnizonym
ci$nieniu wzrosta odpowiednio o 0,08 lub 0,10 jedn. Opakowanie pergaminowe
jest najmniej skutecznym sposobem ochrony twarogu przez zmianami
kwasowosci i jako takie moze by¢ stosowane przede wszystkich w odniesieniu
do wyrobéw o charakterze tradycyjnym o gwarantowanym Kilkudniowym
okresie zachowania swej jakosci.

2. Barwa powierzchni i przekroju przechowywanych twarogoéw nie ulega istotnym
zmianom, jakkolwiek zakres zmian jasno$ci barwy przekroju byt szerszy o 1,00
jednostki, a barwa powierzchni byta bardziej zétta (o 0,72 jedn.).

3. Twardos¢ 1 gumiasto$¢ twarogu podczas 29-dniowego przechowywania
poczatkowo maleje, a nastepnie wzrasta. Najwicksze zmiany tekstury
wykazywal ser w opakowaniu pergaminowym — twardo$¢ zmieniata
sie¢ w zakresie 8,09 do 17,57 N, a gumiastos¢ w przedziale 1,42-4,63 N.
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Twarogi w opakowaniach foliowych cechowata mniejsza zmienno$¢ i istotnie
mniejsza twardos¢ (8,99-13,53 N) i gumiastos¢ (2,07-3,11 N).

Pakowanie seréw twarogowych w foli¢ pod obnizonym ci$nieniem lub
w atmosferze ditlenku wegla skutecznie zabezpiecza wyrob przed istotnymi
zmianami pH, barwy i tekstury podczas nieprzerwanego 29-dniowego okresu
chlodniczego przechowywania. Jest on dwukrotnie dtuzszy od okresu trwatos$ci
deklarowanego przez producenta.
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WIEDZA KONSUMENTOW NA TEMAT ZAFALSZOWAN
ZYWNOSCI

ANNA STOJ, KATARZYNA KWIECIEN, JAROSLAW MAZURKIEWICZ

Streszczenie

Zywno$¢ zafalszowana jest zwykle mniej wartoéciowa pod wzgledem sktadu
chemicznego 1 warto$ci odzywczej. Skutki wynikajace z jej spozywania odczuwaja
gléwnie konsumenci. Celem pracy byta ocena wiedzy konsumentéw na temat
zafalszowan zywnosci.

W ankiecie wzigto udziat 200 respondentéw posiadajacych wyksztalcenie
podstawowe, zawodowe, $rednie i wyzsze. Wigkszo$¢ odpowiedzi na pytania
ankiety nie zalezalo od poziomu wyksztalcenia. Istotnie wigcej respondentow
z wyzszym wyksztalceniem wie o istnieniu przepisow prawnych dotyczacych
produktéw zafalszowanych, deklarujagcych wyksztalcenie $rednie styszato
0 metodach  wykrywania zafalszowan produktow zywnosciowych oraz
posiadajacych wyksztalcenie zawodowe uwaza, ze oleje, tluszcze i masto sa
falszowane.

Stowa kluczowe: zafalszowania, zywnos¢, wiedza, konsumenci, wyksztatcenie

Wprowadzenie

Falszowanie zywnos$ci moze polega¢, m.in. na catkowitym lub cze$ciowym
zastgpieniu petnowartosciowych skladnikow sktadnikami podobnymi, ale
tanszymi, np. biatko zwierzgce biatkiem roslinnym, dodatkiem cukru,
rozcienczeniem woda. Notowane sa takze przypadki btednej deklaracji
pochodzenia surowca lub produktu, jego sktadu ilo§ciowego, zamieszczania
niezgodnej z prawda nazwy produktu, daty produkcji, daty minimalnej trwatosci,
czy innego nieprawidlowego oznakowania, jak réwniez braku deklaracji sposobu
produkcji, istotnego dla zywno$ci utrwalonej metodami radiacyjnymi oraz
zywnosci genetycznie modyfikowanej [Targonski i Stdj, 2005; Sawicki, 2009b;
Przetaczek — Roznowska i Rosiak, 2011].

Produkty spozywcze moga by¢ falszowane gléwnie z checi osiagnigcia
maksymalnych zyskow i zwigkszenia konkurencyjnosci cenowej produktow
[Targonski 2000; Fortuna i Przetaczek, 2005; Targonski i Stdj, 2005; Tuszynski
i Czernicka, 2008]. Zywno$¢ falszowana jest zwykle mniej wartosciowa pod
wzgledem sktadu chemicznego i wartosci odzywczej, a skutki wynikajace z jej
spozywania odczuwaja gtownie konsumenci, ktorzy kupuja takie produkty.
Ponadto zafalszowane produkty mogg by¢ szkodliwe dla zdrowia [Targonski i Stoj,
2005; Tuszynski i Czernicka, 2008].
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Ustawa z dnia 25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zywno$ci i zZywienia
zawiera definicje Srodka spozywczego zafalszowanego w odniesieniu do jakosci
zdrowotnej [Dz. U. 2006 r. Nr 171, poz. 1225]. Z kolei definicje artykutu rolno —
spozywczego zafatlszowanego w odniesieniu do jako$ci handlowej wprowadzono
w Ustawie z dnia 24 pazdziernika 2008 r. o zmianie ustawy o jakosci handlowej
artykutow rolno — spozywczych oraz niektorych innych ustaw [Dz. U. 2008 r.
Nr 214, poz. 1346]. W znowelizowanej ustawie zaostrzono sankcje za naruszenie
prawa przez przedsigbiorcow. Za wprowadzenie do obrotu wyrobow
zafalszowanych, organy Inspekcji Jakosci Handlowej Artykuléw Rolno-
Spozywczych moga natozy¢ na przedsiebiorcow wysokie kary finansowe
[Dz. U. 2008 r. Nr 214, poz. 1346; Gasparska, 2009; Sawicki 2009a]. Mimo to
w mediach pojawiaja si¢ informacje o nowych przypadkach wykrycia ztej jakosci
zywno$ci 1niehigienicznych warunkach panujacych w czasie jej wytwarzania
[Sawicki 2009b; Zdrojewska, 2010].

W ostatnich latach w literaturze ukazato si¢ wiele publikacji poruszajacych
problem zafalszowan zywnosci 1 metod ich wykrywania [Dmowski
i Smiechowska, 2008; Kowalska i in., 2008: Nogala — Katucka i in., 2008;
Tomaszewska — Gras i Kijowski, 2010; Ferrari i in., 2011; Monfreda i in., 2011;
Zachar, 2011; Ali i in., 2012;]. Jednak brak jest wynikow badan dotyczacych
wiedzy konsumentow na temat falszowania zywnosci.

Celem pracy byla ocena wiedzy konsumentéw na temat zafalszowan zywnosci
z uwzglednieniem posiadanego wyksztalcenia respondentow.

Material i metody badan

W anonimowym badaniu ankietowym wzig¢lo udziat 200 respondentow
posiadajacych wyksztalcenie podstawowe, zawodowe, §rednie 1 wyzsze.

Badanie przeprowadzono stosujac ankiete sktadajaca si¢ z trzech czeSci
i zawierajaca 35 pytan, z ktorych 34 bylo w formie zamknigtej, natomiast 1 pytanie
bylo w formie otwartej. Pierwsza czg$¢ ankiety dotyczyta ogodlnej charakterystyki
respondentéw, druga cze$¢ — znajomosci m.in. definicji artykulu rolno —
spozywczego zafatlszowanego, kar naktadanych na nieuczciwych przedsiebiorcow,
instytucji zajmujacych si¢ kontrolg zywnosci, metod pozwalajacych wykryé
manipulacje autentycznos$cig oraz celow i skutkow falszowania. Trzecia cze$¢
ankiety skladala si¢ z pytan odnosnie pogladow konsumentéw na temat
wystepowania procederu falszowania w poszczegdlnych grupach produktow
zywno$ciowych oraz wiedzy na temat metod wykorzystywanych do manipulacji
ich autentyczno$cia.

Otrzymane wyniki przeanalizowano z wykorzystaniem programu Statistica 10.
Analize danych testem y° przeprowadzono w odniesieniu do 16 pytan ankiety,
w ktorych respondenci wybierali jedna odpowiedz. Wartoéci krytyczne y,” zostaty
odczytane z tabeli rozktadu chi — kwadrat przy poziomie istotnosci a = 0,05 i przy
(r — 1) (k — 1) stopniach swobody. Sprawdzano hipoteze: nie istnieje zalezno$¢
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pomigdzy odpowiedziami udzielonymi na pytania znajdujace si¢ w ankiecie
a wyksztalceniem osob uczestniczacych w badaniu (5° < y.9).

Wyniki i dyskusja

W pierwszej czeSci ankiety zapytano respondentéw o dane osobowe. Osoby
z wyksztatlceniem podstawowym stanowily 14,0%, a wyksztalcenie zasadnicze
zawodowe deklarowato 22,5% badanych. Najliczniejsza grupe, 43,5%,
reprezentowali konsumenci z wyksztatceniem $rednim, natomiast 20,0%
ankietowanych posiadato wyksztalcenie wyzsze.

Na poczatku drugiej czesci ankiety poproszono respondentéw o wskazanie
informacji, na ktore zwracaja uwage dokonujac zakupow produktow
zywno$ciowych. Osoby uczestniczace w badaniu typowaly wiecej niz jedna
odpowiedz. Przeprowadzone badanie wykazato, ze Polacy kupujac zywnosé
glownie zwracajg uwage na ceng — 79,0% odpowiedzi, dat¢ minimalnej trwatosci
lub termin przydatnosci do spozycia — 64,0% odpowiedzi, marke — 49,0%
odpowiedzi, sklad produktu — 46,0% odpowiedzi, zawarto$¢ netto — 20,5%
odpowiedzi oraz wyglad opakowania — 17,0% odpowiedzi. Podobne wyniki
uzyskaty rowniez Krasnowska i Salejda [2011], ktore badaly wiedzg konsumentow
na temat znakowania zywnosci i stwierdzity, ze konsumenci glownie zwracaja
uwage na cen¢ — 37,0%, date minimalnej trwatosci lub termin przydatnosci do
spozycia — 26,0%, marke — 25,6%, zawarto$¢ netto — 8,2%, jak réwniez jako$¢
produktu, jego smak, zapach, czystos¢, wyglad opakowania i informacje
umieszczone na etykiecie — 3,2%.

Nastepne pytanie dotyczylo czestosci czytania informacji zamieszczonych na
opakowaniach produktéw. Jak wynika z przeprowadzonych badan, 38,0%
konsumentéw deklaruje, Ze czasami zwraca na nie uwagg, za$ 30,0%
ankietowanych interesuje si¢ tymi danymi, ale tylko w przypadku wybranych
produktéw. Jedynie 23,5% pytanych zawsze czyta informacje podawane przez
producentdw, natomiast 8,5% badanych deklaruje brak zainteresowania
zamieszczanymi informacjami.

Kolejne pytanie ankiety dotyczylo zrdédel wiedzy konsumentéw na temat
jakosci kupowanych produktéw. Wykazano, ze konsumenci przede wszystkim
cenig sobie informacje zamieszczone na etykietach i opakowaniach Zzywno$ci,
poniewaz znaczna cz¢$¢ ankietowanych — 66,5%, wilasnie z tych danych uzyskuje
informacje o jakosci produktow. Dla 0séb uczestniczacych w badaniu bardzo
wazna jest rOwniez opinia rodziny i znajomych na temat jako$ci produktow —
47,0% odpowiedzi. Dla respondentow istotng rol¢ maja informacje przekazywane
w telewizji — 47,0% odpowiedzi, natomiast z Internetu informacje o jakos$ci
uzyskuje mniej liczna grupa konsumentow — 23,0%. Jako inne zrédia informacji
ankietowani wskazali wiedz¢ uzyskang na uczelni — 1,5% odpowiedzi. Badania
prowadzone przez Krasnowska i Salejde [2011] wykazaty, Ze respondenci czerpig
wiedz¢ na temat jakos$ci kupowanych produktéw z informacji umieszczonych
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na etykietach i opakowaniach zywnosci — 43,9%, od rodziny i znajomych — 23,7%,
z informacji przekazywanych w telewizji — 21,1% oraz z Internetu — 5,8%.
Ankietowani wskazywali rowniez na informacje uzyskane na uczelniach
i z ksigzek oraz wilasne do$wiadczenie i wilasng ocene jakosci kupowanych
produktow — 5,5%.

Kolejne pytanie dotyczylo znajomosci definicji artykutu rolno — spozywczego
zafalszowanego. Wigkszo$¢ ankietowanych, tj. 71,0% stwierdzita, Ze nie zna
definicji artykutu rolno — spozywczego zafalszowanego.

Respondentow, ktorzy deklarowali znajomos$¢ definicji artykutu rolno —
spozywczego zafatszowanego poproszono o wskazanie prawidtowego okreslenia
opisujacego ten artykul. Najwiecej respondentow uwaza, ze artykut rolno —
spozywczy zafalszowany to ,,produkt, w ktorym dokonano zabiegow, ktore
zmienity lub ukryly jego rzeczywisty sktad lub nadaly mu wyglad produktu
zgodnego z przepisami dotyczacymi jakosci handlowej” — 73,9% odpowiedzi.
Sposrod pieciu wymienionych definicji, dwie nie opisywaty artykutu rolno —
spozywczego zafalszowanego. Brzmiaty one nastepujaco: ,,produkt, ktory
prawidtowo oznakowano” oraz ,,produkt, ktorego sktad jest zgodny z przepisami
dotyczacymi jakosci handlowej poszczegolnych artykutéw rolno — spozywcezych”.
Odpowiedzi te wybrato najmniej konsumentow — odpowiednio 3,4% i 1,7%
odpowiedzi i byli to jedynie konsumenci posiadajacy wyksztatcenie zawodowe.

Kolejne pytanie zwigzane bylo z wiedza konsumentdw na temat przepisoOw
prawnych dotyczacych produktow zafalszowanych. Stwierdzono istotne
statystyczne roznice w wiedzy na temat istnienia przepisow prawnych dotyczacych
produktow zafalszowanych wsrdéd konsumentow reprezentujacych wszystkie
poziomy wyksztatcenia. Zdecydowana wigkszo$¢ respondentow posiadajacych
wyksztalcenie podstawowe uwaza, ze nie istniejg takie przepisy — 78,6%.
Respondenci deklarujgcy posiadanie wyksztalcenia wyzszego, najliczniej sposrod
wszystkich grup wskazali odpowiedz ,.tak, od dawna” — 32,5% oraz ,,tak, niedawno
w nowelizacji ustawy o jakosci handlowej artykulow rolno — spozywczych
pojawila si¢ definicja artykulu rolno — spozywczego zafalszowanego” — 15,0%
(Tab. 1).

Nastgpnie poproszono respondentow o wskazanie kar, jakie moga by¢
naktadane na nieuczciwych producentow. Respondenci gtownie wskazywali, ze
wedlug nich producentom falszujacym swoje produkty mozna zakazac
wprowadzania do obrotu artykutu nie spelniajacego wymagan jakosci handlowej —
76,0% odpowiedzi, jak rowniez, ze producentom manipulujacym autentycznoscig
groza kary pieniezne — 74,5% odpowiedzi. Zdanie to podzielali w podobnym
stopniu respondenci reprezentujacy wszystkie poziomy wyksztatcenia.
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Tabela 1. Wiedza respondentdw o przepisach prawnych dotyczacych produktéw
zywno$ciowych zafatszowanych

Wyksztatcenie [%]

Pytanie ,
Podstawowe | Zawodowe Srednie | Wyzsze | Ogolem

Czy wedlug Pana/Pani istnieja

przepisy prawne dotyczace ¥ =108,627 x> =16,919
produktéw zafatszowanych?
Tak, od dawna 21,4 17,8 253 325 245

Tak, niedawno w nowelizacji
ustawy o jakosci handlowej
artykulow rolno - spozywczych

pojawita si¢ definicja artykutu 0 8.9 10.3 15 95
rolno - spozywczego
zafalszowanego
Nie 78,6 4,4 4,6 75 15,5
Nie wiem 0 68,9 59,8 45 50,5

Kolejne pytanie dotyczylo instytucji zajmujacych si¢ kontrola zafalszowan
zywno$ci. Wiekszos¢ konsumentow uwaza, ze autentyczno$¢ zywnosci jest
kontrolowana przez Inspekcje Jakosci Handlowej Artykuléw Rolno -
Spozywczych — 68,0% odpowiedzi. Nieliczna grupa badanych wskazywala na
Panstwowa Inspekcje Ochrony Roslin i Nasiennictwa jako instytucj¢ zajmujacg si¢
badaniem jakos$ci zywnosci — 5,5% odpowiedzi.

Nastgpnie respondenci mieli odpowiedzie¢ na pytanie, czy styszeli w mediach
informacje o produktach zafatszowanych. Az 85,0% badanych zgodnie stwierdzito,
ze nie styszato takich informacji.

Respondenci, ktorzy odpowiedzieli twierdzaco zostali zapytani (w jedynym
otwartym pytaniu w catym kwestionariuszu), o jakich produktach zafatszowanych
styszeli. Wskazali oni nastgpujace grupy produktow: produkty migsne — 80,0 %
odpowiedzi, soki owocowe — 60,0% odpowiedzi, produkty mleczarskie — 43,3%
odpowiedzi, alkohole — 23,3% odpowiedzi, sery — 16,7% odpowiedzi, czekolada —
10,0% odpowiedzi i masto — 3,3% odpowiedzi.

W nastepnym pytaniu poproszono respondentéw o wskazanie, jaka wedtug nich
zywnos$¢ spozywano dawniej. Wedtug uzyskanych danych 60,0% respondentow
odpowiedzialo, ze dawniej jedzenie bylo smaczne, zdrowe, niezafatszowane.
Kilkanascie procent ogotu badanych — 16,0% nie miato zdania na ten temat, za$
13,5% konsumentow uwazalo, ze dawniej jedzenie byto smaczne, zdrowe mimo,
iz wiele produktow bylo zafatszowanych. Niewielki procent badanych - 10,5%
wybieral odpowiedz: ,nie widze rdéznicy migedzy zywno$cig spozywang dawniej
ata, ktorg spozywam dzisiaj — ona byla i jest zafalszowana tylko sposoby si¢
zmienily”.
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Kolejne pytanie byto nastepujace: ,,Czy wedlug Pana/Pani we wszystkich
produktach  zywnosciowych  mozna  wykry¢é  wszystkie = manipulacje
autentyczno$cig?”

Z zaznaczonych odpowiedzi wynika, ze 38,0% respondentow twierdzi, ze
mozna wykry¢ wszystkie zafalszowania zywnosci niezaleznie od badanego
produktu. Sposrod ankietowanych 29,0% nie ma zdania na ten temat. Jedynie
20,0% konsumentéw uwazato, ze nie mozna wykry¢ wszystkich manipulacji
autentyczno$cig, poniewaz pomimo rozwoju metod, ktére umozliwiaja wykrycie
zafalszowan, pojawiaja si¢ nowe sposoby falszowania. Najmniej liczna grupa
pytanych — 13,0% wybrata odpowiedz ,,mozna wykry¢ wszystkie zafalszowania,
ale tylko w niektérych produktach”.

Nastgpnie zapytano respondentdow o znajomo$¢ metod, ktére sa
wykorzystywane do wykrywania zafalszowan produktow zywnosciowych.
Stwierdzono, ze 75,0% ankietowanych nie styszato o takich metodach. Wyniki
analizy statystycznej wykazaty, ze poziom wyksztalcenia respondentéw miat
w tym przypadku istotny zwigzek z wiedzg badanych na temat metod, ktére sa
wykorzystywane do wykrywania zafatszowan produktow zywnosciowych (tab. 2).
Znaczaca wigkszo$¢ respondentéw w kazdej grupie reprezentujacej poszczegdlne
poziomy wyksztalcenia wskazywata, ze nie styszeli oni o metodach
wykorzystywanych do wykrywania zafatszowan zywnosci, przy czym typowato
tak az 84,4% konsumentdéw posiadajacych wyksztalcenie zawodowe. Najwigcej
badanych deklarujacych wyksztatcenie $rednie styszato o metodach pozwalajacych
kontrolowa¢ autentyczno$¢ zywnosci - 35,6%.

Respondentom, ktérzy odpowiedzieli twierdzaco na pytanie o metody
wykrywania zafalszowan znane sa metody: chromatograficzne — 56,0%
odpowiedzi, izotopowe - 40,0% odpowiedzi, immunologiczne — 34,0 %
odpowiedzi, biologiczne — 28,0% odpowiedzi, biologii molekularnej — 18,0%
odpowiedzi, spektralne — 16,0% odpowiedzi oraz elektroforetyczne — 8,0%
odpowiedzi (tab.2).

Nastgpnie zapytano respondentéw o ich poglad na temat celu falszowania
zywnoséci przez producentow. Ankietowani glownie wskazywali na cheé
osiagniecia zysku przez nieuczciwych producentéw — 50,0% odpowiedzi. Ponadto
konsumenci twierdzili, Zze nieuczciwi producenci falszujg swoje produkty nie tylko
w celu osiggnigcia zysku, ale rowniez ukrycia prawdziwego pochodzenia produktu
oraz jego niewlasciwej jakosci i sktadu — 41,5% odpowiedzi.

Kolejne pytanie dotyczylo pogladu respondentow na temat grup ludzi
ponoszacych skutki falszowania zywnosci. Wedtug uzyskanych danych, 49,0%
pytanych twierdzi, ze skutki falszowania zywnosci ponosza zaré6wno konsumenci
kupujacy zwykle mniej wartosciowe, zafalszowane produkty, jak roéwniez
producenci, ktorzy produkujg wartoSciowa zywnos¢, ale przegrywaja
z nieuczciwymi konkurentami. Niewiele mniejsza grupa badanych — 44,5% uwaza,
ze konsekwencje falszowania odczuwajg tylko konsumenci, natomiast 6,0%
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respondentéw twierdzi, ze tylko producenci ponosza skutki falszerstw. Dla 0,5%
badanych nikt nie ponosi skutkéw falszowania zywnosci. Takg odpowiedz wybraty
osoby posiadajace wyksztalcenie S$rednie, ktorzy jako jedyni wskazali
te odpowiedz.

Tabela 2. Wiedza respondentéw 0 metodach wykorzystywanych do wykrywania
zafalszowan produktéw zywnosciowych

Wyksztatcenie
Pytanie ‘ . . .
Podstawowe | Zawodowe Srednie Wyzsze Ogodtem
Czy styszat Pan/Pani
0 metodach
wykorzystywanych do 2_ 2 _
wykrywania zafalszowan 1 =9,348 " = 1,815
produktow
zywnos$ciowych?
[%]
Tak 17,9 15,6 35,6 17,5 25
Nie 82,1 84,4 64,4 82,5 75
Jakie Pan/Pani zna metody? [% odpowiedz]

Izotopowe 40 429 355 571 40
Chromatograficzne 40 14,3 64,5 71,4 56
Spektralne 20 0 19,4 14,3 16
Elektroforetyczne 20 0 3,2 28,6 8
Immunologiczne 40 71,4 22,6 42,9 34
Biologii molekularnej 20 14,3 16,1 28,6 18
Biologiczne 40 429 22,6 28,6 28

W trzeciej czesci ankiety respondenci odpowiadali na pytanie o ich poglad na
temat fatszowania r6éznych produktéw zywnosciowych. Nastepnie ci respondenci,
ktorzy twierdzili, ze dane produkty sg falszowane, mieli wskazaé najczegsciej
praktykowane sposoby falszowania tych produktéw, a w przypadku napojow
alkoholowych — réwniez rodzaje fatszowanych alkoholi.

Ankietowani udzielajac odpowiedzi na pytanie: ,,Jak Pan/Pani uwaza — czy soki
owocowe s3 falszowane?” w wigkszo$ci zaznaczali odpowiedz ,tak, sa
fatlszowane” — 93,0%. Jako najczeSciej praktykowane sposoby falszowania tej
grupy produktéw zaznaczali: dodawanie cukru — 75,3% odpowiedzi i dodawanie
wody — 69,9% odpowiedzi. Ponadto konsumenci twierdza, ze zamiast soku
Swiezego, wycisSnigtego z owocow, sok powstaje poprzez rozcienczenie
koncentratow sokow owocowych, o czym producent nie zawsze informuje — 63,4%
odpowiedzi.
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Dalej respondenci mieli wyrazi¢ swoja opini¢ na temat falszowania napojow
alkoholowych. Na to pytanie 74,0% badanych odpowiedzialo twierdzaco.
Przeprowadzone badania wykazaly, ze wedlug ankietowanych najczesciej
fatszowanymi alkoholami sa: wina — 64,6% odpowiedzi, napoje winopodobne —
57,1% odpowiedzi, piwa — 52,4% odpowiedzi, wodki gatunkowe — 40,1%
odpowiedzi, spirytus — 34,0% odpowiedzi, likiery — 21,8% odpowiedzi oraz
szampan — 19,7% odpowiedzi. Wszystkie grupy respondentéw podobnie
wskazywaly, ze producenci falszuja napoje alkoholowe gtéwnie poprzez:
dodawanie barwnikéw — 67,6% odpowiedzi, dodatek wody — 58,1% odpowiedzi,
mieszanie drogich gatunkow alkoholi z tanszymi, mniej znanymi markami — 49,3%
odpowiedzi, dodatek cukru — 43,2% odpowiedzi, dodawanie mikroorganizmow
przyspieszajacych dojrzewanie, np. do wina — 42,6% odpowiedzi, dodatek etanolu
— 35,8% odpowiedzi, jak réwniez podawanie nieprawdziwych informacji na temat
odmiany i pochodzenia surowcow wykorzystywanych do produkcji — 35,1%
odpowiedzi.

W nastepnym pytaniu respondenci mieli wskaza¢, czy wedlug nich miody
naleza do grupy produktéow falszowanych. Wsrod ogotu badanych zdecydowana
wigkszo$¢ — 76,0% udzielita odpowiedzi twierdzacej. Z zaznaczanych odpowiedzi
wynika, ze do najczeSciej wykorzystywanych sposoboéw falszowania miodow
wedlug ankietowanych naleza: podawanie nieprawdziwej informacji na temat
pochodzenia botanicznego miodu — 62,1% odpowiedzi, dodawanie syropu
cukrowego, melasy, skrobi, syropu ziemniaczanego — 54,2% odpowiedzi oraz
dodawanie cukru trzcinowego, kukurydzianego, buraczanego — 51,0% odpowiedzi.

Nastepnie ankietowania udzielali odpowiedzi na pytanie: ,,Czy wedlug
Pana/Pani oleje, tluszcze i maslo sg falszowane?” Generalnie respondenci
wskazywali na odpowiedz: ,tak”- 81,5%. Przeprowadzone badania wykazaty
istotne statystyczne roznice w pogladach ankietowanych reprezentujacych
wszystkie poziomy wyksztalcenia na temat fatszowania wymienionych produktow
(tab. 3). Sposérdd ankietowanych posiadajacych wyksztatcenie zawodowe 91,1%
uwaza, ze oleje, thuszcze 1 masto sg fatszowane, podczas gdy 27,6% respondentow
deklarujacych posiadanie wyksztatcenia $redniego twierdzi, ze te produkty nie sg
falszowane. Respondenci uwazali, ze nieuczciwi producenci najczeséciej dodaja
tansze oleje lub tluszcze zwierzece do olejow roslinnych — 72,4% odpowiedzi.
Wedhug ankietowanych do innych metod falszowania wymienionych produktow
naleza: dodatek tanszych olejow roslinnych do oliwy z oliwek — 54,6%
odpowiedzi, dodatek oleju stonecznikowego lub thuszczu palmowego do tluszczu
mlecznego, wykorzystywanego do produkcji masta — 47,9% odpowiedzi, dodatek
wody do masta — 37,4% odpowiedzi, czy tez dodatek toju lub smalcu do ttuszczu
mlecznego, z ktdrego produkuje si¢ masto — 34,4% odpowiedzi (Tab. 3).

Kolejne pytanie dotyczyto wystepowania zafalszowan wsréd produktow
mlecznych i serowarskich oraz najczgsciej stosowanych metod fatszowania tych
produktéw. Wedhig uzyskanych danych 87,0% respondentdéw na pytanie o poglad
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na temat wystepowania zafatszowan wsrod produktow mlecznych i serowarskich
odpowiedzialo twierdzaco. Zdanie to podzielali w podobnym stopniu respondenci
reprezentujacy wszystkie poziomy wyksztatcenia. Jak wynikalo z zaznaczonych
odpowiedzi, wedlug respondentow do najczesciej stosowanych sposobow
fatszowania produktow mlecznych i serowarskich naleza: dodatek wody do mleka
— 69,5% odpowiedzi oraz dodawanie do sero6w substancji przyspieszajacych ich
dojrzewanie — 64,4% odpowiedzi.

Tabela 3. Wiedza respondentdw o zafatszowaniach olejoéw, ttuszczoOw i masta

Wyksztatcenie
Pytanie .

y POd\;EWO Zawodowe Srednie Wyzsze Ogodtem

Czy wedlug Pana/Pani oleje,
thiszcze i masto sa x* =8,806 x,2 = 7,815
falszowane?
(%]

Tak 85,7 91,1 72,4 87,5 81,5

Nie 14,3 89 27,6 12,5 18,5
Ktore sposoby fatszowania [% odpowiedzi]

wystepuja najczesciej?

Dodatek tanszych olejow lub
thuszczow zwierzecych do 70,8 61 79,4 74,3 72,4
olejow roslinnych

Otrzymywanie olejow
poprzez ekstrakcje 4.2 12,2 15,9 114 12,3
makuchow

Dodatek tanszych olejow
roslinnych (sojowego,
stonecznikowego) do oliwy
z oliwek

66,7 48,8 52,4 57,1 54,6

Dodatek wody do masta 37,5 26,8 39,7 4577 37,4

Dodatek oleju
stonecznikowego lub
thuszczu palmowego do
thuszczu mlecznego,
wykorzystywanego do
produkcji masta

37,5 46,3 47,6 571 479

Dodatek toju lub smalcu do
thuszczu mlecznego,

wykorzystywanego do
produkcji masta

20,8 43,9 44,4 14,3 34,4

Nastegpnie zapytano respondentdw o ich opini¢, czy produkty migsne nalezg do
grupy fatszowanych produktow. Wigkszos¢ konsumentow — 92,5% uwaza,
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ze produkty te sg falszowane. Respondenci z poszczegdlnych grup w podobnym
stopniu podzielali to zdanie. Ankietowani twierdza, ze dodatek migsa innego
gatunku to najczesciej praktykowany sposob fatszowania — 76,8% odpowiedzi.
Wedhug nich rownie czesto wykorzystywane metody to: niedeklarowany dodatek
podrobéw do produktow migsnych — 62,2% odpowiedzi oraz zastepowanie
w produkcie miegsnym biatka zwierzecego bialkiem ros§linnym - 50,3%
odpowiedzi.

Wsrod respondentow 75% os0b uwaza, ze proceder falszowania dotyczy
rowniez herbaty. Kolejne pytanie bylo nastgpujace: ,Jesli uwaza Pan/Pani,
ze proceder falszowania dotyczy rowniez herbaty prosze zaznaczy¢, jakie metody
falszowania sag wedlug Pana/Pani czesto stosowane?” Sposréd mozliwych
odpowiedzi respondenci najczesciej typowali takie sposoby jak: dodawanie lisci
pochodzacych z innych roslin oraz todyg — 82,0% odpowiedzi, dodatek obcych
barwnikéw — 54,0% odpowiedzi oraz dodatek wyekstrahowanej herbaty — 31,3%
odpowiedzi.

W konicowej czesci badania poproszono respondentdéw o odpowiedz na pytanie:
,»Czy wedtug Pana/Pani na poétkach sklepowych mozna spotka¢ zafatszowane ryby,
produkty zbozowe, kawe czy czekoladg?”. Wigkszos¢ badanych — 60,0% uwaza,
ze proceder falszowania nie omija wszystkich wymienionych grup produktow.
Mniej liczna grupa ankietowanych — 30,5% twierdzi, ze mozna spotkac
zafalszowania, ale nie we wszystkich wymienionych produktach. Wedlug tych
konsumentéw najczesciej fatlszowanymi produktami sa: czekolada — 75,4%
odpowiedzi i kawa — 68,9% odpowiedzi. Niewielki procent badanych — 9,5%
twierdzi, ze ryby, produkty zbozowe, kawa i czekolada nie sg fatszowane.

Whioski

1. Wigkszo$¢ odpowiedzi na pytania ankiety dotyczace zafalszowan zywnosci nie
zalezato od poziomu wyksztalcenia respondentow.

2. Istotnie wigcej respondentow z wyzszym wyksztalceniem wie o istnieniu
przepisow prawnych dotyczacych produktow zafatszowanych, deklarujacych
wyksztalcenie $rednie styszato o metodach wykrywania zafatszowan produktow
zywno$ciowych oraz posiadajacych wyksztalcenie zawodowe uwaza, ze oleje,
thuszcze 1 masto sg fatlszowane.

3. Wiedza konsumentow na temat zafalszowan zywnosci jest niewystarczajaca.
Konieczne jest zapewnienie wszystkim konsumentom, niezaleznie od poziomu
wyksztalcenia, dostgpu do rzetelnych informacji na temat jakosci artykutow
rolno — spozywczych. Istnieje potrzeba organizowania kampanii oraz
promowania publikacji i programéw poruszajacych kwesti¢ zafalszowan
zywnoséci. Wazna jest rowniez edukacja w zakresie umiejetnosci czytania
etykiet zamieszczonych na opakowaniach produktéow, aby konsument mogt
swiadomie dokonywac¢ wyboru produktow zywnosciowych.

318



Literatura

[1]

(2]

3]

[4]
5]
(6]

[7]

(8]

9]

[10]
[11]
[12]
[13]
[14]

[15]

Ali M.E., Hashim U., Mustafa S., Che Man Y.B., Dhahi Th.S., Kashif M.,
Kamal Uddin Md., Abd Hamid S.B.: Analysis of pork adulteration
in  commercial meatballs targeting porcine-specific mitochondrial
cytochrome b gene by TagMan probe real-time polymerase chain reaction.
Meat Sci., 2012, 91, 454-459.

Dmowski P., Smiechowska M.: Wykorzystanie wlokna surowego
do wykrywania zafalszowan w herbacie. Zywno$¢é. Nauka. Technologia.
Jakos¢, 2008, 3 (58), 116-122.

Ferrari E., Focab G., Vignalic M., Tassia L., Ulrici A.: Adulteration of the
anthocyanin content of red wines: Perspectives for authentication by Fourier
Transform-Near InfraRed and 'H NMR spectroscopies. Anal. Chim. Acta,
2011, 701, 139-151.

Fortuna T., Przetaczek I.: Metody wykrywania zafalszowan zywnosci.
Laboratorium, 2005, 3, 38-40.

Gasparska R.: Zafalszowania artykutéw spozywczych. Przeglad Piekarski
i Cukierniczy, 2009, 1, 22-23.

Kowalska J., Bzducha A., Derewiaka D., Kopanska K., Nitek A.: Ocena
autentycznosci wybranych czekolad. Zywno$é. Nauka. Technologia. Jako$é,
2008, 4 (59), 74-79.

Krasnowska G., Salejda A.M.: Ocena wiedzy konsumentéw na temat
znakowania zywnosci. Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jakoéé, 2011, 1 (74),
173-189.

Monfreda M., Gobbi L., Grippa A.: Blends of olive oil and sunflower oil:
Characterisation and olive oil quantification using fatty acid composition and
chemometric tools. Food Chem., 2012, 134, 2283-2290.

Nogala — Katucka M., Pikul J., Siger A.. Zastosowanie chromatografii
cieczowej w badaniach autentyczno$ci masta. Zywno$é. Nauka.
Technologia. Jakos¢, 2008, 3 (58), 47-56.

Przetaczek — Roznowska 1., Rosiak M.: Wykrywanie zafalszowan zywno$ci.
Przemyst Spozywczy, 2011, 2 (65), 20-24.

Sawicki W.: Nowelizacja ustawy o jakosci handlowej artykulow rolno —
spozywczych. Przemyst Spozywczy, 2009a, 2 (63), 6-11.

Sawicki W.: Falszowanie zywno$ci od czaséw starozytnych do dzis.
Przemyst Spozywczy, 2009b, 12 (63), 2-6.

Targonski Z.: Zafalszowania zywnosci i metody ich wykrywania. Przemyst
Spozywczy, 2000, 6 (54), 9-11.

Targonski Z., Stoj A.: Zafalszowania zywnosci i metody ich wykrywania.
Zywno$¢. Nauka. Technologia. Jako$é, 2005, 4 (45) Supl., 30-40.
Tomaszewska — Gras J., Kijowski J.: Zastosowanie réoznicowej kolorymetrii
skaningowej DSC do oceny wiasciwosci termodynamicznych miodu

319



[16]
[17]

(18]

[19]

[20]

pszczelego 1 substancji stosowanych do jego falszowania. Nauka Przyroda
Technologie, 2010, 2 (4), 1-9.

Tuszynski T., Czernicka M.: Zafalszowanie zywnos$ci i napojéw oraz
metody ich wykrywania. Laboratorium, 2008, 7-8, 38-43.

Ustawa z dnia 25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zywno$ci 1 Zywienia.
Dz. U. 2006 r. Nr 171, poz. 1225

Ustawa z dnia 24 pazdziernika 2008 r. o zmianie ustawy o jako$ci handlowej
artykutow rolno — spozywczych oraz niektorych innych ustaw. Dz. U. 2008
r. Nr 214, poz. 1346.

Zachar P., Soltés M., Kasarda R., Novotny J., Novikmecova M.,
Marcin¢akova D.: Analytical methods for the species identification of milk
and milk products. Mljekarstvo, 2011, 61 (3), 199-207.

Zdrojewska 1. (red.) Sprawozdanie roczne 2010 [on line], Agencja
Reklamowo-Wydawnicza A. Grzegorczyk, Warszawa, 2011 [dostep:
2.07.2012.],http:/www.ijhars.gov.pl/pliki/biuletyn/2012/Sprawozdanie%20r
0czne%201JHARS%202010.pdf

320



OCENA TOWAROZNAWCZA PIWA JASNEGO Z PRODUKCJI
WLASNEJ I BROWAROW REGIONALNYCH

KAMIL TOCZEK, PAWEL GLIBOWSKI, MARTA WESOLOWSKA-
TROJANOWSKA, MATEUSZ MADYCZ

Streszczenie

Celem pracy bylo porownanie cech jakoSciowych wybranych piw jasnych
petnych z browardéw regionalnych z piwami produkcji domowej. Przeprowadzone
badania miaty na celu ukazanie mozliwosci uzyskania w warunkach domowych
piwa o takiej samej lub wyzszej jako$Sci niz piwo wytarzane w browarach
regionalnych. Ocenie towaroznawczej zostato poddane siedem piw, z ktorych pigé
pochodzito z browardéw regionalnych a dwa zostaly wyprodukowane w warunkach
domowych. Wszystkie piwa poddano ocenie organoleptycznej i analizie
fizykochemicznej. Glownym czynnikiem decydujacym podczas selekcji piw
z browarow regionalnych byla starannos¢, aby kazdy produkt pochodzit z innego
browaru i z innej czesci kraju. W badaniach dowiedziono, ze w warunkach
domowych mozliwe jest otrzymanie piwa o bardzo dobrej jakos$ci.

Stowa kluczowe: piwo domowe, piwo regionalne, jako$¢ piwa

Wprowadzenie

Piwo jest jednym z najstarszych 1 najczgéciej spozywanych napojow
alkoholowych na $wiecie. Wielu autoréow [Hornsey, 2003; Wisniewski, 1993]
podaje, ze piwo istniato juz 10 tysigcy lat temu. Wedtug Polskich Norm piwem
nazywamy napoj otrzymywany w wyniku fermentacji alkoholowej brzeczki piwnej
pod wptywem drozdzy piwowarskich dolnej lub gornej fermentacji. Brzeczka jest
produkowana ze slodu browarnego, chmielu i jego przetworow oraz wody,
bez dodatkéw Iub z dodatkiem surowcow niestodowanych, takich jak: jeczmien,
pszenica, ryz, odtluszczona kukurydza, cukier i syrop skrobiowy oraz dozwolonych
substancji dodatkowych, takich jak: preparaty enzymatyczne i stabilizujgce, karmel
spozywczy, ekstrakty i kwasy [PN-A-79098:1995].

W ostatnich latach wsrdd spoteczenstwa polskiego ujawnit si¢ trend do
poszukiwania nowych typow, smakow piwa oraz powrdt do piw produkowanych
wedlug tradycyjnych metod i receptur. Zainteresowanie piwnymi nowosciami
wzrasta, natomiast stale powigkszajaca si¢ wiedza konsumentow wywiera coraz
wigkszy wptyw na producentéw piwa i stawia im wyzsze wymagania. W Polsce
obecnie istnieje pi¢¢ najwigckszych grup piwowarskich. Kompania Piwowarska,
Grupa Zywiec, Carlsberg Polska, Royal Unibrew Poland oraz Van Pur. Oprocz
grup piwowarskich funkcjonuje kilkadziesigt browarow regionalnych a ich liczba
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ro$nie bardzo szybko [Strojny, 2009]. Obecnie niezmiernie waznym segmentem na
rynku polskim sa browary restauracyjne oraz kontraktowe, ktore dzieki
roznorodno$ci gatunkdéw, smakoéw i zapachow daja mozliwo$¢ konsumentowi
poznania piw, ktérych dotychczas mogli tylko sprobowaé za granica [Olkowski,
2013]. Z roku na rok browary urozmaicajg swoja ofert¢ poprzez wprowadzanie
nowych odmian i typdéw piw, co najbardziej bylo widoczne w roku 2012, ktoéry
zostat uznany jako rekordowy pod tym wzgledem [Gut, 2013].

Celem pracy bylo porownanie cech jakosciowych wybranych piw jasnych
petnych z browaréw regionalnych z piwami produkcji domowej. Praca zostata
po$wiecona tematyce piwa ze wzgledu na to, ze jest to najczeSciej spozywany
napoj alkoholowy charakteryzujacy si¢ duza rozpigtoscig typdw, gatunkdéw oraz
smakow. Przeprowadzone badania miaty na celu ukazanie mozliwosci uzyskania
w warunkach domowych piwa o poréwnywalnej lub wyzszej jakosci niz piwo
wytarzane w browarach regionalnych. W niniejszej pracy zdecydowano si¢ na
przebadanie produktow z browardéw regionalnych zamiast piw z duzych koncernow
piwowarskich, gdzie proces produkcji jest bardziej skomplikowany i niemozliwy
do powtorzenia w warunkach domowych.

Material i metody badan

Ocenie towaroznawczej zostato poddane siedem piw, z ktérych pig¢ pochodzito
z browarow regionalnych a dwa zostaly wyprodukowane w warunkach domowych.
Glownym czynnikiem decydujacym podczas selekcji piw z browaréw regionalnych
byla starannos¢, aby kazdy produkt pochodzit z innego browaru i z innej czesci
kraju.

Piwa wyprodukowane w warunkach domowych:

Piwo domowe numer 1, ktore zostatlo wyprodukowane w miesigcu grudniu
2013 roku. Do produkcji 20 dm® piwa uzyto 3,5 kg stodu pilznenskiego i 0,5 kg
monachijskiego. Piwo domowe numer 2 zostato wyprodukowane w styczniu 2014
roku. Do wyprodukowania 20 dm® piwa wykorzystano 4,0 kg stodu pilznenskiego
oraz 0,5 kg stodu karmelowego. Zalozeniem bylo, by poszczegdlne etapy
produkcji piwa domowego numer 1 i 2 byly jak najbardziej zblizone i w mozliwie
higienicznych warunkach. Dlatego zdecydowano si¢ na jednolita metodyke
i aparaturg. Poza innym zestawem stodow, zmieniono sposob chmielenia i rodzaje
uzytych chmielow.

Do dezynfekcji aparatury wykorzystano alkoholowy $rodek dezynfekcyjny
(Desprej) oraz 2% roztwor pirosiarczynu sodu. Aparatur¢ wykorzystang do
produkcji tych piw dobrano z powszechnie dostepnych zrodet i specjalistycznych
sklepow piwowarskich. Prawidtowo$¢ poszczegélnych procesow warzenia piwa
sprawdzano przy uzyciu termometru piwowarskiego ze szkta hartowanego, ptynu
Lugola oraz areometru wyskalowanego w stopniach Ballinga. Miato to na celu
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pokazanie, ze mozliwe jest wyprodukowanie dobrej jakosci piwa bez duzych
naktadéw finansowych.

Etap zacierania przeprowadzono w garze zaciernym ze stali nierdzewnej
o pojemnosci 40 dm® z pokrywa, przy pomocy taboretu gazowego. Przy produkcji
piw zdecydowano si¢ na kilka przerw temperaturowo-czasowych. Pomiar
temperatury wykonywano zawsze na dokladnie wymieszanym zacierze,
w 5 minutowych odstepach z pomoca termometru piwowarskiego. Zesrutowany
stod wymieszano w 12 dm® wody o temperaturze 53°C. Nastgpnie po
ustabilizowaniu temperatury do 50°C zacierano przez 20 min. Dolewajac 3 dm?®
wody o temperaturze 80°C i podgrzewajac podniesiono temperature zacieru do
64°C i utrzymywano jg przez 30 minut. Ostatecznie podgrzano produkt do 70°C
i kontynuowano zacieranie przez kolejne 30 min. Po pobraniu probki w celu
przeprowadzenia proby jodowej za pomoca plynu Lugola, podgrzano zacier
do 77°C i przeniesiono do kolejnego pojemnika.

Etap wystadzania przeprowadzono przy uzyciu fermentora o pojemnosci 31,5
dm?® wraz z wkladem filtracyjnym z tworzywa sztucznego. Do wystadzania uzyto
wode utrzymywana w stalej temperaturze 78 °C, w efekcie uzyskano 23 dm®
brzeczki. Zacier nie byt dogrzewany w czasie wystadzania.

Brzeczkg dwoch wyprodukowanych piw gotowano przez 80 min, jednak proces
chmielenia byt rozny. W przypadku piwa domowego numer 1 zastosowano
granulaty chmielowe w ilosci 30 g Chmielu Lubelskiego (3,5 % a-kwasow) i 50 g
Chmielu Marynka (10,5% a-kwaséw). Dodano 40 g Chmielu Marynka po
10 minutach od rozpoczegcia gotowania. Nastgpnie po 40 minutach gotowania
dodano 10 g Chmielu Marynka i 10 g Chmielu Lubelskiego. 10 minut przed
koncem gotowania uzyto 20 g Chmielu Lubelskiego. Piwo domowe numer 2
chmielono granulatem chmielowym w ilosci 100g Chmielu Lubelskiego (3,5%
a-kwasow), gdzie pierwsza dawke chmielu 50 g dodano po 10 minutach od
rozpoczgcia gotowania, drugg 25 g po 65 minutach. Ostatnie 25 g dodano 5 minut
przed koncem gotowania. Nastgpnie brzeczke chmielong schtodzono do 23°C, przy
pomocy miedzianej chtodnicy zanurzeniowe;j.

Fermentacje poszczegodlnych piw przeprowadzono z uzyciem 11,5 g suchych
drozdzy dolnej fermentacji Fermentis W-34/70 w fermentorach z pokrywa
0 pojemnosci 31,5 dm® o ksztalcie cylindra z ptaskim dnem, wykonanych
z tworzywa sztucznego. Fermentory z rurkg fermentacyjng zostawiono
w niespecjalistycznych komorach, ze stala temperaturg 10 °C. W komore
wbudowany byt sterownik cyfrowy i termometr do pomiaru temperatury. Laczny
czas fermentacji wyniost 28 dni w fermentorze. W celu nagazowania piwa, przed
przelaniem do butelek dodano glukoze w ilosci 7 g/dm® produktu. Piwo
zabutelkowano w butelki szklane o pojemnosci 0,5 1 z zamknigciem na kapsel.
Dodatek glukozy w tej ilosci pozwolit na wytworzenie bogatej piany
i oczekiwanego przez konsumentéw nagazowania produktu gotowego. Wyroby
gotowe przechowywano przez okres dwoch miesiecy, az do rozpoczgcia badan.
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Do momentu rozpoczgcia badan. Piwo domowe numer 1 bylo lezakowane
w butelkach, w temperaturze od 10 do 12 °C przez okres 36 dni. Natomiast piwo
domowe numer 2 przechowywano w temperaturze od 8 do 12 °C przez okres 32
dni.

Ocena towaroznawcza piw jasnych peinych skladata si¢ z oceny
organoleptycznej oraz oceny fizykochemicznej. Podczas oceny organoleptycznej
oceniany zostal smak, zapach, smakowito$¢, nasycenie i1 goryczka. Ocene
organoleptyczng oparto na metodzie punktowej gdzie kazdy parametr jakos$ci piwa
oceniano w sze$ciopunktowej skali a nastepnie okreslono ogdlng jakos¢ kazdego
z piw. W badaniu wzigto udziat 20 oséb ptci meskiej jak i zenskiej w wieku od 18
do 25 lat. Kazda z tych os6b siedziata przy osobnym stoliku aby zapobiec
jakiejkolwiek komunikacji migdzy osobami oceniajagcymi.

Analiza fizykochemiczna zostala przeprowadzona w oparciu o Polska PN-A-
79093:2000 gdzie zamieszczono szczegdtowy opis wykonywania ponizszych
oznaczen wraz ze wzorami. Wszystkie piwa przygotowane do analizy zostaty
odgazowane. W tym celu przeniesiono je do kolby o pojemnosci 500 cm®
i wymieszano w mieszadle magnetycznym przez 10 minut, w temperaturze
pokojowej. Badane probki piwa zostaly przesaczone przez bibule filtracyjna do
kolby o takiej samej pojemnosci.

Oznaczanie warto$ci pH

Zasada metody polegala na pomiarze rdznicy potencjalow pomigdzy
elektrodami zanurzonymi w badanej probce. Do oznaczenia uzyto zlewke
0 pojemnosci 50 cm®, pehametr oraz roztwér buforowy o pH réwnym 4.
Na poczatku analizy pehametr zostat skalibrowany wobec roztworu buforowego
w temperaturze 20 °C. Po zakonczonej kalibracji koncowke elektrody doktadnie
optukano woda destylowang i1 osuszono. Nastgpnie napetniono zlewke badang
probka piwa o temperaturze 20 °C,

Oznaczanie kwasowosci ogolnej

Zasada metody polega na miareczkowaniu probki piwa o okre§lonej objetosci
mianowanym roztworem wodorotlenku sodu do wartosci pH roéwnej 8.
Do oznaczenia zostal uzyty roztwér wodorotlenku sodu o stezeniu 0,1 mol/dm®,
pehametr, zlewka o pojemnosci 50 cm®, pipeta o pojemnosci 25 cm?®, mieszadto
magnetyczne oraz biureta o pojemnosci 25 cm®.
Oznaczanie zawartosci alkoholu, ekstraktu rzeczywistego i ekstraktu brzeczki
podstawowej

Zasada metody polegata na oddestylowaniu alkoholu ze 100 cm® odgazowanego
piwa i oznaczeniu za pomocg piknometru gestos$ci destylatu oraz roztworu, ktory
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pozostat w kolbie destylacyjnej, uzupelnionych woda do objetosci wyjsciowych.
Do oznaczenia uzyto tazni wodnej, kolbe destylacyjna o pojemnosci 500 cm?®,
zestaw destylacyjny, piknometr prézniowy, kolbe miarowa o pojemnosci 100 cm?,
wage laboratoryjng oraz wage analityczng Zawartos¢ ekstraktu rzeczywistego
i alkoholu w badanej probce odczytano na podstawie tablic, ktore sa zawarte
W Polskiej Normie, nastepnie obliczono ze wzoru zawarto$¢ ekstraktu brzeczki
podstawowe;j.

Oznaczenia wskaznika stabilno$ci koloidalnej

Zasada metody polegala na obserwowaniu zmian w klarowno$ci piwa
W probowce gdzie dodano 10 cm® piwa. Nastepnie obserwowano zmiany
zachodzace po dodaniu odpowiednich ilo$ci nasyconego roztworu siarczanu
amonowego. Za wynik przyjeto najmniejsza liczbe ml siarczanu amonowego, ktéra
spowodowala wyrazne zmetnienie piwa.

Oznaczenie barwy metoda spektrofotometryczna

Zasada oznaczenia polegatla na pomiarze barwy badanej probki za pomoca
spektrofotometru przy dtugosci fali A = 430 nm. Do analizy uzyto spektrofotometr
z zakresem fal widzialnych, kuwety szklane 10 mm oraz pipet¢ o pojemnosSci
5 cm®. Za wynik przyjeto $rednig arytmetyczng z trzech oznaczen dla tej samej
probki piwa, barwe w jednostkach EBC wyliczono ze wzoru zawartego w Polskich
Normach.

Oznaczenie stopnia odfermentowania
Odfermentowanie wyliczono na podstawie zalezno$ci pomiedzy zawartoscig
alkoholu i ekstraktu wyrazonych w procentach wagowych.

Analiza statystyczna

Cechy organoleptyczne i fizykochemiczne badanych piw regionalnych zostaty
porownane z piwem produkcji domowej stosujac procedure ANOVA.
Zastosowano test rozstgpu Studenta-Newmana-Keulsa. Analiz dokonano przy
uzyciu programu SAS Enterprise Guide 3.0.3.414.

Wyniki i dyskusja

Podczas oceny organoleptycznej uwzgledniono pig¢ najwazniejszych
parametrow, ktore wptywaja na ogdlng jako$¢ ocenianego piwa. Wyniki oceny
badanych piw byly bardzo zroéznicowane (Tab. 1). Najwyzej ocenianymi
parametrami wedtug skali byly smak oraz smakowito$§¢ natomiast najmniej
punktéw w skali przypisano nasyceniu piwa dwutlenkiem wegla. Warto nadmienic,
ze zadne z wartos$ci ocenianych piw nie spadly w skali ponizej poziomu dobrego.
Porownujac wartosci badanych parametrow wykazano, ze piwa produkcji domowej
cechowaty si¢ istotnie (p < 0,05) wyzszymi warto$ciami wszystkich badanych
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parametrOw oceny sensorycznej piwa niz piwa z browardéw regionalnych.
Wszystkie piwa z browaréw regionalnych otrzymaty ocene dobra a piwa produkcji
domowej ocen¢ bardzo dobra. Generalnie piwa wyprodukowane w warunkach
domowych otrzymaly wyzsza ocen¢ od piw pochodzacych z browarow
regionalnych. W odniesieniu do oceny organoleptycznej mozna stwierdzic,
ze surowce uzyte do produkcji badanych piw byly wysokiej jakosci. Glownym
powodem wystepowania wad w piwie jest niska jako$¢ surowcdéw oraz biedy
popetniane podczas produkcji. Do najczestszych wad spowodowanych niska
jakos$cig surowcoéw naleza wady barwy, smaku, zapachu, pienistosci i klarowno$ci
piwa [Kunze, 1996].

Tab. 1 Ocena sensoryczna badanych piw (jednostki przypisano punktom w skali
1 - 6 gdzie 1 to ocena zta a 6 bardzo dobra)

Ocena

Zapach | Smak | Smakowito$¢ | Nasycenie | Goryczka ,
ogo6lna

Piwo
regionalne 51 5,0 4,9 4.7 5,2 4,98
nrl
Piwo
regionalne 52 51 5,0 4,9 5,0 5,05
nr2
Piwo
regionalne 49 4,8 4,9 51 52 4,92
nr3
Piwo
regionalne 49 4.9 4.7 4.8 51 4,84
nr4
Piwo
regionalne 4.8 52 51 5.2 4.7 5,04
nrs5
Piwo
domowe 5,8* 5,7* 57* 5,4* 5,5* 5,66*
nrl
Piwo
domowe 57* 5,7* 5,6* 5,5* 5,4* 5,62*
nr2

* Statystycznie istotne roznice dla danej cechy w stosunku do piw regionalnych

przy p < 0,05

Zawartos¢ alkoholu oznaczona w poszczegoélnych piwach (Tab. 2) byta bardzo
zréznicowana poniewaz wahata si¢ od 4,1 % do 5,7 % objetosciowych.
W przypadku piw z browarow regionalnych uzyskano istotnie wyzsze wyniki
(p < 0,05) niz w piwach wyprodukowanych w warunkach domowych. Najwigce;j
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alkoholu w analizowanych piwach zawierato piwo regionalne numer 1 natomiast
najmniej alkoholu piwo domowe numer 2. Wicksza ilo$¢ alkoholu laczy sig
bezposrednio z ilo$cig surowca uzytego podczas produkcji. Ekstrakt rzeczywisty
piwa miescit si¢ w granicach od 2,3 % do 4,1 % wagowo. Najwyzszy poziom
ekstraktu rzeczywistego oznhaczono w piwie domowym numer 1 natomiast
najnizszy wskaznik odnotowano w piwie regionalnym numer 3. Warto$¢ pH
analizowanych probek byla bardzo zblizona do siebie i pomiedzy piwami
domowymi i regionalnymi nie wykryto istotnych réznic. Zawieraly si¢ w granicach
od 4,32 do 4,75. Wyniki badan kwasowosci ogolnej ksztattowaty si¢ na bardzo
niskim poziomie. Zakres odnotowanych wynikéw dla kazdego piwa byt bardzo
waski 1 wynosit od 0,40 do 0,48. Natomiast barwa piw jasnych pelnych ocenianych
za pomoca spektrofotometru wahata si¢ od 7,1 do 9,4 jednostek w skali EBC
(European Brewery Convention). W przypadku piw handlowych jak i z produkciji
domowej barwa nie odbiegata istotnie (p < 0,05) od og6lnie przyjetych norm dla
piwa jasnego [Kunze, 1996]. Najmniej stabilnym koloidalnie piwem okazato si¢
piwo regionalne numer 4 natomiast piwa produkcji domowej charakteryzowaty sig¢
istotnie wyzszg stabilnoscig. Wszystkie piwa z browaréw regionalnych byly mato
stabilne koloidalnie. Prawidlowy proces produkcji i dobor odpowiednich
surowcéw ma bardzo duzy wplyw na jego stabilno$¢. Piwo metne w oczach
konsumentow jest oznaka pogorszenia jakosci [Kunze, 1996, Pasztaleniec, 2014].
Ostatnim parametrem ocenianym byl stopien odfermentowania piwa. Piwa
z browarow regionalnych wykazywaly stopien odfermentowania w zakresie
73-82 % natomiast piwa wyprodukowane w warunkach domowych
charakteryzowaly si¢ istotnie nizszym (p < 0,05) stopniem odfermentowania, piwo
domowe numer jeden uzyskalo 64 % a piwo domowe numer dwa 61%.
Prawdopodobnie wplyw na to miala wyzsza temperatura zacierania, ktdra
przektada si¢ bezposrednio na pozniejszy stopien odfermentowania przez drozdze
[Tse i in. 2003; Pazera iRzemieniuk, 1998]. Odnoszac si¢ do wynikow
uzyskanych w badaniu stopnia odfermentowania mozna  stwierdzic,
ze potwierdzaja one prawidlowos$¢ dotyczaca zawartosci alkoholu, poniewaz
w bardziej odfermentowanym piwie poziom alkoholu jest wyzszy. W przypadku
piw produkcji domowej stopien odfermentowania byt niski czego konsekwencja
jest niska zawarto$¢ alkoholu [Espinosa-Ramirez i in., 2014; Kunze, 1996].
Piwa produkowane przez browary regionalne majg wyzsza (p < 0,05) zawartos$¢
alkoholu co wskazuje na wyzszy stopien odfermentowania.

W pracy zdecydowano si¢ na poréwnanie piw oferowanych przez browary
regionalne, w ktorych coraz czgsciej mozna zauwazy¢ powrdt do tradycji dawnego
warzenia piwa z piwami domowymi. Wyniki badan sg wyraznym dowodem na to,
ze w warunkach domowych przy minimalnym naktadzie kosztéw i podstawowego
sprzgtu mozna osiaggna¢ produkt bardzo wysokiej jakosci czasem przewyzszajacy
produkty pochodzace z browaréw regionalnych. Staranno$¢ i doktadnos¢ przy
kazdym z etapéw pozwala na uzyskanie wlasnie takiego produktu a gusta
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obecnych konsumentéw coraz czeSciej zmieniaja si¢ na korzys¢ wiasnie piw
domowych i piw regionalnych.

Tab. 2 Wyniki analizy fizykochemicznej dla piw z browaréw regionalnych
i produkcji domowej przeprowadzonej w oparciu o Polskie Normy.

. . . . . Piwo Piwo
Piwonr | Piwonr | Piwonr | Piwonr | Piwo nr
domowe | domowe
1 2 3 4 5
nrl nr2
Alkohol [% vol.] 5,7 5,2 55 53 54 4,7* 4,1*
Ekstrakt
rzeczywisty [% 34 3,1 2,3 3,5 3,9 4,2 4,1
vol.]
Brzeczka
podstawowa 11,7 11,4 10,9 11,9 11,1 12,6* 12,9*
[m/m]
pH 4,44 4,32 4,50 4,40 4,64 4,75 4,58
Kwasowos¢ 0,42 0,40 0.45 0,47 0,46 0.45 0,48
ogblna
Barwa [EBC] 8,9 8,2 75 8,3 9,4 7,6 7,1
Stabilnos¢ " -
koloidalna 2,5 3,0 2,5 2,0 2,5 4,0 4,0
Stopien
odfermentowania 78 77 79 82 73 64* 61*
[%]
* Statystycznie istotne roznice dla danej cechy w stosunku do piw regionalnych
przy p < 0,05
Whioski
1. Wszystkie przebadane piwa spelnialy wymagania zawarte Polskich Normach

oraz zbiorze zasad European Brewery Convention.

2. Piwa produkowane w warunkach domowych charakteryzowaty sie wyzsza
jakos$cig ogo6lng niz piwa produkowane przez browary regionalne.

3. Piwa produkowane przez browary regionalne mialy znaczaco wyzsza
zawarto$¢ alkoholu niz piwa domowe.

4. Zawarto$¢ alkoholu oraz ekstraktu brzeczki podstawowej deklarowanych na
etykiecie przez producenta roznilty si¢ w granicach tolerancji od wartosci
otrzymanych podczas analizy fizykochemicznej.

5. Najbardziej stabilnymi koloidalnie piwami okazaty si¢ piwa z produkcji
domowvej.

6. W warunkach domowych mozliwe jest otrzymanie piwa lepszego jakosciowo
od piwa regionalnego.
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ANALIZA PRZEZYWALNOSCI BAKTERII L. MONOCYTOGENES
W EKOLOGICZNYCH WEDLINACH DOJRZEWAJACYCH
W CZASIE PRZECHOWYWANIA

MONIKA TRZASKOWSKA, KATARZYNA NEFFE-SKOCINSKA, DANUTA
KOLOZYN-KRAJEWSKA, MALGORZATA KURC, PAWEL KRAIMAS

Streszczenie

Celem pracy byta analiza przezywalnosci L. monocytogenes w ekologicznej,
dojrzewajacej kietbasie i wedzonce w czasie przechowywania w réznych
temperaturach. W badaniu okreslono wplyw bakterii fermentacji mlekowe;,
temperatury i czasu przechowywania na przezywalno$¢ patogenu, oraz zmiany pH
badanych produktow. Materiat do badan stanowily 3 rodzaje wedlin
dojrzewajacych wyprodukowanych z dodatkiem serwatki kwasowej, a nastgpnie
zaszczepionych 3 réznymi szczepami L. monocytogenes. Kietbasa wieprzowa,
wotowa i wedzonka wolowa byly przechowywane w temperaturze: 3, 15 i 25°C.
Oznaczono liczbe L monocytogenes, bakterii fermentacji mlekowej i pH.

W badaniu stwierdzono obnizenie liczby L. monocytogenes we wszystkich
wedlinach, w kazdej z temperatur przechowywania, z wyjatkiem wedzonki
wotowej przechowywanej w 15°C. Liczba bakterii fermentacji mlekowej byta
zroznicowana i mieScita sie w zakresie 6-8 log jtk/g. We wszystkich badanych
wedlinach  zaobserwowano  istotny wzrost pH. Stopien przezywalno$ci
L. monocytogenes nie zalezat od rodzaju migsa uzytego do wytworzenia produktu
fermentowanego. Stosowanie serwatki kwasowej z innymi naturalnymi
konserwantami, moze by¢ skutecznym sposobem zapobiegania rozwojowi bakterii
patogennych w ekologicznych fermentowanych produktach migsnych.

Stowa kluczowe: Listeria monocytogenes, bakterie fermentacji mlekowej,
ekologiczne fermentowane wedliny dojrzewajace

Whprowadzenie

Listeria monocytogenes jest jedna z najgroznieszych bakterii patogennych
wystepujacych w zywnosci. Pateczki L. monocytogenes wywotuja infekcje,
zwyczajowo nazywang listerioza. Jest to choroba charakteryzujaca si¢ wysokim
odsetkiem przypadkoéw $miertelnych szczegdlnie wsréd osoéb z grup ryzyka
(m.in. noworodkow 1 kobiet w cigzy). Z tego powodu kladzie si¢ duzy nacisk na
kontrole i zapobieganie jej wystepowaniu w zywnosci [Kotakowska 1 Madajczak,
2011; Gahan i Hill, 2014].
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L. monocytogenes wykazuje wysoka opornos¢ na wiele niekorzystnych
warunkow srodowiska, takich jak niska temperatura, pH, czy wysokie stezenie soli.
Ponadto charakteryzuje si¢ zdolnoscig do formacji biofilmow. Ze wzgledu na
wysoka tolerancje w stosunku do kwasowych warunkéw S$rodowiska, a takze
zdolno$¢ do wzrostu przy niskich wartosciach aktywnos$ci wody, L. monocytogenes
moze rozwija¢ si¢ w surowo dojrzewajacych produktach migsnych. Tradycyjna
produkcja polega na fermentacji weglowodanow przez bakterie fermentacji
mlekowej (LAB), z wytworzeniem charakterystycznych zwiazkéw: alkoholi,
aldehydow, kwasu mlekowego 1 pirogronowego, ketonow czy kwasow
karboksylowych. 1lo$¢ 1 rodzaj zwiazkow decyduje o jakosci produktu i jego
trwato$ci w trakcie przechowywania [Kotozyn-Krajewska i Dolatowski, 2009;
Kotozyn-Krajewska i Dolatowski, 2012]. LAB charakteryzuja si¢ bardzo dobra
aktywnos$cia przeciwdrobnoustrojowa, m.in. dzigki zdolnosci do syntezy
i wydzielania bakteriocyn, kwasu mlekowego, octowego i nadtlenku wodoru.
W produkcji ekologicznych produktéw miesnych istnieje konieczno$¢ eliminacji
stosowania chemicznych $rodkow utrwalajacych, w tym azotanéw. Z badan
przeprowadzonych przez Dolatowskiego i in. [2013] wynika, ze dodatek serwatki
kwasowej, zawierajacej LAB, do surowych dojrzewajacych produktéw migsnych,
pozwala na uzyskanie wysokiej jakosci mikrobiologicznej i akceptowalnosci
sensorycznej omawianych produktow.

Celem przeprowadzonych badan byla analiza przezywalnosci bakterii
patogennych L. monocytogenes w ekologicznej, surowej kietbasie i wedzonce
dojrzewajacej z dodatkiem serwatki w czasie przechowywania w rdznych
temperaturach.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowita surowa kietbasa dojrzewajaca wieprzowa, wotowa
i wedzonka wotowa. W technologii wszystkich badanych produktow zamiast
tradycyjnej metody peklowania, zastosowano dodatek serwatki kwasowej.
Migso iserwatka do produkcji badanych wedlin pochodzity z gospodarstwa
ekologicznego i zostaly przetworzone w Katedrze Technologii Migsa i Zarzadzania
Jako$cig Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie.

Material do badan stanowila mieszanina 3 szczepow L. monocytogenes, ktorg
zakazane byly analizowane produkty: ATCC 15313, 7644 i 19112.

Modelowa kietbasa surowo dojrzewajgca charakteryzowala si¢ nastepujacym
sktadem surowcowym: 80% chudej szynki, 20% twardej sloniny grzbietowe;.
Kietbasy poddawano osadzaniu, a nastgpnie 21-dniowemu dojrzewaniu w 16°C
i wilgotnosci wzglednej 65-85%. Podobny proces wytwarzania zastosowano
w przypadku kietbasy wolowej. Wedzonka zostata wykonana z udzca wolowego.
Po wydzieleniu kawatkow migénia, surowiec wlozono do naczynia z serwatka
i moczono przez 24 h. Po wyjeciu z serwatki i ocieknigciu surowiec nacierano sola
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i poddano procesowi naturalnej fermentacji mlekowej w 16°C i wilgotnos$ci
wzglednej 65-85% przez 21 dni.

Wszystkie szczepy L. monocytogenes zostaty poddane pasazowaniu. Kietbasy
i wedzonka pokrojono w plastry i umieszczono w plastikowych workach z filtrem.
Badane produkty zostaty zaszczepione 0,1 ml zawiesiny L. monocytogenes
(10° jtk/g). Zakazone produkty przechowywano w 3, 15 i 25°C. Wykonano
5 oznaczen liczby L.monocytogenes: w probach przechowywanych w 3°C
wykonywano co 7 dni przez 30 dni, w 15°C — co 3 dni przez 12 dni, natomiast
w 25°C — codziennie przez 4 dni. Wykonano trzy powtorzenia oznaczen. Posiew
mikrobiologiczny wykonywany byl metoda powierzchniowa, ptytkowa, na podtoze
agarowe ALOA (Merck). Odczyt przeprowadzano po inkubacji ptytek w 37°C
przez 48 h.

Oznaczanie liczby LAB odbywalo si¢ pierwszego i ostatniego dnia badania
w aparacie TEMPO® (bioMérieux). Inkubacja przebiegata w 37°C przez 48 h.

Pomiar kwasowos$ci prob byt wykonywany przy uzyciu pH-metru SHOTT.
Analiza statystyczna otrzymanych wynikow wykonano w programie Statistica 10.

Wyniki i dyskusja
Analiza przezywalnos$ci bakterii Listeria monocytogenes

W przypadku kietbasy wieprzowej uzyskane wyniki, pozwalajg stwierdzic,
ze wkazdej z temperatur przechowywania liczebno$s¢ L. monocytogenes
zmniejszyla sie, badz ulegta catkowitej redukcji w stosunku do dnia rozpoczgcia
badania. Podczas badan mikrobiologicznych kietbasy wotowej uzyskane wyniki
pokazuja, ze w kazdej z temperatur przechowywania liczebno$¢ L. monocytogenes
ulegla catkowitej redukcji w stosunku do dnia rozpoczecia badania, nawet przed
jego ostatnim dniem. Natomiast przezywalnos¢ L. monocytogenes w wedzonce
wotowe] nie charakteryzowala si¢ jednoznacznym trendem. W przypadku
temperatur 3°C i25°C ulegta ona zmniejszeniu, natomiast w 15°C byla ona
znacznie wyzsza w stosunku do poczatkowej wartosci (Tab. 1).

Analiza statystyczna wykazata, ze liczba patogenu w przebadanych produktach
migsnych nie rozni si¢ znaczaco od siebie, w zalezno$ci od rodzaju migsa
wykorzystanego do wytworzenia produktu fermentowanego (p>0,05). Ponadto
wykazano, ze liczba bakterii L. monocytogenes uleglta znaczacej zmianie
po kazdym z okresow przechowywania (p<0,05).

Badane wedliny zostaty wytworzone z surowcow ekologicznych bez dodatku
chemicznych $rodkéw utrwalajacych. Mozna przypuszczaé, ze w niektdrych
przypadkach jedynie obnizenie liczby bakterii L. monocytogenes, lub jej wzrost
mogly by¢ spowodowane niedostatecznym dziataniem naturalnych konserwantow,
w tym bakterii fermentacji mlekowej, ktére prawdopodobnie z powodu
niekorzystnych warunkéw do ich prawidlowego rozwoju, nie zdotaty catkowicie
zahamowa¢ wzrostu patogenu. W zwigzku z tym, do catkowitej inaktywacji
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L. monocytogenes, przy ciaglym zachowaniu zasad produkcji wedlin
ekologicznych mozna stosowaé serwatke zawierajaca bakterie LAB wspoélnie
z innymi naturalnymi skladnikami wykazujacymi dziatanie antagonistyczne
wzgledem patogenu, takimi jak lizozym, czy ekstrakty roslinne, w tym ziolowe.
Ponadto, okreslone szczepy LAB o wlasciwosciach bakteriobdjczych w stosunku
do L. monocytogenes, posiadajg zdolnos¢ do przezycia w warunkach panujgcych
w fermentowanych produktach migsnych. Sa to migdzy innymi Lactobacillus sakei
Lb3 i Pediococcus acidilactici PA-2, a takze Lb. curvatus i Lb. reuteri [Walczycka,
2005; Kotozyn-Krajewska i Dolatowski, 2009].

Tabela 1. Srednia liczba bakterii L. monocytogenes w badanych produktach
migsnych w czasie przechowywania

Temperatura Numer oznaczenia / Srednia liczba bakterii [log jtk/g]
perVZZ?;Vy' 1 2 3 4 5
5 g 3°C 2,54+0,14 | 2,174£0,09 | 2,07+0,01 | 1,16+0,15 | 1,39+0,21
% g_ 15°C 2,54+0,14 | 2,02+0,08 | 1,25+0,52 | 0,05+0,30 0,00
* % 25°C 2,54+0,14 | 2,24+0,16 | 1,86+0,05 | 1,61+0,11 | 1,46+0,08
8 o 3°C 3,01+0,18 | 2,704+0,10 | 2,30+0,02 | 1,66+0,02 0
£ é 15°C | 3.01£0,18 | 2,37£021 | 1,12£0,45 0 0
~ 25°C 3,01+0,18 | 2,57+0,24 0 0 0
g 3°C 2,22+0,30 | 1,32+0,15 | 1,25+0,10 | 1,09+0,13 | 1,16+0,31
g é 15°C 2,22+0,30 | 1,30+0,07 | 0,89+0,62 | 2,19+0,10 | 3,64+0,13
= ® 25°C 2224030 | 1,35£0,39 | 0,9540,32 | 1,1240,23 | 0,74+0,53

Badania przeprowadzone przez Barazi i Erkmen [2008] na fermentowanej
wotowej kietbasie dojrzewajacej typu sucuk z dodatkiem mieszaniny kultur
P. acidilactici, St. carnosus i Lb. plantarum wykazaly, ze po 20-dniowym
przechowywaniu produktu w 4°C, liczba bakterii L. monocytogenes obnizyta si¢
z wartosci poczatkowej 6,06 log jtk/g, do $rednio 1,19 log jtk/g z przebadanych
probek. Jedynie w przypadku kietbasy przechowywanej w atmosferze o 100%
zawartosci dwutlenku wegla, nastapita catkowita inaktywacja patogenu po okresie
przechowywania.

Podobne badania zostaly rowniez przeprowadzone przez TyOppoOnen i in.
[2003]. Fermentowana kietbasa dojrzewajgca wykonana z miesa wolowego
i wieprzowego z dodatkiem kultur Lb. rhamnosus LC-705, Lb. rhamnosus
E-97800, Lb. plantarum ALCO1, a takze P. pentosaceus RM2000, zostata
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zaszczepiona L. monocytogenes w liczbie 3 log jtk/g. Pomiary byly wykonywane
co 7 dni. Po 21 dniach przechowywania w 17°C, nastgpita catkowita inaktywacja
patogenu w badanych probkach.

Z kolei w badaniach przeprowadzonych przez Hampikyan i Ugur [2007],
okreslano wplyw LAB, a zwlaszcza rodzaju L. lactis posiadajacej zdolnosé do
produkowania bakteriocyny nizyny, na rozwdj L. monocytogenes w tureckiej,
wotowej kietbasie fermentowanej typu sucuk. Do badania zostat uzyty szczep
L. monocytogenes ATCC 7644. Poczatkowa liczba bakterii patogenu wahata si¢ od
6,21 do 6,41 log jtk/g. Analizowane probki kietbas zostaly podzielone na 5 grup
roznigcych si¢ zawartoScig dodanej nizyny. Wykazano, ze w dwoch ostatnich
grupach zawierajacych najwigcej nizyny (50 i 100ug/g), patogen ulegt catkowitej
inaktywacji, natomiast w pozostatych grupach liczba bakterii ulegla czgsciowej
redukcji 1 wyniosta w grupie kontrolnej 5,91 log jtk/g, natomiast w 3 kolejnych
grupach, uszeregowanych od najmniejszej do najwickszej zawarto$ci nizyny,
odpowiednio: 5,26, 3,84 i 3,32 log jtk/g. Dlatego stwierdzono, ze LAB, dzigki
swoim wlasciwo$ciom bakteriobdjczym (m.in. zdolnosci do produkcji
bakteriocyn), stanowig skuteczng metode hamowania rozwoju L. monocytogenes.

Analiza zmian pH w czasie przechowywania

Podsumowujac wyniki zmian kwasowo$ci w badanych produktach migsnych
stwierdzono, ze w kazdej prdobie nastgpil wzrost pH, w réznych temperaturach
i czasie przechowywania. Najbardziej znaczny wzrost odnotowano w wedzonce
wotowej, w ktorej odczyn kwasowy, wzrost do odczynu zasadowego, natomiast
najmniejszy w przypadku kietbasy wotowej (Tab. 2).

Analiza statystyczna wykazata, ze pH uleglo znaczacej zmianie po kazdym
Z okresOw przechowywania (p<0,05). Stwierdzono, ze pH pomigdzy kietbasa
wieprzowa i1 wotowa, jak 1 kietbasa wieprzowa i wedzonka wolowa, jest
statystycznie istotnie rézne (p<0,05). Jest to prawdopodobnie spowodowane
roéznymi typami migsa o odmiennych warto$ciach pH. Z kolei w przypadku analizy
produktéw wykonanych z tego samego rodzaju miesa (kietbasa wolowa
i wedzonka wotowa), nie wykazano istotnych roznic (p>0,05).

Wazrost pH zostat rowniez zaobserwowany w badaniach Barazi i Erkmen (2008)
w woltowej kietbasie dojrzewajacej typu sucuk. W tym wypadku wartos¢ pH
zwigkszyta si¢ po 20 dniach przechowywania w 10-12°C. Wzrost pH, pomimo
produkcji  kwasu mlekowego przez LAB, moégl by¢é spowodowany
nagromadzeniem si¢ azotu niebialkowego oraz produktow przemian
katabolicznych aminokwaséw. Ponadto, wzrost pH mogl nastapi¢ na skutek
gromadzenia si¢ produktow reakcji proteolizy i lipolizy przeprowadzanych przez
naturalnie wystepujace mikroorganizmy. Bardziej pozadanym zjawiskiem jest
obnizenie pH, majgcy miedzy innymi swoj udzial w hamowaniu rozwoju
niekorzystnej mikroflory [Barazi i Erkmen, 2008; Fernandez-Lopez i in., 2008].
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Tabela 2. Zmiany pH w badanych produktach migsnych w czasie przechowywania

Temperatura Numer oznaczenia

przfvj;?;”y' 1 2 3 4 5
_ s 3°C 530,06 | 5,5:0,06 | 54+0,01 | 56+0,06 | 6,1£0,06
=8 15°C 530,06 | 54+0,06 | 59£0,06 | 57£0,06 | 62+0,01
S 3
“ % 25°C 530,06 | 540,06 | 56£0,06 | 5,5£0,06 | 5,6:0,06
S o 3°C 6,0+£0,06 | 5,9+0,12 6,1+0,10 6,2+0,06 6,2+0,10
% é 15°C 6,0£0,06 | 6,040,01 | 63+0,17 | 6,6+0,06 | 6,7+0,12
= 25°C 6,0£0,06 | 6,040,001 | 612006 | 62+0,06 | 6,4+0,01
g 3°C 570,12 | 560,01 | 6,1£0,06 | 7,10,06 | 7,7£0,10
g é 15°C 570,12 | 59:0,06 | 6,7+0,12 | 7,0£0,06 | 7,1£0,06
z ® 25°C 574012 | 574006 | 600,10 | 650,12 | 6,7+0,25

Analiza przezywalnosci LAB

Na podstawie przeprowadzonych badan kietbasy wieprzowej mozna stwierdzic,
ze poczatkowa liczba LAB wynosita srednio 6,0 log jtk/g. W ostatnim dniu
badawczym w produktach przechowywanych w 3°C i 15°C, liczba ta obnizyta si¢
do wartosci 4,0 log jtk/g. Tylko w przypadku temperatury 25°C liczba LAB
W ostatnim dniu badawczym nie uleglta zmianie i wyniosta 6,37 log jtk/g.
W przypadku prob kietbasy wolowej réwniez na poczatku okresu przechowywania
liczba LAB utrzymywala si¢ na poziomie S$rednio 6,0 log jtk/g produktu.
W ostatnim dniu badawczym liczba ta wzrosta o jeden rzad logarytmiczny
zarowno dla prob przechowywanych w 15°C i 25°C. Liczba LAB oznaczona
w probach wedzonki wolowej na poczatku okresu badawczego, jak i ostatniego
dnia badawczego wynosita $rednio 8,0 log jtk/g produktu. Tylko w przypadku préb
przechowywanych w 3°C liczba ta obnizyla si¢ o jeden rzad logarytmiczny
i wynosita srednio 7,0 log jtk/g.

Wysoka liczbe LAB zaobserwowano réowniez w badaniach przeprowadzonych
przez TyOppdnen i in. [2003]. W dojrzewajacej kietbasie wykonanej z migsa
wotowego 1 wieprzowego, liczba bakterii w ciggu 7-dniowej fermentacji
w 22-24°C wzrosta z wartosci 6,8-7,0 do 8,2-8,5 log jtk/g, a nastepnie utrzymywata
si¢ na tym poziomie przez caty okres trzytygodniowego dojrzewania.

Natomiast w innych badaniach odnotowano obnizenie si¢ liczby LAB
w wotowej kietbasie dojrzewajacej typu sucuk, o 0,57-1,09 log podczas
przechowywania w 4°C przez 20 dni. Poczatkowa liczba LAB wynosita 5,56 log
jtk/g [Barazi i Erkmen, 2008].
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Utrzymywanie si¢ na statym poziomie lub wzrost liczby bakterii fermentacji
mlekowej mogl by¢ prawdopodobnie przyczyna skutecznej inaktywacji bakterii
L. monocytogenes w obu badanych rodzajach kietbas, jak i wgdzonce wotowe;.
Analiza korelacji pomiedzy liczbg bakterii L. monocytogenes a liczba bakterii LAB
wykazata, ze w przypadku wedzonki wotowe] wystepuje silny zwiagzek pomiedzy
tymi dwiema zmiennymi. Z drugiej strony analiza wynikéw uzyskanych dla
kietbas wykazata, ze korelacja pomigdzy zmiennymi jest staba. Z tego wzgledu
mozna stwierdzi¢, ze znaczacy wplyw na zalezno§¢ pomiedzy tymi dwiema
zmiennymi ma rodzaj analizowanego produktu migsnego. Dlatego tez, zalezno$¢
pomigdzy liczba bakterii patogenu a liczba bakterii fermentacji mlekowej nie jest
jednoznaczna. Obnizanie si¢ liczby bakterii L. monocytogenes w przebadanych
fermentowanych produktach miesnych jest wynikiem dziatania kilku czynnikow
(temperatura, czas, kwasowo$¢ $rodowiska), czeSciowo rowniez bakterii
fermentacji mlekowej.

Stwierdzenia i wnioski

1. Stwierdzono, obnizenie liczby bakterii L. monocytogenes we wszystkich
badanych wedlinach w kazdej z temperatur przechowywania (3, 15, 25°C),
z wyjatkiem wedzonki wolowej przechowywanej w 15°C. Rowniez w tym
produkcie liczba bakterii fermentacji mlekowe] utrzymywata si¢ na
najwyzszym, staltym poziomie przez caly okres przechowywania (ok. 8 log
jtk/g).

2. Nie stwierdzono istotnych roznic w przezywalnosci L. monocytogenes
pomiedzy analizowanymi wedlinami, stad wniosek, ze stopien przezywalnosci
patogenu nie zalezy od rodzaju migsa uzytego do wytworzenia produktu
koncowego.

3. We wszystkich badanych wedlinach zaobserwowano istotny statystycznie
wzrost warto$ci pH.

Whiosek koncowy

Stosowanie serwatki kwasowej wspdlnie z innymi naturalnymi konserwantami,
jak i dobrze zoptymalizowanymi parametrami technologicznymi moze by¢
skutecznym sposobem w zapobieganiu rozwojowi bakterii L. monocytogenes
w ekologicznych fermentowanych produktach migsnych.

Praca zostata zrealizowana w ramach projektu MRIRW (PKre-029-29-29/13(688))
pod kierownictwem prof. dr hab. Zbigniewa Dolatowskiego.
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ZAWARTOSC METALI CIEZKICH W ZBOZACH
KONSUMPCYJNYCH

JOZEFA WIATER, PIOTR OFMAN

Streszczenie

Celem badan byta ocena zawartosci metali cigzkich w zbozach
konsumpcyjnych pochodzacych z gleb uprawnych Podlasia.

Ziarno ro$lin zbozowych pobrano w roku 2012 i 2013 roku z gleb bardzo
lekkich i lekkich - 30 probek oraz z $rednich réwniez 30 probek. W probkach
roslin oznaczono zawarto$¢ cynku, miedzi, kadmu, niklu i otowiu. Po zmieleniu
ziarna odwazono po 1 gramie kazdej probki i mineralizowano w obecnosci kwasu
azotowego i nadtlenku wodoru (30%) w bloku mineralizacyjnym. Oznaczenia
metali wykonano metoda absorpcyjnej spektroskopii atomowej z atomizacja
elektrotermiczng aparatem Varian AA-100.

Stwierdzono, ze zawarto$¢ metali w ziarnie ro$lin zbozowych zalezata od
kategorii agronomicznej gleb, gatunku zboza i roku uprawy. Wyzsza zawarto$¢
wickszo$ci metali wystgpita w zbozach uprawianych na glebach $rednich
w porownaniu do zbdz z gleb lzejszych. W ziarnie pobranym w 2012 roku
oznaczono wicksze ilosci analizowanych metali, z wyjatkiem niklu. Wiekszo$¢
ziarna zbdz spetniala normy zawartos$ci metali ciezkich przewidzianych dla zboz
przeznaczonych na konsumpcje¢. Wysoka zawarto§¢ kadmu i niklu w czgsci probek
ziarna zb6z ogranicza mozliwo$¢ ich wykorzystania na cele konsumpcyjne, czego
przyczyna jest kwasny odczyn gleb iniska ich zasobno$¢ w fosfor. W celu
ograniczenia fitoprzyswajalnosci metali z gleb, nalezy je wapnowac i nawozi¢
fosforem.

Stowa kluczowe: metale ci¢zkie, zboza, rosliny konsumpcyjne, gleby

Wprowadzenie

Metale cigzkie mogg przedostawaé si¢ do organizmu cztowieka poprzez uktad
pokarmowy, oddechowy lub skore. Skutki ich dziatania ujawniajg si¢ czasami
po wielu latach [Jarup, 2003]. Najwigksza ilo§¢ metali sladowych dostaje si¢ do
organizmu ludzkiego wraz z pozywieniem pochodzenia roslinnego i zwierzecego
[Gambus, 1997]. Moga si¢ one kumulowa¢ w organizmie, co prowadzi do ich
chronicznej toksycznosci [Sady, 2001]. Szczegdlnie wrazliwi na toksyczne
dziatanie metali cigzkich sg dzieci i1 ludzie chorzy [Gruca-Krolikowska
i Wactawek, 2006]. Glownym zrodtem skazenia ro$lin uprawnych metalami
cigzkimi (na obszarach wolnych od istotnych zrodet zanieczyszczen
atmosferycznych) jest gleba, a ich zawarto$¢ w niej zalezy od koncentracji metali
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w skale macierzystej, przebiegu procesow glebotworczych [Gruca-Krélikowska
i Wactawek, 2006], a takze od ilosci irodzaju nawozenia. Zachowanie metali
ciezkich w ukladzie gleba - ro$lina jest zalezne od chemicznej specjacji
i dystrybucji form chemicznych metali w roztworze glebowym. To z kolei wptywa
na dostepnos$¢ i mobilnos¢ tych metali w glebie [Sabiené i in., 2004; Biernacka
i Matuszynski, 2007].

Zboza i przetwory zbozowe sg istotnym elementem diety cztowieka i moga by¢
zrodtem metali cigzkich. Najbardziej niebezpieczne dla ludzi sg otéw i kadm,
a nieco mniej nikiel, cynk i miedz.

Celem prowadzonych badan byla ocena jakosci ziarna ro$lin zbozowych
zebranych z p6l uprawnych Podlasia ze wzgledu na zawarto$¢ w nich metali
ciezkich.

Material i metody badan

Probki ziarna roslin zbozowych pobrano w roku 2012 i 2013 z gleb lekkich
i Srednich, ktore glownie wystepuja w woj. podlaskim. Pobrane probki ziarna zboz
zostaty zmielone i z kazdej pobrano okolo 1 grama do analiz. Prébki
mineralizowano w obecnosci kwasu azotowego 1 nadtlenku wodoru (30%) w bloku
mineralizacyjnym. Oznaczenia kadmu, otowiu, niklu, miedzi i cynku wykonano
metodg absorpcyjnej spektroskopii atomowej z atomizacja elektrotermiczng
aparatem Varian AA-100. Wyniki poréwnano do liczb proponowanych przez
IUNG do oceny roslin pod wzgledem ich przydatnosci [Kabata -Pendias
1in.,1993]. Zawartosci krytyczne metali dla rodlin o przeznaczeniu
konsumpcyjnym przedstawiajg si¢ nastepujgco: kadm - 0,15, otéw - 1,0, nikiel -
10,0, miedz - 20,0, cynk - 50 mg'kg™ s.m., natomiast 0 przeznaczeniu paszowym:
kadm - 0,5, otow - 10,0, nikiel - 50,0, miedz - 50,0, cynk - 100,0 mg-kg™ s.m.

Omoéwienie badan

Zawarto$¢ analizowanych metali byta zréznicowana ze wzgledu na gatunek
uprawianych zb6z oraz kategori¢ agronomiczng gleb, a takze rok uprawy. W 2012
roku sposrod roslin uprawianych na glebach bardzo lekkich i lekkich, rosliny jare
(mieszanka 1 owies) odznaczaly si¢ wicksza iloscig kadmu i otowiu niz ro$liny
ozime (zyto i pszenica) (tab.1). Ze wzgledu na ilo§¢ kadmu, wsrod 30 badanych
ro$lin zbozowych pobranych w tym roku, tylko 10 mozna uzna¢ za konsumpcyjne,
w pozostalych zawarto§¢ tego metalu nie wykluczala ich z przeznaczenia
paszowego (z wyjatkiem jednej probki). Badane ziarno zbdz charakteryzowaty
niezbyt wysokie poziomy otowiu, wigkszo§¢ z nich spetniata wymogi okreslone
dla roslin konsumpcyjnych, tylko 2 probki przeznaczono do wykorzystania
paszowego. Najwigksze ilosci niklu wystapily w ziarnie zyta i owsa, po 2 probki
kazdego z tych zbdz nie spetniato kryterium przeznaczenia konsumpcyjnego.
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Tab.1. Zawarto$¢ poszczegélnych metali w ziarnie zboz z gleb bardzo lekkich
i lekkich

Mieszanka zbozowa ( n-8)
Jednostka I rok badan II rok badan
Pierwiastek Cd | Pb Ni Cu| Zn | Cd | Pb Ni Cu Zn
x N 0,31|059| 4,57 |2,56|33,88(0,09|0,71|10,31| 2,18 | 24,96
- mg - kg™ s.m.
Min 0,12|0,02 | 2,70 |0,30|21,00|0,04|0,67 | 6,88 | 1,06 | 15,70
Max 0,71|1,06 | 6,60 |5,00|41,76|0,24|1,12|12,98 | 4,99 |32,18
Owies ( n-8)
Jednostka I rok badan 1I rok badan
Pierwiastek Cd | Pb Ni [ Cu| Zn | Cd | Pb Ni Cu Zn
X N 0,30 (0,42 | 9,47 |2,19(35,92|0,11|0,73|13,27| 1,61 | 27,79
- mg - kg™ s.m.
Min 0,11 0,04 | 6,23 |1,33|26,78|0,02|0,47 | 8,53 | 0,91 | 22,84
Max 0,39|0,68 |17,15|2,95(49,20|0,26 | 1,25|15,95| 2,57 | 36,68
Pszenzyto ozime ( n-7)
Jednostka 1 rok badan II rok badan
Pierwiastek Cd | Pb Ni [ Cu| Zn | Cd | Pb Ni Cu Zn
X N 0,28|0,29 | 3,53 |2,29(36,00/0,10|0,42| 6,12 | 1,13 | 23,56
- mg - kg™ s.m.
Min 0,13 0,21 | 3,45 |1,33|25,64|0,10|0,09| 3,65 | 0,96 |21,84
Max 0,43|0,36 | 3,60 |3,25|46,35|0,11|0,82| 8,58 | 1,29 | 25,27
Zyto ozime (n-7)
Jednostka I rok badan II rok badan
Pierwiastek Cd | Pb Ni [ Cu| 2Zn | Cd | Pb Ni Cu Zn
x N 0,250,417 | 11,50 3,39 | 28,97 | 0,08 | 0,66 | 12,15 | 1,58 | 27,21
- mg - kg™ s.m.
Min 0,10(0,01 | 5,45 |3,15|20,16 0,01 |0,97| 9,98 | 1,55 | 27,15
Max 0,35| 0,29 | 23,80|3,53|35,17|0,15|1,22 |14,05| 1,60 | 27,27

Srednia zawarto$¢ miedzi i cynku w mieszance, owsie i pszenzycie byta na
podobnym poziomie, natomiast ziarno zyta odznaczalo si¢ najwyzsza iloscig
miedzi i najnizszg cynku sposrdod badanych roslin. Zawarto$§¢ tych metali
w analizowanych zbozach byla niska i wszystkie zboza speinialy kryteria ich
przydatnosci do spozycia przez ludzi.

W ziarnie roslin pobranych w 2013 roku stwierdzono znacznie mniejsze ilosci
kadmu w porownaniu do ziarna z 2012 roku. We wszystkich gatunkach zbdz
zawarto$¢ tego metalu byla zblizona, co sprawilo, ze prawie w catosci moze by¢
wykorzystane w celach konsumpcyjnych. Odwrotng zalezno$¢ zaobserwowano
w przypadku otowiu, w zbozach z 2013 roku ilosci tego metalu byly wyzsze o 0,2
do 0,4 mg'kg™® s.m. w poréwnaniu do roku poprzedniego. Jednak w wiekszosci
badanych zbdz poziomy otowiu pozwalaty zakwalifikowa¢ te rosliny do zboz
konsumpcyjnych (z wyjatkiem 4 probek). Stwierdzono takze roznice w zawarto$ci
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otowiu pomiedzy ziarnem zb6z jarych iozimych. Zawarto$¢ niklu w zbozach
pobranych w 2013 roku byla wyzsza w poréwnaniu do ziarna pobranego w roku
poprzednim, co spowodowato, ze az 12 probek roslin moze by¢ jedynie
wykorzystane na cele paszowe. Zboza z 2013 roku charakteryzowaly mniejsze
zawarto$ci miedzi i cynku i spetniaty normy ich przeznaczenia konsumpcyjnego.

Zawarto$¢ metali w ziarnie zbdz uprawianych na glebach $rednich
przedstawiono w Tabeli 2. Rosliny zbozowe pobrane w roku 2012
charakteryzowata podobna ilo$¢ kadmu jak zboza z gleb lekkich, ale mniejsze
ilosci tego metalu wystapity w roslinach jarych. Wiekszo§¢ analizowanych zboz
spelnialo normy dla roslin konsumpcyjnych, jednak 12 probek, ze wzgledu na
podwyzszona zawartos¢ kadmu, przeznaczono do wykorzystania paszowego.
Rodzaj gleby nie roéznicowal znaczaco poziomdéw otowiu w analizowanych
ros$linach w pierwszym roku badan. Sposrdd badanych zboz, trzy probki o wyzszej
zawarto$ci olowiu zakwalifikowano do wykorzystania paszowego. W ziarnie
pszenicy jarej zanotowano niemal dwukrotnie wyzsze ilosci niklu w stosunku do
pozostatych zbdz, w ktorych ksztattowaly si¢ na zblizonym poziomie.
W wickszos¢ rolin z gleb $rednich zawarto$é¢ niklu nie przekraczata 10 mgkg™
s.m., co pozwala przeznaczy¢ je do celow konsumpcyjnych. Zawartos¢ miedzi
w badanych zbozach byta niska, gatunek roslin nie roznicowal znaczaco tych ilosci
1 wszystkie rosliny nalezy uzna¢ jako konsumpcyjne. Analizowane ziarno zbo6z
z gleb $rednich charakteryzowato si¢ zroznicowang zawarto$cia cynku (najmniej
w pszenzycie). Tylko dwie probki badanych ro$lin zawierato wigcej niz 50 mg-kg™
s.m cynku i dlatego nalezy je wykorzysta¢ na cele paszowe.

Zawarto$¢ metali w roslinach uprawianych na glebach $rednich w 2013 roku
byla znacznie mniejsza niz w zbozach pobranych w pierwszym roku badan
(z wyjatkiem niklu). Najwiecej kadmu zawierala pszenica jara, a W pozostatych
zbozach jego ilo$¢ byta Srednio o potowe mniejsza. Ziarno zboz zebrane w 2013
roku (z wyjatkiem 4 probek), ze wzgledu na zawarto$¢ tego metalu mozna
wykorzysta¢ w celach konsumpcyjnych. Poziom otowiu w analizowanych zbozach
pozwalal na zakwalifikowanie prawie wszystkich probek do spozycia przez ludzi.
Jedynym metalem, ktorego zawarto$¢ wzrosta dwukrotnie w stosunku do roku
poprzedniego, byl nikiel. W wigkszo$ci analizowanych roslin zbozowych ilos¢
tego pierwiastka przekraczata 10 mgkg' s.m., co dyskwalifikowato je
z przeznaczenia konsumpcyjnego, ale moga by¢ wykorzystane w celach
paszowych. Zawarto$¢ miedzi w zbozach byla niska i niewiele roznita si¢ od jej
poziomow w roslinach pobranych rok wczesniej. Najwiecej tego pierwiastka byto
W mieszance, a w pozostatych zbozach ilosci byly zblizone. Nie zauwazono roznic
migdzy zbozami ze wzgledu na zawarto$¢ cynku. Wszystkie zboza pobrane
w drugim roku badan z gleb $rednich, ze wzgledu na poziom miedzi i cynku,
mozna uzna¢ za konsumpcyjne.
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Tab.2. Zawartos¢ poszczegolnych metali w ziarnie zbdz z gleb $rednich

Mieszanka zbozowa
Jednostka I rok badan 11 rok badan
Pierwiastek Cd Pb Ni Cu| Zn | Cd | Pb | Ni Cu Zn
X mgkg? 0,21 |0,37| 4,97 |2,33]36,24|0,09|0,19|10,41| 3,64 |26,08
Min s.m. 0,05 |0,07| 1,15 0,05 12,96 |0,06 |0,07| 4,88 | 0,66 |19,02
Max 0,71 |0,64|1593|7,60 |80,62|0,15|0,77 | 14,43 | 10,93 | 40,20
Pszenica 0zima
Jednostka I rok badan II rok badan
Pierwiastek Cd Pb | Ni [Cu| Zn | Cd | Pb | Ni Cu Zn
x mgkg? 0,35 [0,85]| 4,63 |2,14|40,75|0,07|0,41| 9,37 | 1,55 | 22,95
Min s.m. 0,08 |0,57| 3,65 |0,75]3552|0,07|0,17| 8,28 | 1,23 | 21,20
Max 0,43 |1,12| 5,60 |3,53|4597|0,08|0,65|10,45| 1,86 |24,70
Pszenzyto ozime
Jednostka I rok badan 1T rok badan
Pierwiastek Cd Pb | Ni [Cu| Zn | Cd | Pb | Ni Cu Zn
T mgkg? 0,40 |0,32| 4,30 {1,81|30,82|0,09|0,64|10,55| 1,68 |24,05
Min s.m. 0,12 |{0,01| 4,20 |1,18|25,89|0,03|0,08| 853 | 0,74 |20,53
Max 0,88 |0,60| 4,45 |2,93|39,08|0,30|1,17|13,15| 2,90 |29,87
Pszenica jara
Jednostka I rok badan 11 rok badan
Pierwiastek Cd Pb | Ni | Cu| Zn | Cd | Pb | Ni Cu Zn
x mgkg? 0,25 |0,63| 849 [1,78|39,76|0,18|0,41|16,54 | 2,08 | 21,90
Min s.m. 0,12 056 3,23 |1,35|36,68|0,13|0,22|10,78 | 1,53 |20,61
Max 0,31 |0,74|14,15| 2,60 | 44,72 |0,23|0,80| 22,30 | 2,62 |23,18
Dyskusja wynikéw

Bioprzyswajalno$¢ pierwiastkow zawartych w glebie zalezy od jej odczynu,
warunkow oksydoredukcyjnych, sktadu granulometrycznego, zawartosci substancji
organicznej, wodorotlenkéw Fe, Mn, Al i mikroorganizméw, interakcji pomigdzy
pierwiastkami, a takze formy wystepowania pierwiastka oraz jego podatnosci do
przechodzenia z fazy stalej do fazy cieklej gleby. Pobranie pierwiastkow, czy
zwigzkow chemicznych przez rosliny z roztworu glebowego zalezy réwniez od
pewnych czynnikéw zwigzanych z sama ro$ling. Naleza do nich: procesy fizyczne,
takie jak penetracja profilu glebowego przez system korzeniowy, zmiany
zawartosci wody i jonéw oraz zwigzek tego procesu z kinetyka rozpuszczalno$ci
metali w glebie; parametry biologiczne, takie jak kinetyka transportu przez
membrany, interakcje jondw, przeznaczenie metaboliczne pobranych jonow, czy
zdolno$¢ roslin do adaptowania si¢ do zmian narazenia na metale w srodowisku
[Cataldo i Wildung, 1978]. Roznice w zawarto$ci poszczegélnych metali
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W analizowanych zbozach nalezy tlumaczy¢ zréznicowanym odczynem gleb,
z ktorych pobrano probki roslin. Wigkszos¢ gleb Podlasia jest kwasna i bardzo
kwasna, co ma wpltyw na zwiekszona akumulacj¢ kadmu, niklu i otowiu przez
badane zboza. Szczegdlnie ruchliwe w glebach sg kadm, nikiel i cynk.

Kadm, pomimo Ze nie jest niezbedny roslinom do rozwoju, jest pobierany przez
nie zaré6wno przez korzenie, jak i liscie. Pierwiastek ten jest tatwo wchlaniany
przez rosliny ze wszystkich elementéw S$rodowiska (gleba, woda, powietrze)
[Weglarzy, 2007]. Wyniki zawarto$ci metali ciezkich w ziarnie zbdz sa zblizone do
rezultatdow otrzymanych przez Kachenko i Singh [2006], ktoérzy badali ziarno
pszenicy i stwierdzili szeroki zakres zawartosci kadmu 0,11+0,73 mgkg™ s.m.
Nawet w niewielkich dawkach kadm jest toksyczny dla zwierzat i ludzi, tak wiec
jego przenikanie do tancucha pokarmowego jest bardzo niebezpieczne [Tomobcesik
i in., 2006]. Jest to metal, ktory tatwo ulega uruchomieniu pod wptywem zmian
warunkow $rodowiskowych [Broos i in. 2001], czego przyktadem jest roznica
w zawarto$ci kadmu w zbozach zebranych w roku 2012 i 2013. Wyzsze opady na
terenie Podlasia w roku 2013 powodowaly zwigkszenie rozpuszczalno$ci
zwiazkow kadmu i tym samym wzrost jego akumulacji przez ro§liny.

Czynnikami wyraznie zwigkszajacymi fitoprzyswajalnos¢ otowiu jest kwasny
odczyn gleby i wysoka temperatura otoczenia [Szatanik-Kloc, 2004]. Zwigkszona
zawarto$¢ otowiu w czgsci badanych zboz spowodowana byla przede wszystkim
niskim odczynem gleb. System korzeniowy ro$lin pobiera Pb w sposdb bierny
i proporcjonalny do zawartosci form rozpuszczalnych w podtozu.

Podobnie jak w przypadku innych metali cigzkich, dostepno$¢ niklu jest
wigksza w glebach lekkich o duzej wilgotnosci, z niska zawarto$cig materii
organicznej i niskim pH roztworu glebowego [Seregin i Kozhevnikova 2006].
Dynamika niklu w glebie jest w duzym stopniu zdeterminowana przez reakcje
wymiany jonowej [Kobierski i in. 2011; Uren, 1992, Zehetner i Wenzel, 2000]
przy udziale mineralow ilastych, tlenkow zelaza 1 manganu oraz materii
organicznej. Niski odczyn gleb, na ktoérych uprawiano badane rosliny oraz
niewielka zawarto$§¢ prochnicy (najczesciej nizsza niz 2%) jest przyczyna
zwickszonej rozpuszczalnosci niklu oraz jego akumulacji w ziarnie zb6z. Nikiel
w niskich stezeniach nie jest toksyczny dla ro$lin, natomiast nadmiar tego
pierwiastka prowadzi do inhibicji znacznej iloSci enzymoéw w roSlinie,
np. enzymow Dbioracych udzial w cyklu Calvina, biosyntezie chlorofilu
[Van Assche i Clijsters 1990], metabolizmie azotu [Boussama i in., 1999]
i siarczanéw [Lee i Leustek, 1999]. Metal ten powoduje ponadto zaburzenia
rownowagi kationowo-anionowej w zielonych czesciach roslin, w wyniku czego
ulega zmianie metabolizm wapnia i zelaza oraz zaburzenia gospodarki wodnej
w roslinie. Toksycznos$¢ niklu dla roslin objawia si¢ w sposob typowy dla innych
metali ciezkich, ale takze w sposob charakterystyczny tylko dla tego metalu -
nastgpuje spowolnienie rozwoju korzeni bocznych roslin.
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Dostepnos¢ cynku zawartego w glebie zalezy od: pH, jego zawarto$ci ogdlnej,
zawarto$ci materii organicznej i weglanu wapnia, warunkow redoks, aktywno$ci
mikrobiologicznej w ryzosferze, wilgotnosci gleby, zawartosci w glebie innych
metali §ladowych i makroelementow (zwlaszcza fosforu), a takze od warunkow
klimatycznych [Alloway, 2004]. Jest jednym z bardziej ruchliwych metali
w glebie, a jego przyswajalno$é¢ zalezy od witasciwosci fizyczno-chemicznych gleb.
Pobieranie cynku przez rosliny jest proporcjonalne do zawartosci przyswajalnych
jego form w glebie [Gambus, 1997]. W badanych zbozach, ilo$¢ cynku nie odbiega
znaczaco od wynikéw innych autoréw [Wiater, 2004; Wiasniewski, 2002]. Niska
zawarto$¢ fosforu w glebach Podlasia (ponad 60% gleb o bardzo niskiej 1 niskiej
zasobno$ci) przyczynia si¢ do wzrostu przyswajalnych form cynku w glebach,
a tym samym do jego fitoprzyswajalnosci przez rosliny zbozowe. Pierwiastek ten
jest czesto pobierany przez rosliny w nadmiernych ilosciach (pobranie jest z reguly
proporcjonalne do stezenia w glebie), wykazujac dziatanie toksyczne [Lukowski,
2006]. O duzej tatwosci, z jaka rosliny pobieraja Zn, $wiadcza wysokie
wspotczynniki przenikania tego metalu w uktadzie gleba-roslina, np.: dla zbdz
0,53+0,74 [Maciejewska i Kwiatkowska, 2007].

Miedz jest pierwiastkiem niezbednym do prawidlowego wzrostu i rozwoju
roslin. Bierze udzial w wielu procesach fizjologicznych, gdyz moze istnie¢ na
wielu stopniach utlenienia in vivo [Yruela, 2005]. Jest sktadnikiem wigkszo$ci
enzymow, bierze udzial w powstawaniu chlorofilu, aminokwasow 1 biatek,
uczestniczy w procesie fotosyntezy, metabolizmie azotu oraz aktywuje
wytwarzanie lipidow [Brazauskiené i in., 2002]. Niska zawarto$¢ miedzi
w analizowanych zbozach zwigzana jest z niska jej zawarto$ciag oraz niska
mobilnoscig w glebach, na ktérych uprawiano zboza. Najmniej miedzi w Polsce
zawieraja gleby piaszczyste bielicowe, a najwigcej ciezkie gleby gliniaste [Mocek,
2002]. Rosliny pobieraja miedz w sposob aktywny, jak i pasywny.

Najwazniejszym zabiegiem, ktory powinien by¢ stosowany na glebach Podlasia
celem ograniczenia fitoprzyswajalnosci szczegodlnie kadmu, niklu i otowiu jest
wapnowanie gleb oraz nawozenie fosforowe.

Whioski

1. Zawarto$¢ metali w ziarnie ro§lin zbozowych zalezala od kategorii
agronomicznej gleb, gatunku zboza i roku uprawy.

2. Analizowane ziarno zb6z, w wigkszosci przypadkow, spelnialo normy
zawarto$ci metali ciezkich przewidziane dla roslin konsumpcyjnych.

3. Wysoka zawartos¢ kadmu i niklu w czg$ci probek ziarna zbdz ogranicza
mozliwo$¢ ich wykorzystania na cele konsumpcyjne.

4. Przyczyna wzrostu zawarto$ci metali w ziarnie zbo6z jest kwasny odczyn gleb
i niska ich zasobno$¢ w fosfor. W celu ograniczenia fitoprzyswajalnosci metali
z gleb, nalezy je wapnowac i nawozi¢ fosforem.
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Praca naukowa finansowana ze srodkow budzetowych na nauke w latach 2010-
2014 jako projekt badawczy (N N310-375539).
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ANALIZA JAKOSCIOWA CYDROW JABLKOWYCH
DOSTEPNYCH NA RYNKU TROJMIASTA

PAULINA WITT, MARIA SMIECHOWSKA

Streszczenie

Cydr, to jablkowy napdj niskoalkoholowy zawierajacy od 1,2% do 8,5%
obj. alkoholu etylowego, otrzymywany w wyniku fermentacji alkoholowej nastawu
na cydr. Jest szczegolnie popularny w Wielkiej Brytanii, pdinocnej Francji, Belgii,
Irlandii i na Litwie. Celem niniejszej pracy byla analiza jakosciowa cydrow
jabtkowych dostepnych na rynku Trdjmiasta.

Zbadano cydry zakupione w sklepach sieciowych Trojmiasta pochodzace
od 8 polskich producentéw. Oceniono wyglad opakowan. Dokonano pomiaru
pojemnosci oraz analizy zgodnos$ci oznakowania z rozporzadzeniem w sprawie
znakowania $rodkow spozywczych. Oznaczono parametry, takie jak: zawarto$¢
ekstraktu cukrowego i kwasowo$¢ czynna. Dokonano pomiaru barwy za pomocg
metody CIELAB (L*a*b). Kwasowos$¢ czynna badanych napojow wykazywala
odczyn kwasny, wynosila przecigtnie pH=3,77. Przeprowadzono analiz¢
organoleptyczng z  zastosowaniem pigciopunktowej oceny  wyrdznikow
jakosciowych wedtug Tilgnera, z uwzglednieniem wspotczynnikéw wazkosci.
W wyniku ktorej przyznano $rednie oceny od 2,15 do 3,16 punktow. Cydry
ro6znily si¢ znaczgco pod wzgledem smaku i zapachu uzyskujac wyniki od 1 do 5
punktow. Parametrami nier6znicujagcymi byta jasno$¢ (L*) i parametr a*
wskazujacy na udzial barwy czerwonej. Parametrem rdznicujagcym byl parametr
b*, ktorego warto$¢ pozostawala w szerokim zakresie od 5,09 do 29,21 (6=7,76).
Cydry znaczaco roznity si¢ barwa pomigdzy dwoma probkami, o czym $wiadczyta
wysoka warto$¢ odleglosci miedzy odpowiadajacymi ich barwie punktami
w przestrzeni (AEmax = 24,28). Dzigki obliczeniu AE wykazano, ze 7,1%
komparacji barwy dwoch probek bylo zauwazalne jedynie dla doswiadczonego
obserwatora, za§ 75% poroéwnan stanowito dla obserwatora wrazenie dwodch
ro6znych barw.

Stowa kluczowe: cydr, jako$¢, oznaczanie barwy, metoda CIELAB (L*a*b*)

Wprowadzenie

W 2014 roku wyraznie wzrosto zainteresowanie polskim cydrem, czego
przyczyng byto rosyjskie embargo na owoce i warzywa. Z racji tego, ze Polska
produkuje najwigcej jablek sposrod innych cztonkéw Unii Europejskiej, embargo
bardzo zagrazalo polskiemu sadownictwu [Kostrzewski i Migczynski, 2014;
Kowalska, 2014]. Polska jest najwigkszym producentem jabtek w Europie
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(ok. 3 mIn ton rocznie w ostatnich latach) i czwartym w $wiecie za Chinami, USA
i Turcja [Saleem, 2014]. W latach 2004-2013 w polskim handlu zagranicznym
jabtkami odnotowano dynamiczny wzrost wielko$ci oraz wartosci wywozu.
Eksport jablek wzrost w tym czasie prawie 2,8 razy (z 434 tys. ton do 1 230 tys.
ton). Jego warto$¢ zwigkszyta si¢ z 90 min EUR do 447 mln EUR (tj. prawie
5-krotnie) i stanowita 40-60% wartos$ci eksportu owocoéw. Po akcesji Polski do UE
wywoziliSmy rocznie od 17% do 43% krajowej produkcji jablek. Glownymi
zagranicznymi rynkami zbytu polskich jablek byly kraje WNP, przede wszystkim
Rosja. W 2013 r. eksport jabtek do tego kraju stanowit 55% calego wolumenu
eksportu tych owocoé6w [Rynek owocoéw w Polsce, 2014]. Polskie jabtka sag w duzej
czeg$ci sprzedawane za granicg, w tym ok. 50-70% wtasnie do Rosji — w ubieglym
roku byto to 700 tysiecy ton tych owocow [Trajer i Dyngus, 2014]. Alogicznie
embargo stanowito bezptatng promocj¢ polskiego sadownictwa, gdyz przyczynito
si¢ do naglosnienia problemu braku rynku zbytu. Polacy zaczeli interesowac sie
rodzima produkcja jablek oraz sposobami na rozwigzanie problemu nadwyzki
produkcji i solidaryzujac sie¢ z sadownikami kupowali jabtka, a na spotkaniach
ze znajomymi piwo, coraz cz¢sciej, zastepowali cydrem z polskich jabtek [Fracek,
2012; Kostrzewski i Miaczynski, 2014; Nawirska i in., 2009].

Jednym ze sposoboéw zagospodarowania nadwyzki jabtek bylo poszukanie
innych rynkéw zbytu, drugim — zwigkszenie produkcji cydrow, w czym pomogto
zniesienie akcyzy [Anonim, 2014; Nawirska i in., 2009]. Od stycznia do
pazdziernika 2014 roku nastapil czterokrotny wzrost konsumpcji cydrow
w poréwnaniu do 2013 roku [Kostrzewski i Miaczynski, 2014].

Surowcem do produkcji cydru jest przefermentowany sok z jablek, zwany
moszczem jabtkowym [Le Quéré i in., 2006; Majda, 2013]. Z moszczu zachowuje
on  charakterystyczny  jablkowy ikwaskowy posmak oraz  barwe
od lekkostomkowej do ciemnozottej. Cydr jest szczegblnie popularny w Wielkiej
Brytanii, poétnocnej Francji, Belgii, Irlandii i na Litwie [Fracek, 2012]. Wedlug
polskiego prawa jest napojem niskoalkoholowym o rzeczywistej zawarto$ci
alkoholu od 1,2% do 8,5% objgtosciowych, otrzymanym w wyniku fermentacji
alkoholowej nastawu na cydr. Dopuszczalne jest dostadzanie lub dodawanie soku
jabtkowego lub zaggszczonego soku jabtkowego, niedopuszczalne jest natomiast
dodawanie do cydru innego alkoholu [Fracek, 2012; Le Quéré i in., 2006; Majda,
2013; Przegalinska, 2014]. Polska Klasyfikacja Wyrobéw i Ustug wskazuje,
ze cydr to ,,pozostale wyroby winiarskie”, do ktorych zalicza si¢ m. in. np. cydr,
perry, midd pitny, oraz napoje mieszane zawierajace alkohol [Rozporzadzenie
Rady Ministrow z dnia 29 pazdziernika 2008 r.]. Potocznie uwazng nazwa
handlowg dla cydru jest ,cydr jabltkowy”, jednak w oparciu o polskie
ustawodawstwo nalezalo by postugiwac si¢ okresleniem ,,cydr”.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie wyr6znikow jakosciowych cydrow
jablkowych  dostgpnych na  Trojmiejskim rynku. Pobocznym celem,
wspomagajacym, bylo dokonanie przegladu literatury z zakresu stanu rynku
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cydréw polskich oraz szczegotowe zbadanie rynku cydru detalicznego w duzych
sklepach sieciowych w obrebie Trojmiasta.

Material i metody badan

Zbadano cydry pochodzace od 8 duzych polskich producentéw przemystowych.
Napoje zakupiono w sklepach wielkopowierzchniowych oraz sklepach
osiedlowych. Materiat do badan stanowily cydry popularne, masowo produkowane
przez duze wytwornie, fatwo dostgpne w polskich sklepach, takich marek jak: Cydr
Lubelski, Desire Cydr, Warka Cider Premium, Cydr Dobronski, Saider Cydr,
Green Mill Cider, 7 Sadéw cydr oraz Cider Inn. Wszystkie zbadane napoje
zawieraly 4,5% objetosci alkoholu. Zakres cenowy zbadanych cydrow wynosit od
9,99 do 21,30 zV litr. Na potrzeby badania napoje zostaly uszeregowane rosnaco
wedtug ceny, oznaczono je kolejnymi liczbami od 1 do 8.

Zbadano produkty tradycyjne (naturalne) — otrzymane z jabtek, bez obcych
dodatkow smakowych oraz jeden napdj niskoalkoholowy, owocowy o smaku
jabtkowym, ktory bezprawnie zostal nazwany przez producenta ,.cydrem”.
Uwzgledniono go w badaniach w celu sprawdzenia parametréw jakos$ciowych,
oraz preferencji konsumentow wobec zafatszowanego produktu. Respondenci nie
zostali poinformowani o badaniu produktu niespelniajacego wymagan
rozporzadzenia w sprawie znakowania poszczegdlnych znakoéw spozywczych.

Dokonano analizy stanu rynku cydrow oraz zbadano rynek sprzedazy
detalicznej cydru i napojow tworzonych na bazie cydru i perry (fermentowany
napoj z soku gruszkowego) w duzych sklepach w obrgbie Trojmiasta. Pod uwagg
wzigto sklepy nalezace do sieci: Carrefour, Auchan, Real, Biedronka, Lidl,
Kaufland, Inter Marche, E. Leclerc, Piotr i Pawel, Polo Market i Alma.

Oceniono zgodno$¢ oznakowania stosownie do wymagan Rozporzadzenia
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi w sprawie znakowanie poszczegolnych
rodzajow srodkéw spozywcezych z dnia 23 grudnia 2014 roku oraz Ustawie
0 bezpieczenstwie zywnos$ci i zywienia z dnia 25 sierpnia 2006 roku [Ustawa
0 bezpieczenstwie zywnosci 1 zywienia, 2006; Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi, 2014]. W badanych cydrach oznaczono zawarto$¢ ekstraktu
cukrowego i kwasowos$¢ czynng. Oznaczono zawarto$¢ ekstraktu cukrowego
wedlug normy PN-A-79120, wykorzystujac do tego celu areometr ze skalg Brixa
oraz refraktometr Abbego. Za wynik zawartosci ekstraktu przyjeto Srednig
arytmetyczng ze wskazan obu przyrzadéow pomiarowych. Parametry barwy cydrow
okreslano przy uzyciu kolorymetru Konica Minolta CR-400 w systemie CIE Lab,
mierzac sktadowe trojchromatyczne L*, a* i b*[Obiedzinski, 2009; Barrett i in.,
2010].

Przeprowadzono analiz¢ organoleptyczng z zastosowaniem pigciopunktowej
skali oceny wyr6znikow jako$ciowych napoju. Ocenie poddano nastepujace
parametry: smak, zapach, posmak jablkowy oraz nasycenie CO, [Babicz-Zielinska
i in., 2008]. W celu okreslenia preferencji konsumenckich w ustaleniu optymalnej
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barwy cydru jabtkowego ocenie poddano takze parametry niewptywajace
bezposrednio na smakowito$¢ cydru, takie jak barwa i klarowno$¢. Do zbadania
jako$ci cydrow zastosowano metod¢ skalowania, ktora pozwolita na liczbowe
wyrazenie kontrolowanych parametrow z uwzglednieniem skali rang
poszczegdlnych wyrdznikow. Analize organoleptyczng wykonano w  skali
pieciopunktowej wedtug Tilgnera (1 pkt oznacza jako$¢ dyskwalifikujaca,
a 5 — bardzo dobra). Do obliczenia oceny koncowej analizy organoleptycznej uzyto
arkusza kalkulacyjnego MS Excel i przyjeto nastepujace wspodtczynniki wazkosci:
0,3 — zapach; 0,05 — barwa; 0,05 — klarowno$¢; 0,4 — smak; 0,1 — posmak
jabtkowy; 0,1 — nasycenie CO, [Gawecka i in., 2001].

Wyniki i dyskusja

W wyniku analizy rynku cydrow w polskich sklepach sieciowych w obrebie
Tréjmiasta, zauwazono, ze dostgpnos¢ do tego produktu jest duza. Dwa sposrod
badanych sklepoéw sieciowych posiadaty bardzo duzy wybor cydréw i perry
réwniez pochodzenia zagranicznego. Analize produktu rozpoczeto od sprawdzenia
szczelnosci opakowan. Podczas analizy szczelnosci opakowan w cydrze
producenta nr 3 zauwazono duzg nieszczelnos¢, po obroceniu butelki ulatniat si¢
gaz oraz saczyl cydr. Badanie powtdérzono dwukrotnie na cydrze zakupionym
w dwoch roznych miejscach. Jest to jedyny przypadek nieszczelno$ci wsrod
przebadanych napojow, jednak tak znaczaco wptywat na jakos¢ produktu, stopien
nasycenia CO; oraz trudno$ci w jego transportowaniu, ze mozna uznac, ze cecha ta
powinna by¢ dyskwalifikujaca ten produkt na rynku.

Etykiety wszystkich zbadanych napojow zawieraly podstawowe informacje
W postaci: nazwy produktu, zawarto$ci netto, nazwy producenta oraz numeru partii
produkcyjnej. Polowa etykiet badanych napojow zawierata date minimalnej
trwatosci do spozycia, a na dwoch znajdowat si¢ sktad napoju. Wszystkie napisy
byly w jezyku polskim, czytelne i trwate. W jednym przypadku stwierdzono
niezgodno$¢ z obowigzujacym prawem, gdyz znakowanie wprowadzato
konsumenta w btagd. Na przedniej etykiecie znajdowat si¢ bardzo duzy napis
»Cydr”’, natomiast na odwrocie etykieta informowata, iz produkt,
to niskoalkoholowy napdj owocowy o smaku jabtkowym. Wedlug zapisow
rozporzadzenia w sprawie znakowania poszczegélnych rodzajow srodkow
spozywczych, nazwa ,,cydr” moze by¢ uzywana wylacznie w przypadku, gdy
mamy do czynienia z fermentowanym napojem winiarskim, ktory szczegoétowo
definiuje ustawa winiarska, jako napdj otrzymany w wyniku fermentacji
alkoholowej nastawu na cydr. Zastanawiajacy jest fakt, ze wspomniany napoj
imitujacy cydr zostal nagrodzony w roku 2014 prestizowym wyrdznieniem na
Targach Polagra [Polagra News, 2014].

Oceniane cydry byty napojami lekko musujagcymi lub musujacymi, sztucznie
wysycane CO,. Badane cydry byly w wigkszosci pasteryzowane. Jedynie
producent cydru nr 8 zaznaczyl, ze napO] jest niepasteryzowany.
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Wszystkie produkty byly dodatkowo konserwowane, co producenci zaznaczyli
przez informacje¢ ,,zawiera siarczyny”. Jedynie producent nr 6 wymienit substancje
konserwujace i jako jedyny podat petny sktad napoju, gdzie wskazat $rodki uzyte
do konserwacji — pirosiarczan i sorbinian potasu. Oceniane napoje mialy
pojemnos$¢ nieznacznie odbiegajaca od deklarowanej przez producenta. W dwdch
napojach pojemno$¢ byta wyzsza od deklarowanej w najwyzszym stopniu — 0 3%
pojemnosci, u jednego o 3% nizsza. Za$ u dwoch producentdow deklarowana
pojemnos¢ byta rowna rzeczywiste;.

Podczas badania dokonano pomiaru kwasowos$ci czynnej. Za wynik przyjeto
$rednig arytmetyczng dwdch pomiardw. Napoje wykazaly odczyn kwasny, a pH
wabhato si¢ od 3,48 do 4,0.

Badane cydry charakteryzowaly si¢ umiarkowang stodko$cia. Zawarto$§¢
ekstraktu cukrowego ksztattowata si¢ w zakresie od 7,20 do 9,72%. Zauwazono
wysoka korelacje ujemna pomigdzy cena cydrow, a zawarto$cig ekstraktu
cukrowego. Wraz ze wzrostem ceny cydrow spada ekstrakt cukrowy (Rys. 1).
Ta zalezno$¢ jest zgodna z wymaganiami dla cydréw wysokiej jakosci, ktore
powinny charakteryzowac¢ si¢ wytrawno$cia, w odroznieniu od stodkich napojow
imitujacych prawdziwy cydr.

20,00
15,00
S . Ekstrakt
B8 cukrowy [%]
=
2 10,00 +——

Cena [zt/1]

5,00 4 Liniowy
(Ekstrakt
cukrowy [%])

0,00 -

2 3 4 5 53 7 8

nr produktu

Lo

Rys. 1. Korelacja ekstraktu cukrowego i ceny cydru
Zrodto: Badania wlasne

Barwa odgrywa istotng role w ocenie produktow spozywczych bedac
wyrazem stanu produktu jak rowniez wskazujac na zmiany jako$ci produktu
w wyniku  nieprawidtlowosci w  procesach  produkcyjnych i  podczas
przechowywania. W analizie towaroznawczej barwa produktu spozywczego
stanowi fragment analizy sensorycznej [Smiechowska i Wawszczak, 2011].
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Cydry bardzo rdznily si¢ barwa, pomimo tego, iz zaden z producentow nie
umies$cit na etykiecie informacji o dodatku barwnikow. Mozna jednak
przypuszczaé, ze cydry oznaczone numerami 5 i 6 byly barwione. Producent
napoju 6 wykazal dodatek karmelu, co moze stanowi¢ dowod sztucznego
barwienia napoju. Pomiaru barwy cydrow dokonano wykorzystujac instrumentalna
metode CIE Lab, oparta na pomiarze trzech sktadowych trdjchromatycznych — L*,
a*, b*. Kazdy kolor okre$lany w przestrzeni CIE zdefiniowany jest przez trzy
sktadowe: L* — wyrazajaca jasnos$¢, a* — oznaczajaca wartos¢ miedzy kolorem
czerwonym a zielonym, b* — oznaczajaca wartos¢ migdzy kolorem zottym
a niebieskim, [Majda, 2013].

Wyniki stanowia S$rednia arytmetyczng z trzech rownoleglych pomiarow.
Pomiar potwierdzit, ze napdj nr 5 najbardziej odbiegat jasnoscia od pozostatych
cydrow (*L=53,28 w stosunku do $redniej 56,25, 6=1,57). Wigkszos¢ cydrow
charakteryzowato si¢ nizszymi warto§ciami parametru a*, czyli mniejszym
udziatem barwy czerwonej, a wigkszym barwy zielonej. Najwiekszy udzial barwy
zielonej miat cydr nr 2. Duzg réznice zauwazono przy pomiarze b*, gdzie +b
odpowiada barwie zottej, a z kolei —b barwie niebieskiej. Ponownie cydr nr 5 miat
bardzo réznicujacy wysoki wspotczynnik b* wynoszacy 29,21, natomiast napdj nr
1 barwa zblizat si¢ w kierunku odcieni niebieskich, gdzie wspotczynnik b* wyniost
5,09. Roéznice te mogg wskazywaé na stosowanie moszczu pochodzacego
z mieszanek roznorakich odmian jabtek, ktore znaczaco roéznig si¢ od siebie barwa
migzszu oraz skorki.

Obliczono roznice barw pomiedzy dwiema probkami z wykorzystaniem wzoru
na réznic¢ pomi¢dzy dwiema barwami w przestrzeni CIELab o postaci:

AE= V(AL)2 + (Aa)? + (Ab)?
Po obliczeniu AE mozna przyja¢, ze obserwator zauwazyl rdznice barw
nastepujaco: 0 <AE < 1 — nie zauwaza réznicy; 1 <AE < 2 — zauwaza roznice
jedynie doswiadczony obserwator; 2 <AE < 3,5 — zauwaza rdznice rowniez
niedo$wiadczony obserwator; 3,5 <AE < 5 — zauwaza wyrazng rdznic¢ barw;
5 < AE — obserwator odnosi wrazenie dwdch réznych barw.

Przy poréwnaniu roznicy barwy pomigdzy dwiema barwami przebadanych
cydrow 7,1% zbadanych poréwnan wykazaty kolor, w ktéorym roéznice barw moze
zauwazy¢ jedynie doswiadczony obserwator. Byly to cydry producenta nr 2
W poréwnaniu do cydru nr 6 oraz cydr nr 6 w odniesieniu do cydru nr 7. R6znice
barw zauwazalng takze dla niedo$wiadczonego obserwatora odnotowano rowniez
u 7,1% sposrod wszystkich kompilacji poréwnan. Byly to cydry nr 1 w stosunku
do cydru nr 4 oraz cydr nr 3 w porownaniu do cydru nr 8. Wspoétczynnik AE
mieszczacy si¢ w przedziale 3,5 do 5 wskazujacy na zauwazalng réznice pomigdzy
dwiema barwami w przestrzeni CIE Lab wystapit w przypadku 11% kombinacji
poréwnan, natomiast u 75% poréwnan wskazywal, ze obserwator odnosi wrazenie
dwoch roznych barw (Tab.1).
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Respondenci najwyzej ocenili barwe cydru nr 2, natomiast najnizej barwe
cydrow nr 5 i 8. Parametry najwyzej ocenione, to L*=56,17; a*=(-3,00)
i b*=16,51, za$ najnizej, to L*=5328; a*=(-2,39); b*=29,21 oraz L*=57,23;
a*=(-2,81); b*=12,66.

Tab. 1. Parametry barwy cydrow i roznic barw migedzy dwiema probkami

Lp. *L a* b* AE

56,00 | -1,65 | 5,09

56,17 | -3,00 | 16,51 | 11,50

58,24 | -2,82 | 10,68 | 6,14 | 6,18

57,80 | -2,04 | 7,25 | 2,84 | 945 | 355

53,28 | -2,39 | 29,21 | 24,28 | 13,04 | 19,18 | 22,42

55,95 | -2,38 | 18,26 | 13,19 | 1,87 | 7,93 | 11,17 | 11,27

N[O~ W|IN|PF-

55,30 | -2,52 | 19,97 | 1492 | 3,60 | 974 | 1297 | 9,46 | 1,83

8 | 5723 | -281 | 1266 | 7,76 | 4,00 | 2,22 | 549 | 17,02 | 5,76 | 7,56

Zrédto: Badania wlasne

Przeprowadzono oceng konsumencka badanych cydrow, w ktorej udziat wzigto
10 osob, piec¢ kobiet i1 pigciu mezczyzn, w wieku od 18 do 74 roku zycia. Polowa
zespotu oceniajagcego byta mieszkancami miasta, a pozostali wsi. 70 %
respondentéw byto czynnych zawodowo. Wszyscy respondenci wskazali,
ze spozywaja cydr rzadziej niz raz w miesigcu. Osoby badajace cydr nie spozywaty
i nie pity niczego bezposrednio przed degustacja oraz nie pality papierosow, gdyz
mogloby to wptyna¢ na obiektywne odczucia sensoryczne. W celu przygotowania
prob do badania organoleptycznego cydry byly przelewane z butelek z nieduzej
wysokosci do przezroczystego szklta wcelu zachowania wszystkich cech
jakosciowych. Cydry byly uprzednio schtodzone do jednakowej temperatury
wynoszacej 6°C.

Cydry wykazywaly bardzo rézne walory smakowe. W czotdwce zalazly si¢
smaczne potwytrawne, orzezwiajace, kwaskowe cydry o przyjemnym, czystym,
wyrazistym, jablkowym aromacie, a na koncu szeregu napoje bardziej
przypominajace aromatyzowany nap0j gazowany niz cydr - bardzo stodkie,
0 aromacie karmelowym lub sztucznego ,,zielonego jabluszka”.

Oceniane cydry znacznie roznity si¢ aromatem. Najwyzej oceniono zapach
cydru producenta nr 2, za$ najnizej producenta 3 oraz 8. Cydr producenta nr 3
pomimo najnizszej ocenionego zapachu uzyskal najwyzsza ocen¢ smaku
wynoszaca 3,6 punktu. Najnizsza ocen¢ smaku otrzymat cydr producenta nr 6 oraz
ponownie cydr numer 8, ktory byl najdrozszym przebadanym napojem. Najnizsza
ocen¢ koncowa uzyskaty produkty producentow nr 5 i 8. Na ostatnim miejscu
znalazt si¢ cydr, ktory byt jednym z najdrozszych — 21,30 zl/litr. Nie stwierdzono
korelacji dodatniej pomiedzy cena, a wyr6znikami jakosci napojow (Rys. 2).
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Tab. 2. Ocena jakos$ci sensorycznej cydréw dostepnych na rynku Trdjmiasta

Nr producenta

Cecha 1 5 3 2 5 5 - 3 Ranga
Zapach 2,8 2,6 2,1 3,8 3,5 3,3 3,1 2,1 0,3
klarowno$¢ 50 47 4,9 50 4.4 5,0 47 47 0,05
Barwa 2,5 3,6 3,0 4,3 3,5 2,0 3,7 2,2 0,05
Smak 3,1 3,0 3,6 34 1,6 3,3 2,7 1,9 0,4
posmak 27 | 24 | 31| 35| 22 | 35| 25| 18 | o1
jablkowy
nasycenie CO, 2,9 2,6 3,2 2,8 29 3,1 25 2,3 0,1
ogolna ocena 3,02 | 29 3,1 3,6 26 | 332 | 293 | 2,15

Zrodlo: Badania wiasne

Nie odnotowano znaczacych réznic w ocenie wsréd respondentow
mieszkajacych w miescie w stosunku do mieszkajacych na wsi, co potwierdza
wysoki wspotczynnik korelacji wynoszacy 0,93, analogicznie nie zauwazono
réznic w ocenie jakosci przez kobiety i mezczyzn (wspodtczynnik korelacji = 0,84).
Mimo wysokiej korelacji wynikow, zauwazono, ze wyzsze noty o 0,38 punktu
przyznawali mieszkancy wsi — $rednio oceniajac cydry na poziomie 3,14, oraz
respondenci w wieku do 40 lat — noty wyzsze o 0,29 punktu.

20
15
g
S
s 10 I ocena [1-5]
=
cena [zt/1]
5 3,6
3,02 3,1 ’ 3,32 2,93
’ 2,9 I 2,6 I ' 2,15
00 0 1 1
1 2 3 a4 5 6 7 8
nr produktu

Rys. 2. Ocena jakosci cydrow z uwzglednieniem ceny
Zrodto: Badania whasne

Respondenci bardzo wysoko ocenili niskoalkoholowy nap6j jablkowy, ktory nie

byl autentycznym cydrem. Przyznali mu s$rednia oceng w wysokosci 3,32,
co stanowi druga w kolejno$ci najwyzsza oceng napojow.
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Whioski

1. Cydry dostgpne na trdjmiejskim rynku charakteryzuje dostateczna jakos$¢
sensoryczna ($rednio 2,95). Cydry roznily sie¢ znaczaco pod wzgledem
badanych wyréznikdéw, uzyskujac wyniki od 1 do 5 punktow.

2. Respondenci mieszkajacy na wsi ocenili badane napoje wyzej, przyznajac
$rednio o 0,38 punktu wiecej w pordwnaniu do respondentdw mieszkajacych
W miescie.

3. Badane cydry charakteryzowaty si¢ umiarkowang stodkoscig. Zawarto$é
ekstraktu cukrowego w badanych cydrach ksztattowata si¢ w zakresie 7,20 do
9,72%.

4. Istnieje wysoka Kkorelacja ujemna pomiedzy ceng cydréw, a zawartoScia
ekstraktu cukrowego.

5. Kwasowo$¢ czynna badanych napojow wykazywata odczyn kwasny i wynosita
przecietnie pH=3,77.

6. Na rynku Trdéjmiasta pojawiaja si¢ napoje nieautentyczne, imitujace cydr
naturalny. Etykiety tych napojow niskoalkoholowych poprzez nieprawidtowe
oznakowane wprowadzaja konsumenta w blad.

7. Jeden z producentow mial wadliwg zamykarke, gdyz dwukrotnie stwierdzono
nieszczelnos¢ opakowan w produktach rynkowych.

8. Barwa cydrow byla zréznicowana. Parametrami nier6znigcymi byla jasnosc
i barwa czerwona, roznicujacym barwa zoétta, parametr b* wynosit od 5,09 do
29,21 (0=7,76).
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BEZPIECZENSTWO MIKROBIOLOGICZNE MIESNYCH
PRODUKTOW EKOLOGICZNYCH

KAROLINA M. WOICIAK, KATARZYNA NEFFE-SKOCINSKA,
MALGORZATA KARWOWSKA, PAWEL KRAIMAS

Streszczenie

Zapewnienie konsumentom wysokiego poziomu bezpieczenstwa
mikrobiologicznego w catym tancuchu zywnosciowym ,,0d pola do stotu” stato si¢
priorytetem w dziataniach producentow oraz wiadz publicznych. Produkcja
ekologiczna wymusza opracowanie receptury przetworu migsnego produkowanego
bez dodatku substancji peklujacych. Nasuwa si¢ pytanie, czy producenci
ekologicznych produktow migsnych moga catkowicie zrezygnowaé ze stosowania
azotanu (IlI) sodu =z jednoczesnym zagwarantowaniem bezpieczenstwa
mikrobiologicznego bioproduktow?

Celem badan byta ocena mozliwosci wyprodukowania bez-azotanowych
wyrobow migsnych wzbogaconych w serwatke kwasowa poddanych lub nie
obrobce termicznej. Materiat badawczy stanowily wedzonki 1 kielbasy
dojrzewajace (n=6) oraz parzone (n=9) wyprodukowane w warunkach
przemystowych z migsa z hodowli ekologicznej. Oznaczono wartos¢ pH
i aktywnos¢ wody oraz liczbe bakterii kwasu mlekowego (LAB), S. aureus,
Clostridium spp., we wszystkich wyrobach migsnych. Dodatkowo w wedlinach
dojrzewajacych oznaczono liczbe bakterii Y. enterocolitica i L. monocytogenes.

Wartos¢ pH wyrobow poddanych obrobcee termicznej wynosita od 5,47 do 5,75
jednostki, zas aktywno$¢ wody od 0,845 do 0,883. Liczba LAB ksztattowata si¢ na
poziomie od 7,83 do 8,23 log jtk/g. Nie stwierdzono obecnoséci bakterii
patogennych w badanych probach. Wartos¢ pH wedlin dojrzewajacych wynosita
odpowiednio 4,81 dla kielbas oraz 5,32 dla wedzonek. Nizsza warto$¢ pH kietbas
korelowala z wyzsza o ok. dwa rzedy logarytmiczne liczbg bakterii kwasu
mlekowego. Nie stwierdzono obecnosci bakterii patogennych w wedlinach
dojrzewajacych. Obserwowane po dojrzewaniu produkcyjnym zanieczyszczenie
wedlin L. monocytogenes nie potwierdzito si¢ w trakcie przechowywania prob.

Zaden z badanych produktéw ekologicznych nie stwarzal bezposredniego
zagrozenia zdrowotnego. W przypadku dojrzewajacych wedzonek i kietbas brak
dodatku azotanu (III) sodu nie wptynat istotnie na bezpieczenstwo produktu.
W przypadku parzonych wedzonek i kietbas dodatek serwatki kwasowej
kompensowal dziatanie azotanu (III) sodu na bezpieczenstwo produktu i jego
trwato$c.

Stowa kluczowe: patogeny, higiena, zagrozenie, migso, serwatka kwasowa,
ekologia
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Wprowadzenie

Zapewnienie konsumentom wysokiego poziomu bezpieczenstwa zdrowotnego
w calym tancuchu zywnosciowym ,,0od pola do stolu” stalo sie priorytetem
w dziataniach producentéw oraz wtadz publicznych.

Zywno$¢ narazona jest na oddziatywanie czynnikow biologicznych,
chemicznych oraz fizycznych mogacych zagraza¢ zdrowiu i zyciu konsumenta
[Nowicka i in., 2014]. Czynniki chemiczne mozna podzieli¢ na: §rodowiskowe
(solanina, amigdalina, metale cigzkie, pestycydy), technologiczne (uzyte
W niewlasciwej ilo$ci dodatki do zywno$ci) oraz techniczne (smary, pozostatosci
srodkow myjacych, dezynfekujacych) [Codex Alimentarius, 2003; Nowicka i in.,
2014]. Do czynnikéw fizycznych organicznych zaliczamy m.in. wlosy, szypuiki,
licie, insekty, odchody zwierzat, za§ do nieorganicznych kawatki tworzyw
sztucznych, metali, szkta, drewna. Natomiast do czynnikéw biologicznych zalicza
sie: mikroorganizmy chorobotworcze i saprofityczne, drozdze, plesnie, glony,
wirusy, pierwotniaki pasozytnicze, robaki pasozytnicze oraz ich metabolity
(mykotoksyny, toksyny bakteryjne, aminy biogenne, enzymy) [Codex
Alimentarius, 2003; Trafialek i in., 2015]. Bezpieczenstwo zdrowotne w ujeciu
mikrobiologicznym moze by¢ okreSlone jako nieobecno$¢ organizmow
patogennych i toksyn pochodzenia mikrobiologicznego w danej ilosci produktu
zywno$ciowego [Cegielska-Radziejewska i in. 2007; Trafiatek i in., 2015]. Istnieja
dwa zagrozenia zwigzane z obecnoscig mikroorganizméw w migsnych produktach
ekologicznych. Pierwszy zwigzany jest z obecnoscig bakterii saprofitycznych
(Pseudomonas sp., Aeromonas sp., Achromobacter sp., Alcaligenes sp.,
Micrococcus sp., Bacillus sp., Streptococcus sp., Lactobacillus sp., Acinetobacter
sp., Moraxella sp., plesnie: Penicillium sp., Cladosporium sp., Mucor sp.), ktore
wytwarzajg metabolity wptywajace negatywnie na cechy organoleptyczne migsa
i jego przetworé6w [Haé¢-Szymanczuk, 2012]. Zmiana smaku, zapachu, barwy,
konsystencji, Sluzowacenie powierzchni sprawiaja, ze Zywnos$¢ staje si¢ niezdatna
do spozycia oraz bezwartoSciowa dla przedsigbiorcy. Z kolei organizmy
chorobotworcze (Salmonella sp., Enterococcus faecalis, Alcaligenes faecalis,
Listeria monocytogenes, Citrobacter sp. E. coli O157:H7, Staphylococcus aureus,
Clostridium botulinum, Yersinia enterocolitica, Campylpbacter jejuni) moga
wywotywaé zatrucia pokarmowe, grozne dla zdrowia lub zycia [Haé-Szymanczuk,
2012].

Do najwazniejszych czynnikdéw zmiennych, majacych wplyw na jako$¢
mikrobiologiczng migsnych produktow ekologicznych, zaliczy¢ mozna: sktad
surowcowy, obecno$¢ i rodzaj stosowanych substancji konserwujacych, aktywnos¢
wody, warto§¢ pH, potencjat  oksydacyjno-redukcyjny, temperaturg
przechowywania, sposob 1 warunki pakowania, zastosowane operacje
technologiczne, np. peklowanie, wedzenie, fermentacja, obrobka cieplna.
Aby zachowa¢ jako$¢ ekologicznych wyrobow migsnych, a takze zapewnic
odpowiedni poziom higieny, stosuje si¢ pakowanie prozniowe, ktore w polaczeniu
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z chtodniczym przechowywaniem wplywa na zahamowanie wzrostu mikroflory
tlenowej, w gtownej mierze odpowiedzialnej za psucie si¢ przetworéw migsnych.
Zbyt mata zawarto$¢ tlenu moze jednak stwarza¢ korzystne warunki do rozwoju
drobnoustrojow beztlenowych, m.in. Clostridium botulinum, wytwarzajacego
egzotoksyne botulinowa, syntetyzowana wewnatrz komodrek, uwalniang
W momencie lizy komorki bakteryjnej w kompleksie z hemaglutyning [Chawla
i Chander, 2004; Jagielski, 2010]. Produkcja ekologiczna wymusza opracowanie
receptury przetworu migsnego produkowanego bez dodatku substancji
peklujacych. W produkcji tradycyjnych wyrobow migsnych azotan (III) sodu jest
stosowany jako $rodek konserwujacy. W srodowisku stabo kwasnym (pH > 4,6)
z azotanu (III) sodu powstaje kwas azotawy, bedacy prekursorem tritlenku diazotu
a w konsekwencji tlenku azotu [Liicke, 2008]. Tlenek azotu taczy si¢ z zelazem
mioglobiny prowadzac do powstania nitrozylomioglobiny (w wyrobach
dojrzewajacych) oraz nitrozylomiochromogenu (w produktach parzonych).
Dodatkowo Zelazo hemowe zwigzane z NO zostaje unieczynnione, co znacznie
obniza tempo oksydatywnych przemian lipidow migsa [Liicke, 2008]. Wytwarzana
podczas peklowania S-nitrozocysteina wykazujaca antyoksydacyjne wiasciwosci
przyczynia si¢ do hamowania procesoOw utleniania [Liicke, 2008]. Tlenek azotu
reaguje z zelazem obecnym w komorkach bakterii. Clostridium botulinum jest
szczegblnie wrazliwa na przeciwbakteryjne dziatanie azotanu (III) [Chawla
i Chander, 2004]. Oprocz dziatania antybakteryjnego, azotan (III) sodu pozytywnie
oddziatuje na wlasciwosci sensoryczne produktéow migsnych (smak i zapach
peklowniczy) [Liicke, 2008]. Kolejng bakteria, istotng z punku bezpieczenstwa
zdrowotnego ekologicznych przetworéw migsnych, w odniesieniu do wyrobow
dojrzewajacych oraz wyrobow parzonych, jest Staphylococcus aureus, przy czym
w wyrobach parzonych zagrozenie stanowig odporne na ogrzewanie enterotoksyny
gronkowcowe. Enterotoksyna A (przyczyna ok. 75% zatru¢) obecna w produkcie
nie zmienia zwykle jego cech sensorycznych, powoduje za$§ zatrucia pokarmowe
oraz zespot wstrzasu toksycznego [Jagielski, 2010; Sciezynska i in., 2013].
W produktach dojrzewajacych dodatkowym zagrozeniem moga by¢ komorki
wegetatywne z uwagi na brak obrobki cieplnej wyrobow.

Rodzaj Yersinia nalezy do Gram-ujemnych bakterii z rodziny
Enterobacteriaceae. Gatunkiem najczesciej wystepujacym w migsie i produktach
miesnych jest Y. enterocolitica, moggca powodowaé jersinioze — odzwierzeca
chorobe zakazng, wywotujacg ostre lub przewleklte dolegliwosci przewodu
pokarmowego. Y. enterocolitica dobrze rozwija si¢ w temperaturze od -2 do 45 °C
oraz jest odporna na dlugotrwate chtodnicze przechowywanie oraz pakowanie
w modyfikowanej atmosferze gazéw [Jagielski, 2010; Nowicka i in., 2014].

Wysoka wartos¢ pH parzonych wyrobéw miesnych (> 4,6) oraz znaczna
zawarto$¢ wody, a takze absencja substancji konserwujacych, zmusza producentow
migsnych wyrobow ekologicznych do poszukiwania nowych dodatkow lub
kombinowanych metod utrwalania (technologii ,ptotkoéw”) [Leistner, 1994].
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Umiejetnie prowadzony proces produkcji od doboru surowca az po dystrybucje
wyrobu gotowego moze wyeliminowa¢ lub w znacznym stopniu ograniczy¢
mozliwo$¢ rozwoju obecnej w migsie mikroflory, czynigc jednocze$nie sam
produkt bezpiecznym zdrowotnie oraz wydluzajac jego okres przydatnosci do
spozycia. W przypadku wyrobow dojrzewajagcych moze dodatkowo obnizy¢
og6lny koszt produkeji i dystrybucji np. poprzez eliminacje obrobki termicznej lub
przechowywania w temperaturze chtodniczej.

Nasuwa si¢ pytanie, czy producenci ekologicznych produktow migsnych moga
catkowicie zrezygnowa¢ ze stosowania azotanu (III) sodu z jednoczesnym
zagwarantowaniem bezpieczenstwa mikrobiologicznego bioproduktow?

Celem badan byla ocena mozliwosci wyprodukowania bez-azotanowych
wyrobow miesnych, wzbogaconych w serwatke kwasowa, poddanych lub nie
obrobce termiczne;.

Material i metody badan

Materiat badawczy stanowity wedzonki i kietbasy dojrzewajace oraz poddane
obrébce termicznej wyprodukowane w Zaktadzie Miesnym ,,Jasiotka” w Dukli
z mig¢sa z hodowli ekologicznej. Surowiec migsny stanowit w przypadku wedzonek
miesien potbtoniasty (m. semimembranosus), zas w przypadku kielbasy migsien
poélbtoniasty i stonina grzbietowa, pozyskiwane ze §win rasy wielka biata polska
0 masie przyzyciowej 125-130 kg, hodowanych w systemie ekologicznym.

Produkty migsne dojrzewajgce

Migsien potbloniasty poddawano lub nie marynowaniu w serwatce kwasowej
przez 48 godzin w temperaturze 2°C, a nastepnie soleniu solag morska w ilosci
2,8% w stosunku do masy mig$nia. W przypadku kietbas mig$nie oraz stoning
rozdrabniano (@ 8 mm), a nast¢pnie mieszano z solg (2,8%) i1 serwatka kwasowa
(10%). Wedzonki (n=6) i kietbasy (n=6) poddawano trzy tygodniowemu
dojrzewaniu w temperaturze 16+1°C 1 wilgotnosci wzglednej 75 - 85%.
Po dojrzewaniu produkty wedzono w zimnym dymie (<25°C) a nastepnie
pakowano w opakowania prozniowe. Wyroby poddawano badaniom w ciagu 24 h
od momentu zakonczenia dojrzewania produkcyjnego.

Produkty miesne parzone

Migsien potbloniasty poddawano lub nie marynowaniu w serwatce kwasowej
przez 48 godzin w temperaturze 2°C. Nastepnie proby solono sola morskg w ilosci
2,8% w stosunku do masy mig$nia. W przypadku kietbas migénie oraz stoning
rozdrabniano (@ 8 mm), a nastepnie mieszano z sola (2,8%) i1 serwatka kwasowa
(10%). Wedzonki i kietbasy poddano obrobce wedzarniczo-parzelniczej do
momentu osiggni¢cia temperatury 70+1°C wewnatrz wyroboéw. Po schlodzeniu,
wyroby migsne pakowano prozniowo i przechowywano w komorze chtodniczej
w temperaturze 2 °C przez 28 dni.

362



Kwasowo$§¢ czynna oznaczano przez pomiar wartosci pH przy uzyciu
cyfrowego pH/konduktometru CPC 501 (Elmetron) i elektrody zespolonej typu
ERH - 111 (Elmetron). Analiza wartosci aktywnosci wody (a,) w wyrobie zostata
przeprowadzana w temperaturze 20 °C przy uzyciu urzadzenia do pomiaru
aktywnosci wody LabMaster (Novasina). Oznaczono LAB wg PN-ISO
15214:2002 oraz wybrane bakterie patogenne. Oznaczenie ilosci S. aureus
wykonano w oparciu o norm¢ PN-ISO 6888-2:2001/A1:2004, L. monocytogenes -
w oparciu o metode Rapid Lmono firmy Biorad [QMP_504 EC 27 51 1],
Clostridium sp. - wg PN-ISO 7937:2005 oraz Y. enterocolitica wg Nakajima i in.
[1991]. Wyniki badan podano jako logarytm dziesi¢tny w jednostkach tworzacych
kolonie w jednym gramie produktu [jtk/g].

W  celu wustalenia istotnosci rdéznic pomiedzy wynikami wykonano
jednoczynnikowa i dwuczynnikowa analiz¢ wariancji oraz test istotnosci réznic
T-Tuckey’a, na poziomie istotnosci P < 0,05, przy uzyciu programu KyPlot wersja
2.0.

Wyniki i dyskusja

Analiza warto$ci pH i aktywnosci wody w solonych wedzonkach parzonych nie
wykazata istotnych r6znic migdzy probami po procesie produkcji oraz po uptywie
28 dniowego przechowywania (Tab. 1). Wartos¢ pH w badanych probach wynosita
od 5,47 do 5,75 jednostki. Nie obserwowano istotnych (P > 0,05) réznic
w kwasowosci prob po 28 dniowym przechowywaniu. Aktywno$¢ wody
w probach wahata si¢ od 0,845 do 0,887. Istotne (P < 0,05) obnizenie wartosci
aktywnos$ci wody zanotowano w wedzonce marynowanej w serwatce kwasowej
(WS) w trakcie przechowywania, prawdopodobnie na skutek gromadzenia
niskoczasteczkowych zwiazkow, powstatych w wyniku aktywnosci enzymow
bakteryjnych z serwatki kwasowe;j.

Tab. 1. Wartos¢ pH i aktywno$¢ wody w wedzonkach parzonych podczas
28 dniowego przechowywania (T=2°C)

Préba Ejznaﬁ pH Aktywnos¢ wody (ay)
WK 0 5,61+£0,23% 0,867+0,006*
28 5,75+0,26™ 0,845+0,026*
WS 0 5,47+0,08%4 0,887+0,015*
28 5,56+0,22% 0,848+0,022%®

WK - wedzonka kontrolna, WS - wedzonka marynowana w serwatce kwasowe;j

Wartosci §rednie oznaczony tymi samymi malymi literami, pomigdzy probami, nie réznia
si¢ statystycznie istotnie (P < 0.05); Wartosci $rednie oznaczony tymi samymi wielkimi
literami, w obrebie proby, nie roznig si¢ statystycznie istotnie (P < 0.05)

Analiza wartosci pH i aktywnos$ci wody w kietbasach parzonych wykazata
istotny wplyw dodatku serwatki kwasowej na kwasowos$¢ kietbas (Tab. 3).
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Kielbasa z serwatka kwasowa charakteryzowatla si¢ istotnie nizsza wartoscia pH
W poréwnaniu do kietbasy kontrolnej. Obserwowane obnizenie wartosci pH mogto
wynika¢ z niskiego pH (ok. 4,6) zastosowanego dodatku oraz rozwoju LAB,
wytwarzajacych kwasy organiczne np. mlekowy, octowy, propionowy itp.
W trakcie przechowywania obserwowano istotny (P < 0,05) wzrost kwasowo$ci
W obu prébach badawczych.

Tab. 2. Liczba bakterii kwasu mlekowego oraz wybranych bakterii patogennych
w wedzace parzonej podczas przechowywania (28 dni)

. Czas Iog (jtk/g)
Préba [dni] LAB Clostridium Staphylococcus
sp. aureus
0 8,04 <10 <10
WK 28 7,90 <10 <10
0 8,23 <10 <10
WS 28 7,90 <10 <10

WK - wedzonka kontrolna, WS - wedzonka marynowana w serwatce kwasowej

Wartosci $rednie oznaczony tymi samymi matymi literami, pomigdzy probami, nie r6znia
si¢ statystycznie istotnie (P < 0.05); Wartosci $rednie oznaczony tymi samymi wielkimi
literami, w obrebie proby, nie rdznig si¢ statystycznie istotnie (P < 0.05)

Analiza liczby bakterii z rodzaju Clostridium wykazata absencj¢ drobnoustrojow
w badanych probach wedzonek i kietbas parzonych oraz dojrzewajacych (Tab. 2
i4). W przypadku wyrobow parzonych kluczowa okazata si¢ temperatura
przechowywania (2 °C) oraz warto$¢ aktywnosci wody ponizej 0,942. W zadnym
z wyzej wymienionych produktéw nie uzyskano obnizenia warto$ci pH ponizej 4,6
jednostek (Tab. 1, 3, 5), ktora stanowi warto$¢ graniczng dla wzrostu komorek ClI.
botulinum [Jagielski, 2010; Ha¢-Szymanczuk, 2012].

Tab. 3. Wartos¢ pH i aktywno$¢ wody w kietbasach parzonych podczas
28 dniowego przechowywania (n=9)

Proba Ejzr?l? pH Aktywno$¢ wody (ay)
KK 0 6,08+0,02%* 0,888+0,001%*
28 5,86+0,05%® 0,889+0,003*
KS 0 6,01+0,01°A 0,885+0,001°"
28 5,78+0,04°8 0,878+0,005°"

KK - kietbasa kontrolna, KS — kietbasa z serwatka kwasowsa

Wartosci §rednie oznaczony tymi samymi matymi literami, pomiedzy probami, nie r6znig
si¢ statystycznie istotnie (P < 0.05); Wartosci $rednie oznaczony tymi samymi wielkimi
literami, w obrebie proby, nie roznig si¢ statystycznie istotnie (P < 0.05)
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pH ponizej 5,0 jednostek, udato si¢ uzyska¢ jedynie w kietbasie dojrzewajacej
(Tab. 5), co gwarantowalo zahamowanie wzrostu proteolitycznych szczepoéw
Clostridium botulinum. Istotnym elementem w zapewnieniu bezpieczenstwa
zdrowotnego wyrobow dojrzewajacych okazala si¢ niska aktywno§¢ wody
wyrobow odpowiednio 0,853 dla wedzonek oraz 0,825 dla kietbas (Tab. 5).

Jednym z najczgéciej stwierdzanych przyczyn zatru¢ pokarmowych u ludzi sa
gronkowce enterotoksyczne. Zatrucia mogg wynikaé ze spozycia zywnoSci
zawierajacej szczepy takich bakterii albo preformowane enterotoksyny [Jagielski,
2010; Scierzynska i in., 2013]. Gronkowce enterotoksyczne sa Gram-dodatnimi,
wzglednie beztlenowymi ziarniakami. Mogg fermentowaé weglowodany oraz
wykazuja aktywno$¢ proteolityczng. Wyrastaja w zakresie temperatur od 7 do 48
°C. Moga wyrasta¢ przy niskich wartosciach pH 4,0 oraz aktywnosci wody 0,86
(0,83), a takze przy wysokich stezeniach soli i cukru w $rodowisku [Sciezynska
i in., 2013]. Analiza liczby bakterii z gatunku Staphylococcus aureus wykazata, ze
ich rozwdj zostat skutecznie zahamowany w wedzonce i kietbasie dojrzewajace;,
prawdopodobnie na skutek niskiej warto$ci aktywnosci wody w produkcie (ponizej
0,860) oraz temperatury przechowywania na poziomie 4 °C. Zastosowana niska
temperatura przechowywania (2 °C) statla si¢ kluczowym czynnikiem
zabezpieczajacym wyrob przed rozwojem gronkowca ztocistego w ekologicznych
produktach migsnych parzonych (Tab. 2 i 4).

Tab. 4. Liczba bakterii kwasu mlekowego oraz wybranych bakterii patogennych
w kietbasie parzonej podczas przechowywania (28 dni) (n=9)

Czas log (jtk/g)
Proba [dni] LAB Clostridium Staphylococcus
sp. aureus
0 7,71 <10 <10
KK 28 7,28 <10 <10
KS 0 8,00 <10 <10
28 6,95 <10 <10

KK - kietbasa kontrolna, KS — kietbasa z serwatka kwasowsa

Wartosci §rednie oznaczony tymi samymi matymi literami, pomiedzy probami, nie réznia
si¢ statystycznie istotnie (P < 0.05); Wartosci $rednie oznaczony tymi samymi wielkimi
literami, w obrebie proby, nie rdznig si¢ statystycznie istotnie (P < 0.05)

Listeria monocytogenes jest Gram-dodatnig, psychrotroficzng pateczka
posiadajacg zdolno$¢ ruchu. Jest wzglednym beztlenowcem, wytwarza katalazg,
rozklada cukry z wytworzeniem kwasow, ale bez gazu [Sip i in., 2012; Nowicka
iin, 2014]. Calkowita inaktywacje bakterii nalezacych do rodzaju
L. monocytogenes uzyskuje si¢ w temperaturze powyzej 75 °C. Drobnoustréj moze
namnazac si¢ w niskich temperaturach (bliskich 0 °C), w produktach o niskim pH
(44 — 9,4) oraz wysokim stezeniu soli kuchennej (do 12%) i azotynu sodu.
Zdolno$¢ adaptacji bakterii dotyczy rowniez szerokiego zakresu wartosci
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aktywnos$ci wody do 0,92 [Walczycka, 2005; Sip i in., 2012; Nowicka i in., 2014].
Jest to minimalna warto$¢ umozliwiajaca rozwdj tych bakterii. Liczba komoérek
L. monocytogenes, ktéra moze spowodowac listerioze u zdrowego dorostego
czlowieka, to od 10° do 10° jtk/g. Ze wzgledu na rézny poziom odpornosci
osobniczej organizmu, przyjmuje si¢ liczbe 100 jtk/g za graniczng dla zapewnienia
bezpieczenstwa zdrowotnego produktu [Rozporzadzenie (WE) nr 2073/2005].
Skazenie na takim poziomie nie stanowi zagrozenia zdrowotnego nawet dla kobiet
w cigzy i osob o obnizonej odpornosci immunologicznej [Sip, 2010].
W niniejszych  badaniach, prowadzonych po zakonczeniu dojrzewania
produkcyjnego (21 dni), liczba komdrek L. monocytogenes nie przekroczyta
bezpiecznego poziomu 100 jtk w gramie produktu. Podczas przechowywania jej
poziom ulegl obnizeniu ponizej granicy oznaczalno$ci (Tab. 6).

Tab. 5. Warto$¢ pH i aktywnos¢ wody w dojrzewajacej wedzonce i kielbasie (n=6).

Préba pH Aktywno$¢ wody (ay)
WD 5,3240,32° 0,853+0,024°
KD 4,81+0,27" 0,825+0,009°

WD — wedzonka dojrzewajaca, KD — kietbasa dojrzewajaca
Wartosci $rednie oznaczony tymi samymi malymi literami, nie r6znia si¢ statystycznie
istotnie (P < 0.05)

Zgodnie z badaniami niektdérych autorow mozna uszeregowa¢ kwasy
przeciwdziatajace wzrostowi L. monocytogenes w nastepujacy ciag: kwas octowy >
kwas mlekowy > cytrynowy > malonowy > solny [Cheroutre-Vialette i in., 1998;
Walczycka, 2005]. Kwas mlekowy powoduje wicksza wrazliwos¢ bakterii na
podwyzszona temperature.

Tab. 6. Liczba bakterii kwasu mlekowego oraz wybranych bakterii patogennych
w wedzonce i kietbasie dojrzewajacej po dojrzewaniu produkcyjnym oraz
w trakcie przechowywania (n = 6)

log (jtk/g)
Proba - - Listeria
LAB Clostridiu versinia monocytogenes | S. aureus
m sp. enterocolitica
WD 0 | 6,92+0,77% <10? N.D. 0,78+0,79% <10*
60 - - - N.D. -
KD 0 | 8,37+0,56" <10 N.D. 0,68+0,64% <10
60 - - - N.D. -

WD — wedzonka dojrzewajaca, KD — kietbasa dojrzewajgca, N.D. — nie wykryto; Wartosci

$rednie oznaczony tymi samymi malymi literami, nie roéznig si¢ statystycznie istotnie

(P <0.05)
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W badaniach dotyczacych migsa surowego i produktéw migsnych wykazano,
ze zastosowanie 1-3% kwasu mlekowego jako dodatku do kapieli zanurzeniowej
tusz  wotowych 1  wieprzowych spowodowalo  obnizenie  populacji
L. monocytogenes o 2-3 rzgdy logarytmiczne w trakcie chlodniczego
przechowywania [Walczycka, 2005]. Cheroutre-Vialette i in. [1998] wykazali,
ze obnizenie pH i a, hamuje wzrost bakterii. Autorzy podaja, ze zastosowanie
azotanu (III) sodu w produkcji kietbas i wedzonek nie wykazuje hamujacego
dziatania na namnazanie L. monocytogenes. Kluczowym, w przypadku tego
drobnoustroju, czynnikiem hamujacym jest aktywno$¢ wody.

Dalzini 1 in. [2015] stwierdzili wyzsza przezywalno§¢  bakterii
L. monocytogenes w modelowej kietbasie salami o obnizonej zawartosci ttuszczu
(ponizej 20%) w porownaniu do innych patogenéw (E. coli O157:H7, Salmonella
Typhimurium) w trakcie procesu dojrzewania produkcyjnego kietbas. Autorzy
stwierdzili, iz komorki L. monocytogenes sa oporne na czynniki hamujace procesu
fermentacji i suszenia [Nightingale i in., 2006; Dalzini i in., 2014]. Na uwagg
zastuguje fakt, ze w niniejszych badaniach podczas chtodniczego (4°C)
przechowywania prob dojrzewajacych wedzonek 1 kietbas, liczba bakterii
L. monocytogenes obnizyla si¢ ponizej granicy oznaczalno$ci (<10 jtk/g). Podobne
zaleznoséci obserwowali Dalzini 1 in. [2015]. Informacje zawarte w literaturze
jednoznacznie wskazuja, iz niektore szczepy nalezgce do bakterii kwasu
mlekowego hamujg wzrost L. monocytogenes poprzez produkcje bakteriocyn.
Szczegoblnie bogatym zrodtem bakteriocynogennych LAB sa tradycyjne produkty
fermentowane. Badania Sip i1 in. [2012] wykazaly, ze w mleku surowym
uzywanym do produkcji gotkéw obecne sg bakterie z rodzaju L. monocytogenes,
jednakze autorzy nie obserwowali bakterii w produkcie gotowym. Autorzy
stwierdzili, ze bakteriocyny klasy Ila o masie czasteczkowej ponizej 3 kDa
produkowane przez Lc. garvieae AS 6/4 i Lb. casei AS 4/4/23 silnie ograniczaja
liczebno$¢ L. monocytogenes w mleku, tym samym eliminujg komorki z rodzaju
Listeria z serow typu oscypek i gotka [Sip i in., 2012]. Nie obserwowano
obecnosci L. monocytogenes w produktach miesnych badanych w  trakcie
chtodniczego przechowywania.

Istotne obnizenie liczby L. monocytogenes, moglo by¢ zwiazane z wysoka
liczba bakterii kwasu mlekowego, w tym szczepow bakteriocynogennych, ktore
poprzez wytwarzanie kwasow organicznych, nadtlenku wodoru, CO, hamowaly
wzrost patogenu [Cornu i in., 2011; Sip i in., 2012]. Dalzini i in. [2015] roéwniez
obserwowali spadek liczby L. monocytogenes do poziomu 1,0 log jtk/g w salami
przechowywanej w opakowaniu prozniowym w 4°C.

Zastosowanie serwatki kwasowej w produkcji dojrzewajacych wyrobow
migsnych niesie ze sobg szereg korzy$ci zwigzanych z wprowadzeniem do
produktu bogatej mikroflory nalezacej do gatunkéw Lb. plantarum oraz
Lb. fermentum [Rzepkowska i in., 2015] w poréwnaniu do gotowych kultur
startowych poprawiajacej bezpieczenstwo zdrowotne wyrobow.
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Whioski

1.

Zaden z badanych produktéw ekologicznych nie stwarzat bezposredniego
zagrozenia zdrowotnego.

W przypadku dojrzewajacych wedzonek i kietbas, brak dodatku azotanu (III)
sodu nie wptynat istotnie na bezpieczenstwo produktu.

W przypadku parzonych wedzonek i kietbas dodatek serwatki kompensowat
dziatanie azotanu (III) sodu na bezpieczenstwo produktu i jego trwatos¢.

Badania zostaly zrealizowane w ramach projektu finansowanego przez Ministra
Rolnictwa i Rozwoju Wsi numer: RR-re-029-10-3040/10
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ZANIECZYSZCZENIE OLEJOW ROSLINNYCH
WIELOPIERSCIENIOWYMI WEGLOWODORAMI
AROMATYCZNYMI

ALICJA ZACHARA

Streszczenie

Wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne wystepuja powszechnie
w srodowisku, jednak dowiedziono, ze najwazniejsza droga ekspozycji cztowieka
na WWA jest zywno$¢. Poliareny to zwiazki o udokumentowanym dziataniu
mutagennym i kancerogennym. Celem pracy byto przedstawienie aktualnego stanu
wiedzy na temat zagadnien zwigzanych z powstawaniem, wtasciwo$ciami oraz
zanieczyszczeniem olejow roslinnych wielopierscieniowymi weglowodorami
aromatycznymi. Szczegdlng uwage zwrdcono na wystepujace nieprawidlowosci
W procesie produkcyjnym olejow roslinnych takie, jak: bezposrednie dziatanie
gazow spalinowych podczas suszenia ziaren tzw. suszenie bezprzeponowe,
stosowanie = wysokiej  temperatury lub uzywanie  zanieczyszczonych
rozpuszczalnikow ekstrakcyjnych. Obecnos¢ WWA zostala odnotowana przez
wielu badaczy w olejach roslinnych ttoczonych na zimno, a takze poddanych
procesom rafinacji. Omoéwiono wplyw temperatury oraz  procesow
technologicznych na zawarto$¢ poliarenow w tluszczach oraz w dymach
powstajacych podczas ich smazenia w wysokich temperaturach. Oznaczenie
zawartosci wielopier§cieniowych weglowodorow aromatycznych wykonuje sig
w zywnosci zwalidowanymi metodami badawczymi, spelniajacymi kryteria
zawarte w Rozporzadzeniu Komisji (UE) nr 836/2011. Wg oceny Komisji
Europejskiej niezbedne jest ciggle monitorowanie zawartosci WWA w $rodkach
spozywczych w celu statej kontroli zagrozen.

Stowa kluczowe: wiclopierscieniowe weglowodory aromatyczne, benzo(a)piren,
zanieczyszczenia Zywnosci, oleje roslinne.

Wprowadzenie

Thuszcze roslinne zaliczane sg do waznych sktadnikow diety cztowieka. Sa dla
naszego organizmu m.in. gtéwnym zrodtem energii, niezbednych nienasyconych
kwasow tluszczowych (NNKT) oraz nos$nikiem witamin rozpuszczalnych
w ttuszczach A, D, E, K. Ttuszcze naturalne sa wielosktadnikowa mieszaning
réznych lipidow, w sktad ktérych wchodza triacyloglicerole (97-99%) oraz
substancje towarzyszace (najczesciej okoto 1-2%) w proporcjach zaleznych od
rodzaju surowca, sposobu wydobywania i oczyszczania otrzymanego produktu
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[Drozdowski, 2007; Dubois i in., 2007]. W nasionach oleistych a takze w olejach
roSlinnych i produktach thuszczowych, oprocz nienasyconych kwasow
tluszczowych istotna jest zawarto$§¢ zwigzkow o silnych wlasciwosciach
przeciwutleniajacych, takich jak: tokoferole, sterole, karotenoidy, skwalen
i zwigzki fenolowe. Wysoka zawarto$¢ tych zwigzkéw warunkuje odpowiednig
warto$§¢ odzywcza oraz trwato$§¢ wytwarzanych olejéw [Krygier i in., 2011].
Oleje tloczone na zimno ze wzgledu na zawarte w nich duze ilosci sktadnikow
bioaktywnych posiadajacych wtasciwosci prozdrowotne, zaliczane sa do zywnos$ci
funkcjonalnej [Obiedzinska i Waszkiewicz-Robak, 2012]. Niestety, oprocz
sktadnikow pozytywnie wplywajacych na zdrowie czlowieka tluszcze ros$linne
mogg zawiera¢ zanieczyszczenia chemiczne powstale w wyniku nieprawidlowosci
w trakcie realizacji procesu produkcyjnego lub tez bedace wynikiem
zanieczyszczenia atmosfery. Sposrdéd zanieczyszczen nalezy wymieni¢ Srodki
ochrony ro$lin, zwigzki fosfo- i chloroorganiczne, metale, chlorowane
weglowodory, fumonizyny, estry chloropropanoli oraz wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne. W licznych pracach badawczych wykazano,
ze ze wzgledu na powszechne wystepowanie WWA w $rodowisku oraz ich
lipofilny charakter, oleje jadalne moga zawiera¢ znaczne ilosci tych zwiazkow
[Tys i in., 2003; Ciecierska i Obiedzinski, 2006; Starski i Jedra, 2011].

Celem pracy jest przedstawienie aktualnego stanu wiedzy na temat zagadnien
zwigzanych z powstawaniem, wiasciwos$ciami oraz zanieczyszczeniem olejow
roslinnych wielopierScieniowymi weglowodorami aromatycznymi.

Wystepowanie i charakterystyka wielopierscieniowych weglowodoréw
aromatycznych (WWA)

Wielopier§cieniowe weglowodory aromatyczne stanowia bardzo zréznicowang
grupe zanieczyszczen chemicznych. Tworza si¢ one w procesie niepetlnego
spalania wegla, podczas ktdrego przy niewystarczajagcym dostepie tlenu mozliwe
jest formowanie i zamykanie tancuchow weglowych w wielopierScieniowe uktady
aromatyczne. Zanieczyszczenie §rodowiska poliarenami moze by¢ spowodowane
przez katastrofy ekologiczne, spaliny samochodowe, emisj¢ zanieczyszczen
z zaktadow przemystowych (hut, koksowni), piecow domowych lub pozary. Grupa
WWA liczy kilkaset zwigzkow, ktore zawieraja od dwoch do kilkunastu pierscieni
benzenowych potaczonych ze soba, co decyduje o ich zroznicowanych
wlasciwosciach fizykochemicznych 1 toksycznych. Gloéwng droga narazenia
cztowieka na lzejsze (zawierajace od dwoch do czterech skondensowanych
pierScieni aromatycznych) WWA jest zanieczyszczenie powietrza, natomiast
w przypadku cig¢zszych 1 niektorych 4-pierScieniowych WWA glowng droge
wnikania do organizmu cztowieka stanowia $rodki spozywcze. Cigzsze WWA
wykazujg silniejsze dzialanie toksyczne niz 1zejsze weglowodory [Starski i Jedra,
2011]. Duza ilo$¢ wielopierscieniowych weglowodorow aromatycznych posiada
wlasciwosci  kancerogenne, a takze moze dawaé silne efekty mutacji
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biologicznych. Zwiazki te wykazuja stosunkowo niska toksyczno$¢ ostra, ale
bardzo duzg toksyczno$¢ przewlekta. Miedzynarodowa Agencja ds. Badan nad
Rakiem zakwalifikowala benzo(a)piren do 1 grupy kancerogenow tj. zwigzkow
0 udowodnionym dziataniu rakotwdérczym na organizm czlowieka, natomiast
benz(a)antracen, benzo(b)fluoranten i chryzen do grupy 2B (substancji
przypuszczalnie kancerogennych dla cztowieka) [World Health Organization,
2010].

Zywno$¢ moze by¢ zanieczyszczona przez WWA wystepujace w powietrzu
(poprzez osadzanie), w glebie (poprzez przenoszenie, transport), w wodzie
(poprzez osadzanie, przenoszenie i transport) oraz w czasie przetwarzania
zywno$ci (wedzenie, pieczenie, smazenie, grillowanie). Na podstawie badan
stwierdzono, ze ponad 80 % poliarenéw czltowiek pobiera wraz z Zywnoscia.
Glownymi produktami wnoszacymi WWA do diety sa produkty zbozowe, owoce
morza, thuszcze ro§linne i zwierzece, produkty migsne (szczegélnie wedzone
metodami tradycyjnymi) i rybne, warzywa, orzechy i rosliny straczkowe, a takze
kakao, herbata, suplementy diety - zaleznie od wielkosci indywidualnego spozycia
[Wieczorek i Wieczorek, 2011; Kubiak, 2013].

Wystepowanie WWA w olejach roslinnych

Oleje roslinne sg pozyskiwane z réznych czesci roslin, np. nasion, owocow,
pestek, a takze z kietkow roslinnych. Moga by¢ otrzymywane nie tylko z roslin
tradycyjnie uwazanych za oleiste - Surowcem olejarskim sg rowniez bawelna, len,
sezam, mak, kapusta abisyfiska oraz orzech kokosowy. Zywno$¢ o wysokiej
zawartosci  tluszczu  jest  szczegélnie podatna na  zanieczyszczenie
wielopierscieniowymi weglowodorami aromatycznymi. Zwiazki te ze wzgledu na
swoj lipofilny charakter, kumuluja si¢ w komoérkach tluszczowych roslin
i zwierzat. Duzy udziat w pobraniu WWA przez organizm czlowieka maja
produkty rolnicze zwlaszcza pochodzenia ro$linnego, w ktorych przecietna
zawartos¢ WWA jest wprawdzie mala, ale ich spozycie jest bardzo duze [Teixera
iin., 2007]. Wedlug badan indywidualnego spozycia tlhuszczy ro$linnych
i zwierzecych przeprowadzonych przez Szponara i in. [2003] olej rzepakowy jest
najbardziej popularnym tluszczem w Polsce spozywanym przez 50%
konsumentow, $rednio w ilosci 16,9 g/osobe/dzien (maksymalnie 140
g/osobe/dzien). Znacznie mniej 0sdb spozywa inne rodzaje thuszczow roslinnych:
olej stonecznikowy lub sojowy ok. 4%, natomiast oliwe z oliwek ok. 1,5%
konsumentéw. Obecnie rzepak, po soi, zajmuje drugie miejsce na S$wiecie
w uprawie nasion oleistych. Pod wzgledem ilosci produkowanego oleju — olej
rzepakowy zajmuje trzecie miejsce, po oleju palmitynowym i sojowym.
Najwickszym $§wiatowym producentem rzepaku jest Unia Europejska, gdzie
wytwarza si¢ okoto 19-20 mlIn ton rocznie co stanowi 34% globalnej produkc;ji.
Polska, na tle innych krajow Unii Europejskiej, zajmuje trzecie miejsce, po
Niemczech i Francji [Dmochowska, 2012]. Zawartos¢ WWA w tluszczach
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ros$linnych jest wyzsza niz w zwierzecych, co wynika gltéwnie z zanieczyszczenia
upraw ro$lin oleistych. Poziom WWA w olejach jest uzalezniony od
zanieczyszczenia atmosfery oraz kontaminacji podczas procesow przetworczych
i/lub transportu. Ze wzgledu na fakt, ze WWA zaliczane sa do genotoksycznych
kancerogenéw do zanieczyszczen tych stosuje si¢ zasade ALARA (as low as
reasonable achievable), zaktadajaca, ze wartosci najwyzszych dopuszczalnych
poziomow powinny by¢ tak niskie jak tylko jest to osiggalne przy zastosowaniu
dobrych  praktyk produkcyjnych. Regulacje w zakresie najwyzszych
dopuszczalnych pozioméw WWA zawarte s3 w Rozporzadzeniu Komisji (UE) nr
835/2011. Ustalony przez Uni¢ Europejska limit zanieczyszczenia
benzo(a)pirenem moze wynosi¢ maksymalnie 2 pg/kg w olejach przeznaczonych
do bezposredniego spozycia przez ludzi lub do stosowania jako sktadnik
w produktach spozywczych, natomiast suma benzo(a)pirenu, benz(a)antracenu,
benzo(b)fluorantenu i chryzenu jest limitowana na poziomie 10 pg/kg. Wyjatek
stanowi olej kokosowy przeznaczony do bezposredniego spozycia przez ludzi lub
do stosowania jako sktadnik w produktach spozywczych, dla ktérego limit sumy
czterech WWA zostat ustalony na poziomie maksymalnie 20 pg/kg. Spowodowane
jest to proporcjonalnie wigkszg zawartoscig benz(a)antracenu i chryzenu, ktorych
nie da si¢ tatwo usuna¢ z oleju kokosowego w procesie rafinacji przy aktualnych
mozliwosciach technicznych krajow producentdéw. UE wskazata na potrzebe
wprowadzenia udoskonalen technicznych w tych krajach, dlatego tez
zanieczyszczenic WWA w oleju kokosowym jest monitorowane pod katem oceny
mozliwosci obnizenia najwyzszych dopuszczalnych poziomow [Rozporzadzenie
(UE) 835/2011].

Oznaczenie zawartos$ci wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
wykonuje si¢ w zywnosci glownie z wykorzystaniem chromatografii cieczowej lub
gazowej. Zaleznie od rodzaju wykrywanych zwiazkéw stosuje si¢ detektory
uniwersalne lub selektywne. W celu iloSciowego oznaczania poliarenow
laboratoria europejskie stosujag obecnie nastepujace metody: wysokosprawna
chromatografia cieczowa z detekcjg fluorescencyjng (HPLC-FLD lub HPLC-
FLD/UV) oraz chromatografia gazowa w sprzezeniu ze spektrometriag mas
(GC/IMS, GC-MS/MS, GC-TOF-MS) Ilub dwuwymiarowa chromatografia
gazowa z detektorem mas (GCxGC-MS). Do oznaczania WWA odpowiednie sg
metody, ktore spelniaja wymogi S$cisle okre§lone w obowigzujagcym
rozporzadzeniu [Rozporzadzenie (UE) 836/2011].

Powstawanie WWA podczas produkeji i zastosowania olejéw ro§linnych

W wielu pracach badawczych stwierdzono, ze zywno$¢ o wysokiej zawarto$ci
thuszczu jest szczegodlnie podatna na zanieczyszczenia poliarenami. Wykazano,
ze oleje ttoczone na zimno zawierajg znacznie wigcej WWA od olejow poddanych
procesowi rafinacji. Zabiegi technologiczne takie jak np. bielenie (dodatek wegla
aktywnego) oraz rafinacja zmniejszaja zawarto$¢ zanieczyszczen, w tym WWA.
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Zabieg dezodoryzacji redukuje tzw. lekkie WWA, natomiast na skutek bielenia
obnizeniu ulega zawarto$¢ tzw. ciezkich WWA [Ciecierska 1 Obiedzinski, 2006;
Starski i Jedra, 2011]. Natomiast Teixeira i in. [2007] stwierdzili nieznaczny
wzrost zawartosci WWA w oleju sojowym i oliwie z oliwek po procesie bielenia.
Ciecierska i Obiedzinski [2006] w wyniku przeprowadzonych badan potwierdzili,
ze w technologii przetwodrstwa roslin oleistych proces rafinacji odgrywa kluczowa
rolg — znaczaco zostaje zredukowana zawarto$¢ poliarendw w produktach.
Poziomy =zanieczyszczenia WWA w tloczonych olejach rzepakowym
i stonecznikowym byly statystycznie istotnie wyzsze niz w odpowiadajgcych im
olejach rafinowanych. Najwyzsza ilos¢ benzo(a)pirenu - 61 pg/kg oznaczono
w oliwie z wytlokoéw oliwnych typu Pomace. Zawartos¢ ta 30 krotnie przekraczata
dopuszczalne limity, za§ suma 15 WWA wyniosta ponad 230 pg/kg. Wedlug
badaczy wysoka ilo$¢ tych zwiazkéw w oliwie typu Pomace jest wynikiem
bezprzeponowego suszenia miazgi jako zabiegu wstepnego do pozyskania
pozostatej oliwy [Ciecierska i Obiedzinski, 2006]. Tak wigc zwigkszenie
zawartosci WWA w produkcie finalnym moze by¢ wynikiem nieprawidlowosci
W procesie produkcyjnym takich, jak: bezposrednie dziatanie gazow spalinowych
podczas suszenia ziaren tzw. suszenie bezprzeponowe (niedozwolone w krajach
Unii Europejskiej), stosowanie wysokiej temperatury podczas suszenia ziaren
i ekstrakcji  oleju lub  uzywanie  zanieczyszczonych — rozpuszczalnikow
ekstrakcyjnych. [Lage Yusty i Cortizo Davifia, 2005; Tys i in., 2003; Janowicz,
2009]. Na zanieczyszczenie poliarenami finalnego produktu w mniejszym stopniu
ma wplyw zanieczyszczenie atmosferyczne materiatu roslinnego lub pobieranie
przez ro$liny zanieczyszczen z gleby [Janowicz, 2009]. Rodriguez-Acufia i Pérez-
Caminomdel [2008] na podstawie swoich badan zaobserwowali, ze zawarto$¢
WWA w oliwie z oliwek oraz w oliwkach jest zalezna od zanieczyszczenia
srodowiska, w ktorym znajduje si¢ plantacja oraz od ekspozycji owocow na
spaliny. Uzalezniona jest réwniez od wielkosci oliwek. Wielopier$cieniowe
weglowodory aromatyczne zostajg zaadsorbowane na powierzchni owocu i moga
by¢ przeniesione do oleju podczas procesu wydobycia. Starski i Jedra [2011]
stwierdzili, ze istniejg roznice w poziomie WWA w olejach wytwarzanych przez
roznych producentow, co moglo wynika¢é z rejonizacji upraw rzepaku
dostarczanego do zakladow przemystu thuszczowego. W przebadanych 182
probkach oleju roslinnego (rzepakowego, stonecznikowego, sojowego, z siemienia
Inianego oraz z kietkow pszenicy) pobranych z obrotu detalicznego zawarto$é
benzo(a)pirenu w 25 probkach (13,7 %) byla nizsza od granicy wykrywalnosci,
natomiast tylko w 2 probkach przekroczyta najwyzszy dopuszczalny dla olejow
poziom 2,0 pg/kg. Zawarto$¢ pozostalych WWA réwniez w wielu przypadkach
byla nizsza od granicy ich wykrywalnosci. Stwierdzono rdéwniez istnienie
zaleznos$ci — wraz ze wzrostem benzo(a)pirenu w probkach olejow obserwowano
wzrost zawartosci sumy czterech WWA. W trzech probkach olejow suma czterech
WWA byta wyzsza niz najwyzszy dopuszczalny poziom (10 pg/kg), a w dwoch
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zZtych probek oleju przekroczony byl réwniez dopuszczalny poziom
zanieczyszczenia benzo(a)pirenem. Oznaczone zanieczyszczenie krajowych olejow
rzepakowych - benzo(a)pirenem, benz(a)antracenem, benzo(b)fluoroantenem
i chryzenem bylo zblizone do $redniego poziomu tych zanieczyszczen
wystepujacych w tluszczach i olejach badanych w krajach UE [Starski i Jedra,
2011].

WWA moga migrowa¢ do olejéw rdéwniez z zanieczyszczonego materialu
opakowan. Do kontaminacji ziarna moze dochodzi¢ w trakcie transportu lub
przechowywania w jutowych workach impregnowanych olejem mineralnym.
Mimo, ze oleje mogg by¢ zanieczyszczone WWA, stwierdzono, ze nawet
dlugotrwate ich ogrzewanie w temperaturach stosowanych podczas smazenia nie
prowadzi do istotnych zmian zawarto$ci tych zwiazkow [Purcaro i in., 2006; Jedra
1 in., 2008; Jesionek i in., 2007]. W polskiej kuchni oleje roslinne wykorzystywane
sa najczesciej do smazenia produktéw wysokobiatkowych (migso, ryby) oraz
weglowodanowych (frytki, nale$niki). Ogrzewanie olejow w warunkach dostepu
powietrza, w temperaturze 240°C przez 30 minut nie wpltywa na zwigkszenie
zawarto$ci benzo(a)pirenu [Jedra i in. 2008]. Podobnie Purcaro i in. [2006] nie
stwierdzili zwigkszenia zawartosci WWA w tluszczu podczas procesu cigglego
smazenia czipsow, frytek i ryb w temperaturach od 160 do 205° C. Natomiast
produkty migsne (hamburgery i frankfurterki) smazone w temp. 170-180° C przez
10, 20 1 30 min. w oliwie, oleju stonecznikowym, sojowym lub masle wykazywaty
czterokrotnie wigkszg niz kontrola i wzrastajaca z czasem smazenia aktywno$c¢
mutagenng [Perez i in., 2002]. Nie stwierdzono, aby zrodtem szkodliwych
substancji byly same tluszcze, nawet ogrzewane w wysokich temperaturach.
Blaszczyk i in. [2008] badajac zawarto$¢ fluorantenu, benzo[a]antracenu,
benzo[k]fluorantenu, benzo[a]pirenu oraz benzo[g,h,i]perylenu w probkach oleju
z oliwek i z pestek winogron ogrzewanych w temperaturze 180° C przez 60 minut
bez dodatkow Iub z dodatkiem czosnku albo frytki ziemniaczanej stwierdzili nizsza
zawarto$¢ tych zwigzkow niz w olejach nieogrzewanych. W przypadku oleju
rzepakowego zawarto$¢ ta nieznacznie wzrosta w poréwnaniu do stgzenia WWA
W oleju $wiezym [Btaszczyk i in., 2008].

W dymach powstajacych podczas smazenia olejow jadalnych w wysokich
temperaturach identyfikowane sg zwigzki o dziataniu rakotwérczym lub
prawdopodobnie rakotwoérczym. Badania Purcaro i in. [2006] wykazuja, ze
w gldwne] mierze za wlasciwosci mutagenne dymoéw powstajacych podczas
smazenia w olejach jadalnych odpowiedzialne sa zwiazki z grupy
wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych, sa to: benzo(a)piren,
dibenzo(a,h)antracen, benzo(a)antracen, bezno(b)fluoranten oraz acetaldehyd,
formaldehyd i naftalen. Badania epidemiologiczne dotyczace zapadalnosci na
choroby nowotworowe kobiet w Chinach i na Tajwanie wykazuja, ze ryzyko
powstania nowotworow pluc wzrasta w przypadku ekspozycji na zanieczyszczenia
powietrza wewnatrz pomieszczen. Wskazano, ze szczegdlnie niebezpieczne jest
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przyrzadzanie potraw w naczyniach typu ,,wok”, w ktorych olej podgrzewany jest
do wysokich temperatur. Wielko$¢ narazenia uzalezniona jest od czgstotliwosci
tego typu obrobki termicznej, sposobu wentylacji kuchni, zainstalowanych
mechanicznych wyciggdw powietrza oraz przede wszystkim od temperatury oleju.
W celu zminimalizowania narazenia na substancje chemiczne powstajace w czasie
smazenia olejow jadalnych procesy smazenia i gotowania powinny byc¢
prowadzone w odpowiednich temperaturach, pod wyciagami, w dobrze
wentylowanych pomieszczeniach kuchennych [Zaciera i in., 2012].

Ciemniak i Witczak [2008] przeprowadzili badanie zawartosci dwudziestu
trzech WWA w konserwach ze szprota w oleju (wedzonego lub parowanego).
Okres$lono ilo$¢ poliarenéw w oleju i migsie ryb (cata tuszka, skora, migso)
bezposrednio po wyprodukowaniu oraz po przechowywaniu przez cztery tygodnie
w temperaturze pokojowej. Przeprowadzone analizy wykazaly, ze w czasie
przechowywania doszto do migracji WWA ze szprota wedzonego do oleju,
natomiast w przypadku konserw ze szprota parowanego zawierajacego $ladowe
ilosci WWA zaobserwowano odmienng tendencje. Zauwazono rowniez, Zze
w zalewach olejowych pochodzacych z konserwy ryby wedzonej dochodzi do
wielokrotnego przekroczenia dopuszczalnych ilosci benzo(a)pirenu.

W badaniach suplementow diety przeprowadzonych przez Food and Consumer
Product Safety Authority w Holandii stwierdzono, ze zawarto$¢ benzo(a)pirenu
w ponad 30 % przebadanych probek zawierajacych w swoim skladzie surowe oleje
przekracza obowigzujace wymagania prawne [Van Der Wielen i in., 2006].

Podsumowanie

Powszechnos¢ wystepowania WWA oraz ich wpltyw na organizm czlowieka
sprawiajg, ze nalezy opracowaé¢ metody ograniczania ich emisji do srodowiska oraz
prowadzenia procesow termicznych w sposob ograniczajacy ich powstawanie.
Dazenie do wzrostu efektywno$ci upraw zmusza producentéw do stosowania
roznorodnych $§rodkéw chemicznych (nawozoéw, $rodkéw ochrony roslin) oraz
rodzajow obrdobki po zbiorze i konserwacji nasion (temperatura suszenia, warunki
przechowywania), ktore w istotny sposéb wptywaja na jako$¢ produkowanego
surowca. Aby konsumenci mieli pelng wiedz¢ na temat oferowanego produktu,
producenci powinni dba¢ o jak najwyzsza jako$¢ surowcow, Swiadomie
odpowiada¢ za bezpieczenstwo zdrowotne produkowanych wyrobdéw oraz
zapewni¢ konsumenta o zgodnosci wytworzonego wyrobu z deklaracjami
prozdrowotnymi.

Wg oceny Komisji Europejskiej niezbedne jest ciggte monitorowanie
zawartosci WWA w $rodkach spozywczych przez instytucje prowadzace urzgdowa
kontrole zywnos$ci. Obowigzujace regulacje prawne okre$lajace najwyzsze
dopuszczalne poziomy zanieczyszczen zywnosci, W tym zanieczyszczenia
benzo(a)pirenem, benz(a)antracenem, benzo(b)fluoroantenem i chryzenem
uwzgledniajag wyniki aktualnych prac Komitetu Ekspertow ds. Zanieczyszczen
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Srodowiskowych i Przemystowych oraz Statego Komitetu ds. Roslin, Zwierzat,
Zywnosci i Pasz, danych naukowych, a takze doniesien znajdujacych sie
w systemie RASFF. Komisja Europejska uwaza, ze system taki gwarantuje
utrzymanie zawartoSci WWA w zywnosci na poziomie niezagrazajacym zdrowiu
konsumentow.
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