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Wst p

  W ostatnim dziesi cioleciu zaobserwowano ogromny post p w przemy le
ywno ciowym, szczególnie w zakresie przestrzegania technologicznej jako ci

produktu i jego bezpiecze stwa. Wiele trudu w o ono w stworzenie systemów 
zapewnienia jako ci i zagwarantowania bezpiecze stwa. Utrzymanie wysokiej 
jako ci produktów nie jest mo liwe bez wprowadzania nowoczesnych, 
wiarygodnych i szybkich metod analitycznych, dzi ki którym mo liwe jest 
kontrolowanie, równie  on-line, procesu wytwórczego. Dlatego oddajemy 
w Pa stwa r ce trzeci  monografi , której rozdzia y powsta y na bazie referatów 
wyg oszonych na VI Konferencji Naukowej „Jako  i Bezpiecze stwo 

ywno ci”, zorganizowanej przez Oddzia  Warszawski Polskiego Towarzystwa 
Technologów ywno ci, przy wspó pracy Wydzia u Nauk o ywno ci (dawniej 
Wydzia  Technologii ywno ci) SGGW w 2007 roku. Tematem wiod cym
konferencji by y: „Nowoczesne metody analityczne w zapewnianiu jako ci
i bezpiecze stwa ywno ci”.

  Zach camy do wnikliwej lektury niniejszej monografii, maj c nadziej , e
przyczyni si  ona do dalszego pog bienia wiedzy i wiadomo ci ró norodno ci
aspektów zwi zanych z zapewnieniem wysokiej jako ci ywno ci i wymaganego 
poziomu bezpiecze stwa produktu ywno ciowego.

  Dorota Witrowa-Rajchert i Agata Marzec 
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1. Molekularny poziom bezpiecze stwa ywno ci      
HENRYK KOSTYRA, ANNA WACIÓR 

ywno  jest z o on  kompozycj  zwi zków, w której sk ad wchodz
substancje od ywcze, przeciw ywieniowe oraz naturalnie wyst puj ce toksyny. 

ywno  jest równie  kompozycj  zwi zków o ró nym stopniu interaktywno ci,
zale nej od rodowiska chemicznego, fizycznego i mikrobiologicznego. Osobny 
rodzaj ywno ci stanowi  produkty spo ywcze zawieraj ce genetycznie 
zmodyfikowane sk adniki. Okre lenie stopnia bezpiecze stwa ywno ci jest 
trudnym zadaniem, determinowanym walorami (pro)zdrowotnymi jak i spektrum 
i dok adno ci  metod analitycznych. Bezpiecze stwo ywno ci mo na okre la
przyjmuj c ró ne kryteria, które jednostkowo okre laj  rodzaj tego 
bezpiecze stwa, a w ca o ci przybli aj  to bezpiecze stwo do kompleksowej, 
rzeczywistej warto ci. Strategie okre lania bezpiecze stwa ywno ci mog  by
ró ne w zale no ci od potrzeb. W tym artykule bezpiecze stwo ywno ci 
sklasyfikowano wed ug nast puj cych kategorii: fizjologiczne, dietozale ne,
funkcjonalne, mikrobiologiczne, toksykologiczne i sensoryczne (Rys.1). 
Poniewa  jest to do  nietypowa klasyfikacja, niespotykana w literaturze z tego 
obszaru bada , istnieje potrzeba wyja nienia tych poj .

Na szczególne omówienie zas uguje poj cie bezpiecze stwa fizjologicznego, 
które wymaga spojrzenia na sk adniki ywno ci, jako ród o nie tylko 
sk adników od ywczych, budulcowych, ale równie  prekursorów biologicznie 
aktywnych zwi zków. Ich biologiczna aktywno  dotyczy funkcji regulatorowej 
metabolizmu komórkowego, wp ywu na równowag  ekosystemu 
mikrobiologicznego przewodu pokarmowego, funkcj  psychoaktywn
i immunogenn . Ten fakt jest zgodny z wspó czesnymi pogl dami na funkcj
niektórych sk adników ywno ci, jako stymulatorów ekspresji genów, a wi c
potencjalnej syntezy prozdrowotnych lub prochorobotwórczych bia ek,
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enzymów w organizmie cz owieka. Adekwatnym okre leniem tego procesu jest 
nutrigenomika. Spektakularnym przyk adem tego zjawiska mog  by  bia ka 
mleka krowiego, które s  prekursorami biologicznie aktywnych peptydów 
uwalnianych w produktach spo ywczych oraz przewodzie pokarmowym 
cz owieka. Wykazuj  one takie aktywno ci biologiczne jak: opioidowa [4], 
inhibitorowa w stosunku do multifunkcjonalnego enzymu konwertazy 
angiotensyny, reguluj cego obwodowe ci nienie krwi [6, 8], 
immunomodulacyjna [3], antymikrobiologiczna [10], przeciwzakrzepowa 
i transportowa, zwi zana z transportem makroelementów do krwi [7]. 

                              BEZPIECZE STWO YWNO CI

       FIZJOLOGICZNE 

       DIETOZALE NE

                              JAKO  FUNKCJONALNA        
       SENSORYCZNA 

       MIKROBIOLOGICZNA 

       TOKSYKOLOGICZNA 

Rys. 1. Klasyfikacja rodzajów bezpiecze stwa ywno ci

Jest to przyk ad bezpiecze stwa molekularnego, zwi zanego z poda  tych 
peptydów w organizmie cz owieka. Nie do ko ca jest rozpoznane ryzyko 
ilo ciowego bezpiecze stwa zawarto ci bioaktywnych sk adników obecnych 
w ywno ci lub uwalnianych w przewodzie pokarmowym cz owieka
z prekursorów znajduj cych si  w ywno ci. Bezpiecze stwo fizjologiczne 
ywno ci sugeruje potrzeb  wprowadzenia nowych wyró ników jako ci
ywno ci, uwzgl dniaj cych jej aktywno  biologiczn . Przytoczony przyk ad 

obecno ci w ywno ci peptydów opioidowych jasno dowodzi, e znacznie 
zmala a granica pomi dzy klasycznym poj ciem ywno ci a lekiem. Powstaje 
wi c pytanie czy produkt spo ywczy zawieraj cy bioaktywne zwi zki 
o terapeutycznej funkcji nale y uwa a  za klasyczn ywno , czy suplement 
dietetyczny, medyczny produkt ywno ciowy lub po prostu nutraceutyk. Ka de
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okre lenie jest limitowane stopniem zagro enia zaistnienia ujemnych skutków, 
jakie wyst puj  w wyniku spo ywania takiego produktu w wymiarze 
populacyjnym. Niemniej fakt ten rodzi potrzeb  nowych definicji produktów 
ywno ciowych oraz unormowa  prawnych zasad ich produkcji. W najbli szej 

przysz o ci nale y spodziewa  si , e nutraceutyki zawieraj ce bioaktywne 
peptydy b d  ekspansywnie wkracza y na rynek ywno ciowy i farmaceutyczny 
[7]. Pewnym ograniczeniem tej ekspansji jest istnienie nadal tzw. „zielonej 
strefy”, która tworzy graniczn  przestrze  pomi dzy roszczeniow  zawarto ci
sk adników ywno ci a zakazanymi roszczeniami zdrowotnymi [1] (Rys. 2). 
Roszczenia zdrowotne oznaczaj  istniej c  zale no  pomi dzy ywno ci  lub 
sk adnikami ywno ci a chorob  lub warunkiem zdrowia.  

Roszczenie 

zawarto ci

sk adników
pokarmowych 

 Roszczenie 
funkcji

sk adników
pokarmowych 

Roszczenie 

zdrowotno ci

sk adników

pokarmowych 

Roszczenie 

chorobowo ci

sk adników

pokarmowych 

Dozwolone                                                                                         Zabronione 

Rys. 2. Schematyczna prezentacja po czenia pomi dzy dozwolonymi 
i zabronionymi roszczeniami. Roszczenia dotycz ce sk adników ywno ci
oznaczaj  zale no  wyst puj c  pomi dzy ywno ci , sk adnikami ywno ci
lub nutraceutykami obecnymi w ywno ci a warunkiem odpowiadaj cym 
zdrowiu lub chorobie [1] 

Kolejnym poj ciem, które wymaga obja nienia jest bezpiecze stwo 
ywno ci zwi zane z chorobami dietozale nymi. W tym przypadku 

bezpiecze stwo ywno ciowe nie dotyczy jako ci ywno ci, ale stanu 
zdrowotnego konsumenta. Konsument cierpi cy lub choruj cy z powodu 
spo ywania powszechnie dost pnych produktów ywno ciowych jest najcz ciej 
osobnikiem z wad  genetyczn  lub niewydolno ci  uk adu immunologicznego 
(celiakia, cukrzyca, alergia pokarmowa). Specjalne wymagania takiego 
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konsumenta powoduj  konieczno  produkcji ywno ci pozbawionej 
szkodliwego sk adnika, jak równie  precyzyjnej informacji na produkcie 
ywno ciowym o jego obecno ci w zasadniczym produkcie lub produktach 

z jego dodatkiem. Od ywianie si  tak spreparowan ywno ci  niesie 
niebezpiecze stwo wyst pienia niedoborów ywieniowych spowodowanych 
brakiem w diecie pe nego spektrum sk adników od ywczych. 

Bezpiecze stwo mikrobiologiczne ywno ci najcz ciej zaw ane jest do 
obecno ci w ywno ci mikroflory patogennej lub wytwarzanych przez ni
toksyn, np. aflatoksyn. Wspó czesna wiedza sk ania do poszerzenia poj cia 
bezpiecze stwa mikrobiologicznego ywno ci. Prozdrowotne dzia anie 
ywno ci polega mi dzy innymi na zachowaniu korzystnej dla organizmu 

cz owieka równowagi ekosystemu mikrobiologicznego przewodu pokarmowego. 
Poda  w diecie pro- pre- synbiotyków staje si  elementem jako ci diety, co 
wi e si  mi dzy innymi z immunostymulacj  wp ywaj c  na poziom 
zdrowotno ci cz owieka.

Najmniej zrozumia ym mo e wydawa  si  poj cie bezpiecze stwa 
funkcjonalnego ywno ci. Istotnie, wi kszo  bada , które wi  si
z bezpiecze stwem ywno ci nie uwzgl dnia wp ywu matrycy na aktywno
biologiczn  zwi zków obecnych w ywno ci, a jej rola nie powinna by
pomijana. Po pierwsze, mo e ona pe ni  funkcj  stymuluj c  prac  przewodu 
pokarmowego (b onnik). Ponadto mo e by  czynnikiem detoksykacyjnym dzi ki
zdolno ci absorpcji substancji toksycznych. Matryca mo e równie
modyfikowa  potencja  immuno-alergenny sk adników ywno ci. Nie do 
przecenienia jest równie  jej rola jako czynnika modyfikuj cego rodowisko
interakcji sk adników ywno ci, mog cych ulega  synergicznym lub 
antagonistycznym efektom, np. zmiana potencja u przeciwutleniaj cego.

Zaskakuj ce mo e równie  wydawa  si  okre lenie bezpiecze stwo 
sensoryczne ywno ci. W zasadzie panuje zgodna opinia, e ywno
charakteryzuj ca si  dobr  smakowito ci  jest bezpieczna. Za o enie to by oby 
ca kowicie s uszne, gdyby nie fakt, e pozytywne wra enia smakowe 
i zapachowe kojarz  si  z naturalnymi i bezpiecznymi sk adnikami ywno ci, 
a nie zawsze tak jest. Niestety smak lub zapach zwi zku chemicznego zale y od 
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jego struktury, a nie ród a pochodzenia. Ten fakt powoduje, e istnieje 
mo liwo  modyfikowania smakowito ci ywno ci za pomoc  substancji 
syntetycznych, co wcale nie musi by  jednoznaczne z zachowaniem jej wysokiej 
warto ci ywieniowej. Skrajnie mo na przyj , e istnieje potencjalne 
niebezpiecze stwo maskowania jako ci ywno ci poprzez dodatek do niej 
substancji intensyfikuj cych jej po dan  smakowito , de facto maskuj cych jej 
gorsz  jako .

Bezpiecze stwo toksykologiczne ywno ci jest kategori  najbardziej 
zrozumia , poniewa  dotyczy obecno ci w ywno ci substancji toksycznych. 

Na tle przedstawionych ró nych kategorii bezpiecze stwa ywno ci rodzi si
pytanie czy w ogóle jest mo liwe wyprodukowanie ca kowicie bezpiecznej 
ywno ci, tzn. pozbawionej substancji przeciw ywieniowych i toksycznych. Na 

to pytanie niestety pozostaje tylko odpowied  negatywna, czego znakomitym 
dowodem jest proces nieenzymatycznej glikozylacji bia ek zachodz cy podczas 
przechowywania i przetwarzania surowców spo ywczych. 

Nieenzymatyczna glikozylacja bia ek (glikacja) – reakcja Maillarda jest 
reakcj  spontaniczn  zachodz c  pomi dzy wolnymi grupami aminowymi 
aminokwasów, peptydów, bia ek, kwasów nukleinowych i niektórych 
fosfolipidów [5,9] (Rys.3). Taki charakter glikacji powoduje, e jest ona 
powszechnie spotykana w ywno ci, a jej zakres zale y od warunków 
rodowiska, tj. pH, wilgotno , temperatura i czas. Jest reakcj  nie do unikni cia 

podczas produkcji ywno ci. Interesuj ce staje si  wi c pytanie o natur
powstaj cych podczas tej reakcji produktów, szczególnie w aspekcie 
bezpiecze stwa ywno ci. Produkty reakcji Maillarda mo na zakwalifikowa  do 
4 podstawowych grup: 

1. zwi zki barwne, 

2. zwi zki kszta tuj ce po dan  b d  niepo dan  smakowito ywno ci,

3. zwi zki toksyczne np. kancerogenne akrylamidy, 

4. produkty interakcji, tj. zglikolizowane aminokwasy obni aj ce warto
ywieniow  lub artefakty enzymów ze zwi zkami melanoidowymi, chelatowe 

metalokompleksy oraz produkty zaawansowanej glikacji, np. neoalergeny. 
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Przytoczone fakty dowodz , e osi gni cie absolutnego bezpiecze stwa 
ywno ci jest niemo liwe, co wynika równie  z ewolucyjnego rozwoju 

ekosystemowego przyrody. Bezpiecze stwo ywno ci jest wi c wypadkow
pomi dzy jej walorami (pro) zdrowotnymi i naturalnie wyst puj cymi lub 
powstaj cymi podczas produkcji substancjami przeciw ywieniowymi 
i toksycznymi. 

Pierwszorz dowa  

grupa aminowa                 P  - NH2       +    cukier redukuj cy 

bia ek

Zasada                                           H     H    OH

Schiffa                                            |       |      |               

                                                P – N = C – C -----  + H2O

                                                             

                                                      H    H    O 

                                                       |      |      || 

Ketoamina                              P – N – C – C ------- 

                                                              | 

                                                             H 

                                                               

      SUBSTANCJE BARWNE 

  SUBSTANCJE SMAKOWO-ZAPACHOWE 

  SUBSTANCJE TOKSYCZNE 

  PRODUKTY ZAAWANSOWANEJ GLIKACJI 

Rys. 3. Pocz tkowy mechanizm reakcji Maillarda oraz powstaj ce produkty 
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Pewnym podsumowaniem przedstawionej problematyki bezpiecze stwa 
ywno ci mo e by  definicja zaproponowana w raporcie OECD z 1993 roku 

brzmi ca nast puj co:

„Bezpiecze stwo ywno ci spo ywanej przez ludzi oparte jest na sensownie 
sformu owanym poj ciu stwierdzaj cym, e ywno  nie powoduje szkody dla 
zdrowia i jest w zamierzony sposób i w zamierzonych warunkach spo ycia 
wykorzystywana. Z perspektywy historii, jedzenie przygotowane i wykorzystane 
w sposób tradycyjny jest uwa ane za bezpieczne w oparciu o d ugoletnie 
do wiadczenie, chocia  mo e ono zawiera  substancje przeciw ywieniowe 
i toksyczne. Zak ada si , e ywno  jest bezpieczna, je li nie zidentyfikowano 
znacz cego niebezpiecze stwa jej spo ycia” [2]. 

Podsumowanie

Przedstawione ró ne aspekty i mo liwe kryteria oceny bezpiecze stwa 
ywno ci sk aniaj  do wyra enia pogl du, e ywno  jest dynamiczn

kompozycj  sk adników od ywczych, budulcowych, biologicznie aktywnych 
i nieod ywczych, w tym równie  przeciw ywieniowych i toksycznych. W tym 
kontek cie, bezpieczna ywno  to taka, której potencja  biologiczny sprzyja 
prawid owemu psycho-fizycznemu rozwojowi cz owieka, a zawarte w niej 
sk adniki niekorzystne dla zdrowia mieszcz  si  w dopuszczalnych granicach 
ryzyka pomi dzy zdrowiem cz owieka a jego chorob . Osi gni cie wymaganego 
standardu bezpiecze stwa ywno ci 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 zawarto ci pierwiastków 
w wietle aktualnych wymaga  Unii Europejskiej 

     RENATA J DRZEJCZAK

Wymagania i zalecenianormatywne

ywno ci / rodkiem spo ywczym jest ka da substancja lub produkt, 
przetworzony, cz ciowo przetworzony lub nieprzetworzony, przeznaczony do 
spo ycia przez ludzi lub którego spo ycia przez ludzi mo na si  spodziewa . Do 
ywno ci zalicza si  równie  napoje, gum  do ucia i wszelkie substancje, 
cznie z wod , wiadomie do niej dodane podczas jej wytwarzania, 

przygotowania lub obróbki [11]. Zadaniem ywno ci jest dostarczanie 
organizmowi cz owieka niezb dnych substancji od ywczych potrzebnych do 
jego prawid owego funkcjonowania i rozwoju. W ywno ci jednak e mog
znajdowa  si  tak e ró ne substancje niepo dane, które w postaci 
zanieczyszcze  mog  by  do niej wprowadzone na ró nych etapach produkcji,  
a które w konsekwencji sta ego nara enia mog  by  przyczyn  szeregu 
negatywnych skutków zdrowotnych u ludzi. Te kwestie sta y si  podstaw  prawa 
ywno ciowego w zakresie bezpiecze stwa ywno ci od producenta do 

konsumenta, ustanowionego w 2006 roku przez Urz d ds. Bezpiecze stwa 
ywno ci Unii Europejskiej. Obejmuje ono wszystkie elementy a cucha
ywno ciowego oraz obowi zek kontroli jako ci ywno ci g ównie pod 

wzgl dem zdrowotno ci i higieny, w tym zawarto ci substancji szkodliwych dla 
zdrowia, takich jak: azotany, mikotoksyny, pestycydy i metale [5]. Tak wi c,
obecno  substancji zanieczyszczaj cych, b d cych jednym z podstawowych 
kryteriów oceny bezpiecze stwa ywno ci, jest limitowana. Dotyczy to mi dzy 
innymi metali o udowodnionej szkodliwo ci dla organizmu cz owieka, takich jak 
o ów, kadm i rt , których wyst powanie w ywno ci uznaje si  za niepo dane.
Dzia anie toksyczne tych metali zwi zane jest w du ej mierze z ich tendencj  do 
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bioakumulacji w organizmie i mo liwo ci  uszkodzenia lub obni enia 
funkcjonowania mózgu i centralnego uk adu nerwowego, uszkodzenia uk adu 
krwiono nego, p uc, nerek, w troby i innych organów. D ugotrwa e nara enie na 
te metale mo e powodowa  powolny progresywny fizyczny i neurologiczny 
proces zwyrodnieniowy imituj cy chorob  Alzheimera, Parkinsona, zanik mi ni 
oraz stwardnienie rozsiane i autyzm. Alergie s  równie  spotykane 
w przypadkach d ugotrwa ego kontaktu z niektórymi metalami, które mog
przyczynia  si  do powstawania chorób nowotworowych [8, 13, 14]. 
Uwzgl dniaj c w szczególno ci wyniki bada  toksykologicznych, w 2006 Unia 
Europejska wyda a Rozporz dzenie Komisji (WE) Nr 1881/2006 ustalaj ce
najwy sze dopuszczalne poziomy (NDP) o owiu, kadmu, rt ci i cyny w rodkach
spo ywczych [6]. Dla wybranych produktów ywno ciowych przedstawia je 
poni sza tabela 1. 

Tab. 1. Najwy sze dopuszczalne zawarto ci Pb, Cd i Hg w wybranych   
   produktach ywno ciowych 

rodek spo ywczy Pb
[mg/kg] 

Cd
[mg/kg] 

Hg
[mg/kg] 

Mi so wo owe,
Wieprzowe, drobiowe 0,10 0,050 -
Podroby 0,50 0,50-1,0 - 
Mi so ryb, skorupiaki, 
G owonogi, ma e 0,30-1,5 0,05-1,0 1,0
Zbo a 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 odno nie najwy szych dopuszczalnych zawarto ci cyny zosta y
ograniczone do produktów dla niemowl t i ma ych dzieci (50 mg/kg), napojów 
w puszkach, soków owocowych i warzywnych (100 mg/kg), ywno ci
w puszkach z wyj tkiem napojów (200 mg/kg). Zawarto  arsenu w ywno ci
nie jest limitowana. 
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Oprócz pierwiastków szkodliwych dla zdrowia, w ywno ci mog  równie
wyst powa  inne makro- i mikropierwiastki, które pe ni  w organizmie 
cz owieka wiele istotnych funkcji potrzebnych do utrzymania ycia 
i prawid owego funkcjonowania organizmu cz owieka, st d ich obecno
w ywno ci uwa a si  za po dan . Zalicza si  je do pierwiastków niezb dnych, 
a ze wzgl du na to, e organizm cz owieka nie posiada uk adów biologicznych 
zdolnych do ich syntezy, musz  by  one dostarczane w odpowiednich ilo ciach 
i proporcjach, najkorzystniej wraz z ywno ci .

Do makropierwiastków, których zapotrzebowanie dzienne przekracza 100 
mg nale  wap  (Ca), magnez (Mg), potas (K), sód (Na), chlor (Cl), fosfor (P). 
Pierwiastki te stanowi  materia  budulcowy uk adu kostnego (Ca, P, Mg), pe ni
podstawow  rol  w gospodarce wodno-elektrolitowej (Na, K, Cl) czy 
utrzymaniu równowagi kwasowo-zasadowej i pobudliwo ci nerwowo-
mi niowej, a tak e przewodnictwa nerwowo-mi niowego (Ca, Mg). 

Spo ród mikropierwiastków, nazywanymi równie  pierwiastkami 
ladowymi, tylko nieliczne potrzebne s  do prawid owego funkcjonowania 

organizmu. Do niezb dnych zalicza si : cynk (Zn), mied  (Cu), elazo (Fe), 
selen (Se), chrom (Cr), mangan (Mn), kobalt (Co); ich zapotrzebowanie dzienne 
jest mniejsze ni  100 mg. Pierwiastki te wykazuj  korzystne dzia anie tylko 
w okre lonych granicach, a zarówno ich nadmiar jak i niedobór mo e by
szkodliwy dla organizmu. Zalecane normy spo ycia makro- i mikropierwiastków 
podaje tabela 2 [15]. 

Znaczenie pierwiastków dla zdrowia cz owieka powoduje, e ich obecno
w ywno ci wzbudza zainteresowanie nie tylko od strony przepisów prawa 
ywno ciowego, maj cego na wzgl dzie konieczno  ograniczenia obecno ci 

metali szkodliwych dla zdrowia w ywno ci i w konsekwencji ich negatywnego 
wp ywu na organizm cz owieka, ale równie  od strony ywieniowej, dla 
potwierdzenia obecno ci pierwiastków niezb dnych, korzystnych dla zdrowia. 
Do tego celu potrzebne s  odpowiednie metody analityczne, pozwalaj ce na 
wiarygodne oznaczanie pierwiastków w ywno ci.
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Tab. 2. Zalecane dzienne normy spo ycia makro- i mikropierwiastków dla  
   m odzie y i osób doros ych 

Makropierwiastki mg/osob  Mikropierwiastki mg/osob
Wap  900-1200 elazo 13-26 
Fosfor 700-900 Cynk 16-21 

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

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

* minimalna norma spo ycia 

** zalecany poziom bezpieczny 

Wytyczne w tym wzgl dzie zosta y zawarte w wydanym przez Uni
Europejsk  kolejnym rozporz dzeniu Komisji (WE) Nr 333/2007 z 28.03.2007 
ustanawiaj cym szczegó owe zasady odno nie metod analiz do celów urz dowej
kontroli poziomów m.in. o owiu, kadmu, rt ci i cyny nieorganicznej w rodkach
spo ywczych [7]. Podstawow  zasad , któr  to rozporz dzenie wprowadza, jest 
brak okre lenia konkretnych metod analiz, natomiast mo liwe jest stosowanie 
dowolnej zwalidowanej metody analitycznej w oparciu o badanie 
certyfikowanego materia u odniesienia. Metody te powinny spe nia  okre lone
kryteria podane w tabeli 3. 
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Tab. 3. Kryteria wyboru metod oznaczania o owiu, kadmu, rt ci i cyny   
   nieorganicznej 

Parametr Warto /komentarz 
Zakres stosowania rodki spo ywcze wymienione 

w rozporz dzeniu (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 warto ci HORRATr/HORRATR <2 
Odzysk 80% – 120% 
Specyficzno  Wolna od interferencji matrycowych i spektralnych 

LOD –  granica wykrywalno ci (najmniejsza zawarto , któr  mo na
zmierzy  z nale yt  pewno ci  statystyczn ); wyra ona liczbowo jako 3 krotne 
odchylenie standardowe warto ci redniej próbki lepej (liczba oznaczae >20)

LOQ –  granica oznaczalno ci; wyra ona liczbowo jako 6-10 krotne 
odchylenie standardowe warto ci redniej próbki lepej (liczba oznacze >20)

HORRATr – uzyskane wzgl dne odchylenie RSDr podzielone przez RSDr

obliczone z równania Horwitza 

HORRATR – uzyskane wzgl dne odchylenie RSDR podzielone przez RSDR

obliczone z równania Horwitza

NDP – najwy sza dopuszczalna zawarto

Metody analizy ywno ci

Zalecenia Unii Europejskiej odno nie wyboru metod oznaczania metali 
dok adnie odzwierciedlaj  tendencje w analizie pierwiastkowej ywno ci, 
w której brak jest uniwersalnych metod analitycznych umo liwiaj cych 
oznaczanie wszystkich pierwiastków z mo liwie najlepsz  precyzj ,
dok adno ci , wykrywalno ci i niskich kosztach. Najbardziej popularne 
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i najcz ciej stosowane techniki analityczne w analizie pierwiastkowej ywno ci 
przedstawia tabela 4 [1, 2, 3, 9, 10, 12]. 

Tab. 4. Najcz ciej stosowane techniki analityczne w analizie pierwiastkowej 

AAS
- FAAS/FAES 
- ETAAS 
- HGAAS 
- CVAAS 

atomowa spektrometria absorpcyjna 
AAS z atomizacj  w p omieniu
AAS z atomizacj  elektrotermiczn
AAS z generacj  wodorków 
AAS z generacj  zimnych par 

AFS
- HGAFS 
- CVAFS 

atomowa spektrometria fluorescencyjna 
AFS z generacj  wodorków 
AFS z generacj  zimnych par 

ICP-OES
- HG-ICP-OES 
- CV-ICP-OES 
- ETV-ICP-OES 
- LA-ICP-OES  
ICP-MS

optyczna spektrometria emisyjna z plazm  sprz on
indukcyjnie 
ICP-OES z generacj  wodorków 
ICP-OES z generacj  zimnych par 
ICP-OES z elektrotermicznym odparowaniem 
ICP-OES z ablacj  laserow
spektrometria mas z plazm  sprz on  indukcyjnie 

NAA
- INAA 
- RNAA 

neutronowa analiza aktywacyjna 
instrumentalna neutronowa analiza aktywacyjna 
radiochemiczna neutronowa analiza aktywacyjna 

Techniki czone rozdzia : HPLC, GC, HG, CV 
detekcja: AAS, AFS, ICP, MIP 

 Absorpcyjna spektrometria atomowa (AAS), zw aszcza p omieniowa jest 
jedn  z najstarszych i najcz ciej stosowanych technik w analizie 
pierwiastkowej; jest w miar  prosta i ekonomiczna. Pozwala na oznaczanie 
oko o 65 pierwiastków, ale jej czu o  jest ró na i nie zawsze wystarczaj ca do 
oznaczania niektórych pierwiastków takich jak Cd, Pb, Hg, As itp. na poziomach 
ich wyst powania w ywno ci. D enie do poprawy czu o ci tej techniki, 
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przyczyni o si  do jej rozwoju i powstania alternatywnych sposobów atomizacji, 
jak np. AAS z atomizacj  elektrotermiczn  (ETAAS) dla pierwiastków takich 
jak Cd, Pb, As, Sn i in.; AAS z generacj  wodorków (HGAAS) dla pierwiastków 
np. As, Hg, Se, Sn; AAS z generacj  zimnych par (CVAAS) do oznaczania Hg.  

Interferencje chemiczne i spektralne wyst puj ce w ró nych wersjach tej 
techniki minimalizowane s  poprzez stosowanie m.in. odpowiednich 
modyfikatorów i korekcji t a. G ównym ograniczeniem tej techniki jest to, e jest 
to z zasady technika jednopierwiastkowa, chocia  wprowadzane s  równie
pewne systemy wielopierwiastkowe jak np. lampy wielopierwiastkowe. 
Wi kszo  systemów spektrometrii atomowej wymaga, aby analizowane próbki 
by y w stanie ciek ym, ale mog  by  tak e podawane w stanie sta ym i w postaci 
zawiesin, g ównie w zastosowaniu do ETAAS. 

Emisyjna spektrometria atomowa p omieniowa (FAES), w której do analizy 
wykorzystywany mo e by  p omieniowy spektrometr absorpcji atomowej, ale 
pracuj cy w systemie emisyjnym, stosowana jest do oznaczania oko o 10 
pierwiastków ulegaj cych atwo wzbudzeniu, g ównie metali alkalicznych, np. 
K, Na, Li [1, 2, 4, 10]. 

  Fluorescencyjna spektrometria atomowa (AFS) jest bardzo czu ,
selektywn  i o du ym zakresie pomiarowym technik  analityczn , ale 
stosunkowo rzadko stosowan  zw aszcza w analizie ladowej. W po czeniu
z technik  generacji wodorków i zimnych par pozwala równie  na oznaczanie 
analogicznych pierwiastków jak w AAS. Do wad tej techniki zalicza si  brak 
efektywnych róde  wzbudzania, konieczno  ca kowitego zmineralizowania 
próbki przed analiz , co w przypadku z o onych matryc produktów 
spo ywczych mo e stanowi  powa ny problem, a tak e interferencje spektralne 
i matrycowe oraz wysokie koszty aparatury [1, 2, 10]. 

  Optyczna spektrometria emisyjna/spektrometria mas z plazm
sprz on  indukcyjnie (ICP-OES/ICP-MS) zaliczane s  obecnie do 
najnowocze niejszych technik instrumentalnych, umo liwiaj cych oznaczanie 
oko o 70 pierwiastków. ICP-OES / ICP-MS cechuj  si , co najmniej dobr
wykrywalno ci  dla wi kszo ci pierwiastków, szerokim zakresem oznaczania 
oraz mo liwo ci  analizy wielopierwiastkowej. Te cechy powoduj , e techniki 
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ICP-OES i ICP-MS staj  si  coraz bardziej popularne w zastosowaniu do analizy 
pierwiastkowej ywno ci, pomimo pewnych problemów z wprowadzaniem 
próbki do plazmy oraz wyst powaniem interferencji spektralnych 
i matrycowych. ICP-OES stosowana jest równie  w po czeniu z generacj
wodorków i generacj  zimnych par do oznaczania pierwiastków analogicznych 
jak w AAS. W wi kszo ci zastosowa  próbki analizowane s  w stanie ciek ym, 
jednak mo liwa jest analiza próbek sta ych przy zastosowaniu 
elektrotermicznego odparowania (ETV-ICP-OES) lub laserowej ablacji (LA-
ICP-OES) [1, 3, 4, 10]. 

  Neutronowa analiza aktywacyjna (NAA) - to technika wykorzystuj ca do 
oznaczania pierwiastków reakcje j drowe wywo ywane przez neutrony. Do 
najwi kszych zalet tej techniki mo na zaliczy : wysok  czu o  i nisk
wykrywalno  dla oko o 50-60 pierwiastków mo liwych do jednoczesnego 
oznaczenia t  technik , bez konieczno ci wst pnego przygotowania próbki do 
oznacze  (mineralizacji). Zarówno w wersji INAA jak i RNAA technika ta 
okre lana jest jako definitywna i wykorzystywana jest do sprawdzania 
wiarygodno ci innych metod analitycznych oraz certyfikacji materia ów
odniesienia. Jej wad  jest du a praco- i czasoch onno , s aba czu o
w odniesieniu do np. Cd, Sn, a tak e trudno ci w oznaczaniu niektórych 
pierwiastków, np. Pb oraz wysoki koszt aparatury [1, 9, 10]. 

  Techniki czone - nabieraj  w analizie pierwiastkowej coraz wi kszego 
znaczenia, ze wzgl du na to, e umo liwiaj  przeprowadzanie analizy 
specjacyjnej, czyli oznaczania ró nych form pierwiastków wyst puj cych 
w ywno ci. Rozdzia u form dokonuje si  w uk adzie chromatograficznym 
gazowym lub cieczowym (GC, HPLC), natomiast jako detektory mog  by
stosowane wymienione w tabeli 4 ró ne techniki instrumentalne [1, 10]. 

Przygotowanie próbek do bada

Jak wcze niej wspomniano, z wyj tkiem INAA czy niektórych analizatorów 
do oznaczania np. Hg, umo liwiaj cych analiz  próbek w stanie sta ym, 
wi kszo  wymienionych w tabeli 5 metod wymaga wst pnego przygotowania 
próbek do analizy, tj. przeprowadzenia do roztworu i rozk adu substancji 
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organicznych wchodz cych w sk ad analizowanej próbki. Do tego celu s u y
mineralizacja, stosowana w dwóch podstawowych rodzajach: na sucho i na 
mokro (Rys. 1). 

Mineralizacja klasyczna: 

• sucha – próbka spalana jest w piecu muflowym – temp. 450°C - 550°C 

• mokra – próbka z dodatkiem kwasów mineralnych spalana jest na p ycie 
grzejnej w temp. do 300°C;  

Mineralizacja „nowoczesna”: 

• mineralizacja w tlenie (bomba tlenowa); 

• mineralizacja w plazmie (niskotemperaturowa); 

• mineralizacja promieniami UV, 

• mineralizacja z ultrad wi kami; 

• mineralizacja ci nieniowa;

• mineralizacja mikrofalowa. 

Rys. 1. Rodzaje mineralizacji na sucho i na mokro 

  Mineralizacja na sucho preferowana jest dla technik analitycznych 
charakteryzuj cych si  s ab  wykrywalno ci  oznaczanych pierwiastków, ze 
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wzgl du na to, e istnieje mo liwo  stosowania relatywnie du ej próbki 
(np. 25 g), w porównaniu do systemów nowoczesnych (~1 g). Zalet  tej techniki 
s  równie  ograniczone mo liwo ci zanieczyszczenia próbki (ma a ilo
odczynników) i ma e wymagania obs ugowe. Wad  natomiast jest mo liwo
strat oznaczanych pierwiastków, które s  lotne w wysokich temperaturach, 
a tak e d ugi czas procesu trwaj cego niekiedy nawet kilka dni. 

Mineralizacja na mokro preferowana jest w odniesieniu do technik 
charakteryzuj cych si  dobr  wykrywalno ci  oznaczanych pierwiastków, ze 
wzgl du na ograniczon  mas  próbki do kilku gramów, a w przypadku 
systemów mikrofalowych nawet do 1 g. Najcz ciej stosowanymi kwasami 
mineralnymi s : HCl, HNO3, H2SO4, HClO4 pojedynczo lub w mieszaninach 
oraz z dodatkiem innych utleniaczy, np. H2O2. Do zalet mineralizacji na mokro 
mo na zaliczy  ograniczenie strat lotnych pierwiastków i krótszy czas analizy, 
zw aszcza w systemach mikrofalowych zamkni tych, wad  natomiast jest 
ograniczona wielko  próbki, mo liwo  wprowadzenia zanieczyszcze  wraz 
z kwasami, straty analitu zw aszcza w systemach otwartych i wi ksze 
wymagania zwi zane z obs ug  i nadzorem procesu. 

W ostatnich latach mineralizacja mikrofalowa, w szczególno ci na mokro 
w uk adzie zamkni tym i systemach zautomatyzowanych, zdobywa coraz 
wi ksz  popularno  w laboratoriach badaj cych ywno . Zaletami tego 
rodzaju post powania jest: ograniczenie zanieczyszczenia próbki z otaczaj cego 
rodowiska i kwasów stosowanych w ma ych ilo ciach, strat wywo anych 

lotno ci , a tak e krótki czas mineralizacji. Ponadto korzystna jest mo liwo
stosowania pojedynczego kwasu, np. HNO3, który staje si  dobrym utleniaczem 
w wy szych temperaturach, uzyskiwanych dzi ki zwi kszonemu ci nieniu 
w trakcie prowadzenia procesu, a powstaj ca prosta matryca jest odpowiednia 
dla wi kszo ci technik analitycznych takich jak: ETAAS, ICP-OES, ICP-MS. 
Wadami natomiast s : ograniczona wielko  próbki i wysoki koszt urz dzenia 
oraz materia ów eksploatacyjnych [1, 4]. 
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Kryteria wyboru metod w analizie pierwiastkowej ywno ci

Przy wyborze techniki analitycznej do oznaczania pierwiastków w ywno ci 
uwzgl dni  nale y szereg czynników, charakterystycznych dla ka dej z nich, 
takich jak: 

• przygotowanie próbki do bada  – nie jest wymagane w technice INAA, 
natomiast wymagane w FAAS, ETAAS, ICP-OES, ICP-MS i technikach 

czonych z generacj  wodorków i zimnych par; w zale no ci od 
stosowanej techniki pomiarowej stosowane s  ró ne sposoby 
mineralizacji, z tym e ko cowa matryca analizowanej próbki powinna 
by  kompatybilna z dan  technik  pomiarow , w celu ograniczenia 
interferencji podczas oznaczania, np. HNO3 jest preferowany dla AAS, 
ICP-OES, ICP-MS, 

• wykrywalno  (LOD – limit of detection), która zale y g ównie od 
mo liwo ci danej techniki analitycznej, optymalizacji warunków 
oznaczania, ale tak e od wieku wyposa enia czy stopnia zu ycia 
poszczególnych elementów; dla poszczególnych technik kszta tuje si
nast puj co: ICP-MS > GFAAS > ICP-OES > FAAS > FAES. 

Przyk adowe granice wykrywalno ci dla makro- i mikropierwiastków 
uzyskiwane za pomoc  ró nych technik przedstawia tabela 5 [1]. 

Tab. 5. Granice wykrywalno ci makropierwiastków i pierwiastków ladowych 
  w [μg/l] oznaczonych ró nymi 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 wykrywalno ci wybranych 
pierwiastków, tworz cych lotne wodorki b d  zimne pary w okre lonych 
warunkach, uzyskiwane ró nymi metodami [2]. Jak mo na zauwa y , tylko 
techniki wykorzystuj ce t  wyj tkow  cech  niektórych pierwiastków 
umo liwiaj  oznaczanie takich pierwiastków jak rt , arsen, selen na poziomach 
uzyskiwanych z zastosowaniem ICP-MS. 

Tab. 6. Granice wykrywalno ci Hg, As i Se oznaczanych w [μg/l] ró nymi  
   technikami 
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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 – mo liwo  jednoczesnej wielopierwiastkowej analizy 
posiadaj : INAA, ICP-OES, ICP-MS, co znacznie skraca czas analizy 
w porównaniu z jednopierwiastkow  analiz  AAS, czy sekwencyjn  ICP-OES;

 Dynamiczny zakres oznaczania – jest najwi kszy w technice ICP-MS 
i INAA, a najmniejszy w technice AAS, co stwarza konieczno  rozcie czania 
próbki, o ile st enia oznaczanego pierwiastka ten zakres przekraczaj ; du y
zakres oznaczania daje wi ksze korzy ci czasowe ni  analiza 
wielopierwiastkowa,

 Prostota w zakresie przygotowania próbki, oprogramowania, 
wzorcowania, obs ugi; automatyzacja nie tylko zwi ksza szybko  analizy, ale 
tak e poprawia precyzj , jak np. w ETAAS, 

 Interferencje – s  niewielkie w technice FAAS ze wzgl du na du e
rozcie czenie próbki i obecno  potencjalnych substancji interferuj cych, 
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a jeszcze mniejsze w technikach wodorkowych i zimnych par, w których analit – 
oznaczany pierwiastek, jest oddzielony od potencjalnie interferuj cej matrycy; 
najwi ksze interferencje wyst puj  natomiast w technice ETAAS, z tym e mog
by  one eliminowane lub ograniczane poprzez stosowanie odpowiedniej korekcji 
t a (interferencje spektralne) i matrycy (modyfikatory). 

 Koszt aparatury, który uk ada si  nast puj co: INAA > ICP-MS > ICP-
OES > ETAAS > FAAS > FAES

Zestawienie parametrów charakteryzuj cych poszczególne techniki 
pomiarowe i mo liwo ci ich zastosowa  w analizie pierwiastkowej przedstawia 
tabela 7. 

Tab. 7. Porównanie charakterystycznych parametrów wybranych technik   
   analitycznych oznaczania metali 

Legenda: >> bardzo du e, > - du e, <> - rednie, < - ma e, << - bardzo ma e
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 Decyduj c si  na wybór nowoczesnej techniki analitycznej do oznaczania 
okre lonych pierwiastków w ywno ci ostatecznie musimy ustali , czy metoda 
oparta na danej technice jest: 

• odpowiednia do zamierzonego zastosowania, 

• charakteryzuje si  odpowiedni  wykrywalno ci , precyzj  i dok adno ci ,

• elastyczna, a wi c odporna na efekty matrycowe, spektralne, 

• niezawodna,

• uznawalna (np. akredytowana). 

Ostatecznym celem podejmowanych przez analityka dzia a  zwi zanych 
z przeprowadzeniem analizy pierwiastkowej ywno ci jest uzyskanie 
wiarygodnego wyniku, przy sprawnie dzia aj cym na poszczególnych etapach tej 
analizy systemie zapewnienia jako ci bada , tak aby na podstawie uzyskanego 
wyniku mo na by o podj  w a ciwe decyzje zwi zane z bezpiecze stwem 
ywno ci. Schemat takiego procesu analitycznego przedstawia rysunek 2: 

Rys. 2. Schemat analizy pierwiastkowej 

Tak wi c, nie jest najbardziej istotne jak  aparatur  analityczn  w analizie 
pierwiastkowej stosujemy, która stanowi jeden z elementów procesu 

SYSTEM ZAPEWNIANIA JAKO CI

RODEK
SPO YWCZY 

ANALIZA 
PIERWIASTKOWA 

PRZYGOTOWANIE 
PRÓBKI DO BADA

TECHNIKA
POMIAROWA 

WIARYGODNY 
WYNIK



Renata J drzejczak 

33

analitycznego, na pocz tku, w trakcie i na ko cu którego zawsze stoi analityk, od 
którego wiedzy, umiej tno ci i do wiadczenia zale y ko cowy rezultat 
podejmowanych w tym zakresie decyzji i dzia a .
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3. Analiza mikotoksyn i jej powi zania jako narz dzia 
tworzenia jako ci i bezpiecze stwa ywno ci
LUDWIK CZERWIECKI

Wst p

ywno  bezpieczna to ywno , która nie zagra a zdrowiu konsumenta; 
ogó  cech takiej ywno ci przek ada si  na jej wysok  jako . Bezpiecze stwo 
ywno ci zale y od bardzo wielu czynników, a generalnie od stopnia ska enia

produktów spo ywczych i p odów rolnych zanieczyszczeniami szkodliwymi dla 
zdrowia. Zagadnienia z tym zwi zane ujmuje szczegó owo ustawa 
o bezpiecze stwie ywno ci i ywienia z dnia 25 sierpnia 2006 roku [29]. 

W ród wielu zanieczyszcze ywno ci, b d  surowców przeznaczonych do 
jej wytwarzania, wymieniane s  mikotoksyny, jako wtórne metabolity grzybów 
mikroskopowych okre lanych potocznie mianem ple ni. Mikotoksyny stanowi
wa n  grup  ksenobiotyków rodowiskowych wyst puj cych w ywno ci,
poniewa  oprócz swojej wysokiej toksyczno ci s  trudne do wyeliminowania; 
wszelkie podejmowane dzia ania prewencyjne posiadaj  wzgl dnie ograniczon
skuteczno . Wynika to m.in. ze specyfiki tych substancji, które wytwarzane s
przez mikroorganizmy saprofityczne, niezb dne dla funkcjonowania 
ekosystemów. Oprócz przestrzegania dobrej praktyki rolnej i produkcyjnej 
dysponujemy dzisiaj ró nego rodzaju rodkami pozwalaj cymi jedynie na 
minimalizowanie skutków zdrowotnych wynikaj cych z obecno ci mikotoksyn 
w produktach spo ywczych. Mo e bardziej w a ciwe b dzie zast pienie s owa
„ rodki”- s owem „dzia ania”, których obszary sprowadzaj  si  do: 

1) stosowania odpowiednich metod oznaczania tych zwi zków,

2) rewizji i uaktualniania informacji z zakresu toksykologii mikotoksyn, 
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3) aktywno ci w sferze legislacyjnej. 

Nale y przy tym zaznaczy , e tylko harmonijne wspó dzia ania trzech 
wymienionych obszarów pozwala na uzyskanie optymalnych efektów 
w ochronie zdrowia konsumenta ywno ci. Poni ej zostan  przedstawione 
mo liwo ci jakimi dysponujemy w chwili obecnej w omawianej dziedzinie, przy 
czym z oczywistych wzgl dów, pierwsze stwo b d  mia y zagadnienia 
analityczne.  

Metody analityczne

Wspó czesne metody analizy ilo ciowej mikotoksyn zdominowa a
wysokosprawna chromatografia cieczowa - HPLC [10, 13, 16, 18, 21], która 
zdetronizowa a historyczn  ju  niemal chromatografi  cienkowarstwow  - TLC. 

Chromatografia gazowa - GC wykorzystywana jest jedynie sporadycznie i jej 
zastosowanie ogranicza si  do oznaczania mikotoksyn z grupy trichotecenów 
[17, 19], ale i tu daje zna  o sobie dominuj cy wp yw HPLC skutecznie 
wypieraj cej chromatografi  gazow . Do celów analizy pó ilo ciowej stosuje si
przesiewowe testy immunoenzymatyczne, np. ELISA pozwalaj ce na szybk , ale 
tylko orientacyjn  ocen  badanego produktu pod wzgl dem stopnia jego 
ska enia mikotoksynami i dlatego metody te nie s  rekomendowane przez 
Europejski Komitet Normalizacyjny (CEN), jako narz dzia urz dowej kontroli 
ywno ci [2]. Je li chodzi o wysokosprawn  chromatografi  cieczow , to 

obecnie prawie wy cznie stosowana jest jej wersja w odwróconym uk adzie faz, 
tzw. RP-HPLC, gdzie faz  stacjonarn  stanowi el krzemionkowy 
modyfikowany w glowodorami o d ugo ci a cuchów w glowych od C8 do 
C18, a fazy ruchome s  na bazie wody z dodatkiem modyfikatorów takich jak 
metanol czy acetonitryl. Zaznaczy  nale y, e obserwuje si  ci g y post p
w doskonaleniu wype nie  chromatograficznych, jak i samej konstrukcji 
kolumn i oczywi cie aparatury. 
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Detekcja

Prócz zapewnienia odpowiednio selektywnego rozdzia u na kolumnie 
chromatograficznej niezwykle wa ny jest dobór detektora; zale ny jest on m.in. 
od w a ciwo ci fizykochemicznych analizowanych zwi zków. Bezdyskusyjnie 
najwa niejszy w analizie mikotoksyn by  i jest detektor fluorymetryczny, zwany 
równie  fluorescencyjnym (FLD); prócz niego stosowane s  niekiedy detektory: 
UV, UV-DAD oraz ró ne typy detektorów mas: kwadrupol i jego niejako 
rozszerzenie - pu apka jonowa. 

Detektor fluorymetryczny stosuje si  do analizowania w pierwszej kolejno ci
mikotoksyn wykazuj cych fluorescencj  wzbudzan  promieniowaniem 
ultrafioletowym. Odznacza si  on bardzo wysok  czu o ci  oraz specyficzno ci
przy du ej wra liwo ci na interferuj ce zanieczyszczenia; wymaga dlatego 
bardzo starannej obróbki wst pnej badanego materia u, m.in. odpowiedniego 
oczyszczania próby (clean-up). Do fluoryzuj cych natywnie mikotoksyn 
zaliczy  mo na aflatoksyny B1, B2, G1, G2, M1, M2, ochratoksyn  A i zearalenon 
z jego licznymi pochodnymi - metabolitami. W obr bie wymienionej grupy 
mikotoksyn, jak  tworz  aflatoksyny, istnieje mo liwo
wywo ania/wzmocnienia fluorescencji przez odpowiednie chemiczne 
przekszta cenie cz steczki analizowanego zwi zku - dotyczy to przede 
wszystkim aflatoksyny B1 oraz G1. Tak si  bowiem sk ada, e aflatoksyny te 
fluoryzuj  niezwykle intensywnie na sta ych pod o ach, np. na elu 
krzemionkowym (co by o i jest wykorzystywane w chromatografii 
cienkowarstwowej i jej odmianach - TLC/HPTLC), natomiast w roztworach, 
szczególnie o du ym udziale fazy wodnej, znacznie s abiej. W celu wzmocnienia 
fluorescencji aflatoksyn B1 oraz G1 oznaczanych technik  HPLC przekszta ca si
je w hemiacetalowe pochodne z kwasem trifluorooctowym (TFA) w reakcji 
prekolumnowej [28] lub tworzy ich po czenia z bromem lub jodem; te ostatnie 
to reakcje postkolumnowe [1, 18]. Na szczególn  uwag , ze wzgl du na prostot
i wygod , zas uguje reakcja aflatoksyn z bromem generowanym 
elektrochemicznie z KBr, który jest rozpuszczony w fazie ruchomej [18].  

Do mikotoksyn, których cz steczki nie wykazuj  samoistnej fluorescencji 
nale y du a grupa trichotecenów (m.in.: deoksyniwalenol (CDON), niwalenol, 
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toksyna T-2 czy HT-2) oraz fumonizyny B1, B2 etc. Analizowanie tych 
zwi zków za pomoc  detektora FLD wymaga zatem odpowiedniej reakcji, 
w wyniku której powstan  pochodne intensywnie fluoryzuj ce w ultrafiolecie. 
Informacje o fluorescencji wybranych mikotoksyn zebrano w tabeli 1 [5, 6, 10, 
12, 20, 26]. 

Tab. 1. Fluorescencja mikotoksyn i niektóre reakcje tworzenia fluoryzuj cych 
   pochodnych  

Mikotoksyna 
Fluorescencja 

zw.
macierzystego

Reagent Ex/Em [nm] Typ reakcji 

Aflatoksyny B1,G1 s aba
TFA
Br
J

370/418-700
362/425-455

360/440 

Prekolumnowa 
Postkolumnowa 
Postkolumnowa 

Aflatoksyny B2,G2 silna - 360/440. - 

Aflatoksyna M1 silna -/TFA 360/435 -/Prekolumnowa 

Ochratoksyna A silna - 330/460 - 

Fumonizyny  
B1, B2

brak NBD-F 460/500 Prekolumnowa 

Toksyna T-2, HT-2 brak 1-AN,
DMAP 381/470 Prekolumnowa 

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: fluorescencj  ochratoksyny A mo na wzmocni  dodatkowo NH3, jednak 
wobec coraz nowocze niejszych detektorów fluorymetrycznych zabieg ten wydaje 
si  zb dny; jego zastosowanie jest te  dosy  k opotliwe, poniewa  wymaga 
dodatkowej pompy, t ocz cej roztwór amoniaku, wolnej od pulsacji. 
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Wymienione wcze niej detektory UV oraz UV-DAD charakteryzuj  si
zarówno stosunkowo ma  czu o ci  i dosy  s ab  selektywno ci ; ta ostatnia 
niekorzystna cecha dotyczy klasycznego detektora UV, dlatego nigdy nie by  on 
cz sto stosowany w tej dziedzinie analizy, chocia  oddaje on znakomite us ugi
np. w przypadku oznaczania patuliny w sokach jab kowych [27]; 
wykorzystywany jest te  niekiedy w analizie DON [9].  

Detektorem niew tpliwie o najwy szej specyficzno ci, ale za to do  ma ej
czu o ci i znacznej wra liwo ci na oddzia ywanie tzw. t a, jest detektor masowy 
stosowany ostatnio w tandemie LC-MS/MS zamiast GC-MS do oznaczania 
przede wszystkim mikotoksyn z grupy trichotecenów [3, 4]. W praktyce znajduje 
on zastosowanie g ównie do potwierdzania wyników pozytywnych uzyskanych 
innymi technikami analitycznymi i przy u yciu ró nych detektorów. Jego wad
jest równie  nadal bardzo wysoka cena. Najwa niejsze odmiany tego detektora 
to kwadrupol i pu apka jonowa. Pierwszy, w najogólniejszym uj ciu, nadaje si
bardziej do oznacze  ilo ciowych, pu apka jonowa jest natomiast detektorem 
o lepszej rozdzielczo ci, wykrywalno ci i czu o ci, jednak jej przydatno
w analizie ilo ciowej mikotoksyn jest zdecydowanie mniejsza. Nie wnikaj c
w szczegó y techniczne do celów analizy mikotoksyn za pomoc  tych 
detektorów wykorzystuje si  typ jonizacji w trybie jonów dodatnich b d
ujemnych z rozpyleniem w polu elektrycznym (ESI - electrospray ionization). 

Przygotowywanie próbek do analizy

Problem odpowiedniego przygotowania próbek - ich oczyszczenia, 
a w a ciwie oczyszczenia ekstraktów i to w sposób zapewniaj cy minimalne 
straty oznaczanej substancji, pozostaje dla analityka zawsze niezmiernie istotny. 
Dzisiaj, kiedy dominuje HPLC z bardzo czu ymi i dlatego wymagaj cymi 
detektorami (detektor fluorymetryczny) oraz wobec ustanawiania na ogó  coraz 
ni szych dopuszczalnych poziomów mikotoksyn w ywno ci, zagadnienie 
odpowiedniej czysto ci ekstraktów odgrywa jeszcze wi ksz  rol  ni  w czasach 
chromatografii cienkowarstwowej. Wspó czesne techniki clean-up koncentruj
si  na ma ych kolumnach i niewielkich obj to ciach (od 0,5 do 1 ml) cieczy 
elucyjnych, zarówno do eliminacji substancji interferuj cych, jak i elucji 
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oznaczanych, mikotoksyn; odchodzi si  ju  prawie zupe nie od ekstrakcji ciecz-
ciecz, jako jednej z metod oczyszczania/odt uszczania ekstraktów. Oprócz 
techniki ekstrakcja do fazy sta ej (SPE) [21] oczyszczania ekstraktów ogromne 
uznanie zyska a chromatografia na kolumnach powinowactwa 
immunologicznego (IAC) polegaj ca na przej ciowym wi zaniu analizowanych 
mikotoksyn (antygenów) przez specyficzne przeciwcia a osadzone na z o u
kolumny [1, 10, 11, 16].  

Do korzy ci tego sposobu oczyszczania (clean-up) nale :

1) znaczne zmniejszenie obj to ci rozpuszczalników z równoczesn
eliminacj  najbardziej toksycznych (CHCl3, C6H6), 

2) skrócenie czasu analizy do kilkunastu minut, 

3) poprawa wykrywalno ci, oznaczalno ci oraz specyficzno ci metody. 

Istniej  oczywi cie równie  ograniczenia i niedogodno ci, jakie zwi zane s
z wyborem omawianego sposobu oczyszczania; nale  do nich: nieca kowita
specyficzno  przeciwcia , mo liwo  niekorzystnego oddzia ywania
sk adników matrycy na funkcjonowanie przeciwcia  (straty oznaczanego 
sk adnika); wykaza y to m.in. badania w asne nad przyprawami kulinarnymi 
[14], wreszcie trudno ci technologiczne przy pozyskiwaniu specyficznych, 
monoklonalnych przeciwcia  dla mo liwie szerokiej gamy oznaczanych 
mikotoksyn. Aktualnie mo liwe jest zastosowanie tej metody oczyszczania 
ekstraktów ró nych matryc do oznaczania: aflatoksyn B1, B2, G1, G2, M1,
ochratoksyny A, cytryniny, fumonizyn B1, B2, zearalenonu, DON i toksyny T-2 
oraz HT-2. 

Ocena skuteczno ci metod analitycznych

Poniewa  mikotoksyny wyst puj  w ró norodnych surowcach i produktach 
spo ywczych przede wszystkim pochodzenia ro linnego, dlatego metody 
oznaczania tych zwi zków musz  uwzgl dnia  t  ró norodno  matrycow  oraz 
korespondowa  w zakresie m.in. limitów detekcji i oznaczenia ilo ciowego z ich 
ustalonymi dopuszczalnymi maksymalnymi poziomami w ywno ci. Chocia
nie istnieje konieczno  obligatoryjnego stosowania okre lonych procedur 
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analitycznych oznaczania mikotoksyn, np. w oparciu o normy; metody 
stosowane w urz dowej kontroli ywno ci musz  spe nia  pewne wymagania 
odnosz ce si  do ich parametrów analitycznych - niezale nie od u ytej techniki 
analitycznej, powinny posiada  okre lon  sprawno  (skuteczno ). Aktualnie 
obowi zuje w tej dziedzinie Rozporz dzenie Komisji (WE) Nr 401/2006 z 23 
lutego 2006 roku [23], które zast puje poprzednie akty prawne odnosz ce si  do 
poszczególnych mikotoksyn. 

  Kryteria skuteczno ci metod, niezale nie od rodzaju mikotoksyny i badanego 
produktu, obejmuj :

  1) odzysk w %, w okre lonym przedziale st e ,

  2) precyzj  RSDr/RSDR,  w %, równie  w zale no ci od poziomu. 

  Najcz ciej stosowane definicje, które musz  by  uwzgl dniane przez 
laboratoria to: 

  1) powtarzalno  (r), 

  2) odchylenie standardowe (sr) w warunkach powtarzalno ci,

  3) odchylenie standardowe wzgl dne (RSDr) w warunkach powtarzalno ci,

  4) odtwarzalno  (R), 

  5) odchylenie standardowe (sR) w warunkach odtwarzalno ci,

 6) odchylenie standardowe wzgl dne (RSDR) w warunkach 
          odtwarzalno ci [23]. 

  W tabeli 2 przedstawiono szczegó owe kryteria skuteczno ci metod dla 
wybranych mikotoksyn. Uwa ny czytelnik zauwa y w tabeli brak parametrów 
wykrywalno ci i oznaczalno ci – LOD i LOQ; obecnie nie jest wymagane 
podawanie ich warto ci pod warunkiem zdefiniowania precyzji dla poziomów 
( g/kg) mikotoksyn wymienionych w cytowanym rozporz dzeniu.

  Jednak zgodnie z zasadami dobrej praktyki laboratoryjnej parametry LOD 
i LOQ musz  by  ni sze, co najmniej o rz d wielko ci, ni  maksymalne 
dopuszczalne poziomy mikotoksyn okre lone w Rozporz dzeniach 
Nr 1881/2006  [24] oraz 1126/2007  [25]. W praktyce, w laboratoriach 
akredytowanych i zajmuj cych si  nie tylko badaniami rutynowymi, istnieje 
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s uszna tendencja do precyzyjnego okre lania zarówno LOD jak i LOQ oraz 
zakresów st e  (zakres roboczy) stosowanych metod oznaczania mikotoksyn. 

Tab. 2. Kryteria skuteczno ci metod analitycznych dla mikotoksyn [23] 

Mikotoksyna Poziom 
g/kg RSDr % RSDR % Odzysk %

Aflatoksyny
B1, B2, G1, G2
M1

<1,0
1-10
>10
0,01-0,05 
>0,05

0,66
RSDR

Wg równania 
Horowitza 

RSDR=2(1-0,5 log C)

50-120 
70-110 
80-110 
60-120 
70-110 

Ochratoksyna A (OTA) <1,0
1-10

40
 20 

60
30

50-120 
70-110 

Zearalenon
(ZEA)

50
>50

40
25

50
40

60-120 
70-120 

Deoksyniwalenol 
(DON)

>10 500
>500

20
20

40
40

60-110 
70-120 

Fumonizyny 
B1, B2

500
>500

30
20

60
30

60-120 
70-110 

Patulina
<20
20-50
>50

30
20
15

40
30
25

50-120 
70-105 
75-105 

Obja nienia do tabeli: C - st enie wyra one wyk adnikiem pot gi przy 
podstawie 10, jako stosunek - np. 1 mg/kg =10-6 

Niektóre aspekty toksykologiczne zwi zane z obecno ci  mikotoksyn 
w ywno ci i konsekwencje natury legislacyjnej.

Jak wspomniano we wst pie, obszary bada  zwi zane z toksykologi , jak 
i analityk  s  w sposób oczywisty wspó zale ne od siebie i stymuluj  si
nawzajem, co oprócz rozwoju tych dwóch dziedzin owocuje równie  tworzeniem 
aktów ustawodawczych zwi zanych z bezpiecznymi poziomami mikotoksyn 
w rodkach spo ywczych. W tym kontek cie nie ma potrzeby omawiania 
w a ciwo ci mikotoksyn w kategoriach toksyczno ci ostrej, czy przewlek ej - 
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fakty te s  dobrze poznane i udokumentowane. Nale y jedynie przypomnie , e
efektem praktycznym bada  toksykologicznych, m.in. toksyczno ci przewlek ej 
mikotoksyn na zwierz tach, jest m.in. mo liwo  okre lenia bezpiecznego 
poziomu substancji (NOEL - No Observed Effect Level); bardziej precyzyjnie - 
najwy szej dawki danej mikotoksyny wyra onej w mikrogramach na kg masy 
cia a zwierz cia/dzie , która nie powoduje objawów toksycznych u zwierz t
do wiadczalnych, a nast pnie ustalenie na tej podstawie, po uwzgl dnieniu
odpowiednich wspó czynników bezpiecze stwa (przeniesienie dawki na 
cz owieka), warto ci tolerowanego dziennego pobrania/tymczasowego 
tolerowanego maksymalnego dziennego pobrania mikotoksyn z ywno ci  przez 
cz owieka czyli, odpowiednio - TDI/PMTDI w g/kg masy cia a/dzie .
(Okre lenia te s  stosowane przez SCF/JECFA; istnieje jeszcze wariant t -TDI 
(temporary) - dla zaznaczenia tymczasowego charakteru parametru). Oczywi cie 
przy ustalaniu takiej dawki wykorzystuje si  równie  inne wyniki bada , np. 
rakotwórczo ci, mutagenno ci i bada  epidemiologicznych w odniesieniu do 
cz owieka, o ile takowe s  dost pne, a st d ju  krok do stworzenia odpowiednich 
aktów prawnych s u cych obronie konsumenta przed ywno ci  szkodliw  dla 
zdrowia. Warto jeszcze wspomnie , e dla ochratoksyny A zamiast TDI stosuje 
si  PTWI (tymczasowe tolerowane pobranie tygodniowe, poniewa  mikotoksyna 
ta mo e si  kumulowa ).

Niezb dne s  równie  starania, które pozwol  zapewni  nieprzekraczalno
ustalonych warto ci pobrania mikotoksyn z ywno ci  poprzez stworzenie 
odpowiednich warunków produkcji ywno ci na ka dym etapie, w cznie 
z przechowywaniem. W celu oceny czy faktyczne dzienne pobranie mikotoksyn 
z diet  nie przekracza PMTDI/TDI niezb dne jest dysponowanie odpowiednio 
licznymi danymi odnosz cymi si  do zawarto ci mikotoksyn w mo liwie 
szerokiej grupie produktów spo ywczych. Dane takie powstaj  w wyniku m.in. 
bada  monitoringowych w oparciu o wiarygodne metody analityczne. Powy sze
informacje, jako warto ci rednie kontaminacji ksynami badanych produktów, 
w po czeniu z danymi okre laj cymi wielko  konsumpcji okre lonych 
produktów w danej grupie populacyjnej umo liwiaj  tak  ocen . Opisane 
praktyczne aspekty bada  toksykologicznych i ich wp yw na bezpiecze stwo 
ywno ci przedstawiono na rysunku 1. 
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Rys. 1. Niektóre praktyczne aspekty bada  toksykologicznych 

 W krajach Unii Europejskiej odpowiednie akty prawne, m.in. 
rozporz dzenia, okre laj  dopuszczalne poziomy poszczególnych mikotoksyn 
w ywno ci. Obecnie w Polsce obowi zuje Rozporz dzenie Ministra Zdrowia  
w sprawie maksymalnych poziomów zanieczyszcze  chemicznych 
i biologicznych w ywno ci i jej sk adnikach [ 22]; znajduj  si  tam odniesienia 
do dokumentów w randze rozporz dze  obowi zuj cych w krajach obszaru Unii 
Europejskiej, a dotycz cych m.in. maksymalnych poziomów mikotoksyn 
w ró nych surowcach b d  produktach spo ywczych. Rozporz dzenie Komisji 
(WE) Nr 1881/2006 z dnia 19 grudnia 2006 roku, ujmuje ca o ciowo t
problematyk  [24], przy czym najnowszym dokumentem uzupe niaj cym jest 
Rozporz dzenie (WE) Nr 1126/2007 z dnia 28 wrze nia 2007 roku [25]. 
W rozporz dzeniach tych uwzgl dniono nast puj ce mikotoksyny: aflatoksyny 
B1, B2, G1, G2, M1, ochratoksyn  A, patulin , deoksyniwalenol, zearalenon 
i fumonizyny B1, B2. W przygotowaniu s  limity dla toksyny T-2 i HT-2. 
W tabeli 3 przedstawiono przyk adowo dopuszczalne poziomy niektórych 
mikotoksyn w wybranych produktach. 

OCENA
POBRANIA 

(dane redniej
konsumpcji 

i rednia wa ona
kontaminacji) 

BADANIA 
TOKSYKOLOGICZNE  

TDI/PMTDI

METODY
ANALITYCZNE 

NOEL

MAKSYMALNE 
POZIOMY

Wsp. bezpiecze stwa
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Tab. 3. Najwy sze dopuszczalne poziomy wybranych mikotoksyn w niektórych 
   rodkach spo ywczych i surowcach ro linnych  

Surowiec/produkt Rodzaj
mikotoksyn 

Zawarto
[ g/kg] 

Wszystkie zbo a i wszystkie produkty 
otrzymywane ze zbó  w tym produkty 
zbo owe z wyj tkiem kukurydzy 
przeznaczonej do sortowania i produktów 
specjalnego przeznaczenia 

2,0/4,0 

Orzechy arachidowe i orzechy oraz 
przetworzone produkty z orzechów 
przeznaczone do bezpo redniego spo ycia 
przez ludzi 

Aflatoksyna 
B1/  aflatoksyn 

B1,B2,G1,G2

2,0/4,0 

Nieprzetworzone zbo a/wszystkie produkty 
z nieprzetworzonych i przetworzonych zbó
oraz zbo a przeznaczone do bezpo redniego 
spo ycia przez ludzi z wyj tkiem rodków 
spo ywczych specjalnego przeznaczenia 

5,0/3,0 

Kawa palona/kawa rozpuszczalna 

Ochratoksyna A 

5,0/10,0 
Nieprzetworzone zbo a inne ni  pszenica 
durum, owies i kukurydza/zbo a przeznaczone 
do bezpo redniego spo ycia przez ludzi, m ka
zbo owa (w tym m.in. kukurydziana, p atki
kukurydziane) i inne produkty do 
bezpo redniego spo ycia przez ludzi z 
wyj tkiem rodków spo ywczych specjalnego 
przeznaczenia 

Deoksyniwalenol 
(DON)

1250/750 

Nieprzetworzone zbo a inne ni
kukurydza/zbo a przeznaczone do 
bezpo redniego spo ycia przez ludzi, m ka
zbo owa i inne produkty do bezpo redniego 
spo ycia przez ludzi z wyj tkiem rodków 
spo ywczych specjalnego przeznaczenia 

Zearalenon 100/75 

Wyst powanie mikotoksyn w ywno ci w Polsce

Problem obecno ci mikotoksyn w ywno ci i w surowcach rolniczych 
w Polsce by  badany przez ostatnie cztery dziesi ciolecia ubieg ego wieku 



 Analiza mikotoksyn i jej powi zania jako narz dzia tworzenia jako ci………………..

46

z ró nym nat eniem; od drugiej po owy lat 90-tych daje si  zaobserwowa
wyra n  intensyfikacj  poczyna  w tej dziedzinie. Jest to rezultatem, m.in. 
poprawy sytuacji materialnej laboratoriów i placówek badawczych, ale przede 
wszystkim post pu w dziedzinach analityki, toksykologii ywno ci i prac 
ustawodawczych. Badanie zbó  i ich przetworów oraz innych produktów 
i surowców pochodzenia ro linnego na obecno  wymienionych mikotoksyn jest 
obligatoryjne od momentu wst pienia Polski do Unii Europejskiej,  
a dopuszczalne maksymalne ich poziomy regulowane s  wspomnianymi 
poprzednio rozporz dzeniami [24, 25].  

Generalnie, niezale nie od szczegó owych wyników bada  stwierdzi
mo na, e do mikotoksyn zas uguj cych na szczególn  uwag , je li chodzi 
o wyst powanie w surowcach rolniczych i ywno ci w warunkach 
klimatycznych Polski, nale : ochratoksyna A wykrywana w zbo ach 
i przetworach zbo owych, deoksyniwalenol (DON), a w nast pnej kolejno ci:
toksyna T-2, HT-2, zearalenon i fumonizyny B1 i B2. Wymienione poprzednio 
mikotoksyny (oprócz toksyny T-2, HT-2 i fumonizyn, co do których istnieje zbyt 
ma o danych) wyst powa y w badanych próbkach zbó  i ich przetworach, 
a tak e w innych produktach w ilo ciach umiarkowanych - przekroczenia 
maksymalnych dopuszczalnych poziomów zdarza y si  stosunkowo rzadko [15]. 

  Aflatoksyny natomiast, jako toksyny klimatu tropikalnego i subtropikalnego, 
mog  stwarza  pewne potencjalne zagro enie w produktach z importu takich jak: 
orzechy - szczególnie arachidowe i przyprawy kulinarne oraz zbo a z importu - 
g ównie kukurydza. Jako ciekawostk  nale y wspomnie  o badaniach zbó
( yto, pszenica, j czmie ) pochodz cych z upraw konwencjonalnych 
i ekologicznych zrealizowanych przez Zak ad Analizy ywno ci Instytutu 
Biotechnologii Przemys u Rolno-Spo ywczego przeprowadzonych w latach 
1997-1998 [7, 8]. Otó  wynika z nich, e zawarto ci ochratoksyny A nie ró ni y
si  istotnie w zbo ach z obu rodzajów upraw. 

Na zako czenie nale y podkre li , e rozwój analityki ywno ci, wiedzy 
toksykologicznej i post py prac legislacyjnych s  procesami ci g ymi, dlatego 
dopuszczalne poziomy mikotoksyn b d  podlega y rewizji, co powinno stanowi
gwarancj  odpowiedniej jako ci i bezpiecze stwa ywno ci.
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4. Post py w technikach separacyjnych stosowanych 
w analizie ywno ci 

  MIECZYS AW OBIEDZI SKI

W sk ad ywno ci wchodz  zarówno sk adniki po dane, jak i niepo dane.
Sk adnikami s  substancje od ywcze, niezb dne dla zdrowia, sk adniki
przeciwod ywcze, bioaktywne – nie ywieniowe, toksyczne i zanieczyszczenia 
i inne, potencjalnie u yteczne lub szkodliwe. Cz sto zadaniem technologii jest 
usuni cie jednych, a zwi kszenie zawarto ci innych - tych po danych.  

Maj c na uwadze bezpiecze stwo ywno ci, przyj to powszechnie 
stosowanie analizy ryzyka do zarz dzania zagro eniami, które mog  stanowi
niebezpiecze stwo dla zdrowia konsumenta i jego dobrostanu. Powszechnie 
stosowanymi sposobami zarz dzania zagro eniami dla jako ci i bezpiecze stwa 
ywno ci to systemy HACCP, ISO 22000 czy standardy BRC, QS, GAP i inne. 

W ostatnich latach zmieni o si  równie  podej cie do substancji od ywczych, 
ywieniowych. W niedawnej przesz o ci za sk adniki od ywcze uwa ano takie, 

które s  niezb dne do pobrania z otoczenia dla zachowania wzrostu, zdrowia 
i utrzymania funkcji yciowych. Obecnie wiele sk adników ywno ci, jak np. 
polifenole, isoflawony, karotenoidy, nie b d ce prowitamin  A, glukozynolany 
czy fitosterole s  uwa ane za sk adniki ywieniowe, istotne dla procesów 
metabolicznych, detoksyfikacji, ogólnie o dzia aniu prozdrowotnym, np. 
antykancerogennym. Kilka z tych zwi zków, jeszcze par  lat temu uwa ano za 
anty- ywieniowe. Wiadomo równie , e na ich dzia anie w organizmie ma 
wp yw obecno  innych sk adników diety i mo e mie  charakter 
antagonistyczny, synergistyczny i zale y to od ich wzajemnych relacji. Ju  te 
fakty wskazuj  na konieczno  rozwa ania lub co najmniej uwzgl dnienia
w analizie ryzyka równie  analizy korzy ci, aby mo na dokona  kompleksowej 
oceny sk adników ywno ci pod wzgl dem korzy ci i ryzyka.  



  Post py w technikach separacyjnych………………………………………………………. 

52

Z podobnych powodów istnieje konieczno  kompleksowego podej cia do 
problematyki jako ci i bezpiecze stwa ywno ci w rozwi zaniach prawnych 
nadzoru nad a cuchem ywno ciowym od pola do sto u, maj c na wzgl dzie
odpowiedzialno  wszystkich uczestników ogniw a cucha, maj cych wp yw na 
bezpiecze stwo oraz zdrowotn  i ywieniow  jako ywno ci. Nale y sobie 
zdawa  spraw , e przyj cie ramowego podej cia do a cucha ywno ciowego
wychodzi poza problematyk  bezpiecze stwa ywno ci. Jednocze nie sprzyja 
podej ciu systemowemu do jako ci w sektorze rolno-spo ywczym, wspieraniu 
systemów zarz dzania jako ci  i bezpiecze stwem w ca ym a cuchu
ywno ciowym, które wymagaj  zaanga owania w adzy publicznej, 

producentów i przetwórców, jak równie  konsumentów – spo ecze stwa. 
Nadchodz ce zmiany w polityce rolnej – regulacje dotycz ce wspó zale no ci 
„cross compliance”, id  w a nie w tym kierunku. Mo na si  zatem spodziewa ,
a trend ten jest ewidentnie widoczny w wielu krajach cz onkowskich Unii 
Europejskiej, wzajemnego przenikania si  problematyki jako ci i bezpiecze stwa 
ywno ci wyra onej mi dzy innymi tworzeniem zintegrowanych instytucji 

nadzoru nad bezpiecze stwem i jako ci ywno ci (urz dowa kontrola 
ywno ci). Zatem konieczne jest holistyczne podej cie do jako ci  

i bezpiecze stwa ywno ci w cyklu „od pola do sto u” i powinno ono by
wsparte nowoczesnymi technikami analitycznymi. Sk ad, specjacja sk adników
i analiza ywno ci s  niezb dne do oceny wszystkich nieroz cznych 
sk adowych i tych dodanych celowo komponentów lub wyst puj cych 
przypadkowo, w tym pochodz cych ze rodowiska - otoczenia ogniw a cucha, 
w czaj c kontaminanty i pozosta o ci chemiczne, dodatki i substancje 
bioaktywne nie – od ywcze. Konieczne s  równie  do oceny zmienno ci  
ich relacji i oddzia ywania w procesach technologicznych a cucha, 
a w szczególno ci organizmach konsumentów.

Wa n  kwesti  jest problematyka identyfikowalno ci (traceability)  
i autentyczno ci produktów spo ywczych. Problematyka „traceability”, 
obligatoryjna dla bezpiecze stwa ywno ci, staje si  równie  istotna dla jako ci
ywno ci. Nowym wyzwaniem, aczkolwiek znanym od wielu wieków jest 

zagadnienie autentyczno ci produktów spo ywczych. Rozwojowi cywilizacji 
towarzyszy  post p technologiczny, a temu z kolei rozwój sposobów 
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fa szowania i podrabiania ywno ci oraz napojów. Prawie 2000 lat temu 
w Indiach znano zarówno sposoby fa szowania produktów z ziarna ro lin
zbo owych i olejów jadalnych, jak i sposoby ich wykrywania. W prawie 
rzymskim opisano sposoby fa szowania oliwy z oliwek oraz wina. W kolejnych 
stuleciach opisano sposoby wykrywania oraz przeciwdzia ania fa szowaniu
autentyczno ci przypraw. Wykrywanie zafa szowa  i podrabiania ywno ci
oraz napojów wymaga stosowania ró norodnych technik analitycznych. 
Obecnie obserwowany trend powrotu do tradycyjnych produktów spo ywczych, 
produktów o deklarowanym pochodzeniu geograficznym, wymaga stosowania 
ró norodnych technik, aby wykry  ewentualne zafa szowania pochodzenia czy 
technologii.

Post p wiedzy o ywno ci, o jej jako ci i bezpiecze stwie, nast puje
w wyniku rozwoju takich dziedzin jak proteomika, lipidomika, genomika, 
metabolomika, a od technologa ywno ci wymaga si  ich zintegrowania.  

Obserwowany jest zdecydowany post p w przygotowaniu próbek do bada .
Coraz cz ciej stosuje si  metody o znacz co zredukowanej ilo ci
rozpuszczalników organicznych lub bezrozpuszczalnikowych, takich jak: 

• ekstrakcja do fazy sta ej (solid phase extraction - SPE), 

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

• wykorzystania membran pó przepuszczalnych (SPMD – semipermeable 
membrane devices),

• ekstrakcji do jednej kropli, 

• chromatografia dyspersyjna i wielu innych. 

Ekstrakcyjne przygotowanie próbek typu Soxhleta, zosta o zast pione przez: 

• przyspieszon , wymuszon  ekstrakcj ,

• ekstrakcj  w podwy szonej temperaturze i/lub ci nieniu,

• ekstrakcj  ciecz  w stanie nadkrytycznym z ewentualnymi 
modyfikatorami. 
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Do usuwania zwi zków t a stosuje si  ekstrakcj :

• do fazy sta ej z wykorzystaniem sorbentów z nadrukiem molekularnym 

 (moleculary imprinted solid phase extraction - MISPE), 

• do fazy sta ej z wykorzystaniem immunosorbentów (immuno - SPE), 

• rozpuszczalnikami wspomagan  promieniowaniem mikrofalowym 

 (microwave assisted extraction, MAE), 

• za pomoc  rozpuszczalników z próbki rozproszonej w fazie sta ej (matrix

 solid phase extraction, MSPD) i mieszade  z faz  stacjonarn  stir bar.

Zastosowanie tych technik jest w szczególno ci korzystne do wyodr bniania  
z matrycy ywno ciowej i jednoczesnego zag szczania zwi zków bioaktywnych, 
wyst puj cych w mikro-ilo ciach w surowcach i artyku ach rolno-spo ywczych.

Istotn  rol  w badaniach ywno ci odgrywaj  techniki rozdzielcze,  
w szczególno ci chromatograficzne. Post p 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 szczególno ci doskonalenie istniej cych sposobów detekcji 
umo liwia równie  badania mikro-próbek i mikro-ilo ci oraz selektywno
detekcji.

Szczególnie w ostatnich pi ciu latach rozwijane jest zastosowanie technik 
sprz onych typu chromatografia cieczowa – chromatografia gazowa (LC-GC) 
czy LC-LC, wyczerpuj ca dwuwymiarowa chromatografia gazowa czy 
selektywne on-line wycinanie okre lonych frakcji rozdzielanych mieszanin 
i powtórny ich rozdzia . W sprz onych technikach wykorzystuje si  wycinanie 
okre lonych frakcji rozdzielanych na pierwszej kolumnie i ich przeniesienie 
w czasie rzeczywistym na drug  kolumn  (np. o odmiennej polarno ci), w celu 
dokonania skutecznego rozdzia u. Odmian  tej techniki jest wysokorozdzielcza 
i wielowymiarowa chromatografia gazowa (WRGC), gdzie w czasie 
rzeczywistym stosowane s  dwie kolumny kapilarne po czone poprzez 
modulator. Wielowymiarow  tych technik uzyskuje si  dzi ki zastosowaniu 
ró nych i specyficznych detektorów lub sprz eniu ze spektrometri  masow .
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Chromatograficzne i elektroforetyczne techniki rozdzia u i izolacji badanych 
zwi zków, sprz one ze spektrometri  masow , s  standardem w badaniach 
przypraw, dodatków zapachowych, dodatków do ywno ci, wykrywaniu 
ska e  i pozosta o ci chemicznych ywno ci, a wr cz s  niezb dne do bada
wska ników autentyczno ci lub identyfikowalno ci ywno ci. Dla przyk adu, 
technik  wysokorozdzielczej i wielowymiarowej chromatografii gazowej 
(WRGC) mo na si  pos u y  dla stwierdzenia autentyczno ci naturalnych 
zapachów lub mieszanek zapachowych, miodów, win, napojów alkoholowych 
czy serów dojrzewaj cych, soków i napojów owocowych.  

W badaniach nad pochodzeniem - autentyczno ci  produktów, wa n  rol
odgrywaj  techniki elektroforetyczne i rozwijaj ca si  dynamicznie 
elektroforeza kapilarna. Poprzez analiz  sk adu bia ek mo na tymi technikami 
identyfikowa  pochodzenie gatunkowe mi sa, mleka, odmian pszenicy, 
j czmienia. W badaniach zastosowanie ma dwuwymiarowa elektroforeza 
(2-DE), wprowadzona do stosowania w latach 70. ubieg ego stulecia, 
w szczególno ci w badaniach bia ek, obecnie proteomice - badaniach nad 
ekspresj  bia ek komórkowych, ujawniaj c w ten sposób funkcje genów. 
Niew tpliwie badania genomu - sekwencjonowanie DNA - dla wyja nienia 
funkcji genów, poprzez zastosowanie m.in. spektrometrii masowej, utorowa y
drog  do szerokiego zastosowania tej techniki w badaniach bia ek i peptydów.  

Mo liwo ci sprz enia technik separacyjnych i spektrometrii masowej 
w badaniach bia ek mi sa i ich funkcji przedstawiono na rysunku 1. Nale y
pami ta , e w próbkach tkanek ssaków zazwyczaj wyst puje od 10 do 30 tys. 
ró nych bia ek i konieczne jest stosowanie ró norodnych technik, w celu ich 
wyodr bnienia, rozdzia u i ilo ciowego okre lenia. Stosowane technologie maj
swoje zalety, wady i ograniczenia, zatem dobór techniki zale y od badacza 
i dost pno ci narz dzi analitycznych. 

Od wczesnych lat 70-tych ubieg ego stulecia obserwuje si  szybki post p
w biologii molekularnej i genetyce oraz ich zastosowaniach w szybkiej 
diagnostyce. Techniki biologii molekularnej s  stosowane z powodzeniem 
w analizie ywno ci, identyfikacji gatunkowej, odmianowej, pochodzenia 
geograficznego, sk adu surowców i produktów, patogenów mikrobiologicznych, 
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autentyczno ci i tym podobnych. Nowe techniki in ynierii genetycznej, izolacji 
genów, wykorzystanie rekombinowanego DNA, hybrydyzacji umo liwi y rozwój 
technik immunochemicznych, biosensorów, próbników DNA czy reakcji PCR 
(polymerase chain reaction) do opracowania szybkich i pewnych metod analizy 
ywno ci.  

       Oparte o ele                     Chromatografia cieczowa 

2D ele     1D ele                    off-line                 on-line 

Rozdzia

bia ek 

Identyfikacja 

bia ek 

Analiza 

ilo ciowa 

Statystyka  
Metody normalizacji 
Rozpoznanie wzorca
Biomarkery

Bioinformatyka  

Chemometria 

MALDI/TOF           MALDI/TOF             ESI-MS/MS 

Analiza obrazu      Grupowanie danych        Zró nicowane 

    2D ele                      z MS                         znakowanie 

Zwierz ta, tkanki, komórki 

- frakcjonowanie 

Próbki 

Statystyka  
Metody normalizacji 
Rozpoznanie wzorca
Biomarkery

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

Obja nienia: MALDI/TOF; ESI – MS/MS: jonizacja laserowa 
z matrycy/spektrometria masowa czasu przelotu; jonizacja poprzez 
elektrorozpraszanie – podwójna spektrometria masowa.  

Rys. 1. Przyk adowe techniki stosowane w analizie bia ek mi sa i ich funkcji 

  Metody chemiczne oznaczania substancji ladowych w ywno ci zosta y
wsparte metodami enzymatycznymi – specyficznymi dla analitów, 
pozwalaj cymi na stosowanie tanich metod przesiewowych 
(i zautomatyzowanych) w badaniach ska e  i pozosta o ci chemicznych 
w ywno ci. Notuje si  burzliwy rozwój biosensorów, zawieraj cych 
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biologiczny selektywny element rozpoznania, taki jak enzym (immobilizowany), 
przeciwcia o lub mikroorganizm, po czony z przeka nikiem chemicznym lub 
fizycznym – elektrochemicznym - elektrod , kryszta em piezoelektrycznym, 
optycznym czy termicznym, fluorymetrycznym i lumenometrycznym, 
z wykorzystaniem technologii wiat owodowej.

Przedstawiaj c powy sze rozwa ania dotycz ce post pu w metodach 
separacyjnych stosowanych w analizie ywno ci, nale y podkre li , e chocia
udzia ywno ci o obni onej jako ci, z powodu rozbie no ci pomi dzy 
deklaracj  producenta a stanem rzeczywistym nie jest du y, to jednak badania te 
s  konieczne i potrzebne dla ochrony interesów ekonomicznych konsumenta, a
czasami równie  jego zdrowia. Post p techniczny z jednej strony sprzyja 
doskonaleniu produktów ywno ciowych w aspekcie ich jako ci
i zdrowotno ci, z drugiej natomiast stwarza mo liwo  nieuczciwego 
podrabiania ywno ci i jej autentyczno ci. Z tych powodów, w celu weryfikacji 
jako ci ywno ci, konieczne jest stosowanie coraz bardziej wysublimowanych 
metod i cz sto drogiego instrumentarium analitycznego. Pami ta  nale y, aby 
stosowane metody by y wiarygodne, a wyniki mog y by  potwierdzone innymi 
technikami. 

Obecny post p technologiczny wskazuje na ogromne mo liwo ci
jako ciowego skoku w zakresie kontroli jako ci i bezpiecze stwa ywno ci. 
Wynika to z post pu bada  naukowych zwi zanych z nanotechnologiami, 
badaniami instrumentalnymi, jak i biotechnologicznymi metodami kontroli 
jako ci i bezpiecze stwa ywno ci, poprzez dzia ania zarówno „on i off-line". 
Dla wielu perspektywa automatycznej kontroli krytycznych punktów procesów 
technologicznych istotnych dla jako ci, w tym jej bezpiecze stwa, staje si
coraz bli sza. W teorii mo na równie  rozwa y  mo liwo  realizacji starej 
teorii 100% inspekcji produktów, w warunkach, gdy spe niaj  one wymogi 
okre lonej specyfikacji, aczkolwiek nale y pami ta , e spe nienie krytycznych 
limitów dla tych specyfikacji nie zawsze gwarantuje wysok  jako
i bezpiecze stwo. Zatem rozwaga i wiedza ludzka dotycz ca oceny wyników 
bada  i pomiarów jest i b dzie potrzebna. 
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5. Organizmy genetycznie modyfikowane i metody ich 
identyfikacji  

  HELENA KUBICKA 

Wst p

Od wieków cz owiek poprawia  otaczaj c  go natur . Pocz tkowo
udomawia  zwierz ta w celu zaspokojenia rosn cych potrzeb. Nast pnie
wybiera  najdorodniejsze okazy zarówno w ród ro lin jak i zwierz t, które 
poddawa  procesom hodowlanym takim jak: krzy owanie i selekcja pomi dzy 
blisko spokrewnionymi gatunkami. W ten sposób tworzy  nowe, odporniejsze 
i wydajniejsze odmiany ro lin i rasy zwierz t.

Prze omem w sposobie otrzymywania nowych (nieistniej cych 
w przyrodzie) organizmów by y nast puj ce odkrycia w genetyce: 

• og oszenie teorii totipotencji komórek ro linnych (czyli wykazanie, e
ka da ywa komórka jest zdolna do odtworzenia ca ego organizmu) oraz 
opracowanie sk adu uniwersalnej po ywki, umo liwiaj cej kultur  „in 
vitro” ró nych organów, tkanek i komórek ro linnych [19]. Pozwoli o to 
na masowe otrzymywanie ro lin tymi sposobami w laboratorium; 

• opisanie struktury kwasów nukleinowych przez Watsona i Cricka w 1953 
roku oraz rozszyfrowanie kodu genetycznego, który jest odpowiedzialny za 
zró nicowanie fenotypowe organizmów; 

• wykrycie enzymów restrykcyjnych u bakterii oraz opisanie ich dzia ania - 
zdolno ci do przecinania kwasów nukleinowych w specyficznych 
miejscach; 

• opracowanie metod klonowania i systemów przenoszenia oraz 
wprowadzania genów do zwierz t i ro lin – uzyskanie w pierwszych 
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organizmów transgenicznych, a tak e opisanie nowoczesnych metod ich 
identyfikacji. 

Powy sze osi gni cia przyczyni y si  do szybkiego rozwoju biotechnologii 
i uzyskiwania na szerok  skal  zmodyfikowanych genetycznie organizmów 
(ro lin, zwierz t i mikroorganizmów), jak równie  wszechstronnego ich 
wykorzystania w wielu ga ziach gospodarki: rolnictwie, medycynie, 
farmakologii i ochrony rodowiska. Wielu badaczy [1, 14, 21] uwa a, e
produkty uzyskane z organizmów genetycznie modyfikowanych s
nieszkodliwe, poniewa  cz owiek od zawsze ywi  si  ro linami i zwierz tami, 
które w swoich komórkach zawieraj  geny. Ponadto, pojawienie si  nowych 
produktów nie oznacza wycofania artyku ów produkowanych tradycyjnymi 
metodami, czy konieczno ci ich zakupu, gdy  ka dy ma prawo wyboru. Te dwa 
kierunki produkcji ywno ci rozwijaj  si  równolegle i niezale nie od siebie. 
Mimo tego, wiele osób zadaje sobie pytanie, czy nie stwarzaj  one zagro enia
dla ludzko ci? 

Organizmy transgeniczne

Organizmy genetycznie zmodyfikowane to organizmy, w których materia
genetyczny zosta  zmieniony w sposób niezachodz cy w warunkach naturalnych 
wskutek krzy owania, czy selekcji, lecz przy zastosowaniu technik in ynierii 
genetycznej - wprowadzono gen (fragment DNA) pochodz cy z innego lub tego 
samego gatunku. 

Proces ten nazywamy transformacj  genetyczn . Wprowadzony gen 
odpowiedzialny jest za produkcj  odpowiedniego bia ka, co ujawnia si
w postaci nowej cechy, która jest dziedziczna, tzn. przekazywana na potomstwo.  

Do przenoszenia genu u ywa si  specjalnych konstrukcji genowych 
(zwanych transgenami), które integruj  si  z genomem biorcy zmieniaj c jego 
w a ciwo . St d nazwa organizmy transgeniczne. Transgen sk ada si
z promotora (stymuluje ekspresj  obcego genu), sekwencji koduj cej dany gen 
oraz terminatora. Ekspresja wprowadzonego genu do komórki danego 
organizmu, wyst pi wówczas, gdy transgen zostanie na sta e w czony do jego 
genomu. 
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W konstrukcie genowym oprócz transgenu znajduj  si  geny markerowe - 
selekcyjne (Rys. 1 i 2), np. geny odporno ci na antybiotyki (neomycyna, 
kanamycyna), dzi ki czemu na po ywkach zawieraj cych te antybiotyki rosn
jedynie komórki ze zintegrowanym obcym DNA. Czynnikami selekcjonuj cymi,
cz sto stosowanymi, obok antybiotyków, mog  by  herbicydy. Do wykrywania 
komórek stransformowanych u ywa si  np. genów koduj cych wytwarzanie -
glukuronidazy, luceferazy itp. 

Rys. 1. Transgen – wprowadzany do komórki ro linnej – metod  bezwektorow

Rys. 2. Transgen - wprowadzany do komórki ro linnej - metod  wektorow

Ro liny transgeniczne uzyskuje si  przez przeniesienie obcych fragmentów 
DNA (genów) do genomu biorcy i stabiln  ich integracj  z tym genomem. 
Wprowadzone fragmenty DNA ulegaj  ekspresji w genomie gospodarza, dzi ki
czemu mo emy otrzyma  ro liny o nowych lub ulepszonych cechach. 
Nowoczesne techniki pozwalaj  przenosi  geny zarówno z organizmów 
spokrewnionych z biorc , jak równie  z oddalonych jednostek systematycznych 
np. przenoszenie genów ro linnych do genomu zwierz cego. W 1983 roku 
przeprowadzono pierwsz  udan  transformacj  u tytoniu [9]. Dotychczas 
opisano wiele metod wprowadzania genów do komórek ro linnych, a w ród nich 
najcz ciej stosowane s :

a. Metoda wektorowa

W przypadku tej metody wykorzystuje si  naturaln  zdolno  bakterii 
glebowych: Agrobacterium tumefaciens i Agrobacterium rhizogenes, do 

Gen
markerowy TerminatorPromotor

Gen
wprowadzany 

Gen
markerowy TerminatorPromotor 

Gen  
wprowadzanyT-DNA T-DNA
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infekowania ro lin w miejscu zranie  i przekazywania fragmentu w asnego 
plazmidu, który integruje si  z genomem komórki ro linnej. W miejscu infekcji 
plazmidów z: A. tumefaciens - tworz  si  tumorowate naro la (Fot. 1), natomiast 
A. rhizogenes – powstaje du a liczba w o ników.

Fot. 1. Naro l na ro linie w miejscu infekcji przez bakteri A. tumefaciens

  Jedn  z najwa niejszych metod przenoszenia genów jest transformacja 
z wykorzystaniem wektorów, którymi s  plazmidy wyst puj ce u Agrobacterium
tumefaciens. Ze wzgl du na powinowactwo do gospodarza, bakterie te mog y
by  pocz tkowo wykorzystywane g ównie do transformowania ro lin 
dwuli ciennych [8] (Rys. 3). Chocia  w okre lonych warunkach okaza o si
mo liwe stransformowanie przy pomocy A. tumefaciens tak e ry u [4]. 
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Rys. 3. Transformacja tytoniu przy u yciu wektora plazmidowego 

b. Metody bezwektorowe

S  to metody polegaj ce na bezpo rednim wprowadzeniu DNA do komórek 
ro linnych lub zwierz cych. Pozwalaj  one na transformowanie dowolnych 
organizmów, a zaliczamy do nich: 

1. Mikrowstrzeliwanie polega na wprowadzaniu DNA w postaci kulek
 op aszczonych z otem lub wolframem o rednicy 0,5 – 5 m za pomoc
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aparatu, tzn. strzelby genetycznej (wstrzeliwanie DNA) do komórek i tkanek 
ro linnych. Pierwsz  ro lin  otrzyman  przy u yciu tej metody by  tyto  [11], 
jednak w wi kszo ci przypadków stosowana jest ona do transformacji ro lin 
jednoli ciennych [24]. 

2. Fragmenty DNA (geny) wprowadzane s  bezpo rednio do protoplastów
 stosuj c:

• elektroporacj – DNA  wprowadza  si   do protoplastów (komórki ro linne

pozbawione ciany komórkowej) przy pomocy krótkotrwa ych 
wysokonapi ciowych impulsów elektrycznych wykorzystuj c generatory 
mikroimpulsów. Impulsy elektryczne wytwarzaj  w b onie komórkowej 
protoplastu pory przez które wnika DNA,  

• glikol polietylenowy (PEG) - inkubacja protoplastów ro lin
z plazmidowym i no nikowym DNA odbywa si  w obecno ci PEG-u, 
który obni a napi cie powierzchniowe b ony komórkowej protoplastu, 
dzi ki czemu DNA przenika do wn trza protoplastów. Efektywno  tej 
metody wzrasta w obecno ci jonów magnezu.  

3.   Makroiniekcja – polega na wstrzykiwaniu wodnego roztworu zawieraj cego
 plazmid (z genem np. odporno ci na kanamycyn ) w rozwijaj cy si
 kwiatostan. Nasiona wytworzone przez traktowane ro liny s  oceniane na
 podstawie odporno ci na ten antybiotyk. Metoda ta zosta a zastosowana
 przez De la Pena i Schell’a [7].  

4. Mikroiniekcja – polega na wprowadzeniu DNA bezpo rednio do j der
 komórkowych. Zastosowana do transformowania protoplastów tytoniu
 i lucerny przez Reich i wsp. [17] da a ok. 15-25% transformantów. Rzadziej
 stosowana u ro lin, cz ciej u zwierz t.

 Dotychczas zmodyfikowano wi kszo  gatunków ro lin u ytkowych, dla 
których opracowano sposób regeneracji.

Cele i g ówne kierunki modyfikacji ro lin

Modyfikacjom genetycznym poddawane s  nie tylko gatunki ro lin, które 
maj  najwi ksze znaczenie gospodarcze, ale równie  ro liny wykorzystywane 
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w badaniach naukowych, które u ywano jako modelowe (rzodkiewnik, tyto  czy 
petunia) do poznania ekspresji genów przeniesionych z innych gatunków (np. od 
zwierz t).

Odporno  na herbicydy

 Jest to jedna z najbardziej rozpowszechnionych modyfikacji. Polega na 
wprowadzeniu do ro liny odporno ci na dzia anie totalnego herbicydu 
(np. Roundup), co umo liwia atw  kontrol  zachwaszczenia pól uprawnych. 
Zmodyfikowane ro liny (soja, kukurydza, rzepak) posiadaj  geny: 
odpowiedzialne za produkcj  enzymów rozk adaj cych zwi zek czynny - 
glifosat danego herbicydu (np. gen GOX – koduj cy enzym oksydoreduktaz
glifosatu, który rozk ada ten zwi zek lub gen EPSPS warunkuj cy odporno  na 
ten herbicyd).  

Odporno  na szkodniki

 Wyst puj ca w glebie bakteria Bacillus thuringiensis jest naturalnym 
biopestycydem, stosowanym do ochrony ro lin w gospodarstwach 
ekologicznych. Zawiera ona bowiem, geny koduj ce syntez  bia ek (Cry), 
toksycznych dla okre lonych owadów. Dzi ki zastosowaniu in ynierii 
genetycznej mo liwe by o przeniesienie tych genów do ro lin, co spowodowa o, 
e sta y si  one odporne na szkodniki, przez co ograniczono konieczno

chemicznej ochrony. Odporno  typu Bt wprowadzono do wielu gatunków ro lin 
uprawnych, np. ziemniak (odporny na stonk  ziemniaczan ), kukurydza 
(odporna na omacnic  prosowiank ), czy bawe na (odporna na kwieciaka 
bawe nianego i s onecznic  ameryka sk ).

Odporno  na choroby

 Choroby ro lin s  spowodowane przez grzyby, bakterie i wirusy i stanowi
one zagro enie nie tylko obni enia plonów, ale tak e dla zdrowia ludzi 
i zwierz t. Przyk adem s  grzyby z rodzaju Fusarium wytwarzaj ce toksyczne 
mykotoksyny, które powoduj  zmiany w metabolizmie RNA.  Genetycznie 



Organizmy genetycznie modyfikowane i metody ich identyfikacji 

66

zmodyfikowane ro liny odporne na choroby bakteryjne i grzybowe otrzymano 
po wprowadzeniu genów koduj cych enzymy aktywne przy infekcji 
(rozk adaj ce cian  komórkow ) np. glukanazy, chitynazy. Natomiast 
odporno  na choroby wirusowe uzyskano po wprowadzaniu do ro lin genów 
p aszcza wirusa. Genetycznie zmodyfikowane ro liny odporne na wirusy to: 
papaja, dynia, kawon, ziemniak i inne.

Odporno  na niekorzystne warunki rodowiska

 Ro liny nara one s  na negatywne dzia anie stresów abiotycznych: 
zasolenia, metali ci kich, wysokich i niskich temperatur, susz , które 
ograniczaj  mo liwo ci uprawy ro lin na terenach zdegradowanych. Ze wzgl du
na z o one mechanizmy odporno ci na stresy, otrzymano zmodyfikowane 
ro liny poprzez zwi kszenie syntezy w ro linach proliny, mannitolu, glicerolu, 
betainy czy innych substancji o w a ciwo ciach osmoregulacyjnych, 
produkowanych w odpowiedzi na ró ne stresy. Otrzymano ro liny tytoniu, 
pomidora i ziemniaka o zwi kszonej tolerancji na stres solny i mróz oraz ry
i tyto  odporny na susz .

Poprawa lub nadanie nowych cech jako ciowych

 Genetyczne modyfikacje pozwalaj  na zmian  sk adu kwasów t uszczowych 
w soi, rzepaku, poprzez zwi kszenie zawarto ci kwasów nienasyconych. 
Wzbogacono równie  sk ad aminokwasowy bia ek u kukurydzy, podwy szaj c
zawarto  lizyny. Innym przyk adem jest wytworzenie odmiany ry u Golden 
Rice o zwi kszonej dwudziestokrotnie zawarto ci prowitaminy A [19]. Odmian
t  otrzymano przez wprowadzenie dwóch genów: koduj cego syntaz  fitoenu 
(psy) i desaturaz  karotenu (crtI). In ynieri  genetyczn  wykorzystano tak e do 
obni enia zawarto ci alkaloidów: kofeiny w kawie, czy nikotyny w tytoniu, jak 
równie  do zmiany barwy kwiatów i przed u enia ich kwitnienia u ro lin
ozdobnych np. u go dzika.

Pierwsz  ro lin  transgeniczn  by  pomidor odmiany Flavr Savr 
o opó nionym dojrzewaniu, na skutek zablokowania ekspresji genu 
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odpowiedzialnego za aktywno  poligalakturonazy. Odmiana ta zosta a
wprowadzona na rynek USA w1994 roku. 

Produkcja substancji wykorzystywanych w medycynie

 Dzi ki modyfikacjom genetycznym powi ksza si  spektrum produktów 
uzyskiwanych z ro lin. Ro liny transgeniczne mog  wytwarza  szczepionki, 
przeciwcia a chroni ce przed ró nymi chorobami, a tak e zwi zki
wykorzystywane w przemy le. Ro liny mog  s u y  do produkcji 
monoklonalnych przeciwcia , hormonów, witamin, które obecnie s  wytwarzane 
przy u yciu komórek zwierz cych. Dzi ki temu ryzyko przeniesienia patogenów 
zostanie wyeliminowana, poniewa  nie istniej  choroby przenoszone z ro lin na 
ludzi [20]. Ponadto, produkcja leków w ro linach na du  skal  mo e by  ta sza 
i atwiejsza, np. produkcja ludzkiej insuliny przez bakteri Echerichia coli czy 
szczepionki przeciwko wirusowi HBV w sa acie. 

Uprawa ro lin transgenicznych na wiecie

 W roku 1996 ro liny transgeniczne uprawiane by y na powierzchni 1,7 mln 
ha. W ci gu 10 lat area  uprawy wzrós  ponad 10-krotnie (102 mln ha). W ród 
gatunków najwi ksz  powierzchni  zajmuje soja (58,6 mln ha), nast pnie
kukurydza (25,2 mln ha), bawe na (13,4 mln ha), rzepak (4,8 mln ha) i pozosta e
gatunki < 0,1 mln ha (Tab. 1) [6]. 

 Ro liny transgeniczne uprawiane s  w wi kszo ci na terenie Stanów 
Zjednoczonych (54,6 mln ha), w dalszej kolejno ci w Ameryce Po udniowej 
(31,5 mln ha), Kanadzie (6,11 mln ha), Indiach (3,8 mln ha) i Chinach (3,5 mln) 
i w pozosta ych krajach (2,49 mln ha) (Tab. 2) [6].  

 Najwi kszy obszar w ród upraw ro lin genetycznie zmodyfikowanych 
zajmuj  ro liny z wprowadzon  cech  tolerancji na herbicydy (68%). Znacznie 
mniej uprawia si  ro lin z wprowadzon  odporno ci  na owady (19%) oraz 
ro lin, które posiadaj  obydwie te cechy – 13%. 
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Tab. 1. Powierzchnia upraw genetycznie zmodyfikowanych ro lin na wiecie 
   1996-2006 w [mln ha] 

Rok Soja Kukurydza Bawe na Rzepak
Inne

(pomidor, 
dynia, papaja) 

Razem 

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 44,2 
2002 36,5 12,4 6,8 3 <0,1 58,7 
2004 48,4 19,3 9 4,3 0,1 81 
2006 58,6 25,2 13,4 4,8 - 102 

Tab. 2. Powierzchnia uprawy ro lin transgenicznych w wybranych krajach  
   w 2006 roku w [mln ha] 

Kraj Area
uprawy 

Genetycznie 
zmodyfikowane uprawy 

USA 54,6 
soja, kukurydza, bawe na,

rzepak, dynia, papaja, 
lucerna

Argentyna 18,0 soja, kukurydza 
Brazylia 11,5 soja, kukurydza 
Kanada 6,11 rzepak, kukurydza, soja 
Indie 3,8 bawe na
Chiny 3,5 bawe na

Paragwaj 2,0 soja 
RPA 1,4 kukurydza, soja, bawe na

Inne kraje (Urugwaj, Filipiny, 
Australia, Rumunia, Meksyk, 
Hiszpania, Kolumbia, Francja, 

Iran, Honduras, Czechy, 
Portugalia, Niemcy, S owacja)

1,09 soja, kukurydza, bawe na,
ry
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Genetycznie modyfikowane zwierz ta i metody ich otrzymywania

 Transgeniczne zwierz ta to takie, u których w wyniku zastosowania technik 
in ynierii genetycznej na trwa e, w sposób wiadomy, zmieniono genotyp przez 
wprowadzenie nowego genu (genów), pochodz cych od innego organizmu. 
Najcz ciej stosowane s  nast puj ce metody uzyskiwania takich organizmów: 

1. Mikroiniekcja obcego DNA do jednego z przedj drzy zap odnionej komórki 
jajowej (zygoty) lub j der komórkowych zarodka dwublastomerowego. 
Nast pnie zarodek zostaje umieszczony w jajowodzie matki zast pczej. 
Je eli wprowadzony gen zostanie w czony do genomu przed rozpocz ciem 
podzia ów zygoty, to we wszystkich komórkach zarodka obcy gen wykazuje 
ekspresj  (znajduje si  w tej samej pozycji genomu i w tej samej liczbie 
kopii).

2. Zaka anie wczesnych zarodków zrekombinowanym wirusowym wektorem 
jest szczególnie przydatne w odniesieniu do ni szych kr gowców, zw aszcza 
ryb.

3. Mikroiniekcja obcego DNA do pierwotnych komórek zarodkowych ES (ang. 
embryo stem), a nast pnie przeniesienie tej komórki do zarodka w stadium 
blastocysty. Powsta e z takich blastocyst doros e osobniki zawieraj  zarówno 
komórki oryginalnego zarodka jak i komórki ES z transgenem i mog
produkowa  komórki rozrodcze obu typów. Pierwszym zwierz ciem 
transgenicznym by a mysz (z wprowadzonym genem wzrostu szczura), 
otrzymana przez Palmitera w 1980 roku [3]. 

Cele modyfikacji zwierz t

 Prace nad transgenicznymi zwierz tami prowadzi si  w celach naukowych 
i praktycznych. Zadania poznawcze dotycz  genetycznej kontroli systemów 
fizjologicznych u zwierz t i cz owieka oraz opracowania pod o a genetycznych 
chorób. Natomiast cele praktyczne obejmuj  popraw  cech zwi zanych 
z produktywno ci  zwierz t oraz mo liwo ci wykorzystania produktów 
wytwarzanych przez zwierz ta w medycynie. G ówne cele wytwarzania zwierz t
transgenicznych to: 



Organizmy genetycznie modyfikowane i metody ich identyfikacji 

70

1. Szybszy przyrost masy cia a - uzyskuje si  poprzez wprowadzenie genu 
odpowiedzialnego za produkcj  hormonu wzrostu, np. do ryb (karp, oso )
i zwierz t gospodarskich ( winie, króliki) oraz poprawa wydajno ci mlecznej 
krów, nie no ci kur czy przyrostu we ny u owiec.  

2. Zmiany jako ciowe produktów zwierz cych i polepszenie: jako ci mi sa
(w czenie genu ze szpinaku do zap odnionej in vitro komórki jajowej wini, 
spowodowa o zwi kszenie zawarto ci kwasu oleinowego o 20% w mi sie 
wieprzowym); jako ci mleka – obni enie zawarto ci t uszczu i podwy szenie 
bia ka, zmiana sk adu bia ek mleka umo liwiaj cych szybsze uzyskanie 
serów (wprowadzenie genów koduj cych proteiny: beta- i kappa- kazein );
obni enie zawarto ci cholesterolu w jajkach czy poprawa jako ci we ny 
u owiec [18]. 

3. Poprawa odporno ci zwierz t na choroby i paso yty (kury odporne na wirusa 
ptasiej grypy, krowy odporne na priony - wywo uj ce chorob  szalonych 
krów – BSE i inne). 

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

5. Wykorzystanie zwierz t do celów biomedycznych to [10]: 

• uzyskiwanie bia ek w mleku zwierz t o znaczeniu farmaceutycznym - 
albumin, antytrombin, przeciwcia , hormonu wzrostu, interferonu, 
kolagenu, fibrynogenu itp., 

• zastosowanie ksenogenicznych komórek i tkanek, 

• ksenotransplantacja organów. 

Genetycznie modyfikowane mikroorganizmy

 Mikroorganizmy zwane drobnoustrojami obejmuj  zwykle jednokomórkowe 
organizmy widoczne pod mikroskopem. Zaliczamy do nich: bakterie, 
pierwotniaki, glony i niektóre grzyby, a tak e organizmy, które nie s  zdolne do 
samodzielnych procesów yciowych (przemiany materii), wskutek tego mog  si
rozmna a  tylko wykorzystuj c metabolizm innych organizmów, a s  to riketsje 
i wirusy.  



Helena Kubicka 

71

 Zgodnie z Dyrektyw  90/219/WE mikroorganizm oznacza ka d  jednostk
komórkow  lub niekomórkow  zdoln  do replikacji lub przenoszenia materia u
genetycznego, cznie z wirusami, wiroidami, komórkami zwierz cymi 
i ro linnymi w kulturach. Termin genetycznie zmodyfikowane mikroorganizmy 
(GMM) oznacza mikroorganizmy, w których materia  genetyczny zosta
zmieniony w sposób niezachodz cy w naturze, przy u yciu in ynierii 
genetycznej. W przypadku mikroorganizmów stosowane s  nast puj ce techniki: 

• wprowadzanie genów przy u yciu wektorów np. plazmidów bakteryjnych 
(lub innych no ników) i w czanie ich do komórki gospodarza, 

• bezpo rednie wprowadzanie do mikroorganizmów materia u genetycznego, 
przy zastosowaniu mikroiniekcji, makroiniekcji lub mikrokapsu kowania, 

• czenie komórek lub hybrydyzacja, czyli tworzenie nowych komórek.  

Wykorzystanie zmodyfikowanych mikroorganizmów

 Ró norodno  w ród mikroorganizmów stwarza ogromne mo liwo ci 
wykorzystania ich w przemy le biotechnologicznym do [2, 5]: 

• wytwarzania bia ek cz owieka przez bakterie zmodyfikowane genetycznie. 
Do produkcji ludzkiej insuliny zastosowano zmodyfikowane szczepy 
bakterii E. coli. Podobnie bakteria ta jest wykorzystywana do wytwarzania
innych bia ek (np. hormonu wzrostu),  

• produkcji antybiotyków, aminokwasów i witamin przez bakterie i grzyby, 
które poddane s  odpowiednim modyfikacjom genetycznym, a nast pnie
wykorzystywane do wytwarzania leków, pozyskiwanych atwymi 
metodami, gdy  ich inkubacja odbywa si  w warunkach zamkni tych, 

• wytwarzania nowych szczepionek przez zmodyfikowane organizmy staje 
si  coraz powszechniejsze. Podobnie jak bia ka cz owieka, równie  bia ka
wirusów mog  by  produkowane przez bakterie zmodyfikowane, 

• zastosowania mikroorganizmów do opracowywania nowych metod 
w terapii genowej, 
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• produkcji nowych detergentów - niektóre mikroorganizmy genetycznie 
zmodyfikowane maj  zdolno  do syntezy enzymów (proteaz, lipaz), 
przydatnych do produkcji lepszych, biodegradowalnych detergentów, 

• wytwarzania elektrod przez genetycznie zmodyfikowane wirusy, 

• wykorzystania bakterii do uzyskiwania ro lin odpornych na szkodniki. 

Ro liny odporne na szkodniki zawieraj  bia ko owadobójcze Cry pochodz ce 
z bakterii Bacillus thuringiensis. Do przeniesienia sklonowanego genu Bt 
wykorzystano m.in. plazmid Ti z innej bakterii Agrobacterium tumefaciens.
Obecnie na szerok  skal  tworzone s  ro liny transgeniczne nale ce do ró nych 
gatunków, zawieraj ce odporno  na szkodniki. 

Mikroorganizmy znajduj  szerokie zastosowanie w badaniach teoretycznych 
do opracowywania wielu procesów metabolicznych. Enzymy izolowane 
z bakterii umo liwiaj  ci cie i czenie DNA w probówce, jak równie  do 
namna ania wybranych genów w dowolnych ilo ciach [16]. 

Metody identyfikacji GMO

Identyfikacja organizmów genetycznie zmodyfikowanych polega na 
wykryciu genów, b d  ich fragmentów. Identyfikacj  GMO mo na równie
przeprowadzi  poprzez wykrywanie produktów ekspresji tych genów, np. bia ek
specyficznych czy zwi kszonego st enia bia ek.

Sk adowymi konstruktu genowego, którym najpierw transformowana jest 
komórka Agrobacterium, a nast pnie komórki ro linne, s  25-nukleotydowe 
sekwencje obu ko ców T-DNA i zawarty mi dzy nimi transgen oraz ro linny
marker selekcyjny. Na zewn trz sekwencji T-DNA znajduj  si  tak e bakteryjny 
gen replikacji ori i bakteryjny marker selekcyjny. 

Do genomu ro linnego zostaje wbudowana tylko cz  konstruktu, czyli 
transgen oraz marker selekcyjny. Transgen przy wektorowej i bezwektorowej 
transformacji, sk ada si  z: promotora, sekwencji koduj cej oraz terminatora. 
Najcz ciej u ro lin promotorem jest wirus mozaiki kalafiora CaMV 35S, za
u zwierz t wirus wakuolizuj cy ma p SV40. Znaj c elementy transgenu oraz gen 
markerowy mo emy zidentyfikowa  organizmy transgeniczne. 
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 Metody identyfikacji GMO dzieli si  na:

a. METODY OPARTE NA ANALIZIE DNA

- jako ciowa analiza DNA – wskazuj ca na obecno /nieobecno
poszukiwanej sekwencji w próbie oraz analiza ilo ciowa DNA okre laj ca jego 
ilo  w danej próbie.

Najcz ciej w praktyce stosowane s  metody oparte na a cuchowej Reakcji 
Polimerazy (PCR), polegaj ce na powieleniu (amplifikacji) wybranych 
odcinków DNA in vitro, przy czaniu starterów (primerów) i syntezie nowych 
nici DNA przez polimeraz  termostabiln . Starterami s  oligonukleotydy, 
sk adaj ce si  z ok. 20 par zasad, które wi  si  specyficznie z okre lonym 
miejscem na jednoniciowej matrycy. Replikacja rozpoczyna si  od starterów na 
ka dej nici i zachodzi w przeciwstawnych kierunkach. Cykl ten powtarza si
wielokrotnie, w celu powielenia specyficznych fragmentów DNA, 
wyst puj cych w produkcie pochodz cym z organizmu genetycznie 
zmodyfikowanego (np. promotor CaMV 35S) i wykrycie poszukiwanej 
sekwencji w ilo ci umo liwiaj cej zidentyfikowanie produktu podczas reakcji 
elektroforezy na elu agarozowym w postaci pr ka o okre lonej masie 
cz steczkowej [15] (Rys.4 i 5).  

             

Rys. 4. Schemat reakcji PCR [13]      Rys. 5. Analiza PCR [22] 
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Po stwierdzeniu obecno ci jednej lub kilku modyfikacji genetycznych, 
kolejnym etapem badania jest okre lenie ich ilo ciowej zawarto ci w próbie. 
W tym celu wykorzystuje si  dwie zmodyfikowane techniki PCR: 
kompetytywny PCR i PCR w czasie rzeczywistym. Metody te pozwalaj  na 
okre lenie zale no ci pomi dzy st eniem matrycowego DNA, a ilo ci
produktów PCR powsta ych podczas amplifikacji. Zasada kompetytywnego PCR 
polega na jednoczesnym powielaniu znanej ilo ci standardu DNA, tzn. 
kompetytora i badanego DNA (matrycowego) - oba DNA posiadaj  takie same 
miejsca wi zania startera. Zak adaj c, e wydajno  amplifikacji jest taka sama, 
to stosunek ilo ci produktów PCR odpowiada stosunkowi matrycowego DNA 
i standardu DNA w próbce przed reakcj .

Dok adniejsz  technik  cz ciej stosowan  jest PCR w czasie rzeczywistym 
(RT-PCR), w której analizowany jest przyrost produktu w czasie rzeczywistym 
(ilo  kopii badanej cz steczki kwasu nukleinowego jest monitorowana 
w ka dym cyklu reakcji amplifikacji i jest zwi zana z emisj  sygna u
fluorescencyjnego proporcjonalnego do ilo ci produktu generowanego 
w ka dym cyklu reakcji). Do analizy przyrostu ilo ci produktu w reakcji PCR 
u ywa si  wyznakowanych flourescencyjnie starterów (sond). Ilo  GMO 
w próbce, przy zastosowaniu PCR w czasie rzeczywistym, jest okre lona, jako 
stosunek ilo ci sekwencji charakterystycznych dla GMO do ilo ci 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].  

Inn  metod , któr  mo na zastosowa  do identyfikacji GMO jest 
hybrydyzacja kwasów nukleinowych metod  Southern. Technika ta polega na 
zwi zaniu wyznakowanej radioaktywnie lub chemicznie (przy czenie 
digoksygeniny lub biotyny) cz steczki DNA (sondy) do komplementarnej 
cz steczki w analizowanej próbce. Wst pny etap to rozdzia  danej mieszaniny 
fragmentów DNA w elu agarozowym. Nast pnie przeniesienie fragmentów 
z elu na filtr nylonowy (czasem nitrocelulozowy), umo liwiaj cy hybrydyzacj
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z sond  na zasadzie komplementarno ci i detekcja sondy zwi zanej 
z komplementarn  cz steczk  DNA. Je eli sonda by a znakowana 
radioaktywnie, to nale y przeprowadzi  autoradiografi , a je eli barwiona 
chemicznie to przeprowadza si  reakcj  wykrywania digoksygeniny lub biotyny.  

b. METODY OPARTE NA ANALIZIE BIA EK

 - jako ciowa analiza bia ek (immunodetekcja) – wskazuj ca na 
obecno /nieobecno  specyficznego bia ka i ilo ciowa – umo liwiaj ca ustali
ilo  bia ka produkowanego przez wprowadzony gen. W ród metod wykrywania 
GMO wykorzystuj cych analiz  bia ek mo na wyró ni  technik  Western Blot, 
w której wykorzystuje si  przeciwcia a do analizy bia ek rozdzielonych 
wcze niej w elu poliakrylamidowym. Metoda ta polega na: przeniesieniu 
(transferze) rozdzielonych wcze niej bia ek z elu na specjaln  membran ,
zablokowaniu pozosta ych jeszcze na membranie miejsc wi zania bia ek,
inkubacj  membrany z przeciwcia ami I rz dowymi, specyficznymi dla 
szukanego bia ka i inkubacj  membrany z przeciwcia ami II rz dowymi, które s
skierowane przeciwko fragmentom sta ym (Fc) przeciwcia  I rz dowych, 
zwi zanych z szukanymi bia kami. Przeciwcia a II rz dowe s  sprz one
z enzymem np. z alkaliczn  fosfataz , co umo liwia lokalizacj  powsta ych 
kompleksów, po inkubacji membrany z substratami dla sprz onego enzymu. 

Inn  technik  s u c  do identyfikacji GMO za pomoc  analizy bia ek s
testy ELISA, które umo liwiaj  wykrycie antygenu zwi zanego przez 
specyficzne przeciwcia a, dzi ki reakcji barwnej katalizowanej przez enzym - 
metoda detekcji i w niektórych testach zmierzenie zawarto ci „nowego” bia ka
produkowanego przez GMO - ocena ilo ciowa produktu. Testy paskowe oparte 
na bia kach s  praktyczne, szybkie w przeprowadzeniu, atwe w odczycie oraz 
dost pne na rynku w postaci zestawów do wykrywania konkretnych modyfikacji 
(kukurydza, soja, rzepak, bawe na, burak cukrowy). Interpretacja wyniku jest 
atwa, gdy na pasku pojawia si  jeden pr ek tzw. pr ek kontrolny oznacza to, 
e wynik analizy jest negatywny. Gdy na pasku pojawiaj  si  dwa pr ki, wynik 

testu jest pozytywny [12] (Rys. 6).  
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Wynik pozytywny reakcji wskazuje na obecno  GMO w ilo ci np. > 0,9% 
w zale no ci od czu o ci testu. Zestawy do detekcji zosta y zaprojektowane 
w ten sposób by wykry  specyficzne bia ko charakterystyczne dla danej 
modyfikacji. Przyk adowo testy ELISA stosowane s  do wykrywania 
modyfikacji genetycznej w produktach rolniczych pochodzenia ro linnego,
takich jak: soja, rzepak, kukurydza, s  to testy diagnostyczne typu TraitTM.

   A                               B                   C 

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

Obecnie wykorzystywane s  nast puj ce rodzaje testów:  

- dla wszystkich typów modyfikacji typu Bt (np. YieldGardR, NatureGardR,
MaximizerR i typu Star LinkTM) – dla kukurydzy, 

- typu LibertyLinkTM – dla rzepaku, 

- typu Roundup ReadyTM – dla soi. 

Zastosowanie tych metod zale y od tego, jaki materia  jest analizowany. 
wie y materia  lub cz ciowo przetworzony mo e by  testowany za pomoc

ka dej z opisanych metod. Test ELISA charakteryzuje si  mniejsz  czu o ci
w porównaniu do technik PCR, które umo liwi  wykrycie niewielkiej zawarto ci 
obcego DNA, zw aszcza przy identyfikacji transgeniczno ci w produktach 
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ywno ciowych, poddanych obróbce technologicznej. W tym przypadku 
powinno si  jednak zastosowa  obie techniki – analiz  kwasów i bia ek,
wówczas otrzymany wynik b dzie bardziej wiarygodny. 

Podsumowanie

W pracy przedstawiono metody stosowane przy tworzeniu organizmów 
genetycznie modyfikowanych (ro lin, zwierz t i mikroorganizmów), cele 
modyfikacji u tych organizmów oraz ich znaczenie teoretyczne i praktyczne. 
Przeanalizowano równie  cz ci sk adowe transgenu, w zale no ci od 
zastosowanej metody wprowadzania genów do komórek oraz wykorzystania go 
do identyfikacji organizmów genetycznie modyfikowanych. Nast pnie opisano 
techniki oparte na analizie kwasów nukleinowych i immunodetekcji bia ek,
s u ce do wykrywania transgeniczno ci w produktach ywno ciowych.  

Wszystkie zaprezentowane metody umo liwiaj  wykrycie tylko znanych, 
okre lonych modyfikacji lub konkretnego elementu (promotora, terminatora, 
genu), je li ten sam znajduje si  w ró nych modyfikowanych produktach. 
Natomiast adna z tych technik nie pozwoli okre li , czy dany produkt jest 
wolny od GMO, je li wprowadzