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Wstep

W ostatnim dziesigcioleciu zaobserwowano ogromny postep w przemysle
zywnosciowym, szczegdlnie w zakresie przestrzegania technologicznej jakosci
produktu i jego bezpieczenstwa. Wiele trudu wlozono w stworzenie systemow
zapewnienia jako$ci i zagwarantowania bezpieczenstwa. Utrzymanie wysokiej
jakosci produktow nie jest mozliwe bez wprowadzania nowoczesnych,
wiarygodnych i szybkich metod analitycznych, dzieki ktérym mozliwe jest
kontrolowanie, réwniez on-line, procesu wytworczego. Dlatego oddajemy
w Panstwa rece trzecia monografie, ktorej rozdzialty powstaly na bazie referatéw
wygloszonych na VI Konferencji Naukowej ,Jako$¢ 1 Bezpieczenstwo
Zywnosci”, zorganizowanej przez Oddzial Warszawski Polskiego Towarzystwa
Technologdéw Zywnosci, przy wspdlpracy Wydziatu Nauk o Zywnosci (dawniej
Wydziat Technologii Zywno$ci) SGGW w 2007 roku. Tematem wiodacym
konferencji byly: ,,Nowoczesne metody analityczne w zapewnianiu jakosci
i bezpieczenstwa zywnosci”.

Zachgcamy do wnikliwej lektury niniejszej monografii, majac nadziejg, ze
przyczyni si¢ ona do dalszego poglgbienia wiedzy i swiadomosci roznorodnosci
aspektow zwiazanych z zapewnieniem wysokiej jakosci zywnos$ci i wymaganego

poziomu bezpieczenstwa produktu zywnosciowego.

Dorota Witrowa-Rajchert i Agata Marzec
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1. Molekularny poziom bezpieczenstwa zywnoSci
HENRYK KOSTYRA, ANNA WACIOR

Zywno$¢ jest ztozona kompozycja zwiazkéw, w ktorej sktad wchodza
substancje odzywcze, przeciwzywieniowe oraz naturalnie wystepujace toksyny.
Zywnos¢ jest réwniez kompozycja zwiazkéw o réznym stopniu interaktywnosci,
zaleznej od srodowiska chemicznego, fizycznego i mikrobiologicznego. Osobny
rodzaj zywnosci stanowig produkty spozywcze zawierajace genetycznie
zmodyfikowane sktadniki. Okreslenie stopnia bezpieczenstwa zywnosci jest
trudnym zadaniem, determinowanym walorami (pro)zdrowotnymi jak i spektrum
i doktadnosciag metod analitycznych. Bezpieczenstwo zywnosci mozna okreslac¢
przyjmujac rozne kryteria, ktore jednostkowo okreslaja rodzaj tego
bezpieczenstwa, a w catosci przyblizaja to bezpieczenstwo do kompleksowej,
rzeczywistej wartosci. Strategie okreslania bezpieczenstwa zywnosci moga by¢
rozne w zaleznosci od potrzeb. W tym artykule bezpieczenistwo zywnosci
sklasyfikowano wedlug nastgpujacych kategorii: fizjologiczne, dietozalezne,
funkcjonalne, mikrobiologiczne, toksykologiczne 1 sensoryczne (Rys.1).
Poniewaz jest to dos¢ nietypowa klasyfikacja, niespotykana w literaturze z tego
obszaru badan, istnieje potrzeba wyjasnienia tych pojec.

Na szczegdlne omdéwienie zastuguje pojecie bezpieczenstwa fizjologicznego,
ktéore wymaga spojrzenia na sktadniki Zzywnosci, jako zrédlo nie tylko
sktadnikow odzywczych, budulcowych, ale réwniez prekursoréw biologicznie
aktywnych zwigzkoéw. Ich biologiczna aktywnos¢ dotyczy funkcji regulatorowe;j
metabolizmu  komdrkowego, wplywu na  roéwnowage  ekosystemu
mikrobiologicznego przewodu pokarmowego, funkcje psychoaktywna
i immunogenna. Ten fakt jest zgodny z wspdlczesnymi pogladami na funkcje
niektorych sktadnikéw zywnosci, jako stymulatoréw ekspresji genow, a wigc
potencjalnej syntezy prozdrowotnych Iub prochorobotwoérczych —biatek,
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Molekularny poziom bezpieczenstwa zywnosci

enzymow w organizmie cztowieka. Adekwatnym okresleniem tego procesu jest
nutrigenomika. Spektakularnym przyktadem tego zjawiska moga by¢ biatka
mleka krowiego, ktére sa prekursorami biologicznie aktywnych peptydéw
uwalnianych w produktach spozywczych oraz przewodzie pokarmowym
cztowieka. Wykazuja one takie aktywnosci biologiczne jak: opioidowa [4],
inhibitorowa w stosunku do multifunkcjonalnego enzymu konwertazy
angiotensyny, regulujacego obwodowe ci$nienie krwi [6, 8],
immunomodulacyjna [3], antymikrobiologiczna [10], przeciwzakrzepowa

i transportowa, zwigzana z transportem makroelementow do krwi [7].

BEZPIECZENSTWO ZYWNOSCI
FIZJOLOGICZNE
DIETOZALEZNE

JAKOSC FUNKCJONALNA
SENSORYCZNA

MIKROBIOLOGICZNA
TOKSYKOLOGICZNA

Rys. 1. Klasyfikacja rodzajow bezpieczenstwa zywnosci

Jest to przyktad bezpieczenstwa molekularnego, zwiazanego z podaza tych
peptydow w organizmie czlowieka. Nie do konca jest rozpoznane ryzyko
ilosciowego bezpieczenstwa zawartosci bioaktywnych sktadnikow obecnych
w zywnosci lub uwalnianych w przewodzie pokarmowym cztowieka
z prekursorow znajdujacych si¢ w zywnosci. Bezpieczenstwo fizjologiczne
zywnosci sugeruje potrzeb¢ wprowadzenia nowych wyréznikow jakosci
zywnosci, uwzgledniajacych jej aktywno$¢ biologiczna. Przytoczony przyktad
obecnosci w zywnosci peptydow opioidowych jasno dowodzi, ze znacznie
zmalala granica pomiedzy klasycznym pojeciem zywnosci a lekiem. Powstaje
wigc pytanie czy produkt spozywczy zawierajacy bioaktywne zwiazki
o terapeutycznej funkcji nalezy uwazac za klasyczng zywnos¢, czy suplement

dietetyczny, medyczny produkt zywnosciowy lub po prostu nutraceutyk. Kazde
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okreslenie jest limitowane stopniem zagrozenia zaistnienia ujemnych skutkéw,
jakie wystepuja w wyniku spozywania takiego produktu w wymiarze
populacyjnym. Niemniej fakt ten rodzi potrzeb¢ nowych definicji produktéw
zywnos$ciowych oraz unormowan prawnych zasad ich produkcji. W najblizszej
przysztosci nalezy spodziewal si¢, ze nutraceutyki zawierajace bioaktywne
peptydy beda ekspansywnie wkraczaly na rynek zywnosciowy i farmaceutyczny
[7]. Pewnym ograniczeniem tej ekspansji jest istnienie nadal tzw. ,zielonej
strefy”, ktéra tworzy graniczng przestrzen pomi¢dzy roszczeniowa zawartoscig
sktadnikow zywnosci a zakazanymi roszczeniami zdrowotnymi [1] (Rys. 2).
Roszczenia zdrowotne oznaczaja istniejacq zalezno$¢ pomiedzy zywnoscia lub

sktadnikami zywnosci a choroba lub warunkiem zdrowia.

Roszczenie Roszczenie Roszczenie Roszczenie
zawartosci funkc;ji zdrowotnosci chorobowosci
sktadnikow sktadnikow sktadnikow sktadnikéw
pokarmowych | |P okarmowych pokarmowych pokarmowych
Dozwolone Zabronione
Rys. 2. Schematyczna prezentacja potaczenia pomigdzy dozwolonymi

i zabronionymi roszczeniami. Roszczenia dotyczace skladnikéw Zzywnosci
oznaczajg zalezno$¢ wystgpujaca pomigdzy zywnoscia, sktadnikami zywnosci
lub nutraceutykami obecnymi w zywnosci a warunkiem odpowiadajacym
zdrowiu lub chorobie [1]

Kolejnym pojeciem, ktore wymaga objasnienia jest bezpieczenstwo

zywno$ci zwigzane z chorobami dietozaleznymi. W tym przypadku

bezpieczenstwo zywnosciowe nie dotyczy jakosci zywnos$ci, ale stanu
zdrowotnego konsumenta. Konsument cierpiacy lub chorujacy z powodu
spozywania powszechnie dostgpnych produktéw zywnosciowych jest najczesciej
osobnikiem z wada genetyczna lub niewydolnoscia uktadu immunologicznego
(celiakia, alergia pokarmowa).

cukrzyca, Specjalne wymagania takiego
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konsumenta powoduja konieczno$¢ produkcji ZzywnoSci pozbawionej
szkodliwego skladnika, jak rowniez precyzyjnej informacji na produkcie
zywno$ciowym o jego obecnosci w zasadniczym produkcie lub produktach
zjego dodatkiem. Odzywianie si¢ tak spreparowang zywnoS$cig niesie
niebezpieczenstwo wystapienia niedoborow zywieniowych spowodowanych
brakiem w diecie pelnego spektrum sktadnikéw odzywczych.

Bezpieczenstwo mikrobiologiczne Zzywnosci najczgsciej zawezane jest do
obecnosci w zywnosci mikroflory patogennej lub wytwarzanych przez nia
toksyn, np. aflatoksyn. Wspodtczesna wiedza sklania do poszerzenia pojgcia
bezpieczenistwa mikrobiologicznego Zzywnosci. Prozdrowotne  dzialanie
zywno$ci polega miedzy innymi na zachowaniu korzystnej dla organizmu
cztowieka rownowagi ekosystemu mikrobiologicznego przewodu pokarmowego.
Podaz w diecie pro- pre- synbiotykow staje si¢ elementem jako$ci diety, co
wigze si¢ migdzy innymi z immunostymulacja wplywajaca na poziom
zdrowotnosci cztowieka.

Najmniej zrozumialym moze wydawaé si¢ pojecie bezpieczenstwa
funkcjonalnego zywnosci. Istotnie, wigkszos¢ badan, ktore wiaza sie
z bezpieczenstwem zywnosci nie uwzglednia wptywu matrycy na aktywnosc
biologiczna zwiazkéw obecnych w Zzywnosci, a jej rola nie powinna by¢
pomijana. Po pierwsze, moze ona petni¢ funkcje stymulujacq prace przewodu
pokarmowego (btonnik). Ponadto moze by¢ czynnikiem detoksykacyjnym dzigki
zdolnosci  absorpcji  substancji  toksycznych. Matryca moze rowniez
modyfikowa¢ potencjat immuno-alergenny sktadnikow zywnosci. Nie do
przecenienia jest rowniez jej rola jako czynnika modyfikujacego srodowisko
interakcji  sktadnikow Zzywnosci, mogacych ulega¢ synergicznym lub
antagonistycznym efektom, np. zmiana potencjatu przeciwutleniajacego.

Zaskakujace moze réwniez wydawaé sie okreslenie bezpieczenstwo
sensoryczne zywno$ci. W =zasadzie panuje zgodna opinia, ze Zywnos¢
charakteryzujaca si¢ dobra smakowito$cia jest bezpieczna. Zatozenie to bytoby
catkowicie sluszne, gdyby nie fakt, ze pozytywne wrazenia smakowe
i zapachowe kojarza si¢ z naturalnymi i bezpiecznymi sktadnikami zywnosci,

a nie zawsze tak jest. Niestety smak lub zapach zwiazku chemicznego zalezy od
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jego struktury, a nie zrodta pochodzenia. Ten fakt powoduje, Ze istnieje
mozliwo$¢ modyfikowania smakowito$ci zywnosci za pomoca substancji
syntetycznych, co wcale nie musi by¢ jednoznaczne z zachowaniem jej wysokiej
warto$ci zywieniowej. Skrajnie mozna przyjaé, ze istnieje potencjalne
niebezpieczenstwo maskowania jakosci zywnosci poprzez dodatek do niej
substancji intensyfikujacych jej pozadang smakowitos¢, de facto maskujacych jej
gorsza jakosc.

Bezpieczenstwo toksykologiczne Zzywnosci jest kategoria najbardziej
zrozumiala, poniewaz dotyczy obecnosci w zywnosci substancji toksycznych.

Na tle przedstawionych réznych kategorii bezpieczenstwa zywnosci rodzi si¢
pytanie czy w ogdle jest mozliwe wyprodukowanie catkowicie bezpiecznej
zywnosci, tzn. pozbawionej substancji przeciwzywieniowych i toksycznych. Na
to pytanie niestety pozostaje tylko odpowiedz negatywna, czego znakomitym
dowodem jest proces nieenzymatycznej glikozylacji biatek zachodzacy podczas

przechowywania i przetwarzania surowcow spozywczych.

Nieenzymatyczna glikozylacja biatek (glikacja) — reakcja Maillarda jest
reakcjg spontaniczng zachodzaca pomiedzy wolnymi grupami aminowymi
aminokwasow, peptydow, biatek, kwaséw nukleinowych 1 niektérych
fosfolipidow [5,9] (Rys.3). Taki charakter glikacji powoduje, Ze jest ona
powszechnie spotykana w zywno$ci, a jej zakres zalezy od warunkow
srodowiska, tj. pH, wilgotno$¢, temperatura i czas. Jest reakcja nie do uniknigcia
podczas produkcji zywnosci. Interesujace staje si¢ wigc pytanie o naturg
powstajacych podczas tej reakcji produktéw, szczegdlnie w aspekcie
bezpieczenstwa zywnosci. Produkty reakcji Maillarda mozna zakwalifikowa¢ do
4 podstawowych grup:

1. zwiazki barwne,

2. zwiazki ksztattujace pozadang badz niepozadana smakowito$¢ zywnosci,

3. zwiazki toksyczne np. kancerogenne akrylamidy,

4. produkty interakcji, tj. zglikolizowane aminokwasy obnizajace wartos$¢
zywieniowg lub artefakty enzymoéw ze zwigzkami melanoidowymi, chelatowe
metalokompleksy oraz produkty zaawansowanej glikacji, np. neoalergeny.
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Przytoczone fakty dowodza, ze osiagnigcie absolutnego bezpieczenstwa
zywnosci jest niemozliwe, co wynika réwniez z ewolucyjnego rozwoju
ekosystemowego przyrody. Bezpieczenstwo zywnosci jest wigc wypadkowa
pomigdzy jej walorami (pro) zdrowotnymi i naturalnie wystepujacymi lub
powstajacymi  podczas  produkcji  substancjami  przeciwzywieniowymi
i toksycznymi.

Pierwszorzgdowa
grupa aminowa P -NH, + cukier redukujacy
bialek i T
Zasada H H OH
Schiffa | ||
P-N=C-C---—-- + H,0
H H O
|
Ketoamina P-N-C-C -
|
il
SUBSTANCJE BARWNE
SUBSTANCJE SMAKOWO-ZAPACHOWE
SUBSTANCIJE TOKSYCZNE

PRODUKTY ZAAWANSOWANEJ GLIKACIJI

Rys. 3. Poczatkowy mechanizm reakcji Maillarda oraz powstajace produkty
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Pewnym podsumowaniem przedstawionej problematyki bezpieczenstwa
zywnosci moze by¢ definicja zaproponowana w raporcie OECD z 1993 roku
brzmiaca nastgpujaco:

»Bezpieczenstwo zywnos$ci spozywanej przez ludzi oparte jest na sensownie
sformutowanym pojeciu stwierdzajacym, ze zywnos¢ nie powoduje szkody dla
zdrowia 1 jest w zamierzony sposob i w zamierzonych warunkach spozycia
wykorzystywana. Z perspektywy historii, jedzenie przygotowane 1 wykorzystane
w sposob tradycyjny jest uwazane za bezpieczne w oparciu o diugoletnie
doswiadczenie, chociaz moze ono zawiera¢ substancje przeciwzywieniowe
i toksyczne. Zaklada si¢, ze zywnos¢ jest bezpieczna, jesli nie zidentyfikowano
znaczacego niebezpieczenstwa jej spozycia” [2].

Podsumowanie

Przedstawione rézne aspekty i mozliwe kryteria oceny bezpieczenstwa
zywnosci sklaniaja do wyrazenia pogladu, ze zywnos$¢ jest dynamiczna
kompozycja sktadnikéw odzywczych, budulcowych, biologicznie aktywnych
i nieodzywczych, w tym rowniez przeciwzywieniowych i toksycznych. W tym
kontekscie, bezpieczna zywnos$¢ to taka, ktorej potencjal biologiczny sprzyja
prawidtowemu psycho-fizycznemu rozwojowi cztowieka, a zawarte w niej
sktadniki niekorzystne dla zdrowia mieszczg si¢ w dopuszczalnych granicach
ryzyka pomigdzy zdrowiem czlowicka a jego choroba. Osiagnigcie wymaganego
standardu bezpieczenstwa Zzywnosci wymaga zastosowania do jej kontroli
szerokiego spektrum metod analitycznych, opartych na pomiarach fizycznych,
chemicznych, fizyko-chemicznych, fizjologicznych, immunometrycznych,

chromatograficznych i bioinformatycznych.
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2. Nowoczesne metody badania zawartosci pierwiastkow
w Swietle aktualnych wymagan Unii Europejskiej

RENATA JEDRZEJCZAK

Wymagania i zalecenianormatywne

Zywnoscia/$rodkiem spozywczym jest kazda substancja lub produkt,
przetworzony, czgsciowo przetworzony lub nieprzetworzony, przeznaczony do
spozycia przez ludzi lub ktorego spozycia przez ludzi mozna si¢ spodziewaé. Do
zywnosci zalicza si¢ réwniez napoje, gume do zucia i wszelkie substancje,
lacznie z woda, $wiadomie do niej dodane podczas jej wytwarzania,
przygotowania lub obrébki [11]. Zadaniem zywno$ci jest dostarczanie
organizmowi czltowieka niezbednych substancji odzywczych potrzebnych do
jego prawidtowego funkcjonowania i rozwoju. W zywnosci jednakze moga
znajdowaé si¢ takze rdzne substancje niepozadane, ktére w postaci
zanieczyszczen moga by¢ do niej wprowadzone na réznych etapach produkc;ji,
a ktore w konsekwencji stalego narazenia moga by¢ przyczyna szeregu
negatywnych skutkéw zdrowotnych u ludzi. Te kwestie staly si¢ podstawa prawa
zywnosciowego w zakresie bezpieczenstwa zywnosci od producenta do
konsumenta, ustanowionego w 2006 roku przez Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnoéci Unii Europejskiej. Obejmuje ono wszystkie elementy lancucha
zywnosciowego oraz obowiazek kontroli jakosci zywnosci gldwnie pod
wzgledem zdrowotnosci i higieny, w tym zawartosci substancji szkodliwych dla
zdrowia, takich jak: azotany, mikotoksyny, pestycydy i metale [S]. Tak wigc,
obecnos¢ substancji zanieczyszczajacych, bedacych jednym z podstawowych
kryteriéw oceny bezpieczenstwa zywnosci, jest limitowana. Dotyczy to migdzy
innymi metali o udowodnionej szkodliwosci dla organizmu czlowieka, takich jak
otéw, kadm i rteé, ktorych wystgpowanie w zywnosci uznaje si¢ za niepozadane.

Dziatanie toksyczne tych metali zwiazane jest w duzej mierze z ich tendencja do
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bioakumulacji w organizmie 1 mozliwoscia uszkodzenia Iub obnizenia
funkcjonowania mdzgu i centralnego ukladu nerwowego, uszkodzenia uktadu
krwionosnego, ptuc, nerek, watroby i innych organow. Dlugotrwale narazenie na
te metale moze powodowaé¢ powolny progresywny fizyczny i neurologiczny
proces zwyrodnieniowy imitujacy chorobe Alzheimera, Parkinsona, zanik mig$ni
oraz stwardnienie rozsiane 1 autyzm. Alergie sa rowniez spotykane
w przypadkach dlugotrwalego kontaktu z niektorymi metalami, ktére moga
przyczynia¢ si¢ do powstawania chorob nowotworowych [8, 13, 14].
Uwzgledniajac w szczeg6lnosci wyniki badan toksykologicznych, w 2006 Unia
Europejska wydala Rozporzadzenie Komisji (WE) Nr 1881/2006 ustalajace
najwyzsze dopuszczalne poziomy (NDP) otowiu, kadmu, rteci i cyny w srodkach
spozywczych [6]. Dla wybranych produktéw Zzywnosciowych przedstawia je

ponizsza tabela 1.

Tab. 1. Najwyzsze dopuszczalne zawartosci Pb, Cd i Hg w wybranych

produktach zywnosciowych

Srodek spozywczy Pb cd Hg
[mg/kg] [mg/kg] [mg/kg]
Migso wotowe,
Wieprzowe, drobiowe 0,10 0,050 -
Podroby 0,50 0,50-1,0 -
Migso ryb, skorupiaki,
Glowonogi, matze 0,30-1,5 0,05-1,0 1,0
Zboza 0,10 0,10 -
Warzywa, owoce 0,10-0,30 0,03-0,20 -
Soki owocowe, nektary 0,050 - -
Wina, napoje winopodobne 0,20 - -

Wymagania odnosnie najwyzszych dopuszczalnych zawartosci cyny zostaly
ograniczone do produktéw dla niemowlat i malych dzieci (50 mg/kg), napojow
w puszkach, sokéw owocowych i1 warzywnych (100 mg/kg), Zzywnosci
w puszkach z wyjatkiem napojow (200 mg/kg). Zawartos¢ arsenu w Zywnosci

nie jest limitowana.
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Oproécz pierwiastkéw szkodliwych dla zdrowia, w zywno$ci moga rowniez
wystgpowac inne makro- i mikropierwiastki, ktére pelnia w organizmie
cztlowieka wiele istotnych funkcji potrzebnych do utrzymania zycia
i prawidlowego funkcjonowania organizmu czlowieka, stad ich obecnos¢
w zywnosci uwaza si¢ za pozadana. Zalicza si¢ je do pierwiastkow niezbednych,
a ze wzgledu na to, ze organizm cztowieka nie posiada uktadéw biologicznych
zdolnych do ich syntezy, musza by¢ one dostarczane w odpowiednich ilosciach
i proporcjach, najkorzystniej wraz z zywnoscia.

Do makropierwiastkow, ktorych zapotrzebowanie dzienne przekracza 100
mg naleza wapn (Ca), magnez (Mg), potas (K), sod (Na), chlor (Cl), fosfor (P).
Pierwiastki te stanowia material budulcowy uktadu kostnego (Ca, P, Mg), petia
podstawowa role w gospodarce wodno-elektrolitowej (Na, K, Cl) czy
utrzymaniu réwnowagi kwasowo-zasadowej 1 pobudliwosci nerwowo-
migsniowej, a takze przewodnictwa nerwowo-migsniowego (Ca, Mg).

Sposréd  mikropierwiastkow, nazywanymi rowniez  pierwiastkami
sladowymi, tylko nieliczne potrzebne sa do prawidlowego funkcjonowania
organizmu. Do niezbednych zalicza si¢: cynk (Zn), miedz (Cu), zelazo (Fe),
selen (Se), chrom (Cr), mangan (Mn), kobalt (Co); ich zapotrzebowanie dzienne
jest mniejsze niz 100 mg. Pierwiastki te wykazuja korzystne dziatanie tylko
w okreslonych granicach, a zarowno ich nadmiar jak i niedobor moze by¢
szkodliwy dla organizmu. Zalecane normy spozycia makro- i mikropierwiastkow
podaje tabela 2 [15].

Znaczenie pierwiastkow dla zdrowia cztowieka powoduje, Zze ich obecnos¢
w zywnosci wzbudza zainteresowanie nie tylko od strony przepisow prawa
zywnos$ciowego, majacego na wzgledzie koniecznos¢ ograniczenia obecnosci
metali szkodliwych dla zdrowia w zywnosci i w konsekwencji ich negatywnego
wpltywu na organizm czlowieka, ale réwniez od strony zywieniowej, dla
potwierdzenia obecnosci pierwiastkow niezbednych, korzystnych dla zdrowia.
Do tego celu potrzebne sa odpowiednie metody analityczne, pozwalajace na
wiarygodne oznaczanie pierwiastkow w zywnosci.
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Tab. 2. Zalecane dzienne normy spozycia makro- i mikropierwiastkow dla

mtodziezy i os6b dorostych

Makropierwiastki mg/osobg Mikropierwiastki mg/osobg
Wapn 900-1200 Zelazo 13-26
Fosfor 700-900 Cynk 16-21

Magnez 300-380 Miedz** 2,0-2,7
Potas* 2000-3500 Fluor** 1,5-4,0
Soéd* 500-625 Jod 0,16-0,20

Chlor* 650-800 Selen 0,060-0,075

* minimalna norma spozycia

** zalecany poziom bezpieczny

Wytyczne w tym wzgledzie zostaly zawarte w wydanym przez Unig
Europejska kolejnym rozporzadzeniu Komisji (WE) Nr 333/2007 z 28.03.2007
ustanawiajacym szczegdtowe zasady odnosnie metod analiz do celéw urzedowe;j
kontroli poziomow m.in. otowiu, kadmu, rtgci i cyny nieorganicznej w srodkach
spozywczych [7]. Podstawowa zasada, ktdra to rozporzadzenie wprowadza, jest
brak okreslenia konkretnych metod analiz, natomiast mozliwe jest stosowanie
dowolnej zwalidowanej metody analitycznej w oparciu o badanie
certyfikowanego materialu odniesienia. Metody te powinny spetniaé¢ okreslone
kryteria podane w tabeli 3.

22



Renata Jedrzejczak

Tab. 3. Kryteria wyboru metod oznaczania otowiu, kadmu, rteci i cyny

nieorganicznej
Parametr Wartos¢/komentarz
Zakres stosowania | Srodki spozywcze wymienione
w rozporzadzeniu (WE) nr 1881/2006
LOD 1/10 NDP i 1/5 NDP dla Pb,
gdy NDP jest <0,10 mg/kg; dla Sn <5 mg/kg
LOQ 1/5 NDP i 2/5 NDP dla Pb,
gdy NDP jest <0,10 mg/kg; dla Sn <10 mg/kg
Precyzja wartosci HORRAT,/HORRATR <2
Odzysk 80% — 120%
Specyficznosé Wolna od interferencji matrycowych i spektralnych

LOD — granica wykrywalnos$ci (najmniejsza zawartos¢, ktéra mozna
zmierzy¢ z nalezyta pewnoscig statystyczng); wyrazona liczbowo jako 3 krotne

odchylenie standardowe wartosci sredniej probki slepej (liczba oznaczaen>20)

LOQ — granica oznaczalno$ci; wyrazona liczbowo jako 6-10 krotne
odchylenie standardowe wartosci $redniej probki slepej (liczba oznaczen>20)

HORRAT,; — uzyskane wzglgdne odchylenie RSD, podzielone przez RSD,
obliczone z réwnania Horwitza

HORRATR — uzyskane wzgledne odchylenie RSDy podzielone przez RSDg

obliczone z rownania Horwitza

NDP — najwyzsza dopuszczalna zawartos¢

Metody analizy zywnoSci

Zalecenia Unii Europejskiej odnos$nie wyboru metod oznaczania metali
doktadnie odzwierciedlaja tendencje w analizie pierwiastkowe] Zzywnosci,
w ktorej brak jest uniwersalnych metod analitycznych umozliwiajacych
oznaczanie wszystkich pierwiastkow z mozliwie najlepsza precyzja,

doktadnos$cia, wykrywalnoscia 1 niskich kosztach. Najbardziej popularne
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1 najczesciej stosowane techniki analityczne w analizie pierwiastkowej zywnosci
przedstawia tabela 4 [1, 2, 3, 9, 10, 12].

Tab. 4. Najczesciej stosowane techniki analityczne w analizie pierwiastkowej

AAS atomowa spektrometria absorpcyjna
- FAAS/FAES AAS z atomizacja w ptomieniu
- ETAAS AAS z atomizacja elektrotermiczng
- HGAAS AAS z generacja wodorkow
- CVAAS AAS z generacja zimnych par
AFS atomowa spektrometria fluorescencyjna
- HGAFS AFS z generacja wodorkow
- CVAFS AFS 7 generacja zimnych par
ICP-OES optyczna spektrometria emisyjna z plazma sprzgzona
- HG-ICP-OES indukcyjnie
- CV-ICP-OES ICP-OES z generacja wodorkow
- ETV-ICP-OES ICP-OES z generacja zimnych par
- LA-ICP-OES ICP-OES z elektrotermicznym odparowaniem
ICP-MS ICP-OES z ablacja laserowa
spektrometria mas z plazma sprz¢zona indukcyjnie
NAA neutronowa analiza aktywacyjna
- INAA instrumentalna neutronowa analiza aktywacyjna
- RNAA radiochemiczna neutronowa analiza aktywacyjna
Techniki taczone rozdzial: HPLC, GC, HG, CV
detekcja: AAS, AFS, ICP, MIP

Absorpcyjna spektrometria atomowa (AAS), zwlaszcza ptomieniowa jest

jedng z

najstarszych

i najczegsciej stosowanych technik w analizie

pierwiastkowej; jest w miar¢ prosta i ekonomiczna. Pozwala na oznaczanie

okoto 65 pierwiastkow, ale jej czutosc jest rozna i nie zawsze wystarczajaca do

oznaczania niektorych pierwiastkéw takich jak Cd, Pb, Hg, As itp. na poziomach

ich wystgpowania w zywnosci. Dazenie do poprawy czulosci tej techniki,

24




Renata Jedrzejczak

przyczynito si¢ do jej rozwoju i powstania alternatywnych sposoboéw atomizacji,
jak np. AAS z atomizacja elektrotermiczng (ETAAS) dla pierwiastkow takich
jak Cd, Pb, As, Sn i in.; AAS z generacja wodorkow (HGAAS) dla pierwiastkéw
np. As, Hg, Se, Sn; AAS z generacja zimnych par (CVAAS) do oznaczania Hg.

Interferencje chemiczne i spektralne wystepujace w roznych wersjach tej
techniki minimalizowane sa poprzez stosowanie m.in. odpowiednich
modyfikatordéw i korekcji tta. Glownym ograniczeniem tej techniki jest to, ze jest
to z zasady technika jednopierwiastkowa, chociaz wprowadzane sa rowniez
pewne systemy wielopierwiastkowe jak np. lampy wielopierwiastkowe.
Wigkszos¢ systemow spektrometrii atomowej wymaga, aby analizowane probki
byly w stanie ciekltym, ale moga by¢ takze podawane w stanie statym i w postaci
zawiesin, gtdéwnie w zastosowaniu do ETAAS.

Emisyjna spektrometria atomowa plomieniowa (FAES), w ktorej do analizy
wykorzystywany moze by¢ plomieniowy spektrometr absorpcji atomowej, ale
pracujacy w systemie emisyjnym, stosowana jest do oznaczania okoto 10
pierwiastkow ulegajacych tatwo wzbudzeniu, gtdownie metali alkalicznych, np.
K, Na, Li[1, 2, 4, 10].

Fluorescencyjna spektrometria atomowa (AFS) jest bardzo czula,
selektywng 1 o duzym zakresie pomiarowym technika analityczna, ale
stosunkowo rzadko stosowang zwlaszcza w analizie sladowej. W potaczeniu
z technika generacji wodorkéw i zimnych par pozwala réwniez na oznaczanie
analogicznych pierwiastkéw jak w AAS. Do wad tej techniki zalicza si¢ brak
efektywnych zrodet wzbudzania, konieczno$¢ catkowitego zmineralizowania
probki przed analiza, co w przypadku zlozonych matryc produktéw
spozywczych moze stanowi¢ powazny problem, a takze interferencje spektralne
1 matrycowe oraz wysokie koszty aparatury [1, 2, 10].

Optyczna spektrometria emisyjna/spektrometria mas z plazma
sprzezong indukcyjnie (ICP-OES/ICP-MS) zaliczane sa obecnie do
najnowoczesniejszych technik instrumentalnych, umozliwiajacych oznaczanie
okoto 70 pierwiastkow. ICP-OES / ICP-MS cechuja si¢, co najmniej dobra
wykrywalnoscig dla wiekszosci pierwiastkow, szerokim zakresem oznaczania

oraz mozliwoscia analizy wielopierwiastkowej. Te cechy powoduja, ze techniki
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ICP-OES i ICP-MS stajg si¢ coraz bardziej popularne w zastosowaniu do analizy
pierwiastkowej zywnos$ci, pomimo pewnych probleméw z wprowadzaniem
probki  do plazmy oraz wystgpowaniem interferencji  spektralnych
i matrycowych. ICP-OES stosowana jest réwniez w polaczeniu z generacja
wodorkéw i generacjgq zimnych par do oznaczania pierwiastkow analogicznych
jak w AAS. W wicgkszosci zastosowan probki analizowane sa w stanie ciektym,
jednak  mozliwa jest analiza probek stalych przy zastosowaniu
elektrotermicznego odparowania (ETV-ICP-OES) lub laserowej ablacji (LA-
ICP-OES) [1, 3, 4, 10].

Neutronowa analiza aktywacyjna (NAA) - to technika wykorzystujaca do
oznaczania pierwiastkow reakcje jadrowe wywolywane przez neutrony. Do
najwigkszych zalet tej techniki mozna zaliczy¢: wysoka czulo$¢ i1 niska
wykrywalno$¢ dla okoto 50-60 pierwiastkow mozliwych do jednoczesnego
oznaczenia tg technika, bez koniecznosci wstepnego przygotowania probki do
oznaczen (mineralizacji). Zaréwno w wersji INAA jak i RNAA technika ta
okreslana jest jako definitywna i1 wykorzystywana jest do sprawdzania
wiarygodnosci innych metod analitycznych oraz certyfikacji materiatdw
odniesienia. Jej wada jest duza praco- i czasochlonnosé, staba czutosé
w odniesieniu do np. Cd, Sn, a takze trudnosci w oznaczaniu niektorych
pierwiastkow, np. Pb oraz wysoki koszt aparatury [1, 9, 10].

Techniki laczone - nabieraja w analizie pierwiastkowej coraz wigkszego
znaczenia, ze wzgledu na to, ze umozliwiaja przeprowadzanie analizy
specjacyjnej, czyli oznaczania réznych form pierwiastkow wystepujacych
w zywnosci. Rozdzialu form dokonuje si¢ w ukladzie chromatograficznym
gazowym lub cieczowym (GC, HPLC), natomiast jako detektory moga by¢
stosowane wymienione w tabeli 4 rézne techniki instrumentalne [1, 10].

Przygotowanie probek do badan

Jak wczesniej wspomniano, z wyjatkiem INAA czy niektdrych analizatoréw
do oznaczania np. Hg, umozliwiajacych analiz¢ prébek w stanie statym,
wigkszo$¢ wymienionych w tabeli 5 metod wymaga wstepnego przygotowania
prébek do analizy, tj. przeprowadzenia do roztworu i rozktadu substancji
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organicznych wchodzacych w sktad analizowanej probki. Do tego celu stuzy
mineralizacja, stosowana w dwoch podstawowych rodzajach: na sucho i na
mokro (Rys. 1).
Mineralizacja klasyczna:

e sucha — probka spalana jest w piecu muflowym — temp. 450°C - 550°C

e mokra — probka z dodatkiem kwasdéw mineralnych spalana jest na ptycie

grzejnej w temp. do 300°C;

Mineralizacja ,,nowoczesna’:

e mineralizacja w tlenie (bomba tlenowa);

e mineralizacja w plazmie (niskotemperaturowa);

e mineralizacja promieniami UV,

e mineralizacja z ultradzwickami;

e mineralizacja ciSnieniowa;

e mineralizacja mikrofalowa.

NA MOKRO NA SUCHO
SYSTEM || SYSTEM SYSTEM OTWARTY

OTWARTY |ZAMKNIETY| SYSTEM ZAMKNIETY]|

$ d I

MIKROFALOWA

KLASYCZNA CISNIENIOWA KLASYCZNA
MIKROFALOWA MIKROFALOWA
PROMIENIOWANIE UV| SPALANIE W TLENIE
ULTRADZWIEKOWA SPALANIE W PLAZMIE

Rys. 1. Rodzaje mineralizacji na sucho i na mokro

Mineralizacja na sucho preferowana jest dla technik analitycznych
charakteryzujacych si¢ stabg wykrywalnoscia oznaczanych pierwiastkow, ze
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wzgledu na to, ze istnieje mozliwos$¢ stosowania relatywnie duzej probki
(np. 25 g), w poréwnaniu do systemdéw nowoczesnych (~1 g). Zaleta tej techniki
sa rowniez ograniczone mozliwosci zanieczyszczenia probki (mala ilos¢
odczynnikéw) 1 male wymagania obslugowe. Wada natomiast jest mozliwosc¢
strat oznaczanych pierwiastkow, ktore sa lotne w wysokich temperaturach,
a takze dhugi czas procesu trwajacego niekiedy nawet kilka dni.

Mineralizacja na mokro preferowana jest w odniesieniu do technik
charakteryzujacych si¢ dobra wykrywalnoscig oznaczanych pierwiastkéw, ze
wzgledu na ograniczong mase probki do kilku gramow, a w przypadku
systemow mikrofalowych nawet do 1 g. Najczgsciej stosowanymi kwasami
mineralnymi sa: HCIl, HNO;, H,SO,4, HCIO, pojedynczo lub w mieszaninach
oraz z dodatkiem innych utleniaczy, np. H,O,. Do zalet mineralizacji na mokro
mozna zaliczy¢ ograniczenie strat lotnych pierwiastkow i krotszy czas analizy,
zwlaszcza w systemach mikrofalowych zamknigtych, wada natomiast jest
ograniczona wielko$¢ probki, mozliwos¢ wprowadzenia zanieczyszczen wraz
z kwasami, straty analitu zwlaszcza w systemach otwartych i wigksze

wymagania zwigzane z obshuga i nadzorem procesu.

W ostatnich latach mineralizacja mikrofalowa, w szczegoélnosci na mokro
w uktadzie zamknigtym 1 systemach zautomatyzowanych, zdobywa coraz
wieksza popularno$s¢ w laboratoriach badajacych zywnos¢é. Zaletami tego
rodzaju postgpowania jest: ograniczenie zanieczyszczenia probki z otaczajacego
srodowiska i kwasow stosowanych w matych ilosciach, strat wywotanych
lotnoscia, a takze krotki czas mineralizacji. Ponadto korzystna jest mozliwos¢
stosowania pojedynczego kwasu, np. HNO;, ktory staje si¢ dobrym utleniaczem
w wyzszych temperaturach, uzyskiwanych dzigki zwigkszonemu ci$nieniu
w trakcie prowadzenia procesu, a powstajaca prosta matryca jest odpowiednia
dla wigkszosci technik analitycznych takich jak: ETAAS, ICP-OES, ICP-MS.
Wadami natomiast sa: ograniczona wielkos$¢ probki i wysoki koszt urzadzenia
oraz materiatéw eksploatacyjnych [1, 4].
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Kryteria wyboru metod w analizie pierwiastkowej zywnoS$ci

Przy wyborze techniki analitycznej do oznaczania pierwiastkow w zywnosci

uwzgledni¢ nalezy szereg czynnikow, charakterystycznych dla kazdej z nich,
takich jak:

przygotowanie probki do badan — nie jest wymagane w technice INAA,
natomiast wymagane w FAAS, ETAAS, ICP-OES, ICP-MS i technikach
taczonych z generacja wodorkdéw i zimnych par; w zaleznosci od
stosowanej techniki pomiarowej stosowane sa rozne Sposoby
mineralizacji, z tym ze koncowa matryca analizowanej probki powinna
by¢ kompatybilna z dang technika pomiarowa, w celu ograniczenia
interferencji podczas oznaczania, np. HNO; jest preferowany dla AAS,
ICP-OES, ICP-MS,

wykrywalno$¢ (LOD — limit of detection), ktdra zalezy gldwnie od
mozliwosci danej techniki analitycznej, optymalizacji warunkow
oznaczania, ale takze od wieku wyposazenia czy stopnia zuzycia
poszczegdlnych elementéow; dla poszczegoélnych technik ksztattuje sig
nastepujaco: ICP-MS > GFAAS > ICP-OES > FAAS > FAES.

Przyktadowe granice wykrywalnosci dla makro- 1 mikropierwiastkow

uzyskiwane za pomoca réznych technik przedstawia tabela 5 [1].

Tab. 5. Granice wykrywalnosci makropierwiastkow i pierwiastkow sladowych

w [1g/l] oznaczonych r6znymi technikami

Pierwiastek | FAAS FAES ETAAS | ICP-OES | ICP-MS
Ca 0,5 0,1 0,01 0,07 2
K 2 3 0,1 20 0,0002
Zn 0,5 200 0,01 0,6 0,01
Fe 5 50 0,02 0,7 0,01
Cd 1 2000 0,01 0,5 0,001
Pb 10 200 0,05 10 0,001
Sn 30 300 0,2 10 0,001
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Tabela 6 przedstawia natomiast granice wykrywalnosci wybranych
pierwiastkow, tworzacych lotne wodorki badz zimne pary w okreslonych
warunkach, uzyskiwane réznymi metodami [2]. Jak mozna zauwazy¢, tylko
techniki wykorzystujace t¢ wyjatkowa ceche niektorych pierwiastkéw
umozliwiaja oznaczanie takich pierwiastkow jak rtec, arsen, selen na poziomach
uzyskiwanych z zastosowaniem [CP-MS.

Tab. 6. Granice wykrywalnosci Hg, As i Se oznaczanych w [ug/l] réznymi

technikami

v n wn CUD_] n N (L/rj v v
2 |2 |5 |8 |2 |3 |5 |3k
g < = o ) O O > >
g m Q|2 | E | 00
]

2

Hg 140 0,2 1 0,01 - - 0,0001
As 150 0,5 30 0,03 | 0,01 0,01 -
Se 100 0,7 90 0,03 | 0,08 | 0,01 -

Czas analizy — mozliwo$¢ jednoczesnej wielopierwiastkowej analizy

posiadaja: INAA, ICP-OES, ICP-MS, co =znacznie skraca czas analizy

w porownaniu z jednopierwiastkowa analiza AAS, czy sekwencyjng ICP-OES;

Dynamiczny zakres oznaczania — jest najwigkszy w technice ICP-MS
1 INAA, a najmniejszy w technice AAS, co stwarza koniecznos$¢ rozcienczania
prébki, oile stezenia oznaczanego pierwiastka ten zakres przekraczaja; duzy
zakres oznaczania daje  wigksze korzysci czasowe niz analiza

wielopierwiastkowa,

Prostota w zakresie przygotowania probki, oprogramowania,
wzorcowania, obshugi; automatyzacja nie tylko zwigksza szybko$¢ analizy, ale
takze poprawia precyzje, jak np. w ETAAS,

Interferencje — sa niewielkie w technice FAAS ze wzgledu na duze
rozcienczenie probki i obecno$¢ potencjalnych substancji interferujacych,
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a jeszcze mniejsze w technikach wodorkowych i zimnych par, w ktérych analit —
oznaczany pierwiastek, jest oddzielony od potencjalnie interferujacej matrycy;
najwigksze interferencje wystepuja natomiast w technice ETAAS, z tym Zze moga
by¢ one eliminowane lub ograniczane poprzez stosowanie odpowiedniej korekcji

tla (interferencje spektralne) i matrycy (modyfikatory).

Koszt aparatury, ktory uklada si¢ nastgpujaco: INAA > ICP-MS > ICP-
OES > ETAAS > FAAS > FAES

techniki

pomiarowe 1 mozliwosci ich zastosowan w analizie pierwiastkowej przedstawia

Zestawienie parametrow charakteryzujacych  poszczegdlne

tabela 7.

Tab. 7. Porownanie charakterystycznych parametréw wybranych technik

analitycznych oznaczania metali

Parametr FAAS ETAAS ICP ICP INAA
-OES -MS

LOD 1-500 | 0,005-0,01 0,1 0,0001 0,005

[ug/l/mg/kg]* -100 -0,01 -1000*

Liniowo$¢ 10° 10° 10° | 10°-10° | 10*10°

Precyzja 0,1-10 0,5-10 0,1-5 0,5-5 0,1-10

[%o]

Interferencje

spektralne << >> > < <

chemiczne > >> << < -

Czas

analizy ogdlny/ > >> < < <>

analiza

wielopierwiastkowa - - + + +

Wielko$¢ probki >> << < < <

[ml]

Koszt aparatury < <> > >> >>

Legenda: >> bardzo duze, > - duze, <> - $rednie, < - mate, << - bardzo male
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Decydujac si¢ na wybdor nowoczesnej techniki analitycznej do oznaczania
okreslonych pierwiastkow w zywnos$ci ostatecznie musimy ustali¢, czy metoda
oparta na danej technice jest:

e odpowiednia do zamierzonego zastosowania,

e charakteryzuje si¢ odpowiednia wykrywalnoscia, precyzja i doktadnoscia,
e clastyczna, a wiec odporna na efekty matrycowe, spektralne,

e niezawodna,

e uznawalna (np. akredytowana).

Ostatecznym celem podejmowanych przez analityka dziatan zwigzanych
z przeprowadzeniem analizy pierwiastkowej zywnosci jest uzyskanie
wiarygodnego wyniku, przy sprawnie dziatajacym na poszczegdlnych etapach tej
analizy systemie zapewnienia jakosci badan, tak aby na podstawie uzyskanego
wyniku mozna byto podjaé wiasciwe decyzje zwiazane z bezpieczenstwem

zywnosci. Schemat takiego procesu analitycznego przedstawia rysunek 2:

SYSTEM ZAPEWNIANIA JAKOSCI

{ l N

$SRODEK ANALIZA WIARYGODNY
SPOZYWCZY |—> | PIERWIASTKOWA | =) WYNIK
PRZYGOTOWANIE TECHNIKA
PROBKI DO BADAN POMIAROWA

Rys. 2. Schemat analizy pierwiastkowej

Tak wigc, nie jest najbardziej istotne jaka aparature analityczna w analizie

pierwiastkowej stosujemy, ktéra stanowi jeden z elementdéw procesu
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analitycznego, na poczatku, w trakcie i na koncu ktérego zawsze stoi analityk, od

ktorego wiedzy, umiejetnosci 1 doswiadczenia zalezy koncowy rezultat

podejmowanych w tym zakresie decyzji i dziatan.
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3. Analiza mikotoksyn i jej powigzania jako narzedzia
tworzenia jakosci i bezpieczenstwa zywnosci

LUDWIK CZERWIECKI

Wstep

Zywnos¢ bezpieczna to zywno$é, ktora nie zagraza zdrowiu konsumenta;
ogot cech takiej zywnosci przeklada si¢ na jej wysoka jakos$é. Bezpieczenstwo
zywnosci zalezy od bardzo wielu czynnikdéw, a generalnie od stopnia skazenia
produktow spozywcezych i ptodow rolnych zanieczyszczeniami szkodliwymi dla
zdrowia. Zagadnienia z tym zwiazane ujmuje szczegétowo ustawa
o bezpieczenstwie zywnosci 1 zywienia z dnia 25 sierpnia 2006 roku [29].

Wsrdd wielu zanieczyszezen zywnosci, badz surowcow przeznaczonych do
jej wytwarzania, wymieniane sg mikotoksyny, jako wtorne metabolity grzybow
mikroskopowych okreslanych potocznie mianem plesni. Mikotoksyny stanowia
wazng grupe ksenobiotykéw s$rodowiskowych wystepujacych w zywnosci,
poniewaz oprdcz swojej wysokiej toksycznosci sa trudne do wyeliminowania;
wszelkie podejmowane dziatania prewencyjne posiadaja wzglednie ograniczong
skutecznos¢. Wynika to m.in. ze specyfiki tych substancji, ktére wytwarzane sa
przez mikroorganizmy saprofityczne, niezb¢dne dla  funkcjonowania
ekosystemow. Oprocz przestrzegania dobrej praktyki rolnej i produkcyjnej
dysponujemy dzisiaj réznego rodzaju srodkami pozwalajacymi jedynie na
minimalizowanie skutkéw zdrowotnych wynikajacych z obecnosci mikotoksyn
w produktach spozywczych. Moze bardziej wlasciwe bedzie zastapienie slowa

,,Srodki”’- stowem ,,dziatania”, ktorych obszary sprowadzaja si¢ do:
1) stosowania odpowiednich metod oznaczania tych zwiazkow,

2) rewizji i uaktualniania informacji z zakresu toksykologii mikotoksyn,
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3) aktywnosci w sferze legislacyjne;j.

Nalezy przy tym zaznaczyé, ze tylko harmonijne wspodtdziatania trzech
wymienionych obszaréw pozwala na uzyskanie optymalnych efektéw
w ochronie zdrowia konsumenta Zzywnosci. Ponizej zostang przedstawione
mozliwosci jakimi dysponujemy w chwili obecnej w omawianej dziedzinie, przy
czym z oczywistych wzgledéw, pierwszenstwo beda mialy zagadnienia

analityczne.

Metody analityczne

Wspolczesne metody analizy ilosciowej mikotoksyn zdominowata
wysokosprawna chromatografia cieczowa - HPLC [10, 13, 16, 18, 21], ktora
zdetronizowala historyczng juz niemal chromatografi¢ cienkowarstwowa - TLC.

Chromatografia gazowa - GC wykorzystywana jest jedynie sporadycznie i jej
zastosowanie ogranicza si¢ do oznaczania mikotoksyn z grupy trichotecendéw
[17, 19], ale i tu daje zna¢ o sobie dominujacy wplyw HPLC skutecznie
wypierajacej chromatografi¢ gazowa. Do celow analizy potilo$ciowej stosuje si¢
przesiewowe testy immunoenzymatyczne, np. ELISA pozwalajace na szybka, ale
tylko orientacyjna ocen¢ badanego produktu pod wzgledem stopnia jego
skazenia mikotoksynami i dlatego metody te nie sa rekomendowane przez
Europejski Komitet Normalizacyjny (CEN), jako narzgdzia urzedowej kontroli
zywnosci [2]. Jesli chodzi o wysokosprawna chromatografi¢ cieczowsa, to
obecnie prawie wylacznie stosowana jest jej wersja w odwroconym ukladzie faz,
tzw. RP-HPLC, gdzie faz¢ stacjonarna stanowi zel krzemionkowy
modyfikowany weglowodorami o dlugosci tancuchéw weglowych od C8 do
C18, a fazy ruchome sa na bazie wody z dodatkiem modyfikatorow takich jak
metanol czy acetonitryl. Zaznaczy¢ nalezy, ze obserwuje si¢ ciagly postep
w doskonaleniu wypetnien chromatograficznych, jak i samej konstrukcji
kolumn i oczywiscie aparatury.
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Detekcja

Procz zapewnienia odpowiednio selektywnego rozdzialu na kolumnie
chromatograficznej niezwykle wazny jest dobdr detektora; zalezny jest on m.in.
od wtasciwosci fizykochemicznych analizowanych zwiazkéw. Bezdyskusyjnie
najwazniejszy w analizie mikotoksyn byt i jest detektor fluorymetryczny, zwany
rowniez fluorescencyjnym (FLD); procz niego stosowane sa niekiedy detektory:
UV, UV-DAD oraz rézne typy detektorow mas: kwadrupol i jego niejako

rozszerzenie - putapka jonowa.

Detektor fluorymetryczny stosuje si¢ do analizowania w pierwszej kolejnosci
mikotoksyn wykazujacych fluorescencje wzbudzana promieniowaniem
ultrafioletowym. Odznacza si¢ on bardzo wysokg czulo$cig oraz specyficznoscia
przy duzej wrazliwosci na interferujace zanieczyszczenia, wymaga dlatego
bardzo starannej obrébki wstgpnej badanego materialu, m.in. odpowiedniego
oczyszczania proby (clean-up). Do fluoryzujacych natywnie mikotoksyn
zaliczy¢ mozna aflatoksyny B;, B,, G;, G, M;, M,, ochratoksyng A i zearalenon
z jego licznymi pochodnymi - metabolitami. W obrgbie wymienionej grupy
mikotoksyn, jaka tworza aflatoksyny, istnieje mozliwosé
wywotania/wzmocnienia  fluorescencji  przez  odpowiednie  chemiczne
przeksztalcenie czasteczki analizowanego zwiazku - dotyczy to przede
wszystkim aflatoksyny B; oraz G, Tak si¢ bowiem sktada, ze aflatoksyny te
fluoryzuja niezwykle intensywnie na statych podlozach, np. na zelu
krzemionkowym (co bylo i jest wykorzystywane w chromatografii
cienkowarstwowej i jej odmianach - TLC/HPTLC), natomiast w roztworach,
szczegolnie o duzym udziale fazy wodnej, znacznie stabiej. W celu wzmocnienia
fluorescencji aflatoksyn B, oraz G; oznaczanych technika HPLC przeksztatca si¢
je w hemiacetalowe pochodne z kwasem trifluorooctowym (TFA) w reakcji
prekolumnowej [28] lub tworzy ich potaczenia z bromem lub jodem; te ostatnie
to reakcje postkolumnowe [1, 18]. Na szczegdlng uwage, ze wzgledu na prostote
i wygode, =zastuguje reakcja aflatoksyn =z bromem generowanym
elektrochemicznie z KBr, ktdry jest rozpuszczony w fazie ruchomej [18].

Do mikotoksyn, ktorych czasteczki nie wykazujg samoistnej fluorescencji
nalezy duza grupa trichotecenéw (m.in.: deoksyniwalenol (CDON), niwalenol,
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toksyna T-2 czy HT-2) oraz fumonizyny B;, B, etc. Analizowanie tych
zwiazkow za pomoca detektora FLD wymaga zatem odpowiedniej reakcji,
w wyniku ktorej powstang pochodne intensywnie fluoryzujace w ultrafiolecie.
Informacje o fluorescencji wybranych mikotoksyn zebrano w tabeli 1 [5, 6, 10,
12, 20, 26].

Tab. 1. Fluorescencja mikotoksyn i niektore reakcje tworzenia fluoryzujacych

pochodnych
Fluorescencja
Mikotoksyna ZW. Reagent | Ex/Em [nm] Typ reakcji
macierzystego
TFA |370/418-700 | Prekolumnowa
Aflatoksyny B;,G; staba Br 362/425-455 | Postkolumnowa
J 360/440 | Postkolumnowa
Aflatoksyny B,,G, silna - 360/440. -
Aflatoksyna M, silna -/TFA 360/435 -/Prekolumnowa
Ochratoksyna A silna - 330/460 -
pumonizyny brak | NBD-F | 460/500 | Prekolumnowa
1, Bo
Tok T-2, HT-2 brak I-AN, 381/470 Prekol
oksyna T-2, HT- ra DMAP rekolumnowa
Zearalenon silna - 274/446 -

Legenda: Ex/Em — wzbudzenie/emisja, TFA - kwas trifluorooctowy,

NBD-F — 4-flouro-7-nitrobenzofurazan, 1-AN — 1-antrylonitryl,

DMAP — 4-dimetyloaminopirydyna

Uwaga: fluorescencje ochratoksyny A mozina wzmocnic¢ dodatkowo NH;, jednak
wobec coraz nowoczesniejszych detektorow fluorymetrycznych zabieg ten wydaje
sie zbedny; jego zastosowanie jest tez dosy¢ klopotliwe, poniewaz wymaga

dodatkowej pompy, toczqcej roztwor amoniaku, wolnej od pulsacyi.
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Wymienione wczesniej detektory UV oraz UV-DAD charakteryzuja si¢
zarowno stosunkowo mata czutoscia i1 dosy¢ slaba selektywnoscia; ta ostatnia
niekorzystna cecha dotyczy klasycznego detektora UV, dlatego nigdy nie byt on
czesto stosowany w tej dziedzinie analizy, chociaz oddaje on znakomite ustugi
np. w przypadku oznaczania patuliny w sokach jabtkowych [27];
wykorzystywany jest tez niekiedy w analizie DON [9].

Detektorem niewatpliwie o najwyzszej specyficznosci, ale za to do$¢ matej
czulosci 1 znacznej wrazliwosci na oddziatywanie tzw. tta, jest detektor masowy
stosowany ostatnio w tandemie LC-MS/MS zamiast GC-MS do oznaczania
przede wszystkim mikotoksyn z grupy trichotecenow [3, 4]. W praktyce znajduje
on zastosowanie gtdéwnie do potwierdzania wynikéw pozytywnych uzyskanych
innymi technikami analitycznymi i przy uzyciu réznych detektoréw. Jego wada
jest rowniez nadal bardzo wysoka cena. Najwazniejsze odmiany tego detektora
to kwadrupol i putapka jonowa. Pierwszy, w najogolniejszym ujg¢ciu, nadaje si¢
bardziej do oznaczen ilosciowych, putapka jonowa jest natomiast detektorem
o lepszej rozdzielczosci, wykrywalnosci 1 czuto$ci, jednak jej przydatnosé
w analizie ilosciowej mikotoksyn jest zdecydowanie mniejsza. Nie wnikajac
w szczegoty techniczne do celow analizy mikotoksyn za pomoca tych
detektorow wykorzystuje si¢ typ jonizacji w trybie jonéw dodatnich badz
uyjemnych z rozpyleniem w polu elektrycznym (ESI - electrospray ionization).

Przygotowywanie prébek do analizy

Problem odpowiedniego przygotowania prébek - ich oczyszczenia,
a wlasciwie oczyszczenia ekstraktow i to w sposéb zapewniajacy minimalne
straty oznaczanej substancji, pozostaje dla analityka zawsze niezmiernie istotny.
Dzisiaj, kiedy dominuje HPLC z bardzo czutymi i dlatego wymagajacymi
detektorami (detektor fluorymetryczny) oraz wobec ustanawiania na ogét coraz
nizszych dopuszczalnych pozioméw mikotoksyn w zywnosci, zagadnienie
odpowiedniej czystosci ekstraktow odgrywa jeszcze wigksza role niz w czasach
chromatografii cienkowarstwowej. Wspolczesne techniki clean-up koncentruja
si¢ na malych kolumnach i niewielkich objetosciach (od 0,5 do 1 ml) cieczy

elucyjnych, zarowno do eliminacji substancji interferujacych, jak i elucji
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oznaczanych, mikotoksyn; odchodzi si¢ juz prawie zupetnie od ekstrakcji ciecz-
ciecz, jako jednej z metod oczyszczania/odtluszczania ekstraktow. Oprécz
techniki ekstrakcja do fazy statej (SPE) [21] oczyszczania ekstraktéw ogromne
uznanie  zyskala  chromatografia = na  kolumnach  powinowactwa
immunologicznego (IAC) polegajaca na przejsciowym wigzaniu analizowanych
mikotoksyn (antygenow) przez specyficzne przeciwciata osadzone na zlozu
kolumny [1, 10, 11, 16].
Do korzysci tego sposobu oczyszczania (clean-up) naleza:

1) znaczne zmniejszenie objgtosci rozpuszczalnikdbw z rownoczesng
eliminacja najbardziej toksycznych (CHCls, CsHy),

2) skrocenie czasu analizy do kilkunastu minut,

3) poprawa wykrywalnosci, oznaczalnosci oraz specyficznosci metody.

Istnieja oczywiscie rowniez ograniczenia i niedogodnosci, jakie zwigzane sg
z wyborem omawianego sposobu oczyszczania; naleza do nich: niecatkowita
specyficznos§¢  przeciwcial, mozliwos¢  niekorzystnego  oddziatywania
sktadnikow matrycy na funkcjonowanie przeciwcial (straty oznaczanego
sktadnika); wykazaly to m.in. badania wlasne nad przyprawami kulinarnymi
[14], wreszcie trudnosci technologiczne przy pozyskiwaniu specyficznych,
monoklonalnych przeciwcial dla mozliwie szerokiej gamy oznaczanych
mikotoksyn. Aktualnie mozliwe jest zastosowanie tej metody oczyszczania
ekstraktéw réznych matryc do oznaczania: aflatoksyn B, B,, G, Gy, My,
ochratoksyny A, cytryniny, fumonizyn B;, B,, zearalenonu, DON i toksyny T-2
oraz HT-2.

Ocena skuteczno$ci metod analitycznych

Poniewaz mikotoksyny wystepuja w réznorodnych surowcach i produktach
spozywczych przede wszystkim pochodzenia roslinnego, dlatego metody
oznaczania tych zwiazkéw musza uwzglednia¢ t¢ ré6znorodnos¢ matrycowa oraz
korespondowaé w zakresie m.in. limitéw detekcji i oznaczenia iloSciowego z ich
ustalonymi dopuszczalnymi maksymalnymi poziomami w zywnosci. Chociaz

nie istnieje konieczno$¢ obligatoryjnego stosowania okreslonych procedur
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analitycznych oznaczania mikotoksyn, np. w oparciu o normy; metody
stosowane w urzedowej kontroli zywnosci musza spelnia¢é pewne wymagania
odnoszace si¢ do ich parametréw analitycznych - niezaleznie od uzytej techniki
analitycznej, powinny posiada¢ okreslona sprawnos¢ (skutecznos$c). Aktualnie
obowigzuje w tej dziedzinie Rozporzadzenie Komisji (WE) Nr 401/2006 z 23
lutego 2006 roku [23], ktore zastgpuje poprzednie akty prawne odnoszace si¢ do

poszczegblnych mikotoksyn.

Kryteria skutecznosci metod, niezaleznie od rodzaju mikotoksyny i badanego
produktu, obejmuja:

1) odzysk w %, w okreslonym przedziale stgzen,

2) precyzje RSD,/RSDg, w %, rowniez w zaleznosci od poziomu.

Najczgsciej stosowane definicje, ktore musza by¢ uwzgledniane przez
laboratoria to:

1) powtarzalnos¢ (r),

2) odchylenie standardowe (s;) w warunkach powtarzalnosci,

3) odchylenie standardowe wzgledne (RSD,) w warunkach powtarzalnosci,

4) odtwarzalnos¢ (R),

5) odchylenie standardowe (sg) w warunkach odtwarzalnosci,

6) odchylenie  standardowe  wzgledne  (RSDr) w  warunkach
odtwarzalnosci [23].

W tabeli 2 przedstawiono szczegdlowe kryteria skutecznosci metod dla
wybranych mikotoksyn. Uwazny czytelnik zauwazy w tabeli brak parametrow
wykrywalnosci 1 oznaczalnosci — LOD i LOQ; obecnie nie jest wymagane
podawanie ich wartosci pod warunkiem zdefiniowania precyzji dla poziomdow
(ng/kg) mikotoksyn wymienionych w cytowanym rozporzadzeniu.

Jednak zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej parametry LOD
1 LOQ musza by¢ nizsze, co najmniej o rzad wielkosci, niz maksymalne
dopuszczalne poziomy mikotoksyn okreslone w  Rozporzadzeniach
Nr 1881/2006 [24] oraz 1126/2007 [25]. W praktyce, w laboratoriach
akredytowanych i zajmujacych si¢ nie tylko badaniami rutynowymi, istnieje
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stuszna tendencja do precyzyjnego okreslania zaréwno LOD jak i LOQ oraz

zakresow stezen (zakres roboczy) stosowanych metod oznaczania mikotoksyn.

Tab. 2. Kryteria skutecznosci metod analitycznych dla mikotoksyn [23]

Mikotoksyna i;zlif;m RSD,% |RSDg % Odzysk %
<1,0 50-120
Aflatoksyny 1-10 70-110
B; B, G, G, >10 0,66 Wg réwnania | 80-110
M, 0,01-0,05 RSDg Horowitza 60-120
>0,05 RSDp=2"""¢% | 70_110
Ochratoksyna A (OTA) <1,0 =40 <60 50-120
1-10 <20 <30 70-110
Zearalenon <50 <40 <50 60-120
(ZEA) >50 <25 <40 70-120
Deoksyniwalenol >10<500 <20 <40 60-110
(DON) >500 <20 <40 70-120
Fumonizyny <500 <30 <60 60-120
B, B, >500 <20 <30 70-110
<20 <30 <40 50-120
Patulina 20-50 <20 <30 70-105
>50 <15 <25 75-105

Objasnienia do tabeli: C - stezenie wyrazone wykladnikiem potegi przy

podstawie 10, jako stosunek - np. 1 mg/kg =10°

Niektore aspekty toksykologiczne zwigzane z obecnoScia mikotoksyn
w zywnoSci i konsekwencje natury legislacyjnej.

Jak wspomniano we wstgpie, obszary badan zwigzane z toksykologia, jak
i analityka sa w sposdb oczywisty wspolzalezne od siebie i stymuluja sie
nawzajem, co oprocz rozwoju tych dwoch dziedzin owocuje réwniez tworzeniem
aktow ustawodawczych zwiazanych z bezpiecznymi poziomami mikotoksyn
w §rodkach spozywczych. W tym kontek$cie nie ma potrzeby omawiania
wlasciwosci mikotoksyn w kategoriach toksycznos$ci ostrej, czy przewleklej -
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fakty te sa dobrze poznane i udokumentowane. Nalezy jedynie przypomniec¢, ze
efektem praktycznym badan toksykologicznych, m.in. toksycznosci przewlektlej
mikotoksyn na zwierzetach, jest m.in. mozliwo$¢ okreslenia bezpiecznego
poziomu substancji (NOEL - No Observed Effect Level); bardziej precyzyjnie -
najwyzszej dawki danej mikotoksyny wyrazonej w mikrogramach na kg masy
ciata zwierzecia/dzien, ktéra nie powoduje objawdw toksycznych u zwierzat
doswiadczalnych, a nastgpnie ustalenie na tej podstawie, po uwzglgdnieniu
odpowiednich wspolczynnikow bezpieczenstwa (przeniesienie dawki na
cztowieka), wartosci  tolerowanego dziennego pobrania/tymczasowego
tolerowanego maksymalnego dziennego pobrania mikotoksyn z zywnoScia przez
cztowieka czyli, odpowiednio - TDI/PMTDI w pg/kg masy ciata/dzien.
(Okreslenia te sa stosowane przez SCF/JECFA; istnieje jeszcze wariant t -TDI
(temporary) - dla zaznaczenia tymczasowego charakteru parametru). Oczywiscie
przy ustalaniu takiej dawki wykorzystuje si¢ réwniez inne wyniki badan, np.
rakotworczosci, mutagennosci i badan epidemiologicznych w odniesieniu do
cztowieka, o ile takowe sg dostepne, a stad juz krok do stworzenia odpowiednich
aktow prawnych stuzacych obronie konsumenta przed zywnoscia szkodliwg dla
zdrowia. Warto jeszcze wspomnieé, ze dla ochratoksyny A zamiast TDI stosuje
si¢ PTWI (tymczasowe tolerowane pobranie tygodniowe, poniewaz mikotoksyna

ta moze si¢ kumulowac).

Niezbedne sa réwniez starania, ktére pozwola zapewnié nieprzekraczalnosé
ustalonych wartosci pobrania mikotoksyn z zywnoscig poprzez stworzenie
odpowiednich warunkéow produkcji Zzywnosci na kazdym etapie, wlacznie
z przechowywaniem. W celu oceny czy faktyczne dzienne pobranie mikotoksyn
z dieta nie przekracza PMTDI/TDI niezbedne jest dysponowanie odpowiednio
licznymi danymi odnoszacymi si¢ do zawartosci mikotoksyn w mozliwie
szerokiej grupie produktdw spozywczych. Dane takie powstaja w wyniku m.in.
badan monitoringowych w oparciu o wiarygodne metody analityczne. Powyzsze
informacje, jako wartosci $rednie kontaminacji ksynami badanych produktéw,
w potaczeniu z danymi okre$lajacymi wielko$¢ konsumpcji okreslonych
produktéw w danej grupie populacyjnej umozliwiaja taka oceng. Opisane
praktyczne aspekty badan toksykologicznych i ich wplyw na bezpieczenstwo
zywnosci przedstawiono na rysunku 1.
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OCENA BADANIA

POBRANIA TOKSYKOLOGICZNE .
(dane éredniej Wsp. bezpieczenstwa

konsumpcji
i srednia wazona Y

kontaminacji) NOEL > TDI/PMTDI

A
. A
-y

METODY /I\ l ﬂl\ MAKSYMALNE
ANALITYCZNE AR POZIOMY

Rys. 1. Niektdre praktyczne aspekty badan toksykologicznych

W krajach Unii Europejskiej odpowiednie akty prawne, m.in.
rozporzadzenia, okreslaja dopuszczalne poziomy poszczegoélnych mikotoksyn
w zywnosci. Obecnie w Polsce obowiazuje Rozporzadzenie Ministra Zdrowia
w  sprawie maksymalnych pozioméw  zanieczyszczenn chemicznych
1 biologicznych w zywnosci i jej sktadnikach [ 22]; znajduja si¢ tam odniesienia
do dokumentéw w randze rozporzadzen obowiazujacych w krajach obszaru Unii
Europejskiej, a dotyczacych m.in. maksymalnych pozioméw mikotoksyn
w roznych surowcach badz produktach spozywczych. Rozporzadzenie Komisji
(WE) Nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 roku, ujmuje catosciowo te¢
problematyke [24], przy czym najnowszym dokumentem uzupelniajacym jest
Rozporzadzenie (WE) Nr 1126/2007 z dnia 28 wrzesnia 2007 roku [25].
W rozporzadzeniach tych uwzgledniono nastgpujace mikotoksyny: aflatoksyny
By, B,, Gi, Gz, M,, ochratoksyng A, patuling, deoksyniwalenol, zearalenon
i fumonizyny B, B,. W przygotowaniu sa limity dla toksyny T-2 i HT-2.
W tabeli 3 przedstawiono przyktadowo dopuszczalne poziomy niektérych
mikotoksyn w wybranych produktach.
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Tab. 3. Najwyzsze dopuszczalne poziomy wybranych mikotoksyn w niektorych

srodkach spozywczych i surowcach roslinnych

. Rodzaj Zawartos¢

Surowiec/produkt miko tokiyn [ue/ke]
Wszystkie zboza 1 wszystkie produkty
otrzymywane ze zb6z w tym produkty
zbozowe z wyjatkiem kukurydzy 2,0/4,0
przeznaczonej do sortowania i produktéw Aflatoksyna
specjalnego przeznaczenia B,/X aflatoksyn
Orzechy arachidowe i orzechy oraz B,B,,G1,G,
przetworzone produkty z orzechow 2.0/4.0
przeznaczone do bezposredniego spozycia e
przez ludzi
Nieprzetworzone zboza/wszystkie produkty
z nieprzetworzonych i przetworzonych zb6z
oraz zboza przeznaczone do bezposredniego Ochratoksyna A 5,0/3,0

spozycia przez ludzi z wyjatkiem $rodkéw
spozywczych specjalnego przeznaczenia

Kawa palona/kawa rozpuszczalna 5,0/10,0

Nieprzetworzone zboza inne niz pszenica
durum, owies i kukurydza/zboza przeznaczone
do bezposredniego spozycia przez ludzi, maka
zbozowa (w tym m.in. kukurydziana, ptatki Deoksyniwalenol
kukurydziane) i inne produkty do (DON)
bezposredniego spozycia przez ludzi z
wyjatkiem srodkow spozywczych specjalnego
przeznaczenia

1250/750

Nieprzetworzone zboza inne niz
kukurydza/zboza przeznaczone do
bezposredniego spozycia przez ludzi, maka
zbozowa i inne produkty do bezposredniego
spozycia przez ludzi z wyjatkiem srodkow
spozywczych specjalnego przeznaczenia

Zearalenon 100/75

Wystepowanie mikotoksyn w Zywnosci w Polsce

Problem obecnosci mikotoksyn w zywno$ci i w surowcach rolniczych
w Polsce byl badany przez ostatnie cztery dziesigciolecia ubieglego wieku
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z 16znym natgzeniem; od drugiej polowy lat 90-tych daje si¢ zaobserwowaé
wyrazng intensyfikacje poczynan w tej dziedzinie. Jest to rezultatem, m.in.
poprawy sytuacji materialnej laboratoriow i placéwek badawczych, ale przede
wszystkim postgpu w dziedzinach analityki, toksykologii zywnosci i prac
ustawodawczych. Badanie zb6z i ich przetworéw oraz innych produktéw
i surowcow pochodzenia roslinnego na obecnos¢ wymienionych mikotoksyn jest
obligatoryjne od momentu wstagpienia Polski do Unii Europejskie;j,
a dopuszczalne maksymalne ich poziomy regulowane sa wspomnianymi
poprzednio rozporzadzeniami [24, 25].

Generalnie, niezaleznie od szczegdétowych wynikéow badan stwierdzié
mozna, ze do mikotoksyn zastugujacych na szczegélna uwage, jesli chodzi
o wystgpowanie w surowcach rolniczych 1 zywnosci w warunkach
klimatycznych Polski, naleza: ochratoksyna A wykrywana w zbozach
i przetworach zbozowych, deoksyniwalenol (DON), a w nastepnej kolejnosci:
toksyna T-2, HT-2, zearalenon i fumonizyny B, i B, Wymienione poprzednio
mikotoksyny (oprdocz toksyny T-2, HT-2 i fumonizyn, co do ktorych istnieje zbyt
mato danych) wystgpowaly w badanych probkach zbdéz i ich przetworach,
atakze w innych produktach w iloSciach umiarkowanych - przekroczenia
maksymalnych dopuszczalnych poziomow zdarzaty si¢ stosunkowo rzadko [15].

Aflatoksyny natomiast, jako toksyny klimatu tropikalnego i subtropikalnego,
moga stwarza¢ pewne potencjalne zagrozenie w produktach z importu takich jak:
orzechy - szczegoélnie arachidowe i przyprawy kulinarne oraz zboza z importu -
gtownie kukurydza. Jako ciekawostke nalezy wspomnie¢ o badaniach zbdz
(zyto, pszenica, jeczmien) pochodzacych =z wupraw konwencjonalnych
i ekologicznych zrealizowanych przez Zaklad Analizy Zywnosci Instytutu
Biotechnologii Przemyshu Rolno-Spozywczego przeprowadzonych w latach
1997-1998 [7, 8]. Otéz wynika z nich, ze zawartosci ochratoksyny A nie réznity
si¢ istotnie w zbozach z obu rodzajow upraw.

Na zakonczenie nalezy podkresli¢, ze rozwoj analityki zywnos$ci, wiedzy
toksykologicznej i postepy prac legislacyjnych sa procesami ciagtymi, dlatego
dopuszczalne poziomy mikotoksyn beda podlegaty rewizji, co powinno stanowic

gwarancj¢ odpowiedniej jakosci 1 bezpieczenstwa zywnosci.
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4. Postepy w technikach separacyjnych stosowanych
w analizie ZywnoSci

MIECZYSEAW OBIEDZINSKI

W sktad zywnosci wchodza zaréwno sktadniki pozadane, jak i niepozadane.
Sktadnikami sa substancje odzywcze, niezbgdne dla zdrowia, sktadniki
przeciwodzywcze, bioaktywne — niezywieniowe, toksyczne izanieczyszczenia
iinne, potencjalnie uzyteczne lub szkodliwe. Czgsto zadaniem technologii jest
usuniecie jednych, a zwiekszenie zawartosci innych - tych pozadanych.

Majac na uwadze bezpieczenstwo zywnos$ci, przyjeto powszechnie
stosowanie analizy ryzyka do zarzadzania zagrozeniami, ktdére moga stanowic
niebezpieczenstwo dla zdrowia konsumenta i jego dobrostanu. Powszechnie
stosowanymi sposobami zarzadzania zagrozeniami dla jakosci i bezpieczenstwa
zywnosci to systemy HACCP, ISO 22000 czy standardy BRC, QS, GAP i inne.
W ostatnich latach zmienito si¢ rowniez podejscie do substancji odzywczych,
zywieniowych. W niedawnej przesztosci za sktadniki odzywcze uwazano takie,
ktore sa niezbedne do pobrania z otoczenia dla zachowania wzrostu, zdrowia
iutrzymania funkcji zyciowych. Obecnie wiele sktadnikow zywnosci, jak np.
polifenole, isoflawony, karotenoidy, nie bedace prowitamina A, glukozynolany
czy fitosterole sg uwazane za skladniki zywieniowe, istotne dla procesow
metabolicznych, detoksyfikacji, ogoélnie o dziataniu prozdrowotnym, np.
antykancerogennym. Kilka z tych zwiazkéw, jeszcze pare lat temu uwazano za
anty-zywieniowe. Wiadomo réwniez, ze na ich dziatanie w organizmie ma
wpltyw obecno$¢ innych skladnikéw diety 1 moze mie¢ charakter
antagonistyczny, synergistyczny i zalezy to od ich wzajemnych relacji. Juz te
fakty wskazuja na konieczno$¢ rozwazania lub co najmniej uwzglednienia
w analizie ryzyka rowniez analizy korzysci, aby mozna dokona¢ kompleksowe;j

oceny sktadnikdéw zywnosci pod wzgledem korzysci i ryzyka.
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Z podobnych powodéw istnieje konieczno$¢ kompleksowego podejscia do
problematyki jakosci i bezpieczenstwa zywnosci w rozwiazaniach prawnych
nadzoru nad tancuchem zywnosciowym od pola do stotu, majac na wzgledzie
odpowiedzialno$¢ wszystkich uczestnikéw ogniw tancucha, majacych wptyw na
bezpieczenstwo oraz zdrowotng i zywieniowa jakos$¢ zywnos$ci. Nalezy sobie
zdawaé sprawe, ze przyjecie ramowego podejscia do tancucha zywnosciowego
wychodzi poza problematyk¢ bezpieczenstwa zywnosci. Jednoczesnie sprzyja
podejsciu systemowemu do jakosci w sektorze rolno-spozywczym, wspieraniu
systemOéw zarzadzania jakoscia 1 bezpieczenstwem w catlym lancuchu
zywnosciowym, ktére wymagaja zaangazowania wladzy publicznej,
producentdw 1 przetwoércéw, jak roéwniez konsumentéw — spoteczenstwa.
Nadchodzace zmiany w polityce rolnej — regulacje dotyczace wspotzaleznosci
,»Cross compliance”, idq wlasnie w tym kierunku. Mozna si¢ zatem spodziewac,
atrend ten jest ewidentnie widoczny w wielu krajach czionkowskich Unii
Europejskiej, wzajemnego przenikania si¢ problematyki jakosci i bezpieczenstwa
zywnosci wyrazonej migdzy innymi tworzeniem zintegrowanych instytucji
nadzoru nad bezpieczenstwem 1 jako$cia zywnosci (urzedowa kontrola
zywnosci). Zatem konieczne jest holistyczne podejscie do jakosci
i bezpieczenstwa zywnosci w cyklu ,,od pola do stotu” i powinno ono by¢
wsparte nowoczesnymi technikami analitycznymi. Skfad, specjacja sktadnikéw
i analiza zywnoSci sa niezbgdne do oceny wszystkich nierozlacznych
sktadowych i tych dodanych celowo komponentéw Ilub wystgpujacych
przypadkowo, w tym pochodzacych ze srodowiska - otoczenia ogniw tancucha,
wlaczajac kontaminanty 1 pozostatosci chemiczne, dodatki i1 substancje
bioaktywne nie — odzywcze. Konieczne sa réwniez do oceny zmiennosci
ich relacji 1 oddzialywania w procesach technologicznych *tancucha,

a w szczegdlnosei organizmach konsumentow.

Wazna kwestia jest problematyka identyfikowalnosci (traceability)
i autentycznosci produktéw spozywczych. Problematyka ,traceability”,
obligatoryjna dla bezpieczenstwa zywnosci, staje si¢ rowniez istotna dla jakosci
zywno$ci. Nowym wyzwaniem, aczkolwiek znanym od wielu wiekdéw jest
zagadnienie autentycznosci produktow spozywczych. Rozwojowi cywilizacji

towarzyszyl postep technologiczny, a temu z kolei rozwdj sposobdéw
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falszowania i podrabiania zywnos$ci oraz napojow. Prawie 2000 lat temu
w Indiach znano zar6wno sposoby falszowania produktow z ziarna roslin
zbozowych 1 olejow jadalnych, jak i sposoby ich wykrywania. W prawie
rzymskim opisano sposoby fatszowania oliwy z oliwek oraz wina. W kolejnych
stuleciach opisano sposoby wykrywania oraz przeciwdzialania falszowaniu
autentycznosci przypraw. Wykrywanie zafalszowan i podrabiania Zzywnosci
oraz napojow wymaga stosowania roznorodnych technik analitycznych.
Obecnie obserwowany trend powrotu do tradycyjnych produktéw spozywczych,
produktow o deklarowanym pochodzeniu geograficznym, wymaga stosowania
roznorodnych technik, aby wykry¢ ewentualne zafalszowania pochodzenia czy
technologii.

Postgp wiedzy o zywnosci, o jej jakosci i bezpieczenstwie, nastgpuje
w wyniku rozwoju takich dziedzin jak proteomika, lipidomika, genomika,
metabolomika, a od technologa zywnosci wymaga si¢ ich zintegrowania.

Obserwowany jest zdecydowany postep w przygotowaniu probek do badan.
Coraz czgsciej stosuje si¢ metody o znaczaco zredukowanej ilosci

rozpuszczalnikdw organicznych lub bezrozpuszczalnikowych, takich jak:
e ckstrakcja do fazy statej (solid phase extraction - SPE),

e mikroekstrakcja fazy nadpowierzchniowej (solid phase microextraction -
SPME),

e wykorzystania membran polprzepuszczalnych (SPMD — semipermeable

membrane devices),
e ekstrakcji do jednej kropli,
e chromatografia dyspersyjna i wielu innych.
Ekstrakcyjne przygotowanie probek typu Soxhleta, zostato zastapione przez:
e przyspieszona, wymuszong ekstrakcje,
e ckstrakcje w podwyzszonej temperaturze i/lub cisnieniu,

e ckstrakcj¢ ciecza w  stanie nadkrytycznym <z ewentualnymi
modyfikatorami.
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Do usuwania zwiazkow tta stosuje si¢ ekstrakcje:

¢ do fazy stalej z wykorzystaniem sorbentdow z nadrukiem molekularnym
(moleculary imprinted solid phase extraction - MISPE),

e do fazy statej z wykorzystaniem immunosorbentow (immuno - SPE),

e rozpuszczalnikami wspomagang promieniowaniem mikrofalowym
(microwave assisted extraction, MAE),

e 7za pomoca rozpuszczalnikow z probki rozproszonej w fazie statej (matrix
solid phase extraction, MSPD) 1 mieszadet z faza stacjonarna stir bar.

Zastosowanie tych technik jest w szczegoélnosci korzystne do wyodrgbniania
z matrycy zywnosciowej 1 jednoczesnego zaggszczania zwiazkow bioaktywnych,

wystepujacych w mikro-ilo§ciach w surowcach i artykutach rolno-spozywczych.

Istotng role w badaniach zywnosci odgrywaja techniki rozdzielcze,
w  szczegllnosci  chromatograficzne.  Postgp w  ostatniej  dekadzie
w chromatografii gazowej i cieczowej oraz w technikach elektro-separacyjnych
(w rozwoju kolumn, faz stacjonarnych termostabilnych odpornych na degradacj¢
i zmienne pH), a w szczego6lnosci doskonalenie istniejacych sposobow detekcji
umozliwia réwniez badania mikro-probek i mikro-ilosci oraz selektywnosé
detekcji.

Szczegolnie w ostatnich pigciu latach rozwijane jest zastosowanie technik
sprzezonych typu chromatografia cieczowa — chromatografia gazowa (LC-GC)
czy LC-LC, wyczerpujaca dwuwymiarowa chromatografia gazowa czy
selektywne on-line wycinanie okre$lonych frakcji rozdzielanych mieszanin
1 powtdrny ich rozdzial. W sprzgzonych technikach wykorzystuje si¢ wycinanie
okreslonych frakcji rozdzielanych na pierwszej kolumnie i ich przeniesienie
w czasie rzeczywistym na druga kolumng (np. o odmiennej polarnosci), w celu
dokonania skutecznego rozdzialu. Odmiang tej techniki jest wysokorozdzielcza
i wielowymiarowa chromatografia gazowa (WRGC), gdzie w czasie
rzeczywistym stosowane sa dwie kolumny kapilarne potaczone poprzez
modulator. Wielowymiarows¢ tych technik uzyskuje si¢ dzigki zastosowaniu
roznych 1 specyficznych detektorow lub sprzezeniu ze spektrometria masowa.
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Chromatograficzne i elektroforetyczne techniki rozdziatu i izolacji badanych
zwiazkow, sprzezone ze spektrometria masowa, sa standardem w badaniach
przypraw, dodatkéw zapachowych, dodatkow do zywnosci, wykrywaniu
skazen i pozostatosci chemicznych zywnosci, a wrecz sa niezbedne do badan
wskaznikéw autentycznos$ci lub identyfikowalnosci zywnosci. Dla przyktadu,
technika wysokorozdzielczej 1 wielowymiarowej chromatografii gazowej
(WRGC) mozna si¢ postuzy¢ dla stwierdzenia autentycznosci naturalnych
zapachdéw lub mieszanek zapachowych, miodéw, win, napojow alkoholowych
czy serow dojrzewajacych, sokow i napojow owocowych.

W badaniach nad pochodzeniem - autentycznoscia produktéw, wazna rolg
odgrywaja techniki elektroforetyczne 1 rozwijajaca si¢ dynamicznie
elektroforeza kapilarna. Poprzez analize sktadu bialek mozna tymi technikami
identyfikowa¢ pochodzenie gatunkowe migsa, mleka, odmian pszenicy,
jeczmienia. W badaniach zastosowanie ma dwuwymiarowa elektroforeza
(2-DE), wprowadzona do stosowania w latach 70. ubieglego stulecia,
w szczegdlnosci w badaniach biatek, obecnie proteomice - badaniach nad
ekspresja biatek komodrkowych, ujawniajac w ten sposob funkcje gendw.
Niewatpliwie badania genomu - sekwencjonowanie DNA - dla wyjasnienia
funkcji genoéw, poprzez zastosowanie m.in. spektrometrii masowej, utorowaly

droge do szerokiego zastosowania tej techniki w badaniach biatek i peptyddw.

Mozliwosci sprzgzenia technik separacyjnych i spektrometrii masowe;j
w badaniach biatek migsa i ich funkcji przedstawiono na rysunku 1. Nalezy
pamigtac, ze w probkach tkanek ssakéw zazwyczaj wystgpuje od 10 do 30 tys.
roznych biatek i konieczne jest stosowanie réznorodnych technik, w celu ich
wyodrgbnienia, rozdziatu i ilosciowego okreslenia. Stosowane technologie maja
swoje zalety, wady i ograniczenia, zatem dobor techniki zalezy od badacza
1 dostgpnosci narzedzi analitycznych.

Od weczesnych lat 70-tych ubiegtego stulecia obserwuje si¢ szybki postgp
w biologii molekularnej i genetyce oraz ich zastosowaniach w szybkiej
diagnostyce. Techniki biologii molekularnej sa stosowane z powodzeniem
w analizie zywnosci, identyfikacji gatunkowej, odmianowej, pochodzenia
geograficznego, skladu surowcow i produktéw, patogendw mikrobiologicznych,
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autentycznosci i tym podobnych. Nowe techniki inzynierii genetycznej, izolacji
genow, wykorzystanie rekombinowanego DNA, hybrydyzacji umozliwily rozwdj
technik immunochemicznych, biosensorow, probnikow DNA czy reakcji PCR

(polymerase chain reaction) do opracowania szybkich i pewnych metod analizy

Zywnosci.

Probki Zwierzeta, tkanki, komorki
- frakcjonowanie
|
Rozdziat Oyarte o z::le Chromatografia cieczowa
biatek 2D zele 1D zele / ofyine onqline
x *
Identyfikacja MALDI/TOF MALDI/TOF ESI-MS/MS
biatek
Analiza Analiza obrazu  Grupowanie danych Zréznicowane
ilosciowa 2D zele zMS znakowanie
Bioinformatyka | Statystyka E&itystyka s
. Metody normalizacji Metody normalizacji
Chemometria Rozpoznanie wzorca Rozpoznanie wzorca
Biomarkery Biomarkery

Zrédlo:E. Bendixen/Meat Science 71 (2005) 138-149

Objasnienia:  MALDI/TOF; ESI - MS/MS: jonizacja laserowa
z matrycy/spektrometria masowa czasu przelotu; jonizacja  poprzez

elektrorozpraszanie — podwojna spektrometria masowa.
Rys. 1. Przyktadowe techniki stosowane w analizie biatek miesa i ich funkcji

Metody chemiczne oznaczania substancji $ladowych w Zzywnos$ci zostaly
wsparte metodami enzymatycznymi — specyficznymi dla  analitow,
pozwalajacymi na stosowanie tanich metod przesiewowych
(i zautomatyzowanych) w badaniach skazen 1 pozostatosci chemicznych

w zywnosci. Notuje si¢ burzliwy rozwdj biosensorow, zawierajacych
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biologiczny selektywny element rozpoznania, taki jak enzym (immobilizowany),
przeciwciato lub mikroorganizm, potaczony z przekaznikiem chemicznym lub
fizycznym - elektrochemicznym - elektroda, krysztalem piezoelektrycznym,
optycznym czy termicznym, fluorymetrycznym i lumenometrycznym,

z wykorzystaniem technologii $wiattowodowe;.

Przedstawiajac powyzsze rozwazania dotyczace postgpu w metodach
separacyjnych stosowanych w analizie zywnosci, nalezy podkresli¢, ze chociaz
udziat zywnos$ci o obnizonej jakosci, z powodu rozbieznosci pomigdzy
deklaracja producenta a stanem rzeczywistym nie jest duzy, to jednak badania te
sa konieczne i potrzebne dla ochrony intereséw ekonomicznych konsumenta, a
czasami réwniez jego zdrowia. Postgp techniczny z jednej strony sprzyja
doskonaleniu  produktow zywnosciowych w aspekcie ich jakosci
i zdrowotnosci, z drugiej natomiast stwarza mozliwo$¢ nieuczciwego
podrabiania zywnosci i jej autentycznosci. Z tych powodéw, w celu weryfikacji
jakosci zywnosci, konieczne jest stosowanie coraz bardziej wysublimowanych
metod i czesto drogiego instrumentarium analitycznego. Pamigtaé nalezy, aby
stosowane metody bytly wiarygodne, a wyniki mogty by¢ potwierdzone innymi
technikami.

Obecny postgp technologiczny wskazuje na ogromne mozliwosci
jakosciowego skoku w zakresie kontroli jakosci i bezpieczenstwa zywnosci.
Wynika to z postgpu badan naukowych zwigzanych z nanotechnologiami,
badaniami instrumentalnymi, jak i biotechnologicznymi metodami kontroli
jakosci i bezpieczenstwa zywnosci, poprzez dzialania zarowno ,,on i off-line".
Dla wielu perspektywa automatycznej kontroli krytycznych punktéow procesow
technologicznych istotnych dla jakosci, w tym jej bezpieczenstwa, staje si¢
coraz blizsza. W teorii mozna rowniez rozwazy¢ mozliwo$¢ realizacji starej
teorii 100% inspekcji produktow, w warunkach, gdy spelniaja one wymogi
okreslonej specyfikacji, aczkolwiek nalezy pamigtaé, ze spetienie krytycznych
limitéw dla tych specyfikacji nie zawsze gwarantuje wysoka jakosc
1 bezpieczenstwo. Zatem rozwaga i wiedza ludzka dotyczaca oceny wynikoéw

badan i pomiardw jest i bedzie potrzebna.
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5. Organizmy genetycznie modyfikowane i metody ich
identyfikacji

HELENA KUBICKA

Wstep

Od wiekéw cziowiek poprawial otaczajaca go naturg. Poczatkowo
udomawiat zwierzgta w celu zaspokojenia rosnacych potrzeb. Nastgpnie
wybieral najdorodniejsze okazy zaréwno wsrod roslin jak i zwierzat, ktore
poddawat procesom hodowlanym takim jak: krzyzowanie i selekcja pomigdzy
blisko spokrewnionymi gatunkami. W ten sposob tworzyl nowe, odporniejsze
1 wydajniejsze odmiany roslin i rasy zwierzat.

Przelomem w  sposobie otrzymywania nowych (nieistniejacych
w przyrodzie) organizmoéw byly nastgpujace odkrycia w genetyce:

e ogloszenie teorii totipotencji komoérek roslinnych (czyli wykazanie, Ze
kazda zywa komorka jest zdolna do odtworzenia catego organizmu) oraz
opracowanie sktadu uniwersalnej pozywki, umozliwiajacej kulturg .,in
vitro” roznych organow, tkanek i komorek roslinnych [19]. Pozwolito to

na masowe otrzymywanie roslin tymi sposobami w laboratorium;

e opisanie struktury kwasdéw nukleinowych przez Watsona i Cricka w 1953
roku oraz rozszyfrowanie kodu genetycznego, ktory jest odpowiedzialny za

zrbéznicowanie fenotypowe organizmows;

e wykrycie enzymow restrykcyjnych u bakterii oraz opisanie ich dziatania -
zdolnosci do przecinania kwaséw nukleinowych w specyficznych
miejscach;

e opracowanie metod klonowania 1 systemOw przenoszenia oraz

wprowadzania gendw do zwierzat i ros$lin — uzyskanie w pierwszych

59



Organizmy genetycznie modyfikowane i metody ich identyfikacji

organizmOw transgenicznych, a takze opisanie nowoczesnych metod ich
identyfikacji.
Powyzsze osiagnigcia przyczynily si¢ do szybkiego rozwoju biotechnologii
i uzyskiwania na szeroka skale¢ zmodyfikowanych genetycznie organizmow
(roslin, zwierzat 1 mikroorganizméw), jak rowniez wszechstronnego ich
wykorzystania w wielu galeziach gospodarki: rolnictwie, medycynie,
farmakologii i ochrony s$rodowiska. Wielu badaczy [1, 14, 21] uwaza, ze
produkty uzyskane =z organizmow genetycznie modyfikowanych sa
nieszkodliwe, poniewaz czlowiek od zawsze zywil si¢ roslinami i zwierzgtami,
ktore w swoich komorkach zawieraja geny. Ponadto, pojawienie si¢ nowych
produktow nie oznacza wycofania artykutow produkowanych tradycyjnymi
metodami, czy koniecznosci ich zakupu, gdyz kazdy ma prawo wyboru. Te dwa
kierunki produkcji zywnosci rozwijaja si¢ rownolegle i niezaleznie od siebie.
Mimo tego, wiele oséb zadaje sobie pytanie, czy nie stwarzaja one zagrozenia
dla ludzkosci?

Organizmy transgeniczne

Organizmy genetycznie zmodyfikowane to organizmy, w ktérych materiat
genetyczny zostat zmieniony w sposob niezachodzacy w warunkach naturalnych
wskutek krzyzowania, czy selekcji, lecz przy zastosowaniu technik inzynierii
genetycznej - wprowadzono gen (fragment DNA) pochodzacy z innego lub tego
samego gatunku.

Proces ten nazywamy transformacja genetyczng. Wprowadzony gen
odpowiedzialny jest za produkcje odpowiedniego biatka, co ujawnia sie¢
w postaci nowej cechy, ktora jest dziedziczna, tzn. przekazywana na potomstwo.

Do przenoszenia genu uzywa si¢ specjalnych konstrukcji genowych
(zwanych transgenami), ktore integruja si¢ z genomem biorcy zmieniajac jego
wlasciwos¢. Stad nazwa organizmy transgeniczne. Transgen sklada sig¢
z promotora (stymuluje ekspresj¢ obcego genu), sekwencji kodujacej dany gen
oraz terminatora. Ekspresja wprowadzonego genu do komdrki danego
organizmu, wystapi wowczas, gdy transgen zostanie na state wlaczony do jego

genomu.
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W konstrukcie genowym oprocz transgenu znajduja si¢ geny markerowe -
selekcyjne (Rys. 1 i1 2), np. geny odpornosci na antybiotyki (neomycyna,
kanamycyna), dzigki czemu na pozywkach zawierajacych te antybiotyki rosng
jedynie komorki ze zintegrowanym obcym DNA. Czynnikami selekcjonujacymi,
czesto stosowanymi, obok antybiotykéw, moga by¢ herbicydy. Do wykrywania
komorek stransformowanych uzywa si¢ np. genow kodujacych wytwarzanie -

glukuronidazy, luceferazy itp.

Gen | | | Gen H :
markerowy Promotor wprowadzany Terminator
~ _
~

Rys. 1. Transgen — wprowadzany do komorki roslinnej — metoda bezwektorowa

Gen Gen )
T-DNA [ markerowy [] Promotor || wprowadzany [ Terminator || T-DNA

N\ _/

v

Rys. 2. Transgen - wprowadzany do komdrki roslinnej - metoda wektorowa

Rosdliny transgeniczne uzyskuje si¢ przez przeniesienie obcych fragmentow
DNA (genow) do genomu biorcy i stabilng ich integracj¢ z tym genomem.
Wprowadzone fragmenty DNA ulegaja ekspresji w genomie gospodarza, dzigki
czemu mozemy otrzymaé ros$liny o nowych lub ulepszonych cechach.
Nowoczesne techniki pozwalaja przenosi¢ geny zardwno z organizmow
spokrewnionych z biorca, jak réwniez z oddalonych jednostek systematycznych
np. przenoszenie gendéw roslinnych do genomu zwierzecego. W 1983 roku
przeprowadzono pierwsza udang transformacje u tytoniu [9]. Dotychczas
opisano wiele metod wprowadzania genéw do komorek roslinnych, a wérod nich
najczesciej stosowane sa;

a. Metoda wektorowa

W przypadku tej metody wykorzystuje si¢ naturalna zdolnos$¢ bakterii

glebowych: Agrobacterium tumefaciens 1 Agrobacterium rhizogenes, do
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infekowania roslin w miejscu zranien i przekazywania fragmentu wlasnego
plazmidu, ktory integruje si¢ z genomem komorki roslinnej. W miejscu infekcji
plazmidow z: A. tumefaciens - tworza si¢ tumorowate narosla (Fot. 1), natomiast

A. rhizogenes — powstaje duza liczba wtosnikow.

Fot. 1. Narosl na roslinie w miejscu infekcji przez bakteri¢ A. tumefaciens

Jedna z najwazniejszych metod przenoszenia gendéw jest transformacja
z wykorzystaniem wektorow, ktérymi sa plazmidy wystepujace u Agrobacterium
tumefaciens. Ze wzgledu na powinowactwo do gospodarza, bakterie te mogty
by¢ poczatkowo wykorzystywane gltownie do transformowania roslin
dwuli$ciennych [8] (Rys. 3). Chociaz w okreslonych warunkach okazalo sie¢
mozliwe stransformowanie przy pomocy A. tumefaciens takze ryzu [4].
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Rys. 3. Transformacja tytoniu przy uzyciu wektora plazmidowego

b. Metody bezwektorowe

Sa to metody polegajace na bezposrednim wprowadzeniu DNA do komdrek
ro§linnych lub zwierzgcych. Pozwalaja one na transformowanie dowolnych
organizméw, a zaliczamy do nich:

1. Mikrowstrzeliwanie polega na wprowadzaniu DNA w postaci kulek

optaszczonych ztotem lub wolframem o $rednicy 0,5 — 5 pm za pomoca
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aparatu, tzn. strzelby genetycznej (wstrzeliwanie DNA) do komorek i tkanek

roslinnych. Pierwsza roslina otrzymana przy uzyciu tej metody byt tyton [11],

jednak w wigkszosci przypadkéw stosowana jest ona do transformacji roslin

jednolisciennych [24].

2. Fragmenty DNA (geny) wprowadzane sq bezposrednio do protoplastow
stosujac:

o clektroporacje — DNA wprowadza si¢ do protoplastow (komorki roslinne

pozbawione S$ciany komoérkowej) przy pomocy krotkotrwatych
wysokonapieciowych impulséw elektrycznych wykorzystujac generatory
mikroimpulsow. Impulsy elektryczne wytwarzaja w blonie komorkowe;j
protoplastu pory przez ktére wnika DNA,

e glikol polietylenowy (PEG) - inkubacja protoplastow roslin
z plazmidowym i nosnikowym DNA odbywa si¢ w obecnosci PEG-u,
ktory obniza napigcie powierzchniowe btony komdrkowej protoplastu,
dzigki czemu DNA przenika do wnetrza protoplastow. Efektywnosc tej

metody wzrasta w obecnosci jonéw magnezu.

3. Makroiniekcja — polega na wstrzykiwaniu wodnego roztworu zawierajacego
plazmid (z genem np. odpornosci na kanamycyne) w rozwijajacy si¢
kwiatostan. Nasiona wytworzone przez traktowane rosliny sq oceniane na
podstawie odpornosci na ten antybiotyk. Metoda ta zostata zastosowana
przez De la Pena i Schell’a [7].

4. Mikroiniekcja — polega na wprowadzeniu DNA bezposrednio do jader
komorkowych. Zastosowana do transformowania protoplastow tytoniu
i lucerny przez Reich i1 wsp. [17] data ok. 15-25% transformantow. Rzadziej
stosowana u roslin, czgsciej u zwierzat.
Dotychczas zmodyfikowano wigkszos¢ gatunkéw roslin uzytkowych, dla
ktorych opracowano sposob regeneracii.

Cele i gléwne kierunki modyfikacji roslin

Modyfikacjom genetycznym poddawane sg nie tylko gatunki roslin, ktore

maja najwigksze znaczenie gospodarcze, ale rowniez rosliny wykorzystywane
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w badaniach naukowych, ktére uzywano jako modelowe (rzodkiewnik, tyton czy
petunia) do poznania ekspresji genow przeniesionych z innych gatunkéw (np. od

zwierzat).

Odpornos¢ na herbicydy

Jest to jedna z najbardziej rozpowszechnionych modyfikacji. Polega na
wprowadzeniu do rosliny odpornosci na dzialanie totalnego herbicydu
(np. Roundup), co umozliwia fatwa kontrol¢ zachwaszczenia pol uprawnych.
Zmodyfikowane ro$liny (soja, kukurydza, rzepak) posiadaja geny:
odpowiedzialne za produkcj¢ enzymow rozktadajacych zwiazek czynny -
glifosat danego herbicydu (np. gen GOX — kodujacy enzym oksydoreduktaze
glifosatu, ktory rozktada ten zwiazek lub gen EPSPS warunkujacy odpornos¢ na
ten herbicyd).

Odpornosé na szkodniki

Wystepujaca w glebie bakteria Bacillus thuringiensis jest naturalnym
biopestycydem, stosowanym do ochrony ros§lin w  gospodarstwach
ekologicznych. Zawiera ona bowiem, geny kodujace synteze biatek (Cry),
toksycznych dla okreslonych owadow. Dzigki zastosowaniu inzynierii
genetycznej mozliwe byto przeniesienie tych gendw do roslin, co spowodowato,
ze staly si¢ one odporne na szkodniki, przez co ograniczono koniecznos¢
chemicznej ochrony. Odpornos¢ typu Bt wprowadzono do wielu gatunkdw roslin
uprawnych, np. ziemniak (odporny na stonke =ziemniaczang), kukurydza
(odporna na omacnic¢ prosowiankg), czy bawelna (odporna na kwieciaka

bawelnianego i stonecznicg amerykanska).

Odpornosé na choroby

Choroby roslin sg spowodowane przez grzyby, bakterie i wirusy i stanowia
one zagrozenie nie tylko obnizenia plonéw, ale takze dla zdrowia ludzi
i zwierzat. Przyktadem sg grzyby z rodzaju Fusarium wytwarzajace toksyczne
mykotoksyny, ktore powoduja zmiany w metabolizmie RNA. Genetycznie
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zmodyfikowane rosliny odporne na choroby bakteryjne i grzybowe otrzymano
po wprowadzeniu genow kodujacych enzymy aktywne przy infekcji
(rozkladajace $ciang komodrkowa) np. glukanazy, -chitynazy. Natomiast
odpornos¢ na choroby wirusowe uzyskano po wprowadzaniu do roslin genow
plaszcza wirusa. Genetycznie zmodyfikowane rosliny odporne na wirusy to:

papaja, dynia, kawon, ziemniak i inne.

Odpornos¢ na niekorzystne warunki Srodowiska

Rosliny narazone sa na negatywne dzialanie stresdw abiotycznych:
zasolenia, metali cigzkich, wysokich i niskich temperatur, suszeg, ktdre
ograniczaja mozliwosci uprawy roslin na terenach zdegradowanych. Ze wzgledu
na zlozone mechanizmy odpornosci na stresy, otrzymano zmodyfikowane
rosliny poprzez zwigkszenie syntezy w roslinach proliny, mannitolu, glicerolu,
betainy czy innych substancji o wlasciwosciach osmoregulacyjnych,
produkowanych w odpowiedzi na rdézne stresy. Otrzymano rosliny tytoniu,
pomidora i ziemniaka o zwigckszonej tolerancji na stres solny i mréz oraz ryz

i tytoni odporny na suszg.

Poprawa lub nadanie nowych cech jakosciowych

Genetyczne modyfikacje pozwalaja na zmiang sktadu kwasow tluszczowych
w soi, rzepaku, poprzez zwigkszenie zawartosci kwasOw mnienasyconych.
Wzbogacono réowniez sktad aminokwasowy biatek u kukurydzy, podwyzszajac
zawarto$¢ lizyny. Innym przyktadem jest wytworzenie odmiany ryzu Golden
Rice o zwigkszonej dwudziestokrotnie zawartosci prowitaminy A [19]. Odmiang
te otrzymano przez wprowadzenie dwoch genow: kodujacego syntaze fitoenu
(psy) 1 desaturaze karotenu (crtl). Inzynierie genetyczna wykorzystano takze do
obnizenia zawartosci alkaloidow: kofeiny w kawie, czy nikotyny w tytoniu, jak
rowniez do zmiany barwy kwiatow i przedtuzenia ich kwitnienia u roslin
ozdobnych np. u gozdzika.

Pierwsza ro$ling transgeniczna byt pomidor odmiany Flavr Savr

o opoznionym dojrzewaniu, na skutek zablokowania ekspresji genu
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odpowiedzialnego za aktywnos¢ poligalakturonazy. Odmiana ta zostata

wprowadzona na rynek USA w1994 roku.

Produkcja substancji wykorzystywanych w medycynie

Dzigki modyfikacjom genetycznym powicksza si¢ spektrum produktow
uzyskiwanych z ro$lin. Rosliny transgeniczne moga wytwarza¢ szczepionki,
przeciwciata chronigce przed roéznymi chorobami, a takze zwiazki
wykorzystywane w przemys$le. Rosliny moga stuzy¢ do produkcji
monoklonalnych przeciwciat, hormonow, witamin, ktére obecnie sa wytwarzane
przy uzyciu komoérek zwierzgcych. Dzigki temu ryzyko przeniesienia patogendw
zostanie wyeliminowana, poniewaz nie istnieja choroby przenoszone z roslin na
ludzi [20]. Ponadto, produkcja lekéw w roslinach na duza skale moze by¢ tansza
1 tatwiejsza, np. produkcja ludzkiej insuliny przez bakteri¢ Echerichia coli czy

szczepionki przeciwko wirusowi HBV w satacie.

Uprawa ro$lin transgenicznych na §wiecie

W roku 1996 rosliny transgeniczne uprawiane byly na powierzchni 1,7 min
ha. W ciagu 10 lat areat uprawy wzrdst ponad 10-krotnie (102 min ha). Wsrod
gatunkow najwigksza powierzchnie zajmuje soja (58,6 min ha), nastgpnie
kukurydza (25,2 mln ha), bawetna (13,4 mln ha), rzepak (4,8 mln ha) i pozostale
gatunki < 0,1 mln ha (Tab. 1) [6].

Rodliny transgeniczne uprawiane sa w wigkszosci na terenie Stanow
Zjednoczonych (54,6 mln ha), w dalszej kolejnosci w Ameryce Potudniowej
(31,5 mln ha), Kanadzie (6,11 mln ha), Indiach (3,8 mln ha) i Chinach (3,5 mln)
i w pozostatych krajach (2,49 mln ha) (Tab. 2) [6].

Najwigkszy obszar wsrod upraw roslin genetycznie zmodyfikowanych
zajmuja rosliny z wprowadzona cecha tolerancji na herbicydy (68%). Znacznie
mniej uprawia si¢ roslin z wprowadzong odpornoscia na owady (19%) oraz

roslin, ktére posiadaja obydwie te cechy — 13%.
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Tab. 1. Powierzchnia upraw genetycznie zmodyfikowanych roslin na §wiecie

1996-2006 w [mln ha]

Inne
Rok | Soja | Kukurydza | Bawela | Rzepak (pomidor, Razem
dynia, papaja)

1996 | 0,5 0,3 0,8 0,1 <01 1,7
1998 | 14,5 8,3 2,5 2.4 <0,1 27,8
2000 | 25,8 10,3 5,3 2,8 <0,1 442
2002 | 36,5 12,4 6,8 3 <0,1 58,7
2004 | 484 19,3 9 4,3 0,1 81
2006 | 58,6 25,2 13,4 4,8 - 102

Tab. 2. Powierzchnia uprawy roslin transgenicznych w wybranych krajach

w 2006 roku w [mln ha]

. Areat Genetycznie
Kraj
uprawy zmodyfikowane uprawy
soja, kukurydza, bawelna,
USA 54,6 rzepak, dynia, papaja,
lucerna
Argentyna 18,0 soja, kukurydza
Brazylia 11,5 soja, kukurydza
Kanada 6,11 rzepak, kukurydza, soja
Indie 3,8 bawelna
Chiny 3,5 bawetna
Paragwaj 2,0 soja
RPA 1,4 kukurydza, soja, baweina
Inne kraje (Urugwaj, Filipiny,
Australia, Rumunia, Meksyk, .
Hiszpania, Kolumbia, Fran}c/j a, 1,09 S0J3, kukuryd;a, bawetna,

Iran, Honduras, Czechy,
Portugalia, Niemcy, Slowacja)
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Genetycznie modyfikowane zwierzeta i metody ich otrzymywania

Transgeniczne zwierzgta to takie, u ktorych w wyniku zastosowania technik
inzynierii genetycznej na trwate, w sposob swiadomy, zmieniono genotyp przez
wprowadzenie nowego genu (gendéw), pochodzacych od innego organizmu.
Najczesciej stosowane sa nastgpujace metody uzyskiwania takich organizmow:

1. Mikroiniekcja obcego DNA do jednego z przedjadrzy zaptodnionej komdrki
jajowej (zygoty) Iub jader komorkowych zarodka dwublastomerowego.
Nastepnie zarodek zostaje umieszczony w jajowodzie matki zastgpczej.
Jezeli wprowadzony gen zostanie wiaczony do genomu przed rozpoczgciem
podziatéw zygoty, to we wszystkich komoérkach zarodka obcy gen wykazuje
ekspresj¢ (znajduje si¢ w tej samej pozycji genomu i w tej samej liczbie
kopii).

2. Zakazanie wczesnych zarodkow zrekombinowanym wirusowym wektorem
jest szczegoblnie przydatne w odniesieniu do nizszych krggowcdw, zwlaszcza
ryb.

3. Mikroiniekcja obcego DNA do pierwotnych komorek zarodkowych ES (ang.
embryo stem), a nastgpnie przeniesienie tej komodrki do zarodka w stadium
blastocysty. Powstale z takich blastocyst doroste osobniki zawierajg zard6wno
komorki oryginalnego zarodka jak i komodrki ES ztransgenem imoga
produkowa¢ komorki rozrodcze obu typoéw. Pierwszym zwierzgciem
transgenicznym byla mysz (z wprowadzonym genem wzrostu szczura),

otrzymana przez Palmitera w 1980 roku [3].

Cele modyfikacji zwierzat

Prace nad transgenicznymi zwierz¢tami prowadzi si¢ w celach naukowych
i praktycznych. Zadania poznawcze dotycza genetycznej kontroli systemow
fizjologicznych u zwierzat i czlowieka oraz opracowania podtoza genetycznych
choréb. Natomiast cele praktyczne obejmuja poprawe cech zwigzanych
z produktywnoscia zwierzat oraz mozliwosci wykorzystania produktow
wytwarzanych przez zwierzgta w medycynie. Gldwne cele wytwarzania zwierzat
transgenicznych to:
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1. Szybszy przyrost masy ciata - uzyskuje si¢ poprzez wprowadzenie genu
odpowiedzialnego za produkcj¢ hormonu wzrostu, np. do ryb (karp, 1osos)
i zwierzat gospodarskich ($winie, kroliki) oraz poprawa wydajnosci mlecznej
kréw, niesnosci kur czy przyrostu wetny u owiec.

2. Zmiany jako$ciowe produktéw zwierzgcych i polepszenie: jakoSci migsa
(wlaczenie genu ze szpinaku do zaptodnionej in vitro komorki jajowej $wini,
spowodowalo zwigkszenie zawartosci kwasu oleinowego o 20% w migsie
wieprzowym); jakosci mleka — obnizenie zawartosci thuszczu i podwyzszenie
biatka, zmiana skladu biatek mleka umozliwiajacych szybsze uzyskanie
seréw (wprowadzenie genow kodujacych proteiny: beta- i kappa- kazeing);
obnizenie zawartosci cholesterolu w jajkach czy poprawa jakosci welny
u owiec [18].

3. Poprawa odpornosci zwierzat na choroby i pasozyty (kury odporne na wirusa
ptasiej grypy, krowy odporne na priony - wywolujace chorobg szalonych
krow — BSE i inne).

4. Polepszenie trawienia i metabolizmu (lepsze wykorzystanie paszy).

5. Wykorzystanie zwierzat do celéw biomedycznych to [10]:

e uzyskiwanie bialek w mleku zwierzat o znaczeniu farmaceutycznym -
albumin, antytrombin, przeciwcial, hormonu wzrostu, interferonu,
kolagenu, fibrynogenu itp.,

e zastosowanie ksenogenicznych komorek i tkanek,

e ksenotransplantacja organdw.

Genetycznie modyfikowane mikroorganizmy

Mikroorganizmy zwane drobnoustrojami obejmuja zwykle jednokomorkowe
organizmy widoczne pod mikroskopem. Zaliczamy do nich: bakterie,
pierwotniaki, glony i niektdre grzyby, a takze organizmy, ktore nie sg zdolne do
samodzielnych procesdéw zyciowych (przemiany materii), wskutek tego moga sie
rozmnazac¢ tylko wykorzystujac metabolizm innych organizmoéw, a sa to riketsje

1 wirusy.
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Zgodnie z Dyrektywa 90/219/WE mikroorganizm oznacza kazda jednostke
komoérkowa lub niekomérkowa zdolna do replikacji lub przenoszenia materialu
genetycznego, lacznie z wirusami, wiroidami, komorkami zwierzecymi
i ros$linnymi w kulturach. Termin genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy
(GMM) oznacza mikroorganizmy, w ktorych material genetyczny zostal
zmieniony w sposob niezachodzacy w naturze, przy uzyciu inzynierii
genetycznej. W przypadku mikroorganizmdéw stosowane sa nastgpujace techniki:

e wprowadzanie gendéw przy uzyciu wektoréw np. plazmidéw bakteryjnych

(lub innych no$nikow) i wlaczanie ich do komdrki gospodarza,

¢ bezposrednie wprowadzanie do mikroorganizmdéw materiatu genetycznego,

przy zastosowaniu mikroiniekcji, makroiniekcji lub mikrokapsutkowania,

e faczenie komorek lub hybrydyzacja, czyli tworzenie nowych komorek.

Wykorzystanie zmodyfikowanych mikroorganizméw

Réznorodnos¢ wsrod mikroorganizméw stwarza ogromne mozliwosci
wykorzystania ich w przemysle biotechnologicznym do [2, 5]:

e wytwarzania biatek czlowieka przez bakterie zmodyfikowane genetycznie.

Do produkcji ludzkiej insuliny zastosowano zmodyfikowane szczepy

bakterii E. coli. Podobnie bakteria ta jest wykorzystywana do wytwarzania

innych biatek (np. hormonu wzrostu),

e produkcji antybiotykdw, aminokwasdéw i witamin przez bakterie i grzyby,
ktore poddane sa odpowiednim modyfikacjom genetycznym, a nastgpnie
wykorzystywane do wytwarzania lekow, pozyskiwanych tatwymi
metodami, gdyz ich inkubacja odbywa si¢ w warunkach zamknietych,

e wytwarzania nowych szczepionek przez zmodyfikowane organizmy staje
si¢ coraz powszechniejsze. Podobnie jak biatka cztowieka, rowniez biatka
wiruséw moga by¢ produkowane przez bakterie zmodyfikowane,

e zastosowania mikroorganizméw do opracowywania nowych metod

W terapii genowej,
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e produkcji nowych detergentow - niektdre mikroorganizmy genetycznie
zmodyfikowane maja zdolnos¢ do syntezy enzymow (proteaz, lipaz),
przydatnych do produkcji lepszych, biodegradowalnych detergentow,

e wytwarzania elektrod przez genetycznie zmodyfikowane wirusy,
e wykorzystania bakterii do uzyskiwania roslin odpornych na szkodniki.

Rosliny odporne na szkodniki zawieraja biatko owadobdjcze Cry pochodzace
z bakterii Bacillus thuringiensis. Do przeniesienia sklonowanego genu Bt
wykorzystano m.in. plazmid Ti z innej bakterii Agrobacterium tumefaciens.
Obecnie na szeroka skale tworzone sa rosliny transgeniczne nalezace do réznych
gatunkow, zawierajace odporno$¢ na szkodniki.

Mikroorganizmy znajduja szerokie zastosowanie w badaniach teoretycznych
do opracowywania wielu procesow metabolicznych. Enzymy izolowane
z bakterii umozliwiaja cigcie i taczenie DNA w probéwce, jak rowniez do

namnazania wybranych genéw w dowolnych ilosciach [16].

Metody identyfikacji GMO

Identyfikacja organizmow genetycznie zmodyfikowanych polega na
wykryciu gendéw, badz ich fragmentow. Identyfikacje GMO mozna rowniez
przeprowadzi¢ poprzez wykrywanie produktéw ekspresji tych genow, np. biatek
specyficznych czy zwigkszonego stgzenia biatek.

Sktadowymi konstruktu genowego, ktorym najpierw transformowana jest
komérka Agrobacterium, a nastgpnie komoérki roslinne, sa 25-nukleotydowe
sekwencje obu koncéw T-DNA i zawarty migdzy nimi transgen oraz roslinny
marker selekcyjny. Na zewnatrz sekwencji T-DNA znajduja si¢ takze bakteryjny
gen replikacji ori i bakteryjny marker selekcyjny.

Do genomu roslinnego zostaje wbudowana tylko czg$¢ konstruktu, czyli
transgen oraz marker selekcyjny. Transgen przy wektorowej i bezwektorowej
transformacji, sktada si¢ z: promotora, sekwencji kodujacej oraz terminatora.
Najczesciej u roslin promotorem jest wirus mozaiki kalafiora CaMV 35S, za$
u zwierzat wirus wakuolizujacy matp SV40. Znajac elementy transgenu oraz gen

markerowy mozemy zidentyfikowaé organizmy transgeniczne.
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Metody identyfikacji GMO dzieli si¢ na:
a. METODY OPARTE NA ANALIZIE DNA

- jakosciowa analiza DNA - wskazujaca na obecnosc¢/nieobecnosé
poszukiwanej sekwencji w probie oraz analiza ilosciowa DNA okreslajaca jego
ilo$¢ w danej probie.

Najczesciej w praktyce stosowane sa metody oparte na Lancuchowej Reakcji
Polimerazy (PCR), polegajace na powieleniu (amplifikacji) wybranych
odcinkéw DNA in vitro, przylaczaniu starterow (primeréw) i syntezie nowych
nici DNA przez polimerazg termostabilna. Starterami sa oligonukleotydy,
sktadajace si¢ z ok. 20 par zasad, ktore wiaza si¢ specyficznie z okreslonym
miejscem na jednoniciowe] matrycy. Replikacja rozpoczyna si¢ od starterow na
kazdej nici i zachodzi w przeciwstawnych kierunkach. Cykl ten powtarza si¢
wielokrotnie, w celu powielenia specyficznych fragmentow DNA,
wystgpujacych  w  produkcie pochodzacym =z organizmu genetycznie
zmodyfikowanego (np. promotor CaMV 35S) i wykrycie poszukiwanej
sekwencji w ilosci umozliwiajacej zidentyfikowanie produktu podczas reakcji
elektroforezy na zelu agarozowym w postaci prazka o okreslonej masie
czasteczkowej [15] (Rys.4 1 5).

T } startery komplementarne
_____ do okreslonych odcinkow DNA

1) W temperaturze 92°C czasteczka DNA ulega denaturacji:
TIT 1T Irrrr

I e

2) W temperaturze okoto 50°C do dwdch nici DNA przylaczaja sie
komplementame startery:

3) W temperaturze 72°C Tag polimeraza dosyntezowuje brakujacy
fragment nici zaczynajac od koricow 3'OH starterow

4) Po zakonczeniu pierwszego cyklu PCR odcinek DNA ograniczony
starterami zostat podwojony

IIITITTTT
jENEEEEEE

Rys. 4. Schemat reakcji PCR [13] Rys. 5. Analiza PCR [22]
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Po stwierdzeniu obecnosci jednej lub kilku modyfikacji genetycznych,
kolejnym etapem badania jest okreslenie ich iloSciowej zawartosci w probie.
Witym celu wykorzystuje si¢ dwie zmodyfikowane techniki PCR:
kompetytywny PCR i PCR w czasie rzeczywistym. Metody te pozwalajg na
okreslenie zaleznosci pomiedzy stgzeniem matrycowego DNA, a iloscia
produktow PCR powstatych podczas amplifikacji. Zasada kompetytywnego PCR
polega na jednoczesnym powielaniu znanej iloSci standardu DNA, tzn.
kompetytora i badanego DNA (matrycowego) - oba DNA posiadaja takie same
miejsca wigzania startera. Zaktadajac, ze wydajnos¢ amplifikacji jest taka sama,
to stosunek ilosci produktow PCR odpowiada stosunkowi matrycowego DNA

i standardu DNA w probcee przed reakcja.

Doktadniejsza technika cze¢sciej stosowana jest PCR w czasie rzeczywistym
(RT-PCR), w ktorej analizowany jest przyrost produktu w czasie rzeczywistym
(ilos¢ kopii badanej czasteczki kwasu nukleinowego jest monitorowana
w kazdym cyklu reakcji amplifikacji i jest zwiazana z emisja sygnalu
fluorescencyjnego proporcjonalnego do ilosci produktu generowanego
w kazdym cyklu reakcji). Do analizy przyrostu ilosci produktu w reakcji PCR
uzywa si¢ wyznakowanych flourescencyjnie starterow (sond). Ilos¢ GMO
w probcee, przy zastosowaniu PCR w czasie rzeczywistym, jest okreslona, jako
stosunek ilosci sekwencji charakterystycznych dla GMO do ilosci sekwencji
referencyjnych w badanym materiale. Reakcja PCR w czasie rzeczywistym
obejmuje: dwa systemy do detekcji sekwencji; charakterystycznych dla GMO
i referencyjnych; krzywe standardowe dla obu sekwencji i odpowiednie kontrole
reakcji (np. pozytywna kontrola DNA, negatywna kontrola DNA, kontrola
inhibicji PCR) [23].

Innag metoda, ktéora mozna zastosowa¢ do identyfikacji GMO jest
hybrydyzacja kwaséw nukleinowych metoda Southern. Technika ta polega na
zwigzaniu wyznakowane] radioaktywnie lub chemicznie (przylaczenie
digoksygeniny lub biotyny) czasteczki DNA (sondy) do komplementarnej
czasteczki w analizowanej probce. Wstepny etap to rozdzial danej mieszaniny
fragmentéw DNA w zelu agarozowym. Nastgpnie przeniesienie fragmentow

z zelu na filtr nylonowy (czasem nitrocelulozowy), umozliwiajacy hybrydyzacje
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z sonda na zasadzie komplementarnosci i detekcja sondy zwiazanej
z komplementarng  czasteczka DNA. Jezeli sonda byla znakowana
radioaktywnie, to nalezy przeprowadzi¢ autoradiografie, a jezeli barwiona

chemicznie to przeprowadza si¢ reakcje wykrywania digoksygeniny lub biotyny.

b. METODY OPARTE NA ANALIZIE BIALEK

- jakosciowa analiza biatlek (immunodetekcja) — wskazujaca na
obecnosé/nieobecnos¢ specyficznego biatka i ilo§ciowa — umozliwiajaca ustali¢
ilo$¢ biatka produkowanego przez wprowadzony gen. Wéréd metod wykrywania
GMO wykorzystujacych analiz¢ biatek mozna wyr6znié technike Western Blot,
w ktorej] wykorzystuje si¢ przeciwciala do analizy bialek rozdzielonych
wczesniej w zelu poliakrylamidowym. Metoda ta polega na: przeniesieniu
(transferze) rozdzielonych wczesniej biatek z Zelu na specjalng membrang,
zablokowaniu pozostalych jeszcze na membranie miejsc wigzania bialek,
inkubacj¢ membrany z przeciwcialami [ rzedowymi, specyficznymi dla
szukanego bialka i inkubacj¢ membrany z przeciwciatami II rzedowymi, ktére sg
skierowane przeciwko fragmentom statym (Fc) przeciwcial I rzgdowych,
zwiazanych z szukanymi biatkami. Przeciwciata II rzedowe sg sprz¢zone
zenzymem np. z alkaliczna fosfataza, co umozliwia lokalizacje powstatych
kompleksow, po inkubacji membrany z substratami dla sprz¢zonego enzymu.

Inng technika stuzaca do identyfikacji GMO za pomoca analizy bialek sa
testy ELISA, ktore umozliwiaja wykrycie antygenu zwiazanego przez
specyficzne przeciwciala, dzigki reakcji barwnej katalizowanej przez enzym -
metoda detekcji i w niektdrych testach zmierzenie zawarto$ci ,,nowego” biatka
produkowanego przez GMO - ocena ilo$ciowa produktu. Testy paskowe oparte
na biatkach sa praktyczne, szybkie w przeprowadzeniu, tatwe w odczycie oraz
dostgpne na rynku w postaci zestawow do wykrywania konkretnych modyfikacji
(kukurydza, soja, rzepak, bawelna, burak cukrowy). Interpretacja wyniku jest
fatwa, gdy na pasku pojawia si¢ jeden prazek tzw. prazek kontrolny oznacza to,
ze wynik analizy jest negatywny. Gdy na pasku pojawiajg si¢ dwa prazki, wynik
testu jest pozytywny [12] (Rys. 6).
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Wynik pozytywny reakcji wskazuje na obecnos¢ GMO w ilosci np. > 0,9%
w zaleznos$ci od czutosci testu. Zestawy do detekcji zostaly zaprojektowane
wten sposob by wykry¢ specyficzne biatko charakterystyczne dla danej
modyfikacji. Przykladowo testy ELISA stosowane sa do wykrywania
modyfikacji genetycznej w produktach rolniczych pochodzenia roslinnego,
takich jak: soja, rzepak, kukurydza, sa to testy diagnostyczne typu Trait™™.

A B C
« Linia kontrolna ;
Miejsce
odczytu Linia wyniku
wyniku =

Rys. 6. Test ELISA: A-pasek, B - wynik pozytywny, C —wynik negatywny

Obecnie wykorzystywane sg nastgpujace rodzaje testow:

- dla wszystkich typéw modyfikacji typu Bt (np. YieldGard®, NatureGard®,
Maximizer® i typu Star Link™) — dla kukurydzy,

- typu LibertyLink™ — dla rzepaku,

- typu Roundup Ready™ — dla soi.

Zastosowanie tych metod zalezy od tego, jaki material jest analizowany.
Swiezy materiat lub cze$ciowo przetworzony moze by¢ testowany za pomoca
kazdej z opisanych metod. Test ELISA charakteryzuje si¢ mniejsza czuloScig
w porownaniu do technik PCR, ktére umozliwig wykrycie niewielkiej zawartos$ci

obcego DNA, zwlaszcza przy identyfikacji transgenicznosci w produktach
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zywnosciowych, poddanych obrobce technologicznej. W tym przypadku
powinno si¢ jednak zastosowaé obie techniki — analiz¢ kwasow 1 biatek,
woweczas otrzymany wynik bedzie bardziej wiarygodny.

Podsumowanie

W pracy przedstawiono metody stosowane przy tworzeniu organizmow
genetycznie modyfikowanych (roslin, zwierzat i mikroorganizméow), cele
modyfikacji u tych organizmdéw oraz ich znaczenie teoretyczne i praktyczne.
Przeanalizowano réwniez cze$ci skladowe transgenu, w zaleznosci od
zastosowanej metody wprowadzania genéw do komorek oraz wykorzystania go
do identyfikacji organizméw genetycznie modyfikowanych. Nastgpnie opisano
techniki oparte na analizie kwaséw nukleinowych i immunodetekcji biatek,
stuzace do wykrywania transgeniczno$ci w produktach zywnosciowych.

Wszystkie zaprezentowane metody umozliwiaja wykrycie tylko znanych,
okreslonych modyfikacji lub konkretnego elementu (promotora, terminatora,
genu), jesli ten sam znajduje si¢ w réznych modyfikowanych produktach.
Natomiast zadna z tych technik nie pozwoli okresli¢, czy dany produkt jest
wolny od GMO, jesli wprowadzone modyfikacje sa nieznane.

W przypadku produktéw poddanych obrobce technologicznej, wiele metod
bardzo czutych zawodzi, poniewaz badane kwasy nukleinowe czy biatka moga
by¢ zdegradowane.
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6. Wykorzystanie kompletnej chromatografii gazowej
(GCxGC) do analizy lotnych produktow utleniania
lipidow
HENRYK JELEN

Wstep

Chromatografia gazowa jest podstawowym narzedziem do badania
zwiazkow zapachowych zywnos$ci. Zwiazki te, to najczgsciej substancje lotne o
cigzarze czasteczkowym do 300 Da, w duzej czgsSci hydrofobowe, tak wigc
chromatografia gazowa jest metoda separacji predestynowang do tego typu
analiz. Sprzg¢zenie chromatografii gazowej ze spektrometria mas, jako metoda
identyfikacji zwiazkéw zapachowych zywnosci stalo si¢ podstawowym
narzgdziem do ich badania.

Jednowymiarowa chromatografia gazowa, ktdrej poczatki datuje si¢ na lata
40-te, pomimo niezaprzeczalnych zalet, w przypadku rozdzialdéw bardzo
ztozonych mieszanin wykazuje ograniczenia zwiazane gltéwnie z pojemnoscia
pikéw uktadu chromatograficznego, czego konsekwencja jest koelucja
sktadnikow. Technika, ktéra pozwala na zwigkszenie pojemnosci ukladu jest

chromatografia dwuwymiarowa.

Terminem dwuwymiarowej chromatografii gazowej okresla si¢ czgsto
zarowno technike oparta na przenoszeniu selektywnym okreslonej frakcji
z jednej kolumny na druga (2D-GC), jak i chromatografie kompletna, gdzie
wszystkie zwigzki przenoszone sg z jednej kolumny na druga, o innym
mechanizmie rozdzialu (GCxGC).
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2D-GC a GCxGC

Pierwsze doniesienia literaturowe na temat chromatografii gazowej
dwuwymiarowej (2D-GC) pojawity sie w koncu lat 50-tych [1]. Zasada tej
techniki opiera si¢ na ,,wycinaniu” okreslonych, wybranych frakcji zwigzkoéw
rozdzielonych na pierwszej kolumnie za pomoca zaworu i przeniesienie jej na
druga kolumne o odmiennym mechanizmie retencji (ang. heart cutting).
Zaréwno pierwsza jak i druga kolumna w chromatografii 2D-GC to kolumny
o zblizonej srednicy i dlugosci, lecz o odmiennym mechanizmie retencji.
Wykorzystywane sa dwa detektory, czgsto o odmiennym mechanizmie detekcji
monitorowania eluatu przenoszonego z kolumny na kolumne (Rys. 1A). Bardzo
czesta kombinacja w analizie zwiazkow zapachowych zywnosci jest zestaw
kolumn niepolarna-polarna, lub — szczegdlne w analizie aromatéw i olejkdéw
eterycznych, kombinacja kolumny niepolarnej Iub polarnej z kolumng chiralna.
Poczatkowo chromatografia 2D-GC zazwyczaj realizowana byta w uktadach
dwupiecowych, obecnie za sprawa zaworéw typu Deans Switch jest
powszechnie stosowana z uzyciem jednego pieca. Ogranicza to mozliwosci
separacyjne (jedna temperatura dla obydwu kolumn), jest jednak rozwiazaniem
owiele tanszym 1 mniej skomplikowanym od systeméw dwupiecowych.
Aplikacje 2D-GC w analizie zwiazkow zapachowych zywnosci obejmuja analizg
kluczowych zwiazkéw zapachowych dla tworzenia aromatéw lub obcych
zapachéw produktdw, atakze w ocenie autentycznosci aromatéw/olejkow
eterycznych badanych poprzez analize¢ enancjoselektywna ich sktadnikow [2].

W chromatografii dwuwymiarowej 2D-GC na wyjsciu z pierwszej kolumny
instalowany jest zawor do przekierowywania eluatu na druga kolumng, oraz
detektor monitorujacy elucje na pierwszej kolumnie. Drugi detektor
umieszczony jest na drugim koncu kolumny. Mozliwe jest wigc takze
zwigkszenie selektywnos$ci analizy poprzez wybdr detektora selektywnego typu
ECD lub NPD na drugiej kolumnie.

Kompletna, dwuwymiarowa chromatografia gazowa (GCxGC) opiera si¢ na
transferze wszystkich zwiazkow, a nie tylko wybranych frakcji, eluujacych
z pierwszej kolumny na druga, o odmiennym mechanizmie retencji [3]. Aby

umozliwi¢ catkowity transfer zwiazkow z pierwszej kolumny na druga, bez
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pogorszenia efektow separacji osiagnigtych na pierwszej kolumnie, pomigdzy

kolumnami niezbgdne jest zastosowanie modulatora, a nie zaworu (Rys.1B).
Inj.
In).

Modulator

Det 1 1D D

A B

Rys. 1. Schemat konfiguracji zestawu do analizy technika: A - dwuwymiarowe;j
chromatografii gazowej (2D-GC), B - kompletnej, dwuwymiarowej
chromatografii gazowej (GCxGC)

Aby nie doszto do koelucji analitdéw na drugiej kolumnie czas przeznaczony na
analiz¢ w drugim wymiarze musi by¢ krotki, co za tym idzie druga kolumna jest
kolumna o dlugosci zazwyczaj 1-3 metrow i zazwyczaj s$rednicy 100 pum.
Warunkiem koniecznym prowadzenia rozdziatdw za pomoca GCxGC jest
ortogonalno$¢ — zréznicowanie mechanizmow retencji. Pomigdzy kolumnami
znajduje si¢ modulator pozwalajacy na zbieranie frakcji z kolumny I oraz ich
okresowe dozowanie na kolumng 11, z czestotliwos$cia taka, by pasma nie taczyty
si¢ ponownie w modulatorze. Modulator w réwnych interwatach zbiera materiat
eluujacy z kolumny I, a nastgpnie kieruje na druga kolumne. Proces ten odbywa
si¢ przez caly czas analizy. Wlasnie rozwdj modulatorow byt kluczowym dla
rozwoju tej techniki [4]. Uwaza si¢ rok 1991 za poczatek kompletnej
dwuwymiarowej chromatografii gazowej. Piki eluujace z drugiej kolumny maja
malg szeroko$é, rzedu kilkudziesieciu do kilkuset milisekund. W praktyce,
w wyniku dziatania modulatora, zwiazek opuszczajacy kolumng [ zostaje

,pocigty” na kilka pasm, dajacych na kolumnie II bardzo waskie piki. Przy
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koeluujacych w pierwszym wymiarze (kolumnie I) zwigzkach, z kolumny II
eluuja naprzemiennie piki tych zwiazkow, gdzie kazdy zazwyczaj podzielony
jest na kilka modulacji (pasm). Rekonstytuowane chromatogramy pikéw po
elucji zukltadu GCxGC przypominaja chromatograf ptytki TLC rozwijanej
w dwdch kierunkach. Podstawowa zaleta kompletnej dwuwymiarowej
chromatografii gazowej jest zwickszona pojemnos¢ pikow uktadu, co znacznie
poprawia rozdzielczo$¢, zmniejszajac ryzyko koelucji zwiazkow. Kompresja
pasm chromatograficznych, zwigzana z modulacja pikéw powoduje znaczny
wzrost sygnatu do szumu eluujacych zwiazkow. Pojemnos$¢ pikéw uktadu
GCxGC moze wynosi¢ nawet 9.000 w poréownaniu do okolo 300
w jednowymiarowej chromatografii gazowej, lub 800 w technice heart-cutting
(2D-GC) przy 3 transferach. Stwarza to znacznie lepsze perspektywy w analizie
ztozonych mieszanin zwiazkow lotnych, zar6wno w oznaczaniu sktadu paliw, na
potrzeby analizy, ktorych powstaty pierwsze aplikacje GCxGC, jak i w analizie

sktadnikow zywnosci, w szczegodlnosci zwiazkow zapachowych.

Detekcja w GCxGC

Generowanie waskich pikow, eluujacych z drugiej kolumny, stwarza wysokie
wymagania dla detektora, ktéry musi zapewni¢ odpowiednia szybkos¢
probkowania, by kazdy z pikdéw byt opisany dostatecznie duza liczba punktow.
W praktyce, wuktadach GCxGC wykorzystuje si¢ detektory ptomieniowo —
jonizacyjne (FID) lub wychwytu elektronow (ECD), ktore zazwyczaj moga
pracowac z czestotliwoscig do 200Hz. Znacznie trudniejszym detektorem do
zastosowania w ukladzie GCxGC jest spektrometr masowy. Najbardziej
rozpowszechnione spektrometry mas — z analizatorem kwadrupolowym, sa
aparatami skanujacymi, gdzie szybko$¢ przemiatania widma (scan) zalezy od
zakresu mas. W praktyce przy zakresie mas rzgdu 400 Da szybkos¢ skanowania
wynosi kilku skandéw na sekundg. W standardowym potaczeniu chromatografii
gazowej ze spektrometriag mas, gdzie piki maja szerokos$¢ rzedu kilku sekund
daje to kilkanascie lub wiecej skandéw na pik, co w zupelosci wystarczy
zardbwno do identyfikacji zwiazku, jak 1 analizy ilosciowej. Dla pikdéw
eluuyjacych z drugiej kolumny w GCxGC, ktorych szeroko$¢ wynosi zazwyczaj
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okoto 100 ms, szybko$¢ zbierania danych powinna by¢ rzedu co najmniej 50
skanéw na sekundg¢. Poniewaz instrumenty kwadrupolowe w duzym zakresie
mas z reguly nie generujg widm tak szybko, praktycznie jedynym spektrometrem
mas nadajacym si¢ do tego celu jest spektrometr czasu przelotu (ToF),
gwarantujacy szybko$¢ zbierania danych rzedu 100 a nawet 500 widm na
sekunde. Poniewaz spektrometr czasu przelotu (ToF) nie jest aparatem
skanujacym, to szybko$¢ generowania widm jest prawie niezalezna od zakresu
mas. Szybkie generowanie widm w spektrometrze mas uzywanym jako detektor
w GCxGC spetnia dwa gléwne zadania — oproécz wymienionego powyzej
szybkiego probkowania pikéw opuszczajacych druga kolumng powoduje, ze
duza liczba widm w obrgbie piku umozliwia dokladng dekonwolucj¢ widm
koeluujacych zwiazkéw. Dekonwolucja widm masowych jest procesem
rozplatywania” zlozonych widm powstajacych w  wyniku detekcji
w spektrometrze mas jondw z koeluujacych pikéw. W programach do
dekonwolucji odbywa si¢ to w duzym uproszczeniu poprzez pordwnanie czasow,
w ktorych eluuja wierzcholtki poszczegdlnych jonow sktadajacych si¢ na widmo
masowe. W praktyce wykorzystuje si¢ nie czas, a numer skanu, ktéry potem jest
transformowany na czas retencji. Oprocz czasu retencji danego jonu brany jest
pod uwage ksztalt poszczegdlnych jondéw (pikow wyekstrahowanych jonow).
Jony eluujace doktadnie w tym samym czasie i majace ten sam ksztatt zostaja na
siebie natozone tworzac widmo zwiazku. Niepasujace do tego widma jony,
stanowia kolejny pik koeluujacej substancji lub zanieczyszczenia. Sposrod
programéw do dekonwolucji widm najbardziej znanym jest Amdis wchodzacy
w sktad biblioteki widm masowych NIST (National Institute of Standards and
Technology). Proces dekonwolucji jest niezbednym narzedziem do identyfikacji
koeluujacych pikéw, co ma fundamentalne znaczenie w jednowymiarowej
chromatografii gazowej, istotne jest takze w chromatografii dwuwymiarowe;j,
zwigkszajac mozliwos¢ poprawnej identyfikacji i rekonstytucji pikéw eluujacych
z drugiej kolumny. Dla poprawnej dekonwolucji pikéw najistotniejszym jest
duza szybkos¢ skanowania umozliwiajaca uzyskanie odpowiedniej liczby widm
w obrgbie pikéw. Uwaza sig, ze szybkos¢ generowania widm od okoto
50 widm/sek wystarcza do dekonwolucji widm uzyskanych w spektrometrach
typu ToF. Moze to w decydujacy sposob wptywaé na poprawng identyfikacje
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zwiazkow. Zjawisko to ilustruje przyklad zamieszczony na rysunku 2, gdzie

pokazano wptyw szybkos$ci skanowania na jakos¢ widm.
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Rys. 2. Chromatogramy koeluujacych pikéw heptanu i pentanalu przy szybkosci

akwizycji widm: A - 5 widm/sek, B - 50 widm/sek.

Na rysunku 2, chromatogram A przedstawia koeluujace piki heptanu i pentanalu

(kolumna DB-5MS). Widmo uzyskano przy szybkosci akwizycji widm

5 widm/sek. Algorytm dekonwolucji zidentyfikowal jeden zwiazek, ktorego
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widmo przedstawiono ponizej i po porownaniu z biblioteka, zwiazek ten zostat
zidentyfikowany jako pentanal (podobienstwo z widmem biblioteki NIST =
828). Chromatogram B (Rys. 2) przedstawia ta samg mieszaninge analizowang
z szybkoscig 50 widm/sek. Algorytm dekonwolucji zidentyfikowal prawidlowo
dwa zwiazki: heptan i pentanal (podobienstwo z bibliotekg NIST odpowiednio
952 i 933). Spektrometr mas Pegasus 4D (LECO), oprogramowanie do
dekonwolucji Chromatof 3.21.

W wypadku spektrometrow z analizatorem czasu przelotu fundamentalne
znaczenie dla dekonwolucji ma fakt, ze widma sa jednorodne (maja taka sama
intensywnos¢ poszczegdlnych jonéw) w obrgbie catego piku. Niejednorodnosé
widm w obrgbie piku generowana w spektrometrach kwadrupolowych nosi
nazwe ,,spectra tilting” i musi by¢ w procesie dekonwolucji korygowana.

Wykorzystanie kompletnej dwuwymiarowej chromatografii gazowej
i spektrometrii mas (GCxGC-ToF-MS) do charakterystyki lotnych
produktéow utleniania kwasow tluszczowych w makaronach ,,instant”.

Uznaje si¢, ze analiza zwiazkow lotnych powstajacych w wyniku utleniania
kwasow thuszczowych jest dobra 1 obiektywna metoda oceny jakosci thuszczow
i stabilnosci oksydatywnej produktéw [5]. Lotne produkty utleniania lipidow,
w szczegllnosci  kwasdéw  thuszczowych, to duza grupa zwiazkow
o zroznicowanym charakterze, wsrod ktdorych dominuja alkanale i alkadienale
oraz ketony. Powstaja one z rozpadu wodoronadtlenkow kwaséw thuszczowych
generowanych zaréwno w procesie utleniania wolnorodnikowego, jak
i fotosensybilizowanego [6]. W zaleznosci od profilu kwaséw thuszczowych
produktu, profil zwiazkéow zapachowych bedacy wynikiem oksydacji kwasow
thuszczowych moze by¢ rézny. Wsrdd lotnych produktow utleniania kwaséw
thuszczowych bardzo czesto, jako markera tych procesow uzywa si¢ heksanalu,
bedacego produktem utleniania kwasu linolowego. W wigkszosci produktéw
spozywczych ulegajacych oksydacji heksanal obecny jest w najwigkszej ilosci
sposrod  lotnych zwiazkéw, bedacych produktami utleniania kwasow
thuszczowych. Z uwagi na zrdéznicowane progi wyczuwalno$ci sensorycznej

lotnych produktow utleniania lipidow zasadne jest monitorowanie jak
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najwigkszej ich liczby. Wiele ze zwiazkow lotnych powstajacych w procesie
oksydacji kwaséw thuszczowych nie ma znaczenia sensorycznego z uwagi na
wysokie progi wyczuwalnosci sensorycznej. Przykladem moga by¢
weglowodory alifatyczne, ktorych progi wyczuwalnosci sensorycznej zamykaja
si¢ w granicach 90-2150 ppm. Alkeny charakteryzuja si¢ progami rzedu 0.02-
9 ppm, natomiast aldehydy cechuja si¢ znacznie nizszymi progami
wyczuwalnosci sensorycznej. Progi wyczuwalnosci sensorycznej (OT) dla
alkanali wynosza 0.04 — 1ppm, alkadienale w zaleznosci od potozenia
i konfiguracji podwojnych wiazan charakteryzuja OT rzedu 0.3 — 0.002 ppm —
najnizsze dla trans, cis-2,4-alkadienali [7]. Poznanie pelnego profilu lotnych
produktow utlenienia kwaséw thuszczowych jest istotne dla charakterystyki
kluczowych zwiazkow odpowiedzialnych za aromat produktu.

GCxGC w profilowaniu zwigzkow lotnych generowanych w czasie procesu
technologicznego

Kompletna chromatografia gazowa jest narzedziem umozliwiajacym
porownywanie profilu analizowanych zwigzkéw poprzez odejmowanie jednego
chromatogramu od drugiego. Rysunek 3 przedstawia chromatogram bedacy
efektem odjgcia chromatogramu reprezentujacego probke ciasta po parowaniu
przed smazeniem od chromatogramu probki po smazeniu. Zaznaczono
dominujace zwiazki lotne, bgdace wynikiem procesu smazenia. Dobor kolumny
DB-5 i BPX-50 umozliwit rozdziat zwiazkéw wedtug temperatury wrzenia (DB-
5) i polarnosci (BPX-50). Ponadto zwiazki bgdace produktami utleniania lipidow
— w wigkszosci polarne, zostaly efektywnie rozdzielone od weglowodorow
alifatycznych oraz uptywu fazy z kolumny (przedstawionych na chromatogramie
jako ciagi pikow w postaci czarnych punktow, nizej — siloksany pochodzace
z fazy, powyzej nich weglowodory).

Separacja pikow w oparciu o réznice w polarnosci umozliwita rozdzielenie
np. pentanalu od heptanu (obydwa zwiazki na kolumnie DB-5 koeluuja - maja
indeksy retencji wynoszace odpowiednio 701 i 700). Chromatografia
jednowymiarowa lotnych produktéw utleniania kwasow thuszczowych pozwala

na oznaczenie zazwyczaj okoto 60-80 zwiazkow. Analiza tych samych
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zwiazkow technika GCxGC-ToF MS z dekonwolucja eluujacych pikow daje od
800-1800 pikdw.

Cze$¢ z nich to ciagi pikéw pochodzacych z uptywu fazy w kolumnie (ang.
column bleed), mozliwe jest takze generowanie kilku pikéw dla jednego zwiazku
powstajacych w wyniku nakladania pasm. Wigkszos¢ pikoéw to efekt
dekonwolucji. Dekonwolucja pikéw powoduje duzg ilos¢ danych generowanych
w czasie przebiegu chromatograficznego, utrudniajaca czasami interpretacj¢
chromatogramow.
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Rys. 3. Chromatogram zwiazkow lotnych powstajacych w procesie smazenia
makaronu instant uzyskany technika GCxGC z wykorzystaniem uktadu
kolumn DB-5 x BPX-50. Na chromatogramie GCxGC kropkami
zaznaczono zidentyfikowane piki. Zwiazki lotne rozdzielane sa na
kolumnie DB-5 wedtug temperatur wrzenia, na kolumnie BPX-50 — wg

polarnosci.
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Mozliwosci dekonwolucji uktadu GCxGC-ToF-MS ilustruje rysunek 4.
Przedstawiono na niej fragment chromatogramoéw lotnych produktéw utleniania
kwasow tluszczowych, otrzymany w pierwszym dniu testu przyspieszonego
starzenia, bezposrednio po usmazeniu makaronu, oraz po okresie 61-dniowego

przechowywania w temperaturze 50°C, w celu indukcji zmian oksydacyjnych.

Z uwagi na duza stabilno$¢ oksydatywng makaronow instant konieczne byto
zastosowanie dtugiego czasu i relatywnie wysokiej temperatury do wytworzenia
zmian oksydacyjnych w tluszczu uzytym do smazenia. Na rysunku 4A
przedstawiono pik 2,4-heptadienalu (zaznaczony strzatka) bezposrednio po
smazeniu dobrze oddzielony od innych zwiazkow lotnych. Po okresie
przechowywania w probce zaobserwowano znaczne ilosci wolnych kwasow
karboksylowych, ktorych duze piki koeluowaly z oznaczanymi innymi
zwigzkami lotnymi. Rysunek 4B przedstawia pik 2,4-heptadienalu koeluujacy
z pikiem kwasu heksanowego. Pomimo prawie catkowitej koelucji aldehydu,
trudnej do rozdzielenia za pomoca GCxGC, zuwagi na znaczne dysproporcje
w powierzchniach pikow 1 specyfik¢ kwasow karboksylowych eluujacych na
kolumnie typu DB-5, dekonwolucja widm umozliwita jednoznaczna
identyfikacje 2,4-heptadienalu i1 rozdzielenie analizowanych zwigzkow
(Rys. 4B).

Kompletna dwuwymiarowa chromatografia gazowa, zwlaszcza w polaczeniu
z detekcja analizowanych zwiazkow za pomoca spektrometru czasu przelotu
i wykorzystaniem  dekonwolucji  pikow  daje  niespotykana  dotad
w chromatografii gazowej ilos¢ informacji. Jest to wciaz technika relatywnie
nowa, gdzie liczba prac publikowanych rocznie niedawno jeszcze siggata
kilkunastu, a obecnie kilkudziesi¢ciu. Potencjat chromatografii GCxGC w pelni
uwidacznia si¢ przy analizie bardzo ztozonych mieszanin, gdzie mozliwa jest
identyfikacja sktadnikéw koeluujacych w chromatografii jednowymiarowej [8].
Szczegodlnie istotne zdaje si¢ by¢ wykorzystanie tej techniki w procesie
identyfikacji zwiazkéw kluczowych dla tworzenia aromatu, jako uzupetnienie
chromatografii i olfaktometrii (GC-O) [9].
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4. Fragment chromatograméw lotnych produktéow utleniania kwasow

thuszczowych ~ makaronu  instant: A -  bezposrednio po

wyprodukowaniu, a przed testem przyspieszonego starzenia,

B - po 61 dniach przechowywania w temperaturze 50°C (B). Strzatka
zaznaczono pik 2,4-heptadienalu. Dominujacy pik na chromatogramie
(B) to kwas heksanowy.
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Zastosowania GCxGC w analizie zywno$ci obejmuja gtdwnie analizg
olejkéw eterycznych, technika ta zaczyna by¢ takze wykorzystywana w analizie
lipidéow, zaréwno do analizy sktadu kwasow tlhuszczowych w ztozonych
uktadach jakimi sa ttuszcze ryb morskich, jak i steroli [10, 11]. Praca [12] dobrze
charakteryzuje potencjat techniki GCxGC-ToF-MS. Autorzy wykorzystali ja do
identyfikacji zwiazkow siarkowych, wptywajacych na aromat pieczonego migsa
wolowego. Sposrod zidentyfikowanych wstepnie 4700 zwiazkow (15000 pikow
na chromatogramie) wyselekcjonowali okoto 70 zwiazkow potwierdzajac
tozsamos¢ ponad 50 z nich. Podsumowujac, kompletna, dwuwymiarowa
chromatografia gazowa (GCxGC-ToF-MS) jest w chwili obecnej technika
chromatografii gazowej dajacej najwicksza ilos¢ informacji analitycznych, gdzie
trudnosci analityczne wiaza si¢ raczej nie z separacja skladnikow zlozonych
mieszanin, a interpretacja czesto bardzo duzej ilosci danych, zwlaszcza

w profilowaniu zwiazkéw, a nie analizie wybranych.
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7. Wystepowanie i metody analizy biotoksyn w owocach
morza

MIROSLAW M. MICHALSKI

Plankton jest w oceanach podstawowym zrodtem pozywienia dla
migczakow, takich jak ostrygi, matze, przegrzebki czy tez omulki oraz dla larw
skorupiakow. Substancje toksyczne przedostaja si¢ do organizmu migczakow
poprzez plankton jako ich pozywienie i kumulowane sa w migsniach

1 watrobotrzustce.

Glowne biotoksyny spotykane u migczakow (shellfish marine biotoxins) to
toksyny: PSP — paralizujace, NSP — neurotoksyny, ASP — anamnestyczne, DSP —
wywotujaca biegunki oraz AZA (kwas azaspirowy) wywolujacy biegunki
1 zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego [6].

Toksyny paralizujace sa najbardziej niebezpieczne dla czlowieka i stanowia
duzy problem w krajach, gdzie spozywanie matlz jest powszechne. Aktywna
toksyna jest saksytoksyna (STX) oraz jej 21 izomeréw (pochodne
tetrahydropuryn, SXT's) (Rys.1). Minimalna dawka saksytoksyny powodujaca
zatrucia to 20 ug/kg masy ciata. Dopuszczalna zawartos¢ PSP wynosi
80 nug/100g migsa migczakéw. Pierwsze udokumentowane zatrucie wystapito
w 1948 roku w Japonii, a w USA w potowie lat 60. W Europie notowane sa
zatrucia od wczesnych lat osiemdziesiatych. Pod koniec 1987 roku w Wielkiej
Brytanii dziesiatki oséb bylto zatrutych PSP a 3 osoby zmarly. Pierwotnym
zrédlem SXT's sg glony z rodzaju Alexandrium, a wigc np. 4. catenella, A.
tamarensis, A. minutum, A. fundyense i A. cohorticula. [6, 7]. Objawy zatrucia
saksytoksyna to drgtwienie jezyka, brak czucia, porazenie migsni oddechowych i
uktadu motorycznego, porazenie ukladu sercowo-naczyniowego, drzenie rak i
palcéw undg, betkotliwa mowa, S$linienie si¢ i klopoty z oddychaniem.

Smiertelno$é¢ wynosi okoto 10%. Metody wykrywania to test na myszkach MBA
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(metoda referencyjna) lub na szczurach RBA i metody alternatywne, tj. Elisa
(immunoassay), HPLC, LC-MS, LC, chromatografia jonowymienna,
elektroforeza, okreslenie stopnia blokowania kanaléw sodowych (mouse in vitro)
czy tez techniki elektroforetyczne. Test MBA wykonuje si¢ na 3 myszkach.
Wstrzykuje si¢ dootrzewnowo wodny (pH 2,5-3) ekstrakt z migsa malzy. Jest to
test oficjalny wg Official Methods of Analysis of the Association of Official
Analytical Chemists. 1990. Method 959.08: Paralytic Shellfish Poison. 15th Ed.,
pp.881-882, Volume II. AOAC, Arlington, VA, U.S.A. Wsréd metod
immunologicznych stosuje si¢ test Elisa.

Saksytoksyna
H,N_ O
\“g’ \' HH @ STX Ri R, R
© TN _NH,

1)\ \( STX H H H
NH ) :
HNT N GTXN  H H  0SO,

oH GTXM H 0S80y H

@ oH NeoSTX OH  H H
GTXA OH H  0S0;

R, Ry GTXIV OH 080y H

Rys. 1. Toksyny PSP (zrédto: internet)

Toksyny wywotujace biegunk¢ (DSP) sa toksynami lipofilnymi,
gromadzacymi si¢ w tkance thuszczowej migczakow. Toksyny sg termostabilne.
Objawy zatrucia to uporczywe biegunki, wymioty, nudnosci i skurcze zotadka.
Objawy sa juz widoczne nawet po 30 minutach od spozycia. Z reguly objawy
zanikaja po 3-4 dniach. Przy chronicznych zatruciach jest mozliwa indukcja raka
zotadka czy tez przewodu pokarmowego [3]. Do tej grupy toksyn zalicza sie
kwas okadaikowy (OA) i jego pochodne - dinofysiskotoksyny (DTX1, DTX2,
DTX3), pektenotoksyny (PTX1, PTX2) oraz yessotoksyny (YTX's) (Rys. 2).
Dinofysiskotoksyny uszkadzaja rowniez watrobe.
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Rys. 2. Toksyny DSP (zZrodio: internet)

Zrédtem toksyn DSP sa glony Dinophysis spp. oraz Prorocentrum. Metody
wykrywania toksyn to MBA [8], HPLC (fluorometric detector), TLC, LC, LC-
MS, LC—ion-spray MS, testy fosfatazowe (np. PP2A, Biosense), Elisa czy tez
testy cytotoksyczne. Badania miedzylaboratoryjne LC-MS wskazuja na te
metode jako referencyjna dla toksyn ASP i DSP [5, 6]. Co do toksyn
amnestycznych to zwigzkiem toksycznym jest kwas domoikowy i jego izomery
(Rys. 3).

Po raz pierwszy zdiagnozowano zatrucie kwasem domoikowym w Kanadzie

w 1987 roku w wyniku spozycia omutkow (blue mussels). Okrzemek Pseudo-
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nitzschia jest glownym jednokomorkowcem, wytwarzajacym kwas domoikowy
(DA) [1, 4, 6]. Objawy zatrucia wystepuja po 24 godzinach od spozycia.
Nastepuje krotkotrwata utrata pamigci (short term memory). Przy zatruciu
»lekkim” 1 u ludzi nie majacych problemow z nerkami nastgpuje calkowite
wyzdrowienie juz po kilku dniach. Przy zatruciu ,,powaznym”, gdy organizm nie
jest w stanie szybko usuna¢ toksyny (DA), moze wystapi¢ dodatkowo powazne,
trwale uszkodzenie moézgu. Metody wykrywania ASP to HPLC (metoda
referencyjna), MBA, Elisa, TLC, GC-MS, LC-MS czy tez elektroforeza
kapilarna. Test na myszkach jest metoda AOAC (1990).

Kwas domoikowy
CH5
H
| S
00C Hooc
HsC” “COOH

Rys. 3. Toksyna ASP (zrédlo: internet).

Neurotoksyna jest brewetoksyna i jej izomery (Rys.4). Objawy zatrucia to
podwojne widzenie, trudnosci w przetykaniu, dreszcze, mdlosci, biegunka,
odretwienie, sucho$¢ w ustach czy tez uporczywy kaszel przy wdychaniu
mgietki morskiej zawierajacej brewetoksyng (objawy astmopodobne). Zatrucia
neurotoksyna po spozyciu migczakdw najczgsciej wystgpuja w  zatoce
Meksykanskiej, Nowej Zelandii i na wschodnim wybrzezu Florydy. W Europie
nie stwierdzono zatru¢ po spozyciu malz skazonych brewetoksyna. Wykryto
jedynie w Niemczech, Francji, Grecji, Holandii, Portugalii czy tez Hiszpani

obecnos¢ planktonu wytwarzajacego t¢ toksyng. Za obecnos¢ NSP odpowiadaja
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brudnice (dinoflagellate), a szczeg6lnie glon Gymmnodinium breve (Karenia
brevis) [4, 6]. Brewetoksyna jest toksyczna rowniez dla ryb. Jest to toksyna
bezsmakowa, bezzapachowa, cieptooporna, kwasooporna oraz rozpuszczalna
w thuszczach (lipofilna) [2]. Brewetoksynge wykrywa sie testem MBA, testami
biologicznymi na rybach Gambusia affinis (FBA), Elisa, TLC, LC-MS czy tez

metodami radioimmunologicznymi.

Brewetoksyna
BTX R
CHO
BTXb \H/
CH,

Rys. 4. Toksyny NSP (zrodlo: internet).

Zasady wprowadzania do handlu malz sa $cisle okreslone prawodawstwem
unijnym. Akty stanowiace to: Decyzja Komisji z dnia 15 marca 2002 r.
(2002/225) ustanawiajaca szczegdétowe zasady wykonania dyrektywy Rady
91/492/EWG w zakresie najwyzszego dopuszczalnego poziomu zawarto$ci
imetod analizy niektérych morskich biotoksyn w matzach, szkartupniach,
ostonicach i s$limakach morskich; sekcja VII w Rozporzadzeniu (WE)
nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 29 kwietnia 2004 r.

ustanawiajace szczegolne przepisy dotyczace higieny w odniesieniu do zywnosci
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pochodzenia zwierzecego; Decyzja Komisji z 14 listopada 2003 roku w sprawie
warunkow zdrowotnych i wymagan certyfikacyjnych przy imporcie malz, ich jaj,
gamet przeznaczonych do rozmnazania, hodowli, tuczenia z przeznaczeniem do
spozycia przez ludzi (2003/804/EC); Decyzja Komisji z dnia 15 marca 2002
r. (2002/226) ustanawiajaca specjalne kontrole zdrowotne w odniesieniu do
zbierania 1 przetwarzania okreslonych malzy dwuskorupowych o poziomie
toksyny ASP (Amnesic Shellfish Poison) przekraczajacym limity okreslone
w dyrektywie Rady 91/492/EWG (notyfikowana jako dokument nr C(2002)
1009); Decyzja Komisji nr z dnia 18 stycznial996 r. (96/77/EC) ustanawiajaca
warunki dla zbioru i przetworstwa pewnych malzy dwuskorupkowych
pochodzacych z obszarow gdzie poziom PSP przekracza dopuszczalne limity
okreslone dyrektywa 91/492 czy tez Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa
i Rozwoju Wsi z dnia 15 lipca 2005 roku w sprawie szczegdtowych wymagan
weterynaryjnych dla umieszczania na rynku zwierzat i produktow akwakultury
(DzU nr 138 poz. 1158) [6].
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8. Nowoczesne metody badania mikrostruktury
i mechaniki surowcow roslinnych

KRYSTYNA KONSTANKIEWICZ

Wstep

Tak si¢ zlozylo, ze zaproponowany przez organizatoréw konferencji
»Nowoczesne metody analityczne w zapewnieniu jakosci i bezpieczenstwa
zywnosci” wyktad nt. najnowszych metod badania mikrostruktury i mechaniki
surowcow roslinnych jest zbiezny z tematyka badawcza Zaktadu Mikrostruktury
i Mechaniki Biomaterialéw Instytutu Agrofizyki PAN.

Realizowana przez interdyscyplinarny zespol tematyka mnalezy do
priorytetowych kierunkow badawczych w zakresie jakosci i bezpieczenstwa
zywno$ci oraz poznania i kontroli wilasciwosci materialu — takze tkanek
roslinnych — podczas catego procesu produkcyjnego. Przy zwigkszajacym sig
zapotrzebowaniu na produkt dobrej jako$ci rosnie tez potrzeba poznania coraz
szerszego zakresu jego wlasciwosci i1 ciaglego monitorowania ich zmian [1, 7,
15, 21, 25, 31, 33, 45, 49, 60, 67].

Prowadzimy badania mikrostruktury i wlasciwosci mechanicznych tkanek
roslinnych w celu okreslenia cech jakosciowych surowcéw rolniczych — owocodw
1 warzyw - przeznaczonych do bezposredniej konsumpcji jak i przetworstwa
przemystowego. Glownym celem naszych badan jest poznanie, opisanie
i modelowanie zwigzkéw pomiedzy budowa szkieletu mechanicznego —
struktura komodrkowa - i wlasciwos$ciami mechanicznymi — wytrzymatoscia,
procesami pg¢kania - tkanki roslinnej, a takze opracowanie instrumentalnych

metod monitorowania wlasciwosci materiatu 1 analizy tekstury owocdw
i warzyw [13, 39, 44, 64, 68].
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Badania sa trudne ze wzgledu na duza biologiczna réznorodno$¢ materiatu,
atakze na konieczno$¢ jednoczesnego uwzgledniania wplywu duzej liczby
czynnikow wynikajacych ze ztozonych warunkéw uprawy i przechowywania,
a takze coraz bardziej wymagajacych proceséw technologicznych [2, 4, 5, 18,
29, 36, 37, 44,47, 48, 57, 59].

Tkanka roslinna nalezy do skomplikowanych materiatéw, do badania,
ktérych niezbedne sg oryginalne metody pomiarowe poprzedzone pracami
podstawowymi. W wiekszosci przypadkoéw nie jest mozliwa adaptacja systemow
pomiarowych powszechnie stosowanych w badaniach innych materiatow.
Opracowane nowe metody badawcze wymagaja ciaglego doskonalenia zarowno
ze wzgledu na szybki rozwdj technik pomiarowych, jak i1 zmieniajace si¢
wymagania odmianowe zwigzane z przeznaczeniem surowcow i produktéw
rolniczych, a takze zwigkszajace si¢ oczekiwania konsumentéw [10, 15, 16, 22,
24,30, 45, 46, 63, 64].

Najnowsze trendy w badaniach naukowych dotycza poznania i opisania
podstawowych cech materiatu - w skali mikro, a nastgpnie szukanie ich
zaleznosci z wlasciwosciami calych obiektow, takze jakosciowymi. Jedna
z podstawowych cech fizycznych charakteryzujacych materiat badawczy jest
struktura, ktora wplywa w decydujacy sposob na pozostale jego wlasciwosci,
np.: fizyczne, chemiczne, biologiczne. Badania materialowe majq dluga tradycje
poparta praktycznym doswiadczeniem produkcji wielu materialdéw. Na
podstawie ilosciowego opisu struktury badanego materiatu mozna prowadzic¢
poréwnania migdzy obiektami lub rejestrowaé¢ zmiany w obrebie jednego
obiektu, wywotane np. procesem technologicznym, przechowywaniem lub
wynikajacych z niejednorodnosci materiatu. Natomiast wiedze¢ o wplywie
struktury na wlasciwosci materialu mozna wykorzysta¢ do sterowania procesami
technologicznymi, w celu otrzymania materialu o oczekiwanych wtasciwosciach
a takze do projektowania zupelnie nowych materiatéw [19, 27, 33, 44, 51, 53,
61, 70].

Podstawowym elementem strukturalnym tkanki roslinnej jest komoérka i to
wlasnie z wielkoscia komorki poszukuje si¢ zaleznosci z innymi wlasciwo$ciami

badanego materiatu. Z wieloletnich wlasnych badan w tym zakresie wynika, ze
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struktura komodrkowa jest cecha charakterystyczna tkanek roslinnych a kazde
wnioskowanie moze by¢ oparte tylko o aktualne wyniki ilosciowej analizy
parametrow struktury, szczegolnie zwiazanych z wielkos$cia komodrek [27, 31,
40, 41, 42, 53].

Od paru lat prowadzimy oryginalne prace nad rozwijaniem zaawansowanych
technik uzyskiwania mikroskopowych obrazéw struktury komoérkowej -
tworzacej wspomniany szkielet mechaniczny - tkanki roslinnej umozliwiajacych
przeprowadzenie ich ilo$ciowej analizy. W tym celu, miedzy innymi zostata
opracowana automatyczna procedura analizy obrazu umozliwiajaca, uzyskanie
wymiarow geometrycznych komodrek na przekroju przy uzyciu konfokalnego
mikroskopu laserowego. Opracowano tez metodyke preparatyki obiektow,
w zaleznosci od rodzaju tkanki i interesujacych elementéw strukturalnych, do
obserwacji przy wykorzystaniu réznych technik mikroskopowych [28, 38, 41,
42, 65, 72].

Do aktualnych badan naleza takze opracowywane innowacyjne metody opisu
procesow zachodzacych w tkankach podczas ich deformacji. Zastosowalismy po
raz pierwszy kontaktowa metode emisji akustycznej, ktora umozliwia $ledzenie
procesow pekania $cian komorkowych, inicjujacych niszczenie tkanki a takze
istotnych dla konsumenta §wiezych warzyw i owocow ze wzgledéw na odczucie
kruchosci, soczystosci [43, 49, 66, 67, 69, 70, 71].

ZainicjowaliSmy takze oryginalne 1 przysztosciowe badania nad
wlasciwosciami $cian komorkowych. To wlasnie $ciany komorkowe odgrywaja
szczegolng rolg w procesach wytrzymatosciowych catej struktury — wyznaczaja
ksztatlt i wielkos¢ komorek, stanowia sztywna konstrukcje catego obiektu
a jednoczesnie sg pierwszym elementem struktury, ktdry pgkajac inicjuje proces
niszczenia calej tkanki. Zbadanie mechanicznych wlasciwosci $cian
komoérkowych tkanek naturalnych jest zadaniem niezmiernie trudnym, gtownie
ze wzgledu na ich niewielkie wymiary. Alternatywa moze by¢ prowadzenie
badan dla modelowych materiatow imitujacych naturalne Sciany. Dotychczas
uzyskane rezultaty pokazuja mozliwosci wytwarzania takich modelowych $cian,
o wlasciwosciach chemicznych i strukturalnych zblizonych do naturalnych oraz
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odpowiednich wymiarach do przeprowadzenia testow mechanicznych [6, §, 9,
12, 19, 32, 39, 46, 50, 55, 60].

Ciagly rozwdj nowych metod pomiarowych poszerza mozliwosci oceny
jakos$ci surowcow roslinnych w szybki i co najwazniejsze nieniszczacy sposob.
Do najnowszych osiagnie¢ naszego Zakladu nalezy rozpoczgcie prac nad
wykorzystaniem metody, czasowo-przestrzennej korelacji plamkowej —
biospeckle, do oceny stanu $wiezosci owocow 1 warzyw. Jest to nieinwazyjna
i niedestrukcyjna metoda oparta o interpretacj¢ zjawiska optycznego
wystepujacego podczas oswietlania powierzchni owocu koherentnym $§wiatlem
wiazki laserowej. W wyniku odbicia swiatta od powierzchni badanego obiektu
uzyskujemy stabilny obraz w przypadku metalu — speckle, natomiast
z powierzchni $wiezego obiektu biologicznego, np. jabtka, obraz wykazuje cechy
fluktuacji — biospeckle. Taki zmieniajacy si¢ obraz niesie informacj¢ o zmianach
fizycznych i1 biologicznych obserwowanego obiektu. Obserwowany efekt
powstaje w wyniku nalozenia dwdch obrazéw — stabilnego po odbiciu swiatta od
skorki owocu i zmieniajacego si¢ pochodzacego z glgbszej warstwy pod skorka.
Zmienne w czasie 1 w przestrzeni wzory biospeckli moga by¢ rejestrowane jako
serie obrazow a nastgpnie analizowane przez specjalistyczny program
i wyznaczane przy pomocy funkcji korelacji. Wspdtczynnik korelacji wzoru
biospeckli zmienia si¢ z r6zng predkoscia w zaleznosci od swiezosci owocow —
wilgotnosci, zastosowanych s$rodkow ochronnych, itp. Aktualne badania
pokazuja, ze wspolczynnik korelacji szybko maleje z czasem dla $wiezych
jabtek, co moze by¢ zwiazane z wigksza ruchliwoscig czastek statych wewnatrz
komoérek w  przypowierzchniowej warstwie przy wigkszej wilgotnosci
obiektu [3, 34, 54, 56, 58, 63, 68].

Metoda wymaga jeszcze prac podstawowych, szczegélnie w zakresie
interpretacji obserwowanego zjawiska, ale ze wzgledu na szybkos$¢ analizy
i niedestrukcyjny charakter, moze by¢ dobrym przysziosciowym rozwiazaniem

do monitoringu zmian jakosci surowcow roslinnych w czasie przechowywania.
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Obserwacje mikroskopowe roslinnych struktur komérkowych

Zrédtem informacji o strukturze komérkowej sa obserwacje mikroskopowe.
Powszechnie dostgpne coraz doskonalsze mikroskopowe metody pozwalaja na
obserwacje struktury w roznych powigkszeniach, a cyfrowe techniki zapisu
otrzymanego obrazu na analize¢ zawartych w nich informacji. Bogata oferta
roznego typu mikroskopow — np. optyczne, konfokalne, elektronowe,
akustyczne, rentgenowskie — z szerokim dodatkowym wyposazeniem
i oprogramowaniem, rutynowo pracujacych z bardzo dobrymi efektami
z wieloma materiatami daje duze mozliwosci badawcze, takze tkanki roslinne;j.
Dobor wlasciwego sprzgtu nie jest tatwy, natomiast czgsto decyduje o sukcesie
rozwiazania postawionego problemu, zaoszczedza czas i koszty. Decydujace
znaczenie ma cel prowadzonych badan, a wigc skoncentrowanie uwagi na
istotnych elementach struktury, natomiast pominigcie zbednych szczegdtow,
a takze zapewnienie metodologicznej poprawnosci. Istotne znaczenie ma miejsce
pobrania prébki oraz wybor plaszczyzny obserwacji. Natomiast stosowanie
wstepnej preparacji probek, od zwyklego cigcia do utrwalania struktury, moze
wnosi¢ zaburzenia obserwowanej tkanki, ktére powinny by¢ uwzgledniane
w dalszych badaniach i wnioskowaniu [14, 17, 18, 25, 35, 40, 45, 53].

W badaniach fizycznych wtasciwosci tkanki roslinnej poszukuje si¢ metod
otrzymania takiego obrazu jej struktury, na ktérym wyraznie sa widoczne $ciany
komoérkowe, ktére wyznaczaja wymiary catej komorki. Uktad komorek na
obserwowanej powierzchni daje informacjg¢ o przestrzennej organizacji
elementéw struktury a takze o ewentualnych zmianach struktury w wyniku
badanych procesow. Badania, a takze obserwacje poréwnawcze mikrostruktury
tkanki roslinnej wymagaja wielu pomiarow, dlatego chetnie wykorzystuje sig
wtym celu metody komputerowe. Dla obrazow o dobrej jakosci mozna
przeprowadzac analizy w sposob automatyczny postugujac si¢ profesjonalnymi
programami [28, 45, 72].

Obraz struktury nadajacy si¢ do komputerowej analizy powinien by¢
wysokiej jakosci, a wigc przede wszystkim o bardzo dobrym kontrascie.
Interesujace nas elementy struktury powinny by¢ jednoznacznie rozrdznialne,

mozliwe do policzenia i zmierzenia. Zadanie to jest trudne w przypadku tkanek
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roslinnych, ktére sa mato kolorowe, czasami wrecz przezroczyste, a dodatkowo
z powodu duzej zawartosci wody szybko ulegaja wysychaniu i deformuja sie
podczas obserwacji.

Ilosciowy opis struktury komoérkowej wymaga opracowania odpowiedniej
metodyki badawczej dla danego obiektu. Nawet przy dobrze opracowanych
zasadach postepowania niezastapione jest doswiadczenie i wiedza obserwatora
w celu wlasciwej interpretacji zawartej na obrazie informacji [28, 72].

W naszym Zakladzie do badan struktury komodrkowej tkanek roslinnych
wykorzystujemy mikroskopy konfokalne: optyczny i laserowy. Pierwsze wyniki
uzyskaliSmy przy wykorzystaniu optycznego mikroskopu konfokalnego
»Confocal 2002”, TSRLM — Tandem Scanning Reflected Ligot Microscop -
zrodtem $wiatla jest lampa rteciowa, rozdzielczosé 752 x 582 piksela. Mikroskop
opracowany przez Petrana i Hadravskiego na Uniwersytecie w Yale w 1971
roku, pozniej udoskonalony poprzez kolejne patenty, speinil nasze pierwsze
oczekiwania w badaniach tkanki roslinnej w stanie naturalnym — bez wstgpne;j
preparacji. Pozwolil na uzyskanie obrazow dobrej jakosci — o duzym kontrascie
z glebokosci ograniczonej tylko przezroczystoscia probki (Rys. 1) [28, 45, 52].

Aktualnie dalsze zaawansowane prace prowadzimy przy wykorzystaniu
Skanujacego Laserowego Mikroskopu Konfokalnego, CSLM - Confocal
Scanning Laser Microscope. Poczatkowo badania byly prowadzone na
Uniwersytecie w Kyoto, w Japonii, a obecnie kontynuujemy prace na wtasnym
sprzgcie. Od 2007 roku dysponujemy mikroskopem Olympus Fluoview FV300 —
jest on w pelni zautomatyzowany, przeznaczony do badan we fluorescencji
i w $wietle przechodzacym, probka wymaga barwienia, rozdzielczos¢ 512 x 512
piksela, 0§ Z o rozdzielczosci 10 nm (Rys. 1) [45, 72].

Korzystajac ze wspodtpracy z Laboratorium Analitycznym Wydzialu Chemii
UMCS moglismy przeprowadzi¢ badania, w duzych powigkszeniach, struktury
$ciany komorkowej z wykorzystaniem mikroskopu sit atomowych — Atomic
Force Microscope, AFM Digital Instruments NanScope III — minimalna
preparacja probek, kontrastowe, trojwymiarowe obrazy z mozliwoscig ich
analizy (Rys.2) [11].
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Rys. 1. Obrazy struktury komdrkowej tkanek parenchymy: A - ziemniaka,
Optyczny Mikroskop Konfokalny ,,Confocal 20027, TSRLM,
B, C i D - Skanujacy Laserowy Mikroskop Konfokalny, CSLM,
odpowiednio dla ziemniaka, marchwi i jabtka [45, 72]

Rys. 2. Profile powierzchni materialdéw $ciany komorkowej, Mikroskop Sit
Atomowych, AFM: A - material Sciany komodrkowej wyizolowany
z tkanki jablka, B — material $ciany komorkowej utrwalonej tkanki
jabtka, C — material modelowej $ciany komdrkowej [11]

Do obserwacji cienkich przekrojow utrwalonej struktury tkanek roslinnych,
takze po odksztalceniu, wykorzystujemy mikroskop optyczny N800-M
wyposazony w aparat fotograficzny i komputer z oprogramowaniem do analizy
obrazu (Rys.3) [13, 38, 45].

W ramach wspotpracy z National Institute of Agronomic Research (INRA)
rozpoczeliSmy takze prace z wykorzystaniem makroskopu, ktéory pozwala na
ogladanie duzych powierzchni badanych obiektéw — wymiar probki: ~1 cm x

1 cm, obraz: 5,8 mm x 4,7 mm, 1 piksel 3,6 um, zrédlo swiatla poza polem
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widzenia kamery — $ciany komorkowe jasne. Obrazy sa dobrej jakosci i dzigki
temu takze mozliwa jest ich analiza (Rys. 4) [20].

Rys. 3. Obrazy struktury komoérkowej tkanki parenchymy ziemniaka, mikroskop
optyczny, A — probki z utrwalona struktura, B — widoczne ziarna skrobi
i peknigcie struktury [38, 45]

Rys. 4. Obraz struktury tkanki parenchymy jabtka, makroskop: A, B obserwacje
w  dwdéch  wzajemnie  prostopadlych  ptaszczyznach, obraz:
5,8 mm x 4,7 mm, 1 piksel 3,6 um

Material badawczy i preparatyka préobek

Morfologia struktury tkanek ros$linnych jest pochodng wielu czynnikéw,
m.in.: odmiany, wymiaru i ksztaltu obiektu, rodzaju tkanki, sposobu uprawy,
warunkow klimatycznych, terminu zbioru, procesu przetworczego, warunkoéw
przechowywania. Tego typu materialy sa szczegoélnie podatne na roéznego
rodzaju oddziatywania, np. mechaniczne, termiczne, w ktorych tatwo dochodzi

do zmian struktury, co nastepnie moze wywotywaé caly szereg procesow
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obnizajacych jako$¢ produktu. Sposrod roslinnych materialdéw rolniczych
migkkie tkanki sa szczegdlnie podatne na zmiany struktury i réznego rodzaju
uszkodzenia. Dodatkowym czynnikiem sprzyjajacym powstawaniu zmian
struktury jest w wielu przypadkach duze uwilgotnienie osrodka. Ze wzgledu na
»delikatno$¢” struktury badanych obiektéw juz samo przygotowanie probek do
obserwacji i analizy jest duzym problemem. Szczegodlnie w sytuacji, kiedy nie
tylko stan wejsciowy struktury podlega badaniom, ale takze jego zmiany

w efekcie roznych oddzialywan.

Migkkie tkanki roslinne wymagaja usztywnienia struktury a cata procedura
poprzez utrwalenie, odwodnienie, przesycenie parafing (zywica) pozwala na
precyzyjne cigcie na cienkie skrawki. Opracowano metodyke preparatyki
nieodksztalconych i odksztatconych tkanek roslinnych, do obserwacji w swietle
przechodzacym, przy pomocy mikroskopu optycznego. Procedura uwzglednia
utrwalanie w mieszaninie aldehydu glutarowego, formaliny i kwasu octowego,
anastgpnie zatapianie w zywicy metakrylowej wysokiej twardosci, ktora
rownomierne i dokfadnie wypelnia cata strukture komorkowa. Sciany
komoérkowe zostaja utrwalone w stanie wysokiego turgoru, a zastosowana
mieszanina substancji chemicznych nie powoduje jego spadku. Opracowana
metodyka pozwala na utrwalenie tkanek jabtka i marchwi bez zmian stanu $cian
komoérkowych. Otrzymane obrazy mikroskopowe nadaja si¢ do analizy
ilosciowej, zardwno w przypadku tkanek nieodksztalconych, jak i poddanych
deformacji (Rys. 5) [38, 45].
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Rys. 5. Obrazy utrwalonej struktury tkanki jablka, mikroskop optyczny,
powiekszenie 4x: A — nieodksztatconej, B — po odksztatceniu, 20% [13]
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Tak przygotowane obiekty umozliwiaja obserwacje, w S$wietle
przechodzacym, stosunkowo duzych powierzchni cienkich preparatéw —
o grubosci od kilku do kilkudziesigciu mikrometréw. Do precyzyjnego cigcia
powszechnie wykorzystuje si¢ réznego typu mikrotomy. Nalezy mie¢ jednak na
uwadze, ze optymalna preparatyka utrwalania struktury powinna by¢ dobrana
eksperymentalnie dla kazdego rodzaju badanych obiektow, a takze powinna
uwzglednia¢ wymagania uzywanego mikroskopu.

W dotychczasowych pracach jako material badawczy wybralismy tkanki
migkkie — parenchymy, jablka (Malus domestica L.), ziemniaka (Solanum
tuberosum L.), marchwi (Daucus carota L.). Natomiast opracowane metody

badawcze moga by¢ rozszerzone na inne materiaty roslinne.

Przyktadowo, obserwacje tkanki roslinnej w stanie naturalnym, prowadzone
w optycznym mikroskopie konfokalnym TSRLM, nie wymagaja specjalnej
preparatyki, oprocz cigcia na bloczki lub plastry — w przypadku ziemniaka
usunigcie skrobi z przepotowionych komorek. Jakos¢ obrazu jest dobra,
natomiast obserwacje powinny by¢ prowadzone w krétkim czasie, ze wzgledu na
szybkie wysychanie probki [28, 45].

Obserwacje struktury komodrkowej w laserowym mikroskopie konfokalnym
wymagaja barwienia interesujacych nas elementéow struktury przy pomocy
odpowiednio dobranych barwnikow — Coryphosphyne O, CSLM Fluoview.
Otrzymane obrazy sa bardzo dobrej jakosci, umozliwity opracowanie metody
automatycznej analizy geometrycznych parametrow plaskich przekrojow
komorek. Metoda ta pozwala takze na oszacowanie frakcji scian komoérkowych
w badanym przekroju tkanki. Automatyczna analiza jest szczegélnie cenna
w przypadku bardzo duzej liczby komorek na jednym przekroju, a w przypadku
analizy rozwoju szczeliny powstalej w wyniku peknigcia struktury umozliwia
uwzglednienie calego zestawu sasiadujacych ze soba przekrojéw, czasami na
duzych gtgbokosciach [45, 70, 71, 72].

Czasami badania struktury wymagaja obserwacji w bardzo duzych
powigkszeniach. Tak jest w przypadku struktury $ciany komodrkowej —
koniecznos$¢ obserwacji i analizy takich elementéw jak mikrofibryle celulozy,

ich utozenia w matrycy pektynowej i wymiarow geometrycznych. Do tego
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zadania wykorzystaliSmy z powodzeniem mikroskop sit atomowych NanoScope
III, Digital Instruments. Badania wymagaty oryginalnego opracowania sposobu
przygotowania probek do obserwacji. Tkanke jabtka utrwalano w mieszaninie
aldehydu glutarowego, formaliny i kwasu octowego a nastepnie odwadniano
w serii stezen alkoholu etylowego oraz acetonu i poddawano suszeniu w punkcie
krytycznym. Wysuszone probki po naklejeniu na odpowiednia tasme¢ bytly
analizowane pod mikroskopem, w celu obserwacji struktury $cian
komoérkowych. Opracowana preparatyka pozwolita na utrwalenie elementow
scian komorkowych takich jak wtokna celulozy. Uzyskano, przy roéznych
powigkszeniach, obrazy struktury bardzo dobrej jakosci z wyraznie widocznymi
elementami struktury — wiokna celulozowe, ktére nadaja si¢ do analizy
ilosciowej (Rys. 6) [11, 12].

Rys. 6. Obrazy struktury $cian komodrkowych - 1lpm x lum, Mikroskop Sit
Atomowych, AFM: A - utrwalonej tkanki jabtka, B — materiatu
modelowego (kompozyt celuloza bakteryjna/ pektyny / xyloglucan)
[11,12]

IloSciowa analiza struktury

Praktyczne wykorzystanie badan strukturalnych jest mozliwe tylko wtedy,
gdy ich wyniki potrafimy opisa¢ przy pomocy liczb. Opis typu lepszy-gorszy jest
zbyt subiektywny, by mozna bylo go wykorzysta¢ na masowa skalg, np. do
oceny jakoS$ci produktu.
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W  celu iloSciowego opisania struktury wykorzystuje si¢ metody
stereologiczne i analiz¢ obrazu. Rozwdj metod ilosciowych opisu struktury
wigze si¢ z coraz doskonalszymi metodami mikroskopowych obserwacji, a takze
coraz precyzyjniejszych opracowan sposoboéw probkowania. To wlasnie sposdb
wyboru obiektéw do badan decyduje w duzym stopniu o bledzie
systematycznym pomiaru [45, 62].

Tkanki roslinne maja niejednorodna i niestabilng struktur¢ komodrkowa
z czgsto wystepujacymi nieciagtosciami duzych rozmiarow. Na podstawie
obrazéw mikroskopowych mozna stwierdzi¢ wystepowanie niejednorodnosci
polozenia w obiekcie, a takze zorientowanie elementow struktury -
niejednorodnos$¢ anizotropowa. Te cechy decyduja o sposobie pobierania prob
do analiz oraz o ich liczebnosci (Rys. 7, 8). Kazdy badany obiekt powinien
przejs¢ taka wstegpna charakterystyke, aby wynik koncowy analizy struktury byt
reprezentatywny dla interesujacego nas obszaru. Istotne znaczenie ma tez to, czy
wyniki majq opisywac okreslony fragment badanego obiektu czy tez obiekt jako
catos¢.

Coraz doskonalsze cyfrowe techniki zapisu obrazu ogladanej struktury
pozwalaja na analize zawartej w nich informacji. Analiza iloS§ciowa moze by¢
przeprowadzona na obrazach o bardzo dobrym kontrascie, z wyraznie
rozroznialnymi obiektami — mozliwymi do policzenia i zmierzenia. Przede

wszystkim z wyraznie zaznaczonymi $cianami komorkowymi.

Rys. 7. Przyktady niejednorodnosci struktury tkanki ziemniaka i marchwi
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Rys. 8. Obrazy struktury tkanki parenchymy, Konfokalny Mikroskop Laserowy,

CSLM: A —ziemniaka, B — marchwi, z wyraznie widocznymi obszarami

niejednorodnosci struktury [72]

Jednym z problemow, ze wzgledu na duzy zakres zmienno$ci wielkosci
komoérek, moze by¢ zbyt mata liczba obiektow/komoérek widocznych w catosci
na jednym obrazie. Problem ten mozna rozwigzaé poprzez precyzyjne sktadanie
sasiadujacych ze sobg obrazow, w taki sposdb, aby bok obrazu ztozonego byt
przynajmniej 10-krotnie wigkszy. Nalezy uwzgledni¢ czas trwania takiej
operacji, w celu zabezpieczenia probki przed wyschnigciem — jesli probki sa
w stanie naturalnym (Rys. 9, 10) [25, 28, 40, 45].

Rys. 9. Przykladowe obrazy struktury komoérkowej tkanki parenchymy
ziemniaka, Optyczny Mikroskop Konfokalny, TSRLM — wyraznie
widoczne $ciany komodrkowe natomiast zbyt mato komoérek

widocznych w catosci na jednym obrazie, [26]
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Rys. 10. Obraz struktury komoérkowej tkanki parenchymy ziemniaka, Optyczny
Mikroskop Konfokalny, TSRLM - powstaly ze zlozenia 16
pojedynczych, sasiadujacych ze soba obrazéw, wystarczajacych

rozmiardw do iloSciowej analizy [26]

Badania struktury tkanki ro$linnej wymagaja wielu pomiaréw, wielu
obiektow, dlatego chetnie wykorzystuje si¢ metody komputerowe, szczegdlnie
automatyczne. Rozwigzanie takie w praktycznym zastosowaniu, nawet dla
bardzo dobrej jakosci obrazoéw, wymaga ciaglej kontroli obserwatora, w celu
uniknigecia duzych bledow przypadkowych. Niewielkie przerwy w $cianach
komoérkowych wynikajace z wlasciwosci mikroskopu lub btedow w cigciu
probki, a takze widoczne przypadkowe inne obiekty nie bgdace przedmiotem
analizy, powinny by¢ rgcznie skorygowane, a dalsza analiza wykonana
komputerowo (Rys.11) [45, 72].

Zaawansowane programy do analizy obrazu, na podstawie duzych zbioréw
obrazéw i elementow struktury, umozliwiaja wyznaczenie Srednich wielkosci
parametrow struktury, a takze ich rozklady, po uprzednim wyznaczeniu
minimalnej liczby komorek reprezentatywnych dla catej populacji. Na ptaskim
obrazie (2D) wielko$¢ komorki okreslaja parametry jej przekroju: powierzchnia,
obwod, s$rednice, natomiast przestrzennie (3D) odpowiednio: objgtosc

1 powierzchnia boczna bryty [45, 72].
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Rys. 11. Przyktadowy obraz struktury tkanki parenchymy marchwi, z pogranicza
dwoéch sasiednich rodzajow tkanki o zréznicowanej strukturze,
Skanujacy Konfokalny Mikroskop Laserowy, CSLM [72]

Do najnowszych metod analizy wielkosci komorek na obrazie zawierajacym
duza ich liczbe, na przyklad otrzymanym z mikroskopu konfokalnego lub
makroskopu, nalezy metoda Wizualnej Analizy Tekstury — Visual Texture
Analysis [20, 65]. Metoda opiera si¢ na wyznaczeniu wariancji poziomu szarosci,
dla zarejestrowanego obrazu, dla danego typu elementu strukturalnego — kwadrat
dla osrodkow izotropowych i odpowiednio element liniowy dla struktur np.
o wydtuzonych komoérkach. Po zastosowaniu kolejnych krokéw analizy —
zastosowanie operatora zamkniecia, wyznaczenie catkowitego poziomu szarosci,
ponownie wyznaczenie operatora zamknigcia dla kolejnego rozmiaru elementu
strukturalnego i zmierzenie calkowitego poziomu szaro$ci — i wyznaczeniu
wariancji poziomu szarosci moga by¢ analizowane rozklady wielkosci komorek
na danym obrazie lub wykonywane pordéwnania pod wzglgdem wielkosci
komoérek kolejnych obrazéw. Gtéwna zaleta metody jest szybko$¢ wykonywanej
analizy 1 mozliwo$¢ stosowania w przypadku poréwnywania struktur na
ztozonych obrazach uzyskanych z réznych mikroskopow (Rys.12).

Oczywiscie bardziej ztozone analizy nalezy wykonaé¢ dla probek tkanki,
ktore ulegly zniszczeniu podczas deformacji, a ich struktura zawiera pgknigcia
w zlozonej formie, ze wzgledu na bifurkacje powstatej szczeliny (Rys. 13, 14).
W takim przypadku otrzymujemy cate serie obrazow, ktore oprocz analizy
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ptaskiego obrazu,

wymagaja ztozonych procedur,

w celu otrzymania

przestrzennych zmian struktury w catej objgtosci tkanki [70, 71].

Ziemniak — closing,
strukturalny el. kwadrat 5x3 pikseli

Ziemniak — closing,
strukturalny el. kwadrat 16x16 pikseli

% .. ¥y

Ziemniak — closing,
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Rys. 12. Schemat Wizualnej Analizy Tekstury, VTA: A, C - procesy zmiany

obrazéw odpowiednio dla tkanki ziemniaka i marchwi, B - algorytm

Wizualnej Analizy Tekstury, ponizej przyktad zmiany wariancji

poziomu szarosci od wielkosci elementu strukturalnego [65]
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Prahki
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Rys. 13. Schemat testu osiowego $ciskania probki tkanki roslinnej

z zaznaczonymi  przekrojami pobranymi z  bezposredniego

sasiedztwa do analizy struktury poczatkowej (3 préobki) i po
odksztalceniu (7-10 probek) [70, 71]

Rys. 14. Uszkodzenia struktury tkanek parenchymy: A — ziemniaka, poprzez
pekanie $cian komodrkowych, B, C marchwi — pegkniecia $cian
komoérkowych, atakze mikropgknigcia  pomigdzy — wiazkami
przewodzacymi — rejestrowane zmiany nawet przy bardzo niewielkich
odksztatceniach [70, 71]

Peknigcia struktury — metoda emisji akustycznej

Podstawowym uszkodzeniem struktury komodrkowej sa peknigcia $cian
komérkowych. Dochodzi do tego pod wptywem dziatania sit zewngtrznych
podczas réznych procesow zwiazanych z uprawa, zbiorem, przechowywaniem

iobrobka surowcow roslinnych. Do $ledzenia procesow pegkania $cian
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komorkowych, $wiezych owocéw 1 warzyw, zainicjowaliSmy badania
z wykorzystaniem metody emisji akustycznej (EA)[43, 66, 67, 69].

Uszkodzenia mechaniczne tkanki roslinnej, wywotane np. w réznych testach
wytrzymatosciowych, powoduja pgknigcia struktury komdrkowej. Peknigcia sa
inicjowane na poziomie pojedynczej komorki i rozwijaja si¢ w formie szczeliny
poprzez pekanie kolejnych komorek. Propagacja peknigcia moze przebiegac
poprzez kolejne $ciany komdrkowe lub pomiedzy komérkami (Rys.15, 16).

I SItA ZEWNETRZNA I

NOWY L
ROZKEAD ENERGI
WEWNETRZMNEJ

Energia wyemitowana

SYGNAL
PRACA
CIEPLO EMISJI
MECHANICZNA AKUSTYCZNEJ

Rys. 15. Schemat powstania sygnatu emisji akustycznej w tkance roslinnej [66]

Rys. 16. Rozwdj peknigcia w tkance parenchymy ziemniaka: A — na poziomie
komérki, B — na przekroju prébki, C — na przekroju catej bulwy
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Zmiany w strukturze komoérkowej wywotane peknigciami generuja sygnat

emisji akustycznej, ktory moze by¢ rejestrowany i analizowany. Analizy sygnatlu

EA dokonuje si¢ na podstawie wyodrgbnienia pewnych charakterystycznych

parametrow, tzw. deskryptorow (zliczenia, zdarzenia), a nastgpnie badania ich

zmian w czasie oraz w funkcji innych czynnikéw zewnetrznych. Zarejestrowanie

sygnatu

akustycznego w trakcie testu wytrzymatosciowego pozwala na

wyznaczenie wczesnych stanow pekania struktury, zanim probka zostanie

zniszczona — osiagnie stan wytrzymatosci np. w tescie $ciskania (Rys. 17).

7 zaawansowanych badan w tym zakresie prowadzonych w Zakladzie

wynika, ze struktura — wielko§¢ komodrek, ma wptyw na wytrzymatos¢ tkanki

1 na parametry sygnalu akustycznego.

naprezenie

suma zliczen

odézkta’rcenie

Rys. 17. Zaleznos¢ naprezenie-odksztalcenie oraz suma zliczen EA w procesie

$ciskania tkanki parenchymy ziemniaka, gdzie: (R. ,&.) - stan krytyczny
(wezesne wykrycie pekania) R. — naprgzenie krytyczne, e, -
odksztalcenie krytyczne, (R, &, granica wytrzymalosci, R -
naprezenie, €, — odksztalcenie w granicy wytrzymatosci [66]

Modelowa $ciana komorkowa

Uszkodzenia mechaniczne powoduja pekniecia struktury komorkowej, sa

inicjowane na poziomie pojedynczej komorki. Szczegdlng rolg¢ w tym procesie
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odgrywaja $ciany komdrkowe. Z jednej strony utrzymuja ksztalt i okre$laja
wymiar komorki, zapobiegaja uszkodzeniom btony komdrkowej, a jednoczesnie
to ich wlasciwosci decyduja o zainicjowaniu procesu pegkania catej tkanki
[12, 20, 39, 60, 70, 71].

Pierwotne $ciany komodrkowe sa niewielkich rozmiaréw i gtownie z tego
powodu poznanie ich wiasciwosci mechanicznych jest utrudnione. Alternatywa
sa badania na modelowych materiatach, ktorych wlasciwosci sa podobne do
naturalnych scian komérkowych.

Do najnowszych badan Zakladu naleza zaawansowane prace nad
modelowymi  $cianami  komdrkowymi o  wlasciwosciach  fizycznych,
chemicznych i strukturalnych zblizonych do rzeczywistych $cian, a jednoczesnie
o wystarczajaco duzych rozmiarach w celu wykonania testow mechanicznych
(Rys. 18) [12, 39].

Rys. 18. Modelowy materiat imitujacy $cian¢ komodrkowa, ptytka o wymiarze
~8cm[12]

Uzyskano btong zblizona do rzeczywistej $ciany komorkowej jabika.
Poddano ja testom mechanicznym, ktére wykazaly, ze ten sztuczny materiat
umozliwi w przysztosci symulowanie wplywu ro6znych czynnikdw na
wlasciwosci mechaniczne rzeczywistych $cian komorkowych. Prace zostaly
zainicjowane we wspdlpracy z Katolickim Uniwersytetem w Leuven 1 sa

124



Krystyna Konstankiewicz

kontynuowane we wtasnych laboratoriach, a takze w National Institute of
Agronomic Research (INRA) — Nantes.

Wytworzone materialy modelowe poddano takze obserwacjom ich struktury
pod mikroskopem sit atomowych — AFM. Otrzymano zdj¢cia dobrej jakosci,
z wyraznie widocznymi mikrofibrylami celulozy. Zdjecia poddano analizie
ilosciowej pod katem charakterystyki elementéw strukturalnych — widkien
celulozowych. Przeprowadzona iloSciowa analiza struktury - chropowatos¢
powierzchni materialow, srednia dlugos¢ i grubos¢ mikrofibryli, s$rednia
i maksymalna wysokos¢ profilu - materiatow modelowych oraz dla naturalnej
tkanki jabtka pokazala, ze wykonane materiaty modelowe dobrze odwzorowuja
struktur¢ naturalnej tkanki jabika [12].

Dalszy rozwdj metod badawczych

Przedstawione powyzej oryginalne metody badawcze naleza do najnowszych
w zakresie oceny struktury i wlasciwosci mechanicznych surowcow roslinnych.
Zwiazane sa one z ciagle postgpujacym rozwojem technik pomiarowych
ianalitycznych, a takze coraz wigkszymi wymaganiami nowoczesnych
technologii produkcji na bazie surowcow roslinnych. Zalezno$¢ mikrostruktury
i wlasciwosci mechanicznych, szczegélnie podatnos¢ tkanki roslinnej na
uszkodzenia, moze by¢ wykorzystana do ciaglej rejestracji jakosci, w cyklu
produkcyjnym ptodow rolnych, kontroli i optymalizacji cech odmianowych,
uwzglednienia wptywu wielu czynnikow na badane cechy, a takze ograniczenia

strat w catym procesie produkcyjnym.

Dotychczasowe wyniki i ich weryfikacja z klasycznymi metodami oceny
jakosci sa pozytywne. Wykazano mozliwos¢ stosowania opracowanych metod
do szerokiej klasy materiatow, nie tylko roslinnych, jak owoce, warzywa,
nasiona, ziarna, ale rowniez produkty spozywcze, tkanki medyczne, materiaty

chirurgiczne i stomatologiczne.

Planujemy dalszy rozwdj prac prowadzonych przez Zaktad Mikrostruktury
i Mechaniki Biomaterialdw, przede wszystkim poszerzenie zakresu badanych
materialow i rodzajow tkanek, analizy mikro- i makrostruktury - takze analizy

3D, powiazanie mikrostruktury z wlasciwosciami catego obiektu — ocena
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jakosci, tekstury, modelowych badan nad wlasciwosciami $cian komorkowych,
a takze wielo-skalowego modelowania wlasciwosci tkanki roslinne;j.
Kontynuowane bgda réwniez prace nad nowsa, innowacyjng i niedestrukcyjna
metoda oceny tych materialdw, oparta na przestrzenno-czasowej korelacji

plamkowe;.

Dotychczasowe wyniki eksperymentéw umozliwily rozpoczecie prac nad
opracowaniem innowacyjnego urzadzenia do okreslania kruchosci i chrupkosci
oraz innych cech tekstury owocow i warzyw na podstawie metody emisji
akustyczne;j.

Wszystkie metody badania struktury i mechaniki surowcéw roslinnych maja
cechy rozwojowe, i to ze wzgledu na oryginalno$¢ rozwigzan metodycznych, jak
i bardzo duzy potencjat przyszto$ciowych zastosowan praktycznych.
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9. Emisja akustyczna w badaniach zywnoSci
ZBIGNIEW RANACHOWSKI

Wstep

Przedmiotem niniejszego opracowania jest oméwienie zastosowania metody
pomiaru emisji akustycznej w badaniach zywno$ci, ze szczegdlnym
uwzglednieniem badan krajowych. Terminem emisja akustyczna (EA) okresla
si¢ zjawisko generacji i propagacji fal sprezystych w réznych osrodkach statych
i cieczach. Zrédtem tych fal sa zaréwno procesy rozwoju mikropeknieé,
generacja i anihilacja dyslokacji lub wzajemne przemieszczanie si¢ fragmentow
badanego osrodka potaczone z tarciem. Metoda EA jest obecnie szeroko
stosowana przy badaniu wlasciwosci mechanicznych oraz przemian fazowych
roznych obiektow w wielu dziedzinach nauki i techniki. Zalety wyrdzniajace
omawiang metod¢ na tle innych metod shuzacych wyznaczaniu wiasnosci
fizykochemicznych cial statych i cieczy, wynikaja z podstawowe] zasady
pomiaru emisji akustycznej. Zrodlem rejestrowanego sygnatu jest w tym
przypadku energia generowana przez niejednorodnosci badanego osrodka,
w wyniku wywotanej z zewnatrz stymulacji albo normalnej eksploatacji obiektu.
Ide¢ pomiaru sygnatu EA przedstawiono na rysunku 1.

Réznica pomiedzy klasycznymi sygnatami akustycznymi (np. mowy)
a emisjq akustyczna jest znacznie szersze pasmo czestotliwosci tej ostatniej - od
pojedynczych hercow do megahercow. W pomiarach emisji akustycznej sygnat
docierajacy do sensora pokazanego na rysunku 1 pozwala na wnioskowanie
onaturze jego zrddlta pokazanego po lewej stronie rysunku. Zakres
czestotliwos$ei sygnatu EA, rejestrowanego w roznych obiektach, przedstawiono

na rysunku 2. Rejestracja i analiza sygnaléw z tak szerokiego przedzialu
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czestotliwos$ci narzuca specyficzne wymagania stosowanej aparaturze i metodom

obrébki zarejestrowanych danych eksperymentalnych.

Badany obiekt Wzmacniacz Filtry t1a Przetwornik Komputer
; Sensor sygnalu akustyczne ona postac
‘| sygnalu napieciowego 90 cyfrowa
EA
|

.

Rys. 1. Schemat blokowy systemu do pomiaru emisji akustyczne;j
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Rys. 2. Zakres czgstotliwosci sygnatu EA rejestrowanego w réznych obiektach

Analityczny opis propagacji fal sprezystych w poblizu zrédla EA jest
ztozony [11], natomiast jezeli przyjmiemy model zrodla punktowego i punkt
obserwacji znacznie od niego oddalony, to mozemy rozwazy¢ nast¢gpujacy uktad
rownan w osrodku [14], ktory charakteryzuje si¢ objetoSciowym modutem

sprezystosci.
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W powyzszych réwnaniach przyjeto: p - gestos¢ materiatu, v (x,,z,¢) — predkosé
fali sprezystej w materiale, p (x,y,z,¢) — warto$¢ ci$nienia w kierunkach x,y,z,
V- operator gradientu. Ponadto zatozono harmoniczng posta¢ funkcji cisnienia
i predkosci od czasu 7, co w omawianym modelu implikuje zaleznos¢:
02p(x, y, z, 1)

P -’ p(x, y,z,1)

Réwnania 1, 2, 3 pozwalaja na wyciagniecie nastgpujacych wnioskow:
e w osrodku o wlasnosciach sprezystych, ktory zostal pobudzony do drgan
przez zrédlo EA generuja sig fale sprezyste o czestotliwosciach o [rad/s];

e generowana czgstotliwos$¢ jest wyzsza w materiatach o wyzszym module
sprezystosci K, zalezy ona roéwniez od postaci funkcji cis$nienia p (x,y,z,)
w obszarze zrédta EA wywotujacych proces generacji sygnatu EA;

e parametry sygnatu EA zaleza zarowno od stalych materiatowych osrodka,
jak 1 od charakteru pobudzenia do drgan - mozliwe jest po analizie
zarejestrowanego sygnalu EA uzyskiwanie informacji o statych
materialowych badanego osrodka, a takze o charakterze jego pobudzenia.

Pol wieku badan zywnosci metodami akustycznymi

Ponizej zostang omoéwione jedynie wybrane doniesienia literaturowe
z zakresu badan zywnosci w wybranych osrodkach, natomiast nastgpne rozdzialy
beda poswiecone pracom prowadzonym we wspolpracy z Katedra Inzynierii
Zywnosci i Organizacji Produkcji SGGW w Warszawie i precyzyjnemu opisowi
obecnie stosowanej metodyki pomiaru. W literaturze omawiajacej powyzsza

tematyke jako prekursoréw badan zywnosci metodami akustycznymi wymienia
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si¢ prace: Drake [2], Vickers i Bourne [17], Roudaut i wsp. [13] oraz Tesch i
wsp. [16]. Dzwigki emitowane przez produkty spozywcze byly poczatkowo
rejestrowane  za  pomocg  mikrofonéw  pracujacych w  pasmie
16 — 16000 Hz. Po wymaganym wzmocnieniu sygnatu material badawczy
rejestrowany byl na magnetofonie, a poczawszy od lat osiemdziesiatych przy
zastosowaniu komputera z ukladem wejscia i wyjscia sygnatu akustycznego
(karty dzwiekowej). Waznym zagadnieniem zwigzanym z procesem rejestracji
sygnatu akustycznego byla zastosowana procedura obcigzania mechanicznego
produktéw. Wymienione wyzej zespoly badawcze prowadzily eksperymenty

stosujac nastepujace metody:
e 7ucia w jamie ustnej,
e recznego kruszenia za pomoca szczypiec,

e od poczatku lat siedemdziesiatych stopniowo przechodza na bardziej
powtarzalna i obiektywna metode, to jest stosujac specjalnie zaprojektowane
maszyny, w ktorych narzgdzie robocze penetrowato, sciskato lub zginato
probke, przesuwajac si¢ z jednostajna predkoscia i umozliwiajac rejestracje
sity obciazajacej probke. Maszyny do obciazania mechanicznego probek
zywnosci okre§lano nazwa teksturometrow.

Badania Drake [2] wykazaly, ze dzwieki wytwarzane podczas kruszenia
produktow réznig sie miedzy soba pod wzglgdem amplitudy, czestotliwosci
dominujacych w charakterystyce widmowej tych dzwigkdéw, a takze pod
wzgledem przebiegu zmian natgzenia mierzonego sygnatu. Wykazano, ze
produkty chrupkie generuja w trakcie gryzienia dzwigki o swoistej, impulsowo-
szumowej charakterystyce widmowej [17]. Analiza czgstotliwo$ci generowanych
przez te produkty wykazala, ze sygnal zawiera sktadowe z przedzialu
0— 10 kHz. Wymienieni badacze wysuneli hipoteze, ze odczuwany stopien
chrupkosci produktu jest skorelowany z amplituda mierzonego sygnatu. Vickers
i Bourne [17] prowadzili badania, czy dzwigk kruszonych produktow
spozywczych zawiera informacj¢ charakterystyczna dla struktury badanego
produktu. W tym celu wyznaczono prawdopodobienistva poprawnej
identyfikacji produktu poprzez odstuch nagranego wczesniej zapisu sygnalu z

populacji 18 produktéw. Odsetek prawidtowych rezultatéw tylko dla dwoch
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produktéw przekroczyt 50%, a dla pozostalych zawieral si¢ w przedziale od
0 do 44 %.

Efekty akustyczne zwiazane z zawartoScia wody 1 jej transportem
w badanych produktach spozywczych - mierzone aktywnoscia wody byly
opisywane w wielu pracach. Interesujace wyniki eksperymentalne uzyskali
Tesch 1 wsp. [16], ktorzy poddali badaniom dwa produkty (chrupki serowe
ikostki grzankowe), sezonowane w ecksykatorach w celu uzyskania
rownowagowego  poziomu  wilgotnosci  strukturalnej w  gradacji
osmiopoziomowej. W wyniku sezonowania uzyskano w produkcie poziomy
aktywnos$ci wody (ay) 0,11; 0,23; 0,33; 0,43; 0,52; 0,57; 0,651 0,75. Na kazdym
z tych pozioméw mierzono cechy charakterystyczne widma akustycznego
probek produktow — dynamike gestosci widmowej, dewiacje standardowa zbioru
probek sygnatlu, amplitude maksymalng oraz warto$¢ srednia zbioru probek
sygnatu. W ten sposdéb wyznaczono precyzyjne ilosciowe deskryptory (czyli
parametry) badanego sygnatu, ktéry charakteryzowat sie zlozona postacia.
Uzyskane rezultaty pozwolity jednoznacznie i precyzyjnie ustali¢, ze wszystkie
wyzej wymienione deskryptory sygnalu wskazywaly na istnienie maksimum
chrupkosci dla aktywnos$ci wody na poziomie 0,23 oraz na uplastycznienie
produktu i monotoniczny spadek chrupkosci dla poziomoéw aktywnosci wody
wyzszych w zakresie 0,23 — 1,0. Charakterystyczny dla technologow Zzywnosci
parametr badanych produktow chrupkosé, byt réwnolegle oceniany metoda
sensoryczna.

Pdzniejsze badania Marzec [4], wykonywane przy zastosowaniu
mechanicznych teksturometrow do kruszenia uprzednio sezonowanych probek
produktéw, potwierdzaja zasadniczo wyniki uzyskane przez Tescha i wsp. [16].
W niektorych  produktach brak wyraznego maksimum deskryptora,
odwzorowujacego intensywno$¢ mierzonego sygnatu akustycznego, natomiast
we wszystkich produktach absorbujacych wod¢ w przedziale aktywno$ci wody
0,4 — 0,6 jest rejestrowana wyrazna zmiana wiasciwosci akustycznych produktu.
Powyzsza konkluzja pozwala na postawienie tezy, ze badanie sygnalu
akustycznego generowanego w produktach zywnosciowych, w ktorych

objetosciowo lub lokalnie dochodzi do zmiany aktywnosci wody umozliwia,
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dogodne 1 szybkie pomiary zmian teksturalnych tych produktow. Jest rdwniez
mozliwe, ze prezentowane dalej metody analizy sygnatu akustycznego pozwola
na S$ledzenie wplywu zmian ilo$ciowych innych skladnikéw produktéw

zywnosciowych (tluszcze, sole mineralne) na teksture badanych produktow.

Sposob prowadzenia kontaktowych pomiarow sygnalu akustycznego

Obecnie w wielu laboratoriach technologii zywnosci prowadzone sg pomiary
sygnalu akustycznego generowanego w procesie kruszenia produktow
zywno$ciowych. Badania te sa wykonywane przy uzyciu teksturometrow
wyposazonych w mikrofon i wzmacniacz sygnatéw akustycznych. Na fotografii

1 pokazano sposdb umieszczenia mikrofonu w poblizu trawersy teksturometru.

Fot. 1. Widok trawersy teksturometru Fot. 2. Teksturometr wyposazony

wraz z mikrofonem do rejestracji w kontaktowy adapter do rejestracji
dzwigkéw generowanych w trakcie EA, bedacy w eksploatacji SGGW
kruszenia probki zywnosci w Warszawie, w Katedrze Inzynierii

Zywnosci i Organizacji Produkcji

Rejestracja  dzwigkow generowanych w  trakcie kruszenia produktow
spozywczych jest ztozonym problemem, poniewaz dzwieki te maja niska

energie, w poréwnaniu do energii tla akustycznego w sposdb nieunikniony
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rejestrowanego przez mikrofon. Dlatego zaprojektowano kontaktowa metode
zapisu rozwazanego sygnalu dzwickowego (Fot. 2) [8]. Réznicg pomigedzy
urzadzeniami stosujacymi bezkontaktowa 1 kontaktowa metodg rejestracji

sygnatu akustycznego przedstawiono na rysunku 4.

Fo A Fiti o
: Marzedzie penetrujace probke / Marzedzie penetrujace pribke
Bezkontaktowy sensor EA

E Badana prakka m—’ Kontaktowsy sensor EA

Fi) ] - Badana probka

ﬁ_" Propagacja sygnatu EA wi

powistr2y F'rnnagaqa sygnatu EA w

probce
c

Fi
l fB—s Przestanie sygnatu BA do Przestanie sygnatu EA do

ﬁ apartatury apartatury

Rys. 4. Roznica pomigdzy urzadzeniami stosujacymi bezkontaktowa (A, B, C)
i kontaktowa (D, E, F) metodg rejestracji sygnatu akustycznego

W metodzie kontaktowej pomig¢dzy ruchomym trzpieniem trawersy maszyny
wytrzymatosciowj a koncowka obciazajaca mechanicznie probke (np. narzedzie
testu przebicia) umieszczono specjalnie zaprojektowany adapter drgan.
Wewnatrz adaptera znajduje si¢ kontaktowy sensor drgan o czutosci
wystarczajacej do badan procesow kruszenia produktow spozywczych, tj.
8mV/ms® (przy pojemnosci wiasnej 1nF) oraz o odpowiednim
czestotliwosciowym pasmie przenoszenia od 1 do 15000 Hz. Gruboscienna
obudowa adaptera drgan jest przystosowana do przenoszenia wymaganych
obciazen mechanicznych, a ponadto ttumi dzwigki generowane w otoczeniu
aparatury. Fale sprezyste o czestotliwosciach akustycznych, powstajace w trakcie
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kruszenia produktéw spozywczych, sa transmitowane od powierzchni tego
produktu do kontaktowego sensora drgan (akcelerometru) poprzez narzedzie
robocze. Badania prowadzone przy zastosowaniu opisanego wyzej adaptera oraz
precyzyjnej maszyny wytrzymatosciowej o niskim poziomie wibracji
generowanych w trakcie kruszenia produktow zbozowych wykazaly, ze
zastosowany uklad pomiarowy posiada wymagana czulo$¢ przy rejestracji
sygnatlow dzwigkowych pochodzacych z badanej probki i jednoczesnie nie
rejestruje tta akustycznego z otoczenia. Podobne uktady pomiarowe byly
stosowane w pomiarach proceséw zuzycia lozysk tocznych oraz w badaniach

wlasnosci mechanicznych probek drewna i kompozytow szklo—epoksydy [15].

Mierzone sygnaty emisji akustycznej sa, podobnie jak te opisane w pracy
Tescha i wsp. [16], wzmacniane w liniowym wzmacniaczu niskoszumnym, a
nastgpnie zapisywane w pamigci komputera PC przy zastosowaniu dzwigkowej
karty przetwarzania analogowo — cyfrowego z czgstotliwoscig probkowania
44.1 kHz. Zapis sygnalu w formacie standardowego pliku dzwickowego
umozliwia dalsza obrobke wynikdéw przy zastosowaniu wielu istniejacych na
rynku edytoréow dzwigku. Autor niniejszej pracy zastosowat specjalistyczng kartg
przetwarzania analogowo — cyfrowego firmy Adlink Technology Inc. typu 9112,
umozliwiajacq zapis sily obciazajacej badana probke lacznie z zapisem emisji
akustycznej, a takze zmiane czestotliwosci probkowania.

Charakterystyki amplitudowo — czasowe zarejestrowanych sygnaléw EA

Charakterystyka amplitudowo — czasowa sygnalu kruchego produktu
zbozowego (Rys. 5) zostanie nizej przedstawiona na przykladzie badania
wykonanego przez Marzec [4]. Kromki chrupkiego pieczywa pszennego,

poddano zginaniu trojpunktowemu w maszynie wytrzymatosciowej Zwick 1445.

Dla uzyskania wysokiej rozdzielczo$ci czasowej (jeden pixel na rysunku =
5 ms) pokazano pierwsze trzy sekundy zapisow. Zalezno$¢, zarejestrowanego
w trakcie badania prébki natgzenia sygnatu emisji akustycznej od czasu, jest
faktycznie rejestrowana, jako warto$¢ skuteczna (RMS) sygnatu i oznaczona
jako v(t) [jednostka - Wolty]. W pamigci komputera jest reprezentowana jako
ciag cyfrowych probek ( ang. digital samples) sygnalu zmierzonych w chwilach
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czasu oddalonych od siebie o T; w omawianym przypadku wynoszacy 22,7 us.
Zarejestrowany ciag probek sygnatu, ktéry poddawany zostanie dalszej obrobce,
przedstawi¢ mozna symbolicznie jako: v(mT);), gdzie m rowne 0, 1, 2... jest
kolejnym numerem probki sygnatu. Najprostszym deskryptorem (parametrem)
dla zbioru prébek sygnatlu emisji akustycznej z pomiaru pojedynczego produktu
jest suma wartosci skutecznych sygnatu zmierzona w czasie np. 10 sekund
pomiaru. Deskryptor ten potocznie bywa nazywany ,.energia zarejestrowanego

sygnatu E” i mozna go zapisa¢ za pomoca nastepujacego wzoru:
N
E= 2 v(mT,) “)
m=1

W omawianym badaniu czas pomiaru sygnalu EA wynosit 10 sekund,
aparametr N we wzorze (4) byt réwny 441000. Blizsza analiza zaleznosci
amplitudowo — czasowych pokazanych na rysunku 5 pozwala sadzié, ze proces
generacji sygnalu EA ma posta¢ serii krotkich impulsow o zmieniajacym si¢
natezeniu. Procedury umozliwiajace zliczanie tych impulséw i wyznaczajace
parametry tych impulsow w celu ich klasyfikacji zostana przedstawione

w nastgpnym rozdziale.

U v C:%_aa_dane_sggw_Z0054WHAZE5spp. wav
z
1 | } | I [ I i | ] ‘ l |
U | ‘ |
] 1 ‘ | 1 [ i ‘ I 1 1 1 l ' I
2
— T T—T—T— T
i} 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000t [ms]

Rys. 5. Wykres amplitudowo-czasowy wzmocnionych sygnatow emisji

akustycznej generowanych podczas trojpunktowego zginania probek

[4]

143



Emisja akustyczna w badaniach zywnosci

Analiza parametrow amplitudowo — czasowych dla pojedynczych zdarzen
emisji akustycznej

Na podstawie wykresu amplitudowo — czasowego, mozna wyznaczy¢
impulsy EA, ktdre sa przez badaczy emisji akustycznej nazywane zdarzeniami
emisji akustycznej (ang. acoustic emission events). Przy zastosowaniu
odpowiedniego powigkszenia fragmentow sygnatu okazuje si¢, ze w zapisach
mozna wyrdzni¢ dominujace pod wzgledem ilosciowym krétkie impulsy o czasie
trwania okoto 100 mikrosekund i zblizonej amplitudzie, ktore nastgpujac szybko
po sobie formuja charakterystyczny ,,chrupki’’ dzwigk. Bardziej szczegdtowa
analiza zapisu zdarzen EA pozwala na okreslenie liczby zdarzen w obrebie
kazdego zapisu oraz rozktad maksymalnych energii sygnatu w obrgbie tych
zdarzen. Aby dokonac takiej analizy autor niniejszej pracy zaprojektowat
oprogramowanie, ktdrego celem byla automatyczna detekcja zdarzen EA.
Zadaniem tego oprogramowania byto wykrycie poczatku impulsu, przyjmujac za
kryterium zadang wielkos¢ chwilowej energii sygnatu, opisanej wzorem (2),
a nastgpnie wykry¢ jego koniec, po ktorym jest rejestrowany pewien staty
poziom tla. Jako umowny koniec impulsu przyjeto chwile, kiedy chwilowa
warto$§¢ energii sygnatu zmaleje o potowe, w poréwnaniu do przyjetego
wczesniej progu detekcji jego poczatku. Po wykryciu impulsu poszukiwanie
nastgpnego zdarzenia emisji akustycznej nastgpuje po pominigciu dwoch
kolejnych probek sygnalu, aby utrudni¢ ponowne wykrycie ,koncowki” tego
samego zdarzenia. Schemat przeszukiwania zarejestrowanego zbioru probek
sygnalu zostal pokazany na rysunku 6. Zbidér przeszukiwany jest
z przesunig¢ciem, co jedna probke sygnalu. W kazdym kroku poréwnywana jest
z zadanym przez eksperymentatora progiem detekcji energia sumy wartosci
sygnatu dla n-tej probki, jej dwdch poprzednikéw i dwoch probek nastepnych.

Oprogramowanie przygotowane do analizy parametrow amplitudowo —
czasowych pojedynczych zdarzen EA analizowato zbiér wynikow zapisu
wartosci  skutecznej zarejestrowanego sygnalu EA  (probek sygnatu),
zapisywanych co 22,7 us. W celu odréznienia zjawiska wystapienia zdarzenia
EA od zarejestrowanego tla akustycznego, przyjeto kryterium wykorzystujace
parametry zdarzen EA o maksymalnej zmierzonej energii. Suma wartosci
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skutecznych sygnalu w trakcie trwania tych zdarzen wynosita okoto 20 000 mV.

Przyjeto dwie wartosci progowe: 10% oraz 5% maksymalnej sumy odczytow.

47 kotko obrazuje

wartos¢ sygnatu EA

p—y \._J o
| n-2 | | n-1 n n+l | | nt+2 | MNumer probkiw sygnale EA

Rys. 6. Schemat przeszukiwania zarejestrowanego zbioru probek sygnatu emisji
akustycznej generowanego w procesie kruszenia probki produktu
spozywczego w celu detekcji zdarzen (krotkich impulséw) emisji
akustycznej. Pokazane probki sygnatu roznia sie¢ miedzy soba wartoscia
skuteczna. Indeks n oznacza numer kolejnej probki sygnatu

Wyniki wyznaczenia parametrow amplitudowo — czasowych dla badanych
probek pieczywa chrupkiego o r6znej aktywnosci wody zamieszczono
w tabeli 1. Analiza przedstawionych danych pozwala na stwierdzenie
nastepujacych prawidtowosci:

e liczba zdarzen EA rejestrowanych na wyzszym 1 nizszym poziomie
progowym maleje wraz ze wzrostem wilgotnosci strukturalnej prébek;

e maksymalna warto$¢ napigcia skutecznego zarejestrowanych zdarzen
zmienia si¢ nieznacznie;

e poniewaz ze wzrostem poziomu wilgotnosci strukturalnej probek maleje
catkowita liczba rejestrowanych zdarzen EA, zatem mozna przyjac: ze

wzrostem poziomu wilgotnosci strukturalnej maleje energia sygnatu

mierzona w obregbie zdarzen EA w trakcie $ciskania probek.
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Tab. 1. Parametry zdarzen emisji akustycznej wyodrgbnionych w sygnale
zarejestrowanym w trakcie zginania trojpunktowego probek pieczywa
pszennego, w nawiasie podano warto$¢ odchylenia standardowego [9]

o Liczba zdarzen | Liczba zdarzen Maksymalna wartos¢
Aktywnos¢ . skuteczna sygnatu
. EA EA, (wyzszy .
wody pieczywa . . . zarejestrowana w
) (nizszy poziom poziom . .
chrupkiego . . obrebie zdarzenia EA,
detekcji) detekciji) [mV]
0,037 9691 (2435) 217 (65) 124,5 (1)
0,330 8515 (719) 290 (157) 123,2 (2)
0,408 8664 (856) 170 (33) 120,1 (2)
0,530 5866 (1442) 114 (34) 124,5 (2)
0,750 1091 (312) 26 (9) 112,1 (2)

Charakterystyka widmowa mierzonego sygnalu emisji akustycznej

W celu wyjasnienia metody konstruowania charakterystyki widmowej
sygnatlu, ktora odzwierciedla jej zmiany, ponizej zostanie podany wzor na
wyznaczanie funkcji gestosci widmowej (ang. power spectrum function) sygnatu
EA. Rozwazajac ciagly sygnal emisji akustycznej v(f) w wybranym przedziale
jego  sktadnikow

czestotliwosciowych.  Zaleznos¢ ta jest przedstawiana jako A(w), gdzie

czasu, mozemy go przedstawi¢ w formie sumy
o (pulsacja) jest analogiem czgstotliwosci f, okreslonym jako ® = 2af Przy
zatozeniu bezwzglednej catkowalnosci funkcji v(¢), moze zosta¢ ona liniowo
przeksztatlcona na funkcj¢ gestosci widmowej A(®w) wedlug ponizszego wzoru

(przeksztatcenie Fouriera):

W(t) = {jA(a)) sin[ext + (@)]de (5)

gdzie: ¢ jest parametrem reprezentujacym faze przeksztatcanego sygnatu.

Opracowano komputerowa procedur¢ wyznaczania funkcji gestosci

widmowej A(®), umozliwiajaca pordwnywanie natgzenia zmierzonego sygnalu
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w wybranych przedziatach czestotliwosciowych [11]. Zarejestrowany sygnat jest
dzielony na sekcje o dhugosci Y4 sekundy. Potem nastgpuje sprawdzenie czy
w sekcji jest zawarte zdarzenie emisji akustyczne] w sposob analogiczny do
opisanego w poprzednim rozdziale. Nastgpnie wyznaczana jest cyfrowa postac
funkcji gestosci widmowej przy wykorzystaniu 4000 probek sygnatu
sasiadujacych z centralnag probka wykrytego zdarzenia emisji akustycznej.
W wyniku zastosowania procedury opisanej powyzej uzyskuje si¢ eliminacje
zaktocen pochodzacych od napgdu maszyny wytrzymatosciowej, a ponadto jest
wykonywane przeksztalcenie fragmentow sygnatu z zachowaniem tej samej fazy
¢, co minimalizuje znieksztalcenia wyznaczanej charakterystyki widmowe;.
Charakterystyki widmowe wszystkich wykrytych zdarzen emisji akustycznej sa
rejestrowane w pamieci komputera, a w fazie koncowej wyznaczana jest
usredniona charakterystyka widmowa z catego przebiegu badania probki
zywnosci. Wynikiem dziatania programu jest zbidér 1360 wspotczynnikow
odwzorowujacych charakterystyke widmowa procesu. Odtwarzany jest zakres
czestotliwosei od 11 Hz do 15000 Hz, przy czym kolejne wspotczynniki
odwzorowuja wartos¢ funkcji gestosci widmowej w kolejnych przedziatach: 11 —
22 Hz, 22 — 33 Hz itd. Algorytm przeksztalcajacy zbiér probek sygnatu na zbidr
wspotczynnikow gestosci widmowej c,v(mT;) = c,(®) jest realizowany wedlug

ponizszego wzoru przyblizonego [10]:

N=1
C - %ZV(mY])mod(ej”z’""/N) ©)

m=0
gdzie: j oznacza \—1, a mod - modut wyrazenia zespolonego.

Charakterystyka widmowa posiada uktad charakterystycznych maksimow na
osi czestotliwosci. Dla pieczywa mozna wyrdzni¢ dwa charakterystyczne
maksima: w przedziale czestotliwosci 1-3 kHz oraz 12 do 15 kHz (Rys. 7).
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Rys. 7. Charakterystyka widmowa sygnatu emisji akustycznej generowanego

w trakcie zginania trdjpunktowego probek pieczywa pszennego [4, 9]

Charakter propagacji fal sprezystych w pasmie 1 kHz i powyzej 10 kHz jest
odmienny, poniewaz dlugos¢ propagowanych fal rézni si¢ o rzad wielkosci.
Efekt ten sprawia, ze ttumienie fal o roznej dlugos$ci jest rowniez odmienne.
W probkach suchych lepiej propaguja si¢ fale o nizszej czestotliwosci, natomiast
w probkach uplastycznionych, o duzym poziomie wilgotnosci strukturalnej —
fale o wyzszych czestotliwosciach. W zwiazku z tym, mozliwe jest
skonstruowanie bezwymiarowego wspotczynnika, zwanego wspotczynnikiem
nachylenia charakterystyki widmowej f, ktory jest ilorazem energii sygnatu
emisji akustycznej w pasmie wysokich czestotliwosci oraz energii sygnatu
w pasmie niskich czgstotliwosci. Optymalne warunki pomiaru tego
wspotczynnika sg podczas proby $ciskania produktu, poniewaz fale sprezyste
propaguja sie od kruszonych czgsci objetosci probki do ptaskiej plyty $ciskajacej
badang probke poprzez wigksza objetosé probki niz w przypadku przetamywania
tej probki. Korzystajac z wzoru (6) mozna okresli¢c wspdlczynnik nachylenia
charakterystyki widmowej 5, dla pieczywa chrupkiego
ekstrudowanego [4, 5, 9]:

n—15kHz n—3kHz
P s= ch , P,= ch > :Bp=P12—15/P1—2 @)
n—12kHz n—lkHz

Odmienny typ charakterystyki ~widmowej zaobserwowaé mozna
w twardszych produktach — na przykltad w badanych w masie platkach
kukurydzianych [12]. W produktach tych mozna wyrézni¢ charakterystyczne
maksima aktywnosci akustycznej w przedziatach czestotliwosci 2-7, 7-9 oraz 14-
15 kHz.
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Akustogramy zlozonych proceséw obciazania mechanicznego

Zdaniem autora niniejszej pracy nie jest wlasciwym wyznaczanie
deskryptorow akustycznych, takich jak liczba zdarzen emisji akustycznej lub
wspotczynnik nachylenia charakterystyki widmowej dla produktéw o ztozonej
budowie, np. biszkoptéw z polewa czekoladowa. Lepszym rozwigzaniem jest
okreslenie  wiasciwosci osobno dla réznigcych sie  wlasciwosciami
mechanicznymi sktadnikow produktu. Mozliwe jest badanie obszaru styku tych
produktow, chociazby w celu wykrycia pustek powietrznych. Badanie
ewoluujacego w czasie sygnatu akustycznego obiektu niejednorodnego prowadzi
si¢ przy zastosowaniu tzw. akustogramow [5]. Sa to wykresy w uktadzie trzech
zmiennych. Na osi poziomej sa odwzorowane krotkie przedziaty czasu,
w obrebie ktorych sygnat akustyczny podlega dekompozycji na sktadniki
czestotliwos$ciowe, na osi pionowej pokazane sa czestotliwosci sktadowe sygnatu
(wyznaczone np. wg wzoru 6), natomiast kolor segmentu w uktadzie czas —
czestotliwo$¢é odpowiada chwilowej wartosci funkcji gestosci widmowe;.
Mozliwy jest rdwniez odczyt wartosci liczbowej funkcji gestosci widmowej
w wybranym przedziale czasu. Wyniki otrzymane przy zastosowaniu omawianej
metody zostang przedstawione na przyktadzie sygnalu akustycznego
zarejestrowanego w trakcie $ciskania chrupek ziemniaczanych z dodatkiem
przyprawy smakowej pikantnej charakteryzujacych si¢ aktywnoscia wody 0,14.
Chrupki byly $ciskane w cylindrze o srednicy 30 mm i wysokosci 60 mm przez
okres 25 sekund. W trakcie procesu $ciskania za pomoca metalowego ttoka
produkt ulegatl stopniowemu utwardzeniu. Dlatego wspdtczynnik nachylenia
charakterystyki widmowej £ zmierzony dla poczatkowych 10 sekund wynosit
0,58, a dla koncowych 10 sekund wzrost do 0,60. Charakterystyke widmowa
omawianego produktu wyznaczono dla pierwszych 10 (Rys. 8A) i ostatnich
10 sekund eksperymentu (Rys. 8B). W wyniku wzrostu upakowania chrupek
w trakcie badania teksturometrycznego w koncowych 10s eksperymentu
wzrosto usrednione natezenie rejestrowanego sygnatu dla czgstotliwosci powyzej
3 kHz. Prawdopodobnie omawiany efekt zostat spowodowany zmniejszeniem si¢

wspotczynnika ttumienia fal sprezystych produktu o wyzszej gestosci pozorne;j.
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Rys. 8. Charakterystyka widmowa wyznaczona w trakcie $ciskania chipsow
ziemniaczanych o a,, = 0,14, dla: A - pierwszych 10 s; B - ostatnich 10 s
eksperymentu trwajacego 20 s

To samo zjawisko mozna zaobserwowac na akustogramie srodkowych 10 s
zapisu uzyskanego w trakcie tego samego badania (Rys. 9). Na przedstawionym
akustogramie wyraznie widoczny jest stopniowy wzrost gestosci widmowej
sygnalu w pasmach czestotliwosci 2 — 8 oraz 14 — 15 kHz.

ENCRE]

Rys. 9. Akustogram srodkowych 10 s badania produktu pokazanego na rys. 8

Zobrazowanie i badanie charakterystyki widmowej procesé6w z generacja
niskich pozioméw energii

Istnieje mozliwo$¢ pomiaréw emisji akustycznej w produktach silnie

uplastycznionych, gdzie energia generowanego sygnatu jest o wiecej niz rzad
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wielkosci nizsza niz w przypadku probek pieczywa chrupkiego lub ptatkéw
$niadaniowych badanych w masie. Przyktadem takich badan moze by¢
monitorowanie zmian tekstury chleba w trakcie jego czerstwienia [6]. Badania
takie przeprowadzono z wykorzystaniem maszyny wytrzymatosciowej Zwick
1445 z koncéwka w postaci preta o srednicy 1/8 cala zakonczonego sferg
o srednicy Y cala [5, 6].

Analiza uzyskanych wynikow pozwala stwierdzi¢, ze mozliwa jest rejestracja
1 ocena energii sygnalu emisji akustycznej generowanej w procesie przebijania
skorki pieczywa (Rys. 10). Ze wzgledu na niska energie sygnatu generowanego
W procesie przebijania skérki pieczywa, zastosowano 10 — krotne wzmocnienie
sygnatlu  emisji  akustycznej w  stosunku do prezentowanego na
rysunku 6.

Rys. 10. Wykres amplitudowo — czasowy sygnalu generowanego w procesie
testu przebicia, zarejestrowanego: A - W pieczywie mieszanym
$wiezym; B - po 24 godzinach przechowywania w temperaturze 25°C
1 wilgotnosci wzglednej powietrza 30%

W przypadku badania sygnalow emisji akustycznej o niskiej energii
i krotkim czasie trwania (ponizej 1000 probek sygnatu), nie jest mozliwe
efektywne zbadanie ich charakterystyki widmowej przy zastosowaniu
dyskretnego przeksztatcenie Fouriera (wzor 5), poniewaz w celu zapewnienia
wymaganej doktadnosci nalezy przeprowadzi¢ procedur¢ sumowania po
dostatecznej  liczbie niezerowych probek sygnatlu.  Oprogramowanie
zaprojektowane przez autora niniejszej pracy dokonywato efektywnej analizy

widmowej sygnalu generowanego przez produkt -charakteryzujacy sig¢
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aktywnos$cig akustyczna trwajaca, co najmniej 100 milisekund. Do badania
efektow niskoenergetycznych zostala zastosowana metoda falkowej analizy
sygnalu emisji akustycznej. Przy zastosowaniu tej metody analizy krotkich
impulsow sygnatu przyjmuje si¢ zalozenie, ze wynikowa charakterystyka
czgstotliwosciowo — czasowa badanego sygnatu zostanie okreslona z mniejsza
doktadnoscia (przedzialowo), niz to byloby mozliwe, gdyby okreslano
oddzielnie metodami przedstawionymi wczesniej, osobno charakterystyke
amplitudowo — czasowa albo charakterystyke widmowg liczniejszego zbioru
prébek analizowanego sygnatu.

Jesli rozwazamy ciag v(mT]), omawiany we wzorze 6 oraz wyznaczony
w wyniku podanego przeksztalcenia ciag ¢, wspolczynnikdw charakterystyki
widmowej, przy czym kazdy ze wspdtczynnikow ¢, opisuje fragment
charakterystyki widmowej oznaczonej jako A@ to w doktadnosci jednoczesnego
okreslenia polozenia na osi czasu i czgstotliwosci podlegamy ograniczeniu

zwanemu zasadq nieoznaczonosci Heisenberga [14]:
AtAw> 1/4x

Oznacza to, ze jesli w oknie obserwacji chcemy uzyska¢ duzo wyrazow, to
musimy do przeksztatcenia Fouriera wprowadzi¢ dwa razy tyle probek sygnatlu
m = 2n, co powieksza czas trwania obserwacji sygnatu. Jesli zmniejszamy m, to
w otrzymanym zbiorze wynikowym wspotczynnikdw ¢y coraz silniej widoczny
jest wptyw probek sygnatu z okolicy poczatku i konca okna czasowego. Jest to

tak zwany efekt okna prostokatnego skutkujacy pojawieniem si¢ dodatkowych
znieksztalcen - wyrazow ¢y o amplitudzie ~ 1/n

Stosujac metod¢ dekompozycji falkowej analizujemy sygnat z gorsza
rozdzielczo$cia w dziedzinie czgstotliwosci, w poréwnaniu do przeksztalcenia
Fouriera, natomiast otrzymujemy informacje, jak zmieniata si¢ charakterystyka
widmowa sygnalu w kolejnych (wzglednie krotkich) przedziatach czasu.
Uzywajac tej metody mozemy dokona¢ wizualizacji krdtkich impulséw, co jest
wazne przy analizowaniu typowych zapiséw sygnatu emisji akustyczne;.

W wyniku procesu dekompozycji falkowej ciag probek sygnatu f(mT]) jest
przeksztatcany w dwuwymiarowy zbior we wspotrzednych czas — czestotliwosé,
w wyniku zastosowania wzglednie prostego algorytmu. Polega on na
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wyznaczaniu iloczyndw skalarnych segmentéw ciagu probek ze zbiorem
wektorow zwanych rodzing falek. Falki powstaja poprzez modyfikacj¢ pewnej
formy podstawowe;j:

\Ilmn (t):aom/z\V(aOmtnbO) (8)

gdzie: przy zatozeniu ciaglej funkcji czasu ¢ dla uproszczenia rozwazan: ¥(z) -
funkcja falki podstawowej, ¥Ymn(t) - rodzina falek wygenerowana poprzez m-
krotne wydtuzenie bazy i n-krotne przesunigcie na osi czasu, a, - wspotczynnik
skali, b, - wspotczynnik przesunigcia na osi czasu, m, n — indeksy catkowite.

W opracowanym oprogramowaniu rodzina falek zostala wygenerowana
woparciu o uklad dwoch podzbioréow falek podstawowych bedacych
osmioelementowymi zbiorami dyskretnej funkcji sinus. Dwa podzbiory sa
przesuniete wzgledem siebie o Y okresu, natomiast kolejne wydtuzenie bazy
przebiegato o jedng jednostke, co odpowiadato czasowi 77 [1].

W wyniku dzialania oprogramowania otrzymano dwuwymiarowa tablicg
(w ukladzie czas — czgstotliwos$é), opisujaca chwilowe wartosci skuteczne
sygnatu. Na osi pionowej uzyskiwanego w ten sposob zobrazowania usytuowane
sa indeksy kolejnych wierszy tablicy dekompozycji, odpowiadajace
wyznaczonym czgstotliwosciom wyrdznionym w sygnale (mozna rozpatrywaé
dzialanie falek jako zbioru filtrow s$rodkowoprzepustowych). Wyr6znione
czestotliwoscei sg na skali usytuowane wedlug uktadu hiperbolicznego:

F., = (czestotliwos¢ probkowania *3/ (8 + m-1) [Hz] )]

gdzie: m - rzad falki wg wzoru na ¥ mp(t) podanego wyzej, czestotliwosé
probkowania wynosi 44,100 Hz.

W  rozwigzaniu praktycznym, ktére zostanie nizej przyblizone na
przyktadzie, uzyskano rozdzielczo§¢ w dziedzinie czasu 2,5ms przy
jednoczesnym okresleniu 200 wspolczynnikdw opisujacych charakterystyke
widmowa badanego impulsu. Ponizej na rysunku 11 pokazano projekcje
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sygnaldéw z rysunku 10 (test penetracyjny chleba), tym razem w projekcji

uzyskanej w wyniku dekompozycji falkowe;j.

A
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Rys. 11. Projekcja sygnatéw EA o niskiej energii zarejestrowanych w trakcie
testu penetracyjnego chleba: A — $wiezego; B - po 24 godzinach
przechowywania. Projekcja w ukladzie czas — czgstotliwos¢

Na rysunku 11A przedstawiono staby pojedynczy impuls emisji akustycznej
generowany w trakcie przebijania swiezej skorki o aktywnosci wody 0,81. Na
rysunku 11B przedstawiono kilkakrotnie mocniejszy impuls emisji akustycznej
generowany w trakcie przebijania skorki pieczywa, ktore byto czerstwe (po 24
godz. przechowywania w temperaturze 25°C i wilgotno$ci wzglednej powietrza
30%). W skorce tego pieczywa aktywnos¢ wody wynosita 0,79.

154



Zbigniew Ranachowski

Na rysunku 12 przedstawiono charakterystyke widmowa dwoch impulséw
sygnatu, analizowanych wczesniej i przedstawionych na rysunku 11. Poréwnanie
rysunku 12A 1 12B pozwala stwierdzié, ze réwniez przy badaniu stabych
impulséow emisji akustycznej mozna zaobserwowac analogiczng zaleznosc¢
stosunku energii sygnatu emisji akustycznej pasma 12 — 15 kHz do energii
akustycznej pasma 1 — 2 kHz.

210
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gestos¢ widmowa sygnatu |
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A B

Rys. 12. Charakterystyka widmowa dwoch impulséw sygnatu, przedstawionych
narys. 11; A - chleb $wiezy, B - chleb po 24h przechowywania [6].

Badanie jakoS$ci owocow i warzyw

Procesy chemiczne zachodzace w Scianach komodrkowych warzyw i owocow
podczas ich dojrzewania, przechowywania 1 gotowania, zmieniajace
wytrzymato$¢ mechaniczng scian komorkowych maja zasadniczy wpltyw na
zmiany tekstury tych produktéw. Badania jakosci owocow 1 warzyw,
z wykorzystaniem metody EA sg prowadzone w Instytucie Agrofizyki PAN
w Lublinie. Konstankiewicz i Zdunek [16] jako pierwsi autorzy opublikowali
wyniki pomiar6w EA generowanej w procesie niszczenia tkanki bulwy
ziemniaka pod wplywem sit zewnetrznych w tescie jednoosiowego $ciskania
cylindrycznej prébki. Badania prowadzone przez cytowanych autoréw dla

réznych tkanek roslinnych wykazaly, ze w tych materiatach Zrédtami sygnatu
EA sa:
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¢ pekanie Scian komorkowych,

e pekanie miedzykomorkowych potaczen pektynowych oraz

e tarcie narz¢dzia obcigzajacego mechanicznie probke o fragmenty tkanki.
Sygnat EA pojawia si¢ przed osiggnigciem granicy plynnosci i wytrzymatosci
biologicznej, a poczatek jego rejestracji przypisuje si¢ warunkom rozpoczgcia
pekania struktury komorkowe;.

W ostatnich latach ukazaty si¢ prace Zdunka i Konstankiewicz [17] oraz
Zdunka i Ranachowskiego [18] dotyczace badania proceséw degradacji tkanek
owocow w zaleznos$ci od czasu ich przechowywania. Eksperymenty prowadzone
sa na autorskim stanowisku badawczym zaprojektowanym w Instytucie
Agrofizyki PAN w Lublinie, z zastosowaniem oprogramowania wykonanego
przez autora niniejszej pracy. Widok stanowiska i jego schemat funkcjonalny jest
pokazany na fotografii 3. Obiekt badany jest, podczas testu przebicia, za pomocg
koncéwki roboczej umieszczonej w dolnej czegsci adaptera sygnatu EA. Gorna
czes$¢ adaptera wykonana jest z tworzywa ertacetal, thumiacego tlo akustyczne,
natomiast dolna czg¢$§¢ adaptera jest wykonana z duralu. Wewnatrz
adaptera wbudowano dwa sensory EA: pracujacy w nizszym pasmie
czestotliwosei (1 —16 kHz) i oznaczony symbolem SA oraz pracujacy w
wyzszym pasmie czgstotliwosci (10 —70 kHz) i oznaczony symbolem SU.
Sygnaly EA oraz pochodzace z maszyny wytrzymatosciowej Lloyd LRX
napigcie proporcjonalne do przylozonej sity sa rejestrowane w dwodch

komputerach PC przy uzyciu kart przetwornikow analogowo/cyfrowych [20].

zapis sity 17 Lloyd LRX —l zapis sity

I tor rejestracii Il tor rejestracii
sygnalu EA + sily sygnaiu EA + sity
ertacetal

pasmie
1-20 kHZ

ohiekt badary

Fot. 3. Widok i zasada dziatania stanowiska do badania jakosci owocow

i warzyw [18]
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Uzytecznym w celach poznawczych przykladem zastosowania sygnatu EA
do badan wptywu procesu przechowywania produktu na jego parametry
teksturalne  bedzie przytoczenie wynikow opisanych przez Zdunka
i Ranachowskiego [18]. Badania przeprowadzono na 3 odmianach jablek:
Champion, Idared i Jonagold. Owoce byly przechowywane w symulowanych
warunkach obrotu handlowego (w temperaturze pokojowej i wilgotnosci 30 —
60%) przez 10 dni. Po 1, 3, 6, 8 1 10 dniu serie po 5 sztuk byly poddane testowi
penetracyjnemu na stanowisku pokazanym na fotografii 3 [18]. W ramach badan

mierzono:
e utrate wagi W [%],
e osmotycznos¢ (koncentracj¢ substancji osmotycznie czynnych) O [osmol/kg],
e jedrnos¢ F, okreslana jako maksymalna sile zmierzona podczas testu
przebicia [N],
e pracg w tescie przebicia T [J],
e sume zdarzen EA w pasmie nizszym NL [-],
e energi¢ zdarzen EA w pasmie nizszym EL [ul],
e sumg zdarzen EA w pasmie wyzszym NH [-],
e energie zdarzen EA w pasmie nizszym EH [uJ].
W tabeli 1 przedstawiono przyktadowe wyniki obliczen korelacji wzajemne;j
pomigdzy o$mioma zmierzonymi parametrami teksturalnymi i akustycznymi.

W trakcie testu przebicia otrzymano akustogramy sygnalu EA w nizszym
1 wyzszym pasmie (Rys.13).

Zaprezentowane wyzej wyniki badan testdw penetracyjnych owocow
pozwalaja stwierdzi¢, ze w przypadku badania owocow w trakcie ich
przechowywania, kiedy zachodzi znaczacy ubytek wagi, proces ten skorelowany
jest ze spadkiem ich jedrnosci i pracy w tescie przebicia. ROwniez obserwuje si¢
znaczaca korelacje wszystkich zmierzonych parametrow EA ze zmianami
parametrow strukturalnych, przy czym nieco wyzsza od innych zgodnos¢
wykazuje pomiar liczby zliczen w nizszym pasmie akustycznym (1-16 kHz)
[18].
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Tab. 1. Tablica korelacji wzajemnych wyznaczona dla odmiany Idared [18]

Dni| W 0 F T NL EL NH | EH
Dni | 1 |0,99%%|0,34* | 0,02 | -0,01 |039** |[036** | 0,16 |0,31*
W 0.35% | 0,03 | 0,02 |0,39%* | 0,36** | 0,15 | 0,30* | W
0 1 027 | 026 | 002 | -0,01 | -0,09 | -0,04 | O
F 1| 0,97%* | 0,47%* | 0,50%* | 0,57** | 0,45%* | F
T 1 | 0,49%* | 0,52%* | 0,60%* | 0,48%* | T
NL 1] 0,99%* | 0,83%* | 0,85%* | NL
EL 1 | 088*%* | 091** | EL
NH 1 ]0,95% | NH

* wspolczynnik istotnosci P < 0,05; ** wspotczynnik istotnosci P < 0,01
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. 13. Typowe akustogramy sygnatu EA otrzymane w trakcie testu przebicia
jablka: A- w nizszym; B — w wyzszym pasmie czgstotliwosci
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Podsumowanie

W niniejszej pracy przedstawiono metod¢ pomiaru sygnalu emisji
akustycznej w badaniach parametréw teksturalnych wybranych produktéw
spozywczych. Wykazano, ze wiele produktow emituje sygnal EA w trakcie
indywidualnie dla kazdego z nich opracowanych testow. Istnieje mozliwosc¢
okreslania parametréw strukturalnych przy pomocy analizy parametréw sygnatu
EA, z ktérych omdwiono: detekcje i sumowanie zdarzen EA, energi¢ sygnalu
EA oraz wlasnos$ci charakterystyki widmowej tego sygnatu. Liczne prace, ktére
zostaly opublikowane w ostatnim pigédziesiecioleciu z tej dziedziny,
potwierdzaja przydatnos¢ metody EA w badaniach zywnosci.
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10. Komunikacja z klientem elementem budowy zaufania
do marki

ANDRZEJ CZUBALA

Wstep

Oczywistym 1 typowym dziataniem producentow jest dazenie do
wyprodukowania 1 wypromowania  artykuldw  rolno-spozywczych
o charakterystycznych cechach jakosciowych, zaréwno tych sensorycznych, jak
i zwigzanych ze sposobem opakowania, oznakowania czy prezentacji. Takie
dziatania wychodza naprzeciw oczekiwaniom klientow, ktorzy systematycznie
podnosza swoje wymagania dotyczace cech sensorycznych i ich powtarzalnosci,
sposobu 1 zakresu informacji zamieszczanych na produkcie czy tez sposobu
prezentacji. Wszystkie te cechy wchodza w sktad pojecia jako$ci handlowej,
ktora definiowana jest jako: ,, cechy artykulu rolno-spozywczego, dotyczqce jego
wlasciwosci  organoleptycznych,  fizykochemicznych i mikrobiologicznych
w zakresie technologii produkcji, wielkosci [ub masy oraz wymagania
wynikajqce ze sposobu produkcji, opakowania, prezentacji i oznakowania,
nieobjete wymaganiami sanitarnymi, weterynaryjnymi lub fitosanitaryjnymi”.
Pojecie jakosci handlowej, wchodzi w szeroki zakres prawa zywnosciowego,
ktérego ogdlne zasady zostaly zawarte w Rozporzadzeniu (WE) nr 17 8/2002
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 stycznia 2002 r,. ustanawiajacym
ogolne zasady i wymagania prawa zywnosciowego, powotujacym Europejski
Urzad ds. Bezpieczefistwa Zywnosci oraz ustanawiajacym procedury w zakresie
bezpieczenstwa zywnosci. Prawo zywnoS$ciowe, zdefiniowane w art.3, ,, oznacza
przepisy ustawowe, wykonawcza i administracyjne regulujqce sprawy Zywnosci
w ogolnosci, a ich bezpieczenstwo w szczegolnosci, zaréowno na poziomie
Wspolnoty, jak i na poziomie krajowym, definicja ta obejmuje wszystkie etapy

produkcji, przetwarzania i dystrybucji zZywnosci oraz paszy produkowanej dla
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zwierzqt hodowlanych lub uzywanej do zZywienia zwierzqt hodowlanych”. Prawo
zywno$ciowe ma na celu ochrone¢ intereséw konsumentéw i powinno stanowic
podstawe dokonywania przez konsumentéw Swiadomego wyboru, zwiazanego
ze spozywana przez nich zywnoscig .

Prawo to ma na celu zapobieganie:

e oszukanczym lub podstgpnym praktykom,;

e falszowaniu zywnosci;

e wszelkim innym praktykom, mogacym wprowadzi¢ konsumenta w blad.

Jednoczesnie podkresla si¢, iz w przypadku etykietowania, reklamy
i prezentacji zywnosci lub pasz, z uwzglgdnieniem ich ksztaltu, wygladu lub
opakowania, uzywanych opakowan, sposobu ulozenia i miejsca wystawienia
oraz informacji udostepnianych na ich temat w jakikolwiek sposdéb, nie moze
wprowadza¢ konsumenta w blad.

Prawo zywnosciowe okresla réwniez odpowiedzialnos¢:

o podmiotéw dziatajacych na rynku spozywczym i pasz za zapewnienie na
wszystkich etapach produkcji, przetwarzania i dystrybucji w przedsigbiorstwach
bedacych pod ich kontrola, zgodno$ci produkowanej zywnosci lub pasz
zZ wymaganiami prawa zywnosciowego wilasciwymi dla ich dzialalno$ci
i kontrolowanie tych wymogow;

o Panstw Czlonkowskich za wprowadzenie w Zycie prawa
zywnosciowego oraz monitorowanie i1 kontrolowanie przestrzegania przez
podmioty dzialajace na rynku spozywczym odpowiednich wymogow prawa
zywnosciowego na wszystkich etapach produkcji, przetwarzania i dystrybucji.

W Polsce urzedowa kontrolg¢ zywnos$ci prowadzi kilka urzedéw, a w zakresie
jakos$ci handlowej Inspekcja Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywcezych
oraz Inspekcja Handlowa. Bazujac na informacjach publikowanych przez te
urzedy, przedstawiam sytuacje panujacqg w wybranych branzach.
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Kontrola jako$ci masta

W latach 2005 — 2006 wyzej wspomniane inspekcje przeprowadzity na rynku
masta szereg kontroli jakosci handlowej. Dzialania te potwierdzity opinie, iz na
rynku pojawito si¢ masto zafatszowane dodatkiem thuszczéw roslinnych. Opréocz
zmian cech fizykochemicznych stwierdzono réwniez liczne nieprawidtowosci

w sposobie znakowania produktéw oraz ich prezentacji.

Tab.1. Skala i efekty urzgdowych dziatan kontrolnych

Inspekcja Jakosci )
Handlowej Inspekcja Inspekcja
5 - Handlowa Handlowa
MASLO Artykl%low Rolno
Spozywczych IV kwartat I kwartat
I kwartat 2006 2005 2006
Liczba wojewodztw
na terenie, ktorych 8 8 16
przeprowadzono
kontrolg
Liczba
skor}Frolowanych 124 81 43
partii masta pod
katem zafalszowan
Liczba
zafalszowanych 14 37 21
partii masta

Inspekcje dokonujac w sposob skoordynowany, w réznych obszarach (IH-
handel detaliczny; [JHARS — producenci) kontroli 248 partii masta stwierdzity
zafalszowanie w przypadku 72 partii, tj. 29,03% (Tab. 1). W przypadku dziatan
IH stwierdzono 58 zafalszowanych partii masta, co stanowi 46,77% ogolu
kontrolowanych partii przez t¢ inspekcje. Dziatania [THARS objely 124 partie
masta i stwierdzil zafalszowania w przypadku 14 partii, tj. 11,3% ogotu
kontrolowanych partii przez t¢ inspekcje.
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3,20% masto zafalszowane ttuszczem
obcym, z zawyzong wartoscig wody
1 zanizong zawartoscig thuszczu

0,80% masto zafatszowane
thuszczem obcym, z
zawyzong kwasowoscia

7,30% masto zafalszowane
thuszczem obcym

0,80% masto z zawyzona
87,90% zawartoscig wody
masto posiadajace prawidtowa

jakos¢ handlowa

Rys.1. Rodzaje stwierdzonych zafatszowan

W przypadku 3,2% kwestionowanych partii, masto zafalszowano thuszczem
obcym oraz stwierdzono zawyzona zawarto$¢ wody, 0,8% stanowily partie
zafalszowane tluszczem obcym, a dodatkowo posiadaly zawyzona kwasowosc;
7,3% to partie zafalszowane tluszczem obcym, a w przypadku 0,8% partii
zawyzono zawartos¢ wody (Rys. 1). Rodzaj stwierdzonych nieprawidlowosci
potwierdza $wiadomg dzialalno$¢ producenta na szkode konsumenta, a tym
samym powaznie podwaza jego zaufanie, nie tylko do poszczegélnych
producentow, ale rdwniez do calej branzy.

Wielkim problemem, dotyczacym ogétu artykutéw rolno-spozywcezych, jest
prawidtowos¢ znakowania. Podkreslenia wymaga fakt, iz nie poruszam tematu
nieprawidlowosci wynikajacych z braku znajomosci przepisow, a celowego
dzialania majacego wprowadzi¢ klienta w blad. W przypadku 34% partii
kontrolowanego masta, oznakowanie sugerowato inny sklad czy pochodzenie
produktu niz bylo to w rzeczywistosci. Czgstymi sa przypadki, w ktorych na
opakowaniach produktéw wytworzonych z dodatkiem thuszczéw roslinnych lub
Wr¢cz W oparciu o nie, zamieszcza si¢ informacje sugerujace, iz produkt ten jest
mastem lub posiada te same wlasciwosci jak masto. Mix tluszczowy nazwany:
,osetka §mietanowa”, ,,wiosenne extra maslane”, ,,kréwka mastéwka” - to tylko
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nieliczne przyklady dziatania producenta na szkode konsumenta. Podobng
sytuacj¢ mozemy zaobserwowaé¢ w przypadku serdw, gdzie bardzo duze
podobienstwo opakowan i nazw wyrobow seropodobnych do seréw
dojrzewajacych, moze sta¢ si¢ przyczyna wprowadzenia konsumenta w bilad.
Powage sytuacji zwieksza dodatkowo fakt prezentacji tych artykulow
w sklepach. Ukladanie mieszanek tluszczowych obok masta czy wyrobdw
seropodobnych obok serow, czy czasami wrgcz ich przemieszanie, jest rowniez
powodem rozlicznych pomylek znacznej czesci klientdw, ktérzy dokonuja

zakupu niezgodnego z wczesniejszymi zamiarami.

Kontrola jako$ci handlowej sokow i nektarow

Na podstawie kontroli przeprowadzonych przez ITHARS w latach 2004-2006
mozna stwierdzi¢ iz zafalszowania sokow i nektaréw polegaty gtdownie na:

e rozcienczaniu,

e dokwaszaniu,

e dodatku syntetycznego kwasu jabtkowego,

e dodawaniu innych, tanszych surowcow,

e dostadzaniu i jednoczesnym dokwaszaniu sokow,

e dodawaniu aromatdéw identycznych z naturalnymi.

W przypadku wymagan dotyczacych parametrow fizyko-chemicznych to
naruszenie ich stwierdzono w przypadku 7,6% calosci kontrolowanego
asortymentu. Gorzej przedstawia si¢ sytuacja w przypadku przestrzegania
wymagan odno$nie znakowania, tu naruszenia przepisow stwierdzono w 44,8%
ogotu kontrolowanych produktéw (Rys. 2).

Podkreslenia wymaga jednak fakt dazenia producentow sokow i napojow do
polepszenia sytuacji na rynku. Utworzyli oni Krajowa Uni¢ Producentow
Sokéw, w ramach ktorej powstat Dobrowolny System Kontroli. Dziatanie tego
systemu oparte jest na Kodeksie Praktyki AIJN, co umozliwito przyjecie przez
cztonkéw KPUS jednolitych wymagan jako$ciowych wobec poszczegdlnych
grup asortymentowych. Wprowadzenie samokontroli w branzy spowodowato
znaczne polepszenie jakosci oferowanych klientom sokow i napojow. Jest to
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dobry przyktad dazen producentéw do zbudowania dobrych relacji z klientem
1 pozyskania jego zaufania.

1600817 1583421

1500000

1000000
717507

500000 -
121551

wymagania doty czace wymagania doty czace
znakowania jakosci

O ilo$¢ skontrolowana [dm®] O ilo$¢ niespekiajaca wymagan [dm’]

ilos¢ sokéw i nektaréw [dm’], ktére nie spetnialy wymagan jakosci handlowej

Rys. 2. Wyniki kontroli sokow i napojéw (IJHARS)

Kontrola jako$ci handlowej przetwordéw z mig¢sa czerwonego i drobiowego

Na podstawie kontroli przeprowadzonych przez IJHARS w latach 2004-2006
mozna stwierdzié, iz zafalszowania przetwordw z migsa czerwonego polegaly
gldwnie na:

e zawyzaniu zawartosci wody,

e zawyzaniu zawartosci thuszczu,

e zanizaniu zawartosci biatka.

Ilo§¢ partii  przetworow migsa czerwonego, w przypadku ktérych
stwierdzono wady jakoSciowe wahala si¢ w przedziale od 8 dol19 % (Rys. 3).
Jakos¢ wyrobow wyprodukowanych przez hipermarkety (kietbasa biala)
znacznie odbiegala od sredniej. Podkreslenia wymaga jednak fakt, iz
w przypadku hipermarketéow kontrola zostala przeprowadzona na symboliczne;j

wrecz partii, co uniemozliwia uznanie jej wynikdw za reprezentatywne dla tej
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grupy producentéw. Jednak powinno stanowi¢ podstawg¢ do przeprowadzenia

kontroli zakrojonych na znacznie szersza skale.

:é B 556
g, 600 525
2
N 500
2 387 238
400 -
300
200 1
16%
100 16% 12% 0
870 5 40%
O T T T T T T T
IT kw2004 IV kw2004 II kw2005 IV kw2005 I kw 2006 II kw 2006 III kw2006
hipermarkety
O partie objete kontrola O odsetek partii niewlasciwej jakosci

Rys. 3. Liczba partii przetwordw migsnych objetych kontrola parametréw
fizyko-chemicznych oraz ilo$¢ niezgodnosci

IJHARS przeprowadzil réwniez kontrole w zakresie prawidtowosci
znakowania przetworéw migsnych. Liczba nieprawidtowo oznakowanych partii
wynosita od 26 do 41% wszystkich badanych produktow.

Nieprawidtowosci polegaly gltéwnie na zamieszczaniu nieprawdziwych
informacji, odnosnie skladu artykulu czy tez zamieszczaniu informacji
graficznych wprowadzajacych klienta w btad — np. na etykiecie salcesonu

zamieszczono zdjgcie plastrow szynki.

Kontrola jako$ci handlowej wina i wyrobow winiarskich

Na podstawie kontroli przeprowadzonych przez ITHARS w latach 2004-2006

mozna stwierdzié, iz zafalszowania wyrobow winiarskich polegaly gléwnie na:

e zawyzonej zawartosci cukrow,
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e zanizonej kwasowosci ogolnej,

e zawyzonej zawartosci alkoholu etylowego,
e zanizonej zawartosci alkoholu etylowego,
e zawyzonej kwasowosci lotnej,

e dodawania do win alkoholu etylowego wyprodukowanego z innych

ro$lin (analiza przy udziale spektrometrii masowej izotopow).

Analizujac  wyniki kontroli, mozna stwierdzi¢, ze od rozpoczecia
systematycznej weryfikacji jakosci wprowadzanych do obrotu wyrobow
winiarskich i win, ich jakos$¢ znacznie si¢ poprawita. Udalo si¢ doprowadzi¢ do
sytuacji, ze w przeciagu trzech lat liczba produktéw o zlej jakosci spadta z 33 do
15% (Rys. 4). Jednak zastanawia¢ musi fakt, iz stalo si¢ tak nie w wyniku
okreslonej na spelnienie wymagan jakosciowych konsumenta polityki
jakosciowej firm, lecz dziatan urz¢dowej kontroli zywnos$ci. Rowniez sposob
znakowania wyrobdéw winiarskich obarczony byt wieloma mankamentami,
nagminnie na etykietach win owocowych zamieszczano obraz kisci winogron, co

moze sugerowac, iz produkt ten zostat wyprodukowany z winogron.

109

120 - 98 101

liczba partii

100

80

60

40 21%

15%

20

2004 2005 2006

O partie objete kontrola O odsetek partii niewtasciwej jakosci

Rys. 4. Jako$¢ handlowa wyrobdw winiarskich skontrolowana przez JHARS
w latach 2004-2006
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Kontrola jakoSci octu

Reagujac na liczne skargi konsumentéw i producentéw, IJHARS
przeprowadzila w latach 2004-2005 kontrolg jakosci handlowej octu (Rys. 5).
Kontrolg przeprowadzono wykorzystujac metode oznaczania aktywnosci wegla
C-14. Stwierdzono zafalszowania polegajace na:

e dodawaniu do octu esencji octowej,

e wprowadzanie do obrotu esencji octowej jako octu.

S 40
<
E 40 +
30
I8
204 61%
15%
10
0
2004 2005
O partie objete kontrola O odsetek partii niewtasciwej jakosci

Rys. 5. Zafalszowania octu esencja octowa wykryte przez IJHARS w latach
2004-2005

Produkty ekologiczne

W ostatnich latach obserwujemy wzrost liczby gospodarstw rolnych
i zaktadow przetwérczych produkujacych zywnos¢ w oparciu o metody
ekologiczne. Zainteresowanie taka produkcja wiaze si¢ ze stopniowym wzrostem
popytu na tego typu produkty. Jednoczesnie ich cena jest wyzsza niz podobnych,
wytworzonych metodami konwencjonalnymi. Taka sytuacja powoduje
podejmowanie przez nieuczciwych producentéw prob wprowadzania do obrotu
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produktéw konwencjonalnych oznakowanych jako produkty wytworzone
metodami ekologicznymi. Zgodnie z Rozporzadzeniem Rady nr 2092/91/EWG
z dnia 24 czerwca 1991 roku w sprawie produkcji ekologicznej produktéw
rolnych oraz znakowania produktéw rolnych i srodkdéw spozywczych, produkt
uwaza si¢ za oznakowany jako pochodzacy z gospodarstw prowadzacych
produkcje ekologiczna wowczas, gdy na etykiecie, materiatach reklamowych Iub
dokumentach handlowych taki produkt lub jego skladniki opisane sa przez
oznaczenie sugerujace nabywcy, ze produkt zostat uzyskany zgodnie z zasadami
produkcji metodami ekologicznymi.

W szczegolnosci okreslenia, ich zwyczajowe pochodne, takie jak BIO, EKO
itd. lub zdrobnienia stosowane samodzielnie, jak i w polaczeniu, sa uznawane za
okreslenia stosujace si¢ do metody produkcji ekologicznej w catej Wspdlnocie,
w kazdym jezyku wspdlnotowym.

Podkreslenia wymaga fakt, iz etykietowanie lub reklama produktu moze
nawigzywac¢ do ekologicznych metod produkcji tylko wowczas, gdy:

1) informacje takie jednoznacznie wskazuja, Zze odnosza si¢ do metody
produkcji rolnej,
2) produkt zostal wyprodukowany zgodnie z zasadami okreslonymi dla

rolnictwa ekologicznego lub zostat sprowadzony z krajow trzecich,

3) produkt =zostal wyprodukowany Ilub sprowadzony przez podmiot
gospodarczy, ktory podlega stosownej kontroli,
4) etykieta zawiera nazwe i/lub kod jednostki lub organu kontrolnego,

ktéremu podmiot gospodarczy podlega,

5) dzialanie niezgodne z powyzszymi zasadami jest uznawane za falszowanie

Zywnosci.

Podsumowanie

Przedstawiajac przyktady relacji producent-konsument na wybranych
rynkach rolno-spozywczych, pragng zwroci¢ uwage na dynamiczny wzrost
znaczenia analiz laboratoryjnych w weryfikacji prawdziwosci informacji

przekazywanych klientowi, ktéry znalazt si¢ w centrum uwagi producentdw.
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Powszechnym staje si¢ stosowanie chromatografow, spektrometrow, czy innych
urzadzen jeszcze nie tak dawno bedacych obiektem marzen wielu laboratoriow.
Siggnig¢to juz po metodyki oparte na badaniu izotopow, co pozwolilo na
wykrycie wielu zafalszowan zywnosci. Inspekcje zajmujace si¢ kontrolg
zywnosci, dysponujace silnym zapleczem laboratoryjnym, coraz czesciej
wspotpracujace z przedstawicielami nauki, a przede wszystkim wspotpracujace
ze soba — staly si¢ waznym straznikiem poprawnosci relacji pomigdzy
producentem a klientem. Przekonany jednak jestem, iz rownie waznym
w ksztattowaniu rynku jest wzrost $wiadomosci producentow, ktorzy coraz
czesciej walcza jakoScig o trwate pozyskanie klienta. Ciekawym rozwigzaniem,
siggajacym do jeszcze przedwojennych tradycji (Polski Zwiqzek Bekonowy), jest
zrzeszanie si¢ producentow w grupy, ktore przyjmuja okreslone przez siebie,

wyzsze od powszechnie stosowanych, wymogi jakosciowe.

Zastanawiajacy jest jednak, znaczny odsetek artykuldw spozywczych
oznakowanych w niewlasciwy sposob. Trudno rozgraniczy¢ przypadki
nieprawidtowos$ci, wynikajace z blednej interpretacji przepiséw, od tych
bedacych dzialaniem z premedytacja, obliczonych na wprowadzenie klienta
w btad. Wielu klientéw przyjmuje z pelnym zaufaniem informacje zamieszczane
na opakowaniach, opierajac si¢ bardzo czg¢sto na pobieznym przejrzeniu zapisow
czy tez obrazow zamieszczonych na opakowaniach. Zgodnie z informacjami
przekazywanymi przez inspekcje, wlasnie ten obszar jest obiektem najczestszych
naduzy¢. Konieczne staje si¢ wigc doprowadzenie do sytuacji, gdzie w §lad za
znaczng poprawg parametrow fizyko-chemicznych artykutow spozywcezych,
nastapi poprawa w sposobie znakowania produktéw oferowanych ostatecznemu

konsumentowi.
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11. Weryfikacja systemow jakosci na przykladzie
przedsi¢biorstwa branzy cukierniczej

JOLANTA KOWALSKA, KATARZYNA GOJSKA

Wstep

Produkcja $rodkéw spozywcezych jest $ciSle zwigzana z ponoszeniem przez
producenta odpowiedzialnosci za wyrdb [8]. Oznacza to, Zze producent
zobowiazany jest dostarczy¢ klientowi artykuly spozywcze bezpieczne dla jego

zdrowia.

W procesach produkcyjnych wprowadzane sa okreslone techniki, procedury
imetody postgpowania, majace na celu zapewnienie wlasciwego stopnia

bezpieczenstwa zdrowotnego produkowanej badz przetwarzanej zywnosci [7].

W celu catkowitego zabezpieczenia czlowieka przed ciagle wzrastajacym,
szkodliwym dziataniem czynnikow biologicznych, chemicznych i fizycznych,
konieczne jest m.in. wdrozenie w catym tancuchu zywnosciowym (Rys. 1) zasad
Dobrej Praktyki Produkcyjnej, Dobrej Praktyki Higienicznej oraz systemu
HACCP [6].

Dobra Praktyka Produkcyjna kieruje si¢ zasada:

»Zrob dobrze za pierwszym razem — kazdym razem.”

Spehnienie tej zasady jest mozliwe dzigki odpowiednio przygotowanemu
i przeszkolonemu personelowi w zakresie systemow zarzadzania jakoscia,
ajednostka pracuje zgodnie z opracowanymi na jej potrzeby procedurami,

dostosowanymi do branzy i specyfiki danego zaktadu [4].

System HACCP, oparty na naukowych i systematycznych podstawach
identyfikuje specyficzne zagrozenia i $rodki stuzace ich nadzorowaniu, w celu
zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci. Jest rowniez narz¢dziem pozwalajacym

oceni¢ zagrozenia i opracowac systemy nadzoru ukierunkowane bardziej na
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zapobieganie im niz na badanie produktu koncowego. System HACCP jest
w stanie dostosowa¢ si¢ do zachodzacych zmian, takich jak postep
w projektowaniu wyposazenia, zmiany procedur produkcyjnych czy rozwdj
technologiczny [3]. Wdrozenie zasad metody HACCP, wprowadzenie systemu
monitorowania oraz wspdtpraca z odpowiedzialnymi dostawcami pozwalaja na
sprawowanie nadzoru nad procesem produkcyjnym, a w konsekwencji

wytworzeniem wyrobu bezpiecznego dla konsumenta [9].

I L 4

produkcja skup obrot

' > KONSUMENT

Rys. 1. Gtowne elementy tanicucha zywnosciowego [2]

Zagrozenia zdrowotne, jakie moga wystapi¢ podczas produkcji zywnosci,
dzielg si¢ na trzy zasadnicze kategorie: fizyczne, chemiczne i biologiczne, w tym
mikrobiologiczne. Sposrod wszystkich kategorii zagrozen, mikrobiologiczne

czynniki ryzyka sg najpowazniejsze [5].

Wplyw okresowych przegladéw na skuteczno$¢ funkcjonowania systemow
i bezpieczenstwo wyrobu gotowego

Jednym z najistotniejszych elementéw systemoéw jakosci jest ich
weryfikacja. Na przyktadzie zakladu cukierniczego podjeto probg okreslenia
wptywu okresowych przegladow na skuteczno$¢ funkcjonowania systemow
1 bezpieczenstwo wyrobu gotowego.

Prezentowana firma to zaklad produkujacy wyroby cukiernicze, firma
z tradycjami, ktora od poczatku swego istnienia zwracala szczegdlna uwage na
jakos¢ oferowanych produktow. Wiasciciele zaktadu dbali o intensywny rozwoj
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firmy, wprowadzali nowe produkty, gwarantowali bezpieczenstwo oraz
powtarzalng jakos$¢. Oczekiwania zagranicznych klientow sktonity firme do
podjecia decyzji o dostosowaniu zakltadu do wymagan migdzynarodowych
standardow. Wszystkie wyroby produkowane sg wedlug wewngtrznych receptur,
uwzgledniajacych obowiazujace wymagania krajowe 1 migdzynarodowe.
W omawianym zakladzie wdrozono wytyczne norm A i B, ISO 9001: 2000,
systemu HACCP standardowy, (check list) IFS (International Ford Standard)
i BRC (British Retail Consortium), a przede wszystkim zalecenia kodeksu
Dobrej Praktyki Produkcyjnej i Higieniczne;j.

Obecnos¢ tak wielu zintegrowanych i funkcjonujacych systeméw umozliwia
lepsza kontrole nad wyznaczonymi w ramach HACCP punktami krytycznymi
CCP, a jednoczesnie daje gwarancj¢ produkcji bezpiecznej zywnosci.

Wdrazanie systemow jakosci rozpoczeto od spetnienia wymagan zawartych
w Kodeksach Dobrej Praktyki Produkcyjnej i Higienicznej. Najwieksza uwage
skupiono na stanie sanitarnym otoczenia zaktadu, pomieszczen produkcyjnych
i pozaprodukcyjnych, stanowisk pracy, aparatury, urzadzen 1 sprzetu,
zabezpieczenia zaktadu przed gryzoniami i owadami, utrzymaniu odpowiednich
warunkéw temperatury i wilgotnosci, skutecznosci mycia i dezynfekcji,
magazynowaniu Zywnosci oraz na postepowaniu z wyrobem gotowym. Personel
zakladowy zostal przeszkolony w zakresie przestrzegania wysokiego standardu
higieny osobistej oraz zapisow w instrukcjach mycia i dezynfekcji oraz
dokumentach stanowiskowych. Skuteczno$¢ mycia i dezynfekcji jest sprawdzana
przez pracownika laboratorium mikrobiologicznego za pomoca testow ATP.
Rezultaty mycia i sanitacji sa regularnie monitorowane. Czg¢stotliwo$¢ 1 sposob
monitorowania zalezy od produktu, warunkéw procesu i wystepujacego ryzyka.
System monitorowania jest regularnie przegladany i modyfikowany zgodnie ze
zmieniajacymi si¢ okolicznos$ciami.

Zaktad korzysta z ustug firmy specjalizujacej si¢ w walce ze szkodnikami,
ktéra ma za zadanie sprawdzenie poprawnosci dzialania zamontowanych
urzadzen do identyfikacji wystepowania insektow i gryzoni oraz podjgcia
odpowiednich krokow w przypadku stwierdzenia ich obecnosci.
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Podczas dostosowania zaktadu do zalecen Kodeksow GMP i GHP ustalano
priorytety wdrazania wymagan w poszczegdlnych dziatach. Opracowano
harmonogramy prac i wskazano osoby odpowiedzialne za wykonanie
poszczegdlnych zadan. Efektem koncowym bylo powstanie dokumentu, Ksiegi
Higieny, zawierajacej wszystkie procedury i instrukcje oraz wzory formularzy
niezbgdnych do prowadzenia zapisow roboczych.

Dostosowanie do wymagan GMP i GHP ulatwilo wprowadzanie zalecen
pozostatych norm i standardow.

Na podstawie zarzadzenia najwyzszego kierownictwa, w polowie lat
dziewigcdziesiatych zostal powotany zespot HACCP, ktory mial za zadanie
opracowanie zalecen przystosowujacych do wymagan zawartych w Codex
Alimentarius [1], a nastepnie przeprowadzenie analizy zagrozen, ustalenie
krytycznych punktow kontrolnych CCP oraz metod ich monitorowania
i weryfikacji. Metode HACCP wdrazano wedlug 12 krokéw. W tym zakresie
zostaty opracowane opisy produktow, schematy technologiczne (zweryfikowane
na linii produkcyjnej), przeprowadzono analiz¢ zagrozen kazdego surowca
i etapu procesu produkcyjnego, okreslono srodki prewencyjne zapobiegajace
wystapieniu tych zagrozen i ustalono ich priorytety.

Po przeprowadzonej analizie 1 okresleniu s$rodkow prewencyjnych
wyznaczono CCP w najwazniejszych miejscach, w ktoérych mozna
wyeliminowaé, zapobiec lub ograniczy¢ zagrozenia. Prace nad wyznaczaniem
CCP w znacznym stopniu utatwito stosowanie ,.drzew decyzyjnych”, ale
najistotniejsza okazata si¢ wiedza i doswiadczenie pracownikdéw produkcyjnych.
Dla wyznaczonych krytycznych punktow kontrolnych ustalono limity krytyczne
i metody ich monitorowania. Na etapie opracowywania i wdrazania systemu
wazne bylo przewidzenie wszystkich mozliwych odchylen parametréow w CCP.
Bytlo to konieczne i niezbedne do ustalenia planu dziatan korygujacych.

Na podstawie opracowanych harmonograméw systemy funkcjonujace
w omawianym zaktadzie byly okresowo weryfikowane. Dzigki takim
przegladom zespét HACCP mogt sprawdzi¢, czy zalozenia systemu byly

wlasciwe i czy system dziala prawidlowo.
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Opracowanie dokumentacji systemowej miato na celu usystematyzowanie
i zapisanie czynno$ci, ktére byly juz wczesniej wykonywane w ramach
wewnetrznych systemow jakosci. Dokumenty opracowano przy pomocy
pracownikéw poszczegdlnych dzialow, korzystajac przy tym z ich wieloletniego
doswiadczenia 1 wiedzy. Najtrudniejszym elementem w systemie byto
przyzwyczajenie pracownikow do prowadzenie systematycznych zapisow.
Dlatego organizowano szkolenia, ktore mialy na celu zmian¢ mentalnosci
i przekonanie zatogi do skuteczno$ci wprowadzanych systemdéw. Wieloletni
proces przynioést bardzo korzystne rezultaty, widoczne w raportach
poauditowych.

Podczas poczatkowej fazy wprowadzania systemu HACCP do zaktadu,
zespdt HACCP ustalit ponad 140 CCP na wszystkich liniach produkcyjnych.
Kazdy CCP wymagat ciagtego nadzoru i monitoringu. Szczegdlng uwage
zwrdécono na zagrozenia, jakie moga zostaC wprowadzone przez surowce.
Réwniez istotne znaczenie odgrywalo ich magazynowanie oraz parametry
przechowywania potproduktéw otrzymywanych w procesie technologicznym.
Jednak kilkuletnie egzekwowanie od dostawcow spelniania zapisow zawartych
w specyfikacjach i wzajemne, pozytywne relacje wplynely na wypracowanie
zaufania, czego efektem byto zmniejszenie liczby CCP dla surowcow.

Po pigciu latach od ustalenia pierwszych CCP, zespét HACCP podjat
decyzje w sprawie przejscia z CCP na CP. Na decyzje t¢ skladalo si¢ szereg

bardzo istotnych elementow.

Obowiazkowo raz w roku w zaktadzie sprawdzany byt i weryfikowany caty
system HACCP. Zgodnie z wczesniejszymi ustaleniami, odbywaly si¢ audity
wewnetrzne, przeprowadzane przez pracownikow zaktadu z wielu dziatéw
i zewngtrzne, prowadzone przez audytoréw krajowych oraz zagranicznych.
Przygotowywane raporty z poszczegoélnych auditéw, jak réwniez wskazdwki
udzielane przez audytorow, stanowity podstawe do zmniejszenia liczby punktow
krytycznych. Kolejnym czynnikiem decydujacym o przejsciu z CCP na CP,
anastgpnie z ich rezygnacji, byla bardzo rygorystyczna selekcja dostawcow
i przeprowadzanie auditéw drugiej strony.
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Na podstawie kilkuletniej weryfikacji, modernizacji i szkolen personelu, pod
statym  nadzorem = pozostawiono elementy najbardziej  zagrazajace
bezpieczenstwu wyrobu gotowego.

Za  newralgiczny  punkt uznano = magazynowanie  SUrOWCOW,
a w szczegdlnosci mleka w proszku, ktore moze stanowié¢ zrédlo zagrozen
patogenami, wynikajace ze zle przeprowadzonego procesu technologicznego lub

w wyniku niewtasciwych parametrow magazynowania wyrobu gotowego.

Na podstawie kilkuletniej weryfikacji zapisow, punkty krytyczne
opracowane dla miazgi kakaowej (magazynowanie, uszlachetnianie) zostaty
uznane za punkty kontrolne, monitorowane zgodnie z zakladowym
harmonogramem. Mozliwe to bylo dzigki zakupowi debakteryzatora, ktory
eliminuje zagrozenia ze strony drobnoustrojow patogennych. Ze wzgledu na
bezpieczenstwo wyrobdw, debakteryzator stanowi krytyczny punkt kontrolny
i jest pod $cistg kontrolg pracownikow.

Dzigki statej kontroli linii produkcyjnej, zespot HACCP zauwazyl, ze
umieszczenie wykrywacza metalu na samym koncu linii produkcyjnej, tuz przed
pakowaniem do kartondéw, pozwala na wycofanie kilku krytycznych punktéw
kontrolnych, m.in. magazynowanie mas w zbiornikach. Podobnie jak
debakteryzator, wykrywacz metalu stanowi krytyczny punkt kontrolny.

Dzigki kilkuletnim przegladom, zaréwno poszczegdlnych elementow
systemow jakosci, w tym dokumentacji, zapisow i szkoleniom pracownikow, jak
i weryfikacji w formie auditdow wewngtrznych i zewngtrznych, mozliwe byto
zmniejszenie  punktéw  krytycznych 1 udoskonalenie nadzoru nad
bezpieczenstwem i jakos$cig wytwarzanych wyrobow.

Podsumowanie

Wzrost $wiadomo$ci i wymagan klienta oraz rosnaca konkurencja
spowodowaly, ze polskie przedsi¢biorstwa przemystu spozywczego coraz
wigksza wage przyktadaja do powtarzalnej, wysokiej jakosci oferowanych
wyrobdw i ustug. Jedng z metod zagwarantowania bezpieczenstwa produkcji jest

wdrozenie 1 monitorowanie systemow zarzadzania jako$cia. Oprécz
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obowiazkowych systeméw GMP, GHP i HACCP, wielu producentow podejmuje
si¢ dostosowania do wymagan norm ISO, m. in. serii 9000, 140000, 18000 oraz
22000, jak rowniez check list, okreslanych potocznie migdzynarodowymi
standardami Zzywnosciowymi BRC i IFS. Dla przedsigbiorstw przemystu
spozywczego systemy te nalezy uzna¢ jako komplementarne, gdyz nie tylko sie
nie wykluczaja, lecz wzajemnie uzupetniajg i wspomagaja. Dobra Praktyka
Przemystowa wykorzystuje zdobyte doswiadczenia w zakresie produkcji
Zywnosci, jej spozywania, przechowywania i obrobki.

Rosnace wymagania odbiorcéw powoduja, ze nie wystarczy juz koncowa
kontrola poziomu jako$ci wyrobu. Obecnie od wytworcy wymaga si¢, aby we
wszystkich swoich dziataniach podejmowal wysitki dla speinienia oczekiwan
konsumentdw i potrafit je potwierdzi¢ w postaci skutecznie dzialajacego systemu
zapewnienia jakosci. Szczegolnie sektor rolno — spozywczy, po trudnym dla
siebie okresie transformacji, wykazuje duze zainteresowanie 1 aktywnos¢

w dostosowywaniu si¢ do nowych wymagan.
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12. Jakos$¢ i bezpieczenstwo jako atrybuty ZzywnoSci
JOLANTA KOWALSKA,
KATARZYNA SZUSTKIEWICZ

Wstep

Bezpieczenstwo zywnosci oraz jej jakos¢ coraz czesdciej sa tematem dyskusji
spotecznej, przedmiotem zainteresowania organizacji pozarzadowych, a przede
wszystkim przedsigbiorstw branzy spozywczej. Wraz ze wzrostem liczby
produktéow na poétkach sklepowych oraz stopniem ich przetworzenia wzrasta
takze znaczenie jakosci zywnosci oraz jej bezpieczenstwa. Fakt przystapienia do
Unii Europejskiej zobowiazuje Polske do stosowania standardow, systemow oraz
metod obowigzujacych w krajach cztonkowskich. Duza konkurencyjnos¢ na
rodzimym rynku zwiazana z rozszerzeniem go na kraje Europy Zachodnigj
zmusita przedsigbiorcow do szukania nowych metod przyciagania nabywcow.
Wysoka jako$¢ oraz bezpieczenstwo staly si¢ nieodlacznym atrybutem zywnosci.
Jako$¢ produktow oraz klient i jego potrzeby staly si¢ priorytetem dla
przedsigbiorcow branzy spozywczej. Produkty przez nich oferowane musza
sprosta¢ oczekiwaniom konsumentow, zaréowno pod wzgledem wygladu,
walorow smakowych, zapachowych, odzywczych, stopnia przetworzenia,
wygody w przygotowaniu, konkurencyjnej ceny, jak i pod wzgledem

bezpieczenstwa dla zdrowia.

Istotng rol¢ w dostarczaniu konsumentowi produktéw bezpiecznych
o gwarantowane] jakosci odgrywaja producenci, ktorzy odpowiadaja za jakos¢
oferowanych produktéw [16]. Decyduja oni rowniez o sposobach jej
zapewniania i utrzymywania na statym poziomie. Obecnie za najskuteczniejszy
sposdb zapewniania bezpieczenstwa i jakosci produktow spozywczych uwaza si¢

wprowadzanie w  zakladach produkcyjnych rozwiazan systemowych,
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poprawiajacych komunikacj¢, organizacj¢ oraz integracj¢ podejmowanych

dziatan.

Jako$¢ i bezpieczenstwo zywnoSci

Znaczenie jakosci w codziennym zyciu konsumenta odgrywa coraz wigksza
role. Problemy napotykane w trakcie produkcji, przetwarzania, transportu czy
magazynowania czgsto sg przyczyna pogorszenia jakosci, a nawet moga
stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia czlowieka. Swiadomos¢ tych zagrozen, cheé
prowadzenia zdrowego trybu zycia oraz czynniki estetyczne i smakowe to
gléwne przyczyny popytu na produkty ,,wysokiej jakosci” [1]. W zwiazku
z rosnacg konkurencja na rynku, producenci zywnosci musza doktada¢ wszelkich
staran, aby produkty przez nich oferowane spelniaty wymogi bezpieczenstwa
oraz zaspakajaly coraz wyzsze oczekiwania klientéw [10].

Pojecie jakosci nie jest jednoznaczne i moze by¢ interpretowane w rézny
sposdb. Jako pierwszy pojecia ,,jakos¢” uzyt Platon, okreslajac je jako ,,pewien
stopien doskonatosci”. Wielki nauczyciel jakosci, William E. Deming, nazwat
jako$¢ ,,stopniem jednorodnosci i niezawodnosci wyrobu przy mozliwie niskich
kosztach i maksymalnym dopasowaniu do wymagan rynku” [20]. Inny wybitny
mysliciel, Joseph Juran, zaproponowal okreslenie jakosci poprzez: ,,stopien,
w jakim okreslony wyrob zaspakaja potrzeby okreslonego nabywcy”. Mozna tez
znalez¢ okreslenia bardziej ogdlne takie, jak ,,wszystko, co mozna poprawic”
[20], czy po prostu ,,zgodnos¢ z wymaganiami” [2]. Autor ostatniej definicji
kojarzony jest takze z ciekawym podejsciem do jakosci. Crossby [2] uzywa
okreslenia ,,zero defektéw”, ktore jest integralng czegscia ,,czterech pewnikow
jakosci”. Uwaza, iz jako$¢ powinna by¢ postrzegana jako zgodnos¢ z ustalonymi
oczekiwaniami klienta, a nie jako doskonalo$¢ wykonania. Jego zdaniem
koniecznoscig jest eliminowanie przyczyn powstawania btedu, a nie
kontrolowanie i usuwanie jego skutkow. Uwaza takze, iz nie moze istnie¢
dopuszczalny poziom niezgodnosci. Produkt dobrej jakosci musi
charakteryzowa¢ si¢ jedynym akceptowalnym poziomem, ktéory ma ,zero
defektow” [20].

Norma ISO 9000:2000 [12] traktuje jako$¢ jako:
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wStopien, w jakim zestaw inherentnych wlasciwosci spelnia wymagania”, przy
czym wlasciwos$ci rozumiane sg tu jako cechy rdznicujace produkty.

Jakos¢ jest pojeciem bardzo szerokim i dotyczy zaréwno sfery ustug, jak
i przedmiotow materialnych, osobno definiuje si¢ takze, jakos¢ produktow
spozywczych.

Szczegolna uwage nalezy poswigci¢ jako$ci zdrowotnej zywnosci, gdyz

wymaga ona definiowania nie budzacego zadnych watpliwosci, ze wzgledu na
mogace nastapi¢ zagrozenia. W ustawie o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia
[19] podano nastepujaca definicje:
,Jakos¢ zdrowotna zZywnosci jest to zbior cech i kryteriow, za pomocq ktorych
charakteryzuje sie zZywnoS¢ pod wzgledem wartoSci odzywczej, jakosci
organoleptycznej oraz bezpieczenstwa dla zdrowia konsumenta”. W tej samej
ustawie pojawia si¢ rowniez definicja sensorycznej jakosci zywnosci, ktoéra
traktuje jako$¢ jako cechy: smak, zapach, wyglad, barwa i konsystencja, ktore
cztowiek moze wyodrebnic¢ i oceni¢ za pomoca zmystow [18].

Jakos¢ zywnosci jest obecnie wartoscig priorytetowa dla kazdego
przedsigbiorcy. Warto zauwazy¢, ze zardwno w ustawodawstwie polskim, jak
iunijnym, jako$¢ dotyczy wylacznie obszaru bezpieczenstwa zdrowotnego
produktéw spozywczych. Przedsigbiorca ma zatem obowigzek wyprodukowac
zywnos$¢ nie zagrazajacg zdrowiu konsumenta. Nie ma tu mowy o jakosci
w szeroko pojetym rozumieniu konsumenckim, tj. spetiajagcym oczekiwania
nabywcy pod wzgledem wygladu, smaku, zgodnosci z tendencjami mody czy
wygody uzycia. W zwiazku z ogromng réznorodnoscia oferowanych produktow
oraz wzrastajacymi wymaganiami konsumentéw, producenci sa zmuszeni do
ciaglego udoskonalania swoich wyrobow. Mimo braku obowigzku zapewniania
wysokiej jakos$ci, jest to czynnik coraz bardziej istotny w zdobywaniu rynku
zbytu. Mozna wigc powiedzieé, ze dobra jakos¢ to ta, ktéra spelni wymagania
klienta [10].

Kolejnym, nierozerwalnie zwigzanym z zywnoscig elementem jest jej
bezpieczenstwo, ktére stanowi zagadnienie priorytetowe, zardéwno dla branzy
spozywczej, jak i dla konsumentow nabywajacych oraz konsumujacych zywnos¢
[18].
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Bezpieczenstwo jest ogdlnie okreslane jako:

taki stan, w ktorym ryzyko nieckorzystnego wplywu na zdrowie jest

wyeliminowane lub ograniczone do akceptowalnego poziomu” [6].

W przypadku bezpieczenstwa zywnosci ryzyko bedzie dotyczyto
wystgpowania zagrozen biologicznych, chemicznych, fizycznych, bezposrednich
oraz chronicznych, wystgpujacych w catym tancuchu zywnosciowym, ktore
moga wplynaé niekorzystnie na zdrowie konsumentdw. Zywno$é jest uwazana
za niebezpieczna, jezeli udowodniona jest jej szkodliwos¢ dla zdrowia lub nie
nadaje si¢ do spozycia przez ludzi. Nalezy podkresli¢, ze szkodliwo$¢ nie
dotyczy jedynie prawdopodobnego natychmiastowego czy dlugofalowego
skutku [6].

W ustawie o bezpieczenstwie zywnosci 1 zywienia [19], bezpieczenstwo
zywnosci definiowane jest jako ,,0¢0f warunkéw, ktore muszq by¢ spetniane,
dotyczqcych w szczegolnosci:

a) stosowanych substancji dodatkowych i aromatow,

b) poziomow substancji zanieczyszczajqcych,

¢) pozostalosci pestycydow,

d) warunkow napromieniania zZywnosci,

e) cech organoleptycznych,

i dziatan, ktore muszq by¢ podejmowane na wszystkich etapach produkcji lub

obrotu Zywnosciq, w celu zapewnienia zdrowia i Zycia czlowieka ™.

Mozna wiec powiedzieé, ze ,,zywnoS¢ bezpieczna to taka, ktora nie szkodzi
ani zdrowiu ani Zyciu konsumenta”. Zywnos$é taka nie zawiera zanieczyszczen
(substancji przedostajacych si¢ do Zywnosci w nastgpstwie procesu
produkcyjnego, wskutek nieprawidtowosci w obrocie Zzywnoscia, badz
wystepujacych w nastepstwie zanieczyszczenia $rodowiska naturalnego, ktore
moga stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia czlowieka lub powodowac
nieprzydatnos¢ do spozycia), powyzej scisle okreslonego poziomu tolerancji,
ktory stanowi granice bezpieczenstwa zdrowotnego dla konsumentéw [5].

Zgodnie z nowg strategia ustawodawstwa Unii Europejskiej bezpieczenstwo

zywnosci nie dotyczy wylacznie ,, dbafosci o zapobieganie zagrozeniom zdrowia
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i Zycia konsumenta”, ale obejmuje réwniez ,, troske o dobrostan i zdrowie roslin
oraz zwierzqt, dbalos¢ o srodowisko cziowieka, o otoczenie produkcji rolnej oraz

przetworstwa, a takze troske o ekonomiczne bezpieczenstwo konsumenta’’[9].

Bezpieczenstwo zywnosci w nowej migdzynarodowej normie ISO 22000
[13] jest definiowane jako ,zalozenie, zZe ZywnoS¢ nie spowoduje szkody
konsumentowi ~w  fazie przygotowania i/lub  spoZzywania  (zgodnie

z przeznaczeniem)”.

Bezpieczenstwa produktu jest zwigzane z jego identyfikowalno$cia, a wigc
mozliwoscia odtworzenia jego historii od surowca do wyrobu finalnego.
W przypadku problemoéw zwiazanych z bezpieczenstwem zywnosci wiladze
panstwowe we wspolpracy z producentem zywno$ci maja obowiazek szybko
zareagowacé, oszacowaé wplyw potencjalnego zagrozenia na zdrowie
konsumentéw oraz wycofa¢ produkt niezgodny z rynku [4].

Aspekty bezpieczenstwa zywnosci skupiajg si¢ w sposob szczeg6élny na
ochronie konsumentow, dlatego istotnym przedmiotem regulacji prawnych
w produkcji i obrocie zywnoscia jest okreslenie warunkow, jakie musza byc¢
spetnione, aby zywnos¢ nie stanowita zagrozenia. W Rozporzadzeniu 178 [15],
ktore jest podstawa nowej strategii bezpieczenstwa zywnos$ci nie pojawia si¢
jednak definicja ,,bezpieczenstwa zywnosci”. Natomiast zwrdcono szczeg6élna
uwagg na wyjasnienie pojec:

e ryzyko definiowane jako ,niebezpieczenstwo zaistnienia negatywnych
skutkow dla zdrowia oraz dotkliwosci takich skutkow w nastepstwie
zagrozZenia”,

e zagrozenie definiowane jako ,.czymnik biologiczny, chemiczny Iub
fizyczny w Zywnosci lub paszy, badz stan zywnosci lub paszy, mogqcy
powodowaé negatywne skutki dla zdrowia”.

Nalezy podkresli¢ bliskos¢ tych zagadnien (tj. bezpieczenstwo, ryzyko,
zagrozenie), ktore sprowadzaja si¢ do negatywnych skutkow, zwiazanych ze
spozyciem zywnosci [11].

Pojecia ,,jako$¢ zywnosci i bezpieczenstwo zywnosci”, uzywane sa czgsto

zamiennie. Jest to bezposrednio zwiazane z oczekiwaniami konsumenta, ktory
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nabywajac produkt zaktada, ze posiada on obydwie te cechy. Bezpieczenstwo
zywnosci stalo si¢ niezbedna czes$cig skladowa jakosci. Wiadze panstwowe
popchnety zywnos$¢ i przemyst zywnosciowy w kierunku wszechstronnego
rozwoju systemow zarzadzania jakoScia, aby poprawi¢ bezpieczenstwo
zywnosci, restrukturyzowac system kontroli zywnosci i odbudowaé w ten sposdb
zaufanie konsumenta do zywnos$ci. Problem bezpieczenstwa zywnosci zostat
czg$ciowo rozwiagzany przez konkurencyjno$¢ na rynku. Tylko produkty
gwarantowanej jakosci, w tym rowniez bezpieczne maja szanse na ekspansje
rynkowa [14].

Pojecia ,,jakos$¢” 1 ,,bezpieczenstwo” nalezy rozrézni¢, bowiem ,,Jakosé jest
elementem realizacji umowy pomiedzy klientem i dostawcq. Konsument placi za

Jjakos¢, natomiast bezpieczenstwo musi by¢ zagwarantowane prawnie’[11].

Wymagania prawne

Podstawowym celem regulacji prawnych ustawodawstwa zywnosciowego
jest zapewnianie bezpieczenstwa i ochrona zdrowia konsumenta. W zwigzku
Z pojawiajacymi si¢ coraz czgsciej chorobami zwierzat oraz zanieczyszczeniem
zywnosci, stanowigcymi zagrozenie dla zdrowia konsumenta, w ostatnich latach
powstalo wiele uregulowan prawnych, ktérych zapisy maja na celu usprawnienie
nadzoru nad produkcja i obrotem zywnosci oraz ujednolicenie przepiséw,
stanowiacych wymagania dla organizacji przemystu spozywczego.

Elementarna ksiega, propagujaca na calym $wiecie jednolite zasady
bezpieczenstwa zywnosci, jest Codex Alimentarius — Kodeks Zywnosciowy
FAO/WHO [18]. W kodeksie zostaly opisane zasady systemu HACCP oraz
etapy jego wdrazania. System ten stanowi podstawe w zapewnianiu
bezpieczefistwa zywnosci. Kodeks Zywnosciowy nie jest prawem
ustanowionym, jednak kazdy kraj moze z niego skorzysta¢ przy tworzeniu prawa

wewnetrznego.

Wymogi prawa zywno$ciowego przez wiele lat sprawialy trudnosci
w interpretacji, co z kolei prowadzilo do nieporozumien pomigdzy krajami
cztonkowskimi. Brak jednolitych przepiséw na rynku zywnosci oraz ogromne

zmiany w metodach produkcji i przetwdrstwa zywnosci doprowadzity do
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powstania nowe;j strategii w zakresie bezpieczenstwa zdrowotnego krajow Unii
Europejskiej [9]. Strategia ta, opisana w “Biatej Ksiedze Bezpieczenstwa
Zywnosci”, odnosi sie do metod produkcji oraz wskazuje na konieczno$é
systemowego podejScia do zapewniania zgodnos$ci ze standardami
bezpieczenstwa. W tresci Biatej Ksiggi stwierdzono, ze: ,, Priorytetem polityki
komisji jest zapewnienie najwyzszych standardow bezpieczenstwa zZywnosci
w Unii Europejskiej ” [18].

Niewatpliwie najwazniejszym dokumentem prawnym, regulujacym
wytyczne dotyczace bezpieczenstwa zywnosci, jest Rozporzadzenie WE
178/2002 z dnia 28.01.2002, powotujace Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnodci, ustanawiajace ogolne zasady iwymagania prawa zywno$ciowego
oraz procedury dotyczace bezpieczenstwa zywnosci [7].

Rozporzadzenie 178/2002/WE tworzy trzy filary bezpieczenstwa zywnosci
w UE. Pierwszy z nich to prawo zywnosciowe regulujace zagadnienia
bezpieczenstwa zywnosci w calej Unii Europejskiej. Drugi filar stanowi
powolany na mocy Rozporzadzenia Europejski Urzad ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci - EFSA. Trzeci filar to instytucje wspdlnoty i krajow cztonkowskich,
odpowiedzialne za urz¢gdowa kontrolg zywnosci.

Rozporzadzenie 178/2002/WE tworzy ramowe zasady dla pobierania prob,
analizy, zarzadzania kryzysowego, kontroli importu zywnosci i pasz oraz
rejestracji przedsigbiorstw zywnosciowych i paszowych, dzigki ktérym system
kontroli moze objac¢ caty tancuch zywnosciowy [9].

Kolejnymi dokumentami, ktére uscislaja obowiazki stawiane producentom
w zakresie produkcji, sktadowania i obrotu zywnoscia, atakze podkreslaja
wymagania higieniczne, sa Rozporzadzenie WE nr 852/2004 z 29.04.2004
w sprawie higieny srodkow spozywczych oraz Rozporzadzenie WE nr 853/2004
z 29.04.2004, ustanawiajace szczegOlne przepisy dotyczace higieny
w odniesieniu do zywnosci pochodzenia zwierzecego. Dokumenty te wskazujg
na odpowiedzialno$¢ przedsigbiorstw za bezpieczenstwo zywnos$ci, omawiaja
ogolne i szczegdlowe zasady higieny zywnosci, naktadaja obowiazek weryfikacji
oparty na zasadach systemu HACCP oraz wskazuja na korzystanie z wytycznych

Dobrej Praktyki Produkcyjnej (GMP). Rozporzadzenia naktadaja réwniez
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obowigzek rejestracji i zatwierdzania przedsigbiorstw oraz utrzymanie tancucha
chlodniczego dla zywnosci tego wymagajacej. 25 sierpnia 2006 roku uchwalono
Ustawe o bezpieczenstwie zywnosci 1zywienia, ktdra zostala w catosci
dostosowana do prawa zywnosciowego UE 1 jest obecnie podstawowym aktem
prawnym, ktéry reguluje zasady zapewniania bezpieczenstwa zdrowotnego
zywnosci 1 zywienia w Polsce. Ustawa opisuje wymagania dotyczace jakosci
zdrowotnej zywnosci, przestrzegania zasad higieny oraz bezpieczenstwa
zdrowotnego, zasady produkcji zywnos$ci oraz jej obrotu. Ponadto reguluje
wymagania dotyczace urzadzen, aparatury, opakowan i innych materialow
majacych kontakt zzywnosciag. Wyznacza takze zasady przeprowadzania
urzedowej kontroli zywnosci. Wedlug zapisow Ustawy za zagwarantowanie
bezpieczenstwa zdrowotnego zywnosci odpowiada przedsigbiorca sektora
spozywczego. Ustawa podkresla konieczno$¢ identyfikowania produktow w
catym tancuchu zywnosciowym, zaczynajac od gospodarstwa rolnego, a konczac
na konsumencie [19].

Dostosowywanie prawa krajowego do ustawodawstwa unijnego w zakresie
bezpieczenistwa zywnoSci nie jest procesem latwym i pozbawionym
kontrowersji. Wsrdd tworcow aktow prawnych panuje przekonanie, iz tylko
spdjne, precyzyjne 1 jasne przepisy pozwola osiagna¢ wysoki poziom
bezpieczenstwa zywnosci we wszystkich galeziach tancucha zywnosciowego.
Wazrost bezpieczenstwa zywnosci jest, bowiem jedynym warunkiem, dzigki
ktoremu moze wzrosna¢ zaufanie konsumentow do produktow spozywczych.
Wraz z realizacja zrozumialego, jednolitego 1 praktycznego prawa
zywnosciowego zostanie spelniony podstawowy cel, jakim jest ochrona zdrowia
1 zycia czlowieka [8].

Systemy a jako$¢ i bezpieczenstwo

Konsument nie posiada bezposrednich narzedzi do oceny i weryfikacji
swoich oczekiwan, musi zatem polega¢ na deklaracjach producentéw oraz
tworcach prawa zywno$ciowego. Nalezy podkresli¢, ze konsument jest nie tylko
ostatecznym odbiorca zywnosci, ale jednoczesnie ponosi cate ryzyko zwigzane

z jej spozyciem i ewentualnymi konsekwencjami zdrowotnymi. Coraz wyzsze
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wymagania konsumentow, dotyczace stopnia przetworzenia, wygody spozycia
1 przygotowania oraz réznorodnosci smakdéw i wygladu artykutow spozywcezych,
sprzyjaja wystepowaniu wielu zagrozen. Istotne sg rowniez globalizacja handlu,
swobodny przeptyw towardw, zanieczyszczenie srodowiska naturalnego, a takze
niewystarczajacy nadzor nad jakoscia i bezpieczenstwem zywnos$ci ze strony
urzedowej kontroli. Nadal duzym problemem sa nieuczciwi producenci, ktorzy
chcac obnizy¢ koszty nie przestrzegaja procedur lub falszuja Zzywnosc,
stwarzajac powazne zagrozenie dla zdrowia konsumentéow. Zatem pojgciu
zywnos$ci powinno stale towarzyszy¢ pojecie zaufania, natomiast produkcji -
odpowiedzialnos¢ i etyka.

Konsument chce wierzy¢, ze jakos¢ oferowanych produktéw jest stale
i rzetelnie nadzorowana przez producentow i wlasciwe urzedy, a podstawg tego
zaufania  jest stabilne prawo zywno$ciowe. Zapewnianie jakosci
i bezpieczenstwa polega przede wszystkim na stawianiu wysokich wymagan
producentom zywnosci oraz sprawnym nadzorze nad wszystkimi ogniwami

tancucha zywnosciowego.

Jednym z elementéw nadzoru nad Zzywnoscig jest obowiazek wdrazania
zasad dobrych praktyk GHP/GMP oraz HACCP, stojacych na strazy
bezpieczenstwa zywnosci. Systemy te sa skutecznym sposobem eliminacji
zagrozen oraz zapobiegania ich powstawaniu. Coraz czesciej, oprocz systemu
HACCP przedsiebiorstwa decyduja sie rowniez na wdrazanie nieobligatoryjnych
systemow zapewniania jakosci. Wysokie wymagania ze strony rynku zmuszaja
producentdw do usprawniania swojej dziatalno$ci poprzez systemowe
zarzadzanie calg organizacja.

Z tego tez wzgledu coraz wigeksza popularnoscia ciesza si¢ systemy
zarzadzania jakoscia (ISO 9001), srodowiskiem (ISO 14001) oraz
bezpieczenstwem i higieng pracy (ISO18001). Wdrozenie tych norm nie tylko
poprawia funkcjonowanie firmy, ale w duzej mierze zwigksza konkurencyjnosé
na rynku. Posiadanie certyfikowanych systemow jakosci stanowi rowniez kartg
przetargowa w dzialaniach marketingowych. Wielkie nadzieje budzi nowa
mi¢dzynarodowa norma ISO 22000, skierowana szczeg6lnie do przedsigbiorcow
branzy spozywczej. Laczy ona elementy zarzadzania jakoscia z wymaganiami
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HACCP oraz dobrymi praktykami. Norma ta stanowi perspektywe dla
przedsigbiorcdw, zapewniajac jednoczesnie bezpieczenstwo i wysoka jakosé
produktow spozywczych.

Pojawienie si¢ produktow pod marka handlowa stworzylo konieczno$é
zapewnienia wyrdwnanego oraz akceptowalnego przez konsumentéw poziomu
jakosci wszystkim wyrobom sprzedawanym pod jedna marka. Nalezy pamigtac,
ze konsument niezadowolony z jednego produktu, oceni cata marke handlowa.
Zadowolenie badz niech¢¢ konsumenta automatycznie rozciaga si¢ na wszystkie
towary tej marki. W zwiazku z powyzszymi dylematami oraz potrzeba
zapewnienia wyrownane] 1 pewnej jakosci produktow zywnosciowych
sprzedawanych w sieciach supermarketéw, rozpoczeta si¢ dyskusja, ktorej
efektem byto powstanie standardow dla dystrybutoréw sieci handlowych - BRC
(British Retail Consorcium) oraz IFS (International Food Standard) [3].
Certyfikacja zgodno$ci z wymaganiami zawartymi w tych standardach otwiera
droge w nawiazaniu wspotpracy z sieciami hipermarketow.

Podsumowanie

Jako$¢ i bezpieczenstwo to niewatpliwie najwazniejsze atrybuty zywnosci.
Problem jakosci zywnosci oraz jej wptywu na zdrowie od dawna jest tematem
wielu dyskusji i rozwazah. Zywno$¢ przestata petié¢ funkcje jedynie
energetyczng i odzywcza, a stala si¢ elementem kulturowym i obyczajowym.
Wspotczesny konsument oczekuje od zywnosci nie tylko zrédia energii oraz
niezbednych sktadnikow odzywczych, ale takze atrakcyjnosci wizualnej,
sensorycznej, zadowolenia, przyjemnosci i pewnosci. Konsumentowi nie
wystarcza juz jako$¢ akceptowalna. Szuka produktéw, ktore spetnia jego
wysokie oczekiwania. Wygrywaja produkty, ktére oprocz atrakcyjnej ceny
charakteryzuja si¢ wysoka jakoscia.

Przed producentami stoi zatem powazne zadanie — wdrazanie systemow
zarzadzania jakoS$cia i bezpieczenstwem zywnosci, stuzace spelnieniu oczekiwan

klientdw oraz utrzymaniu wysokiej pozycji na rynku.
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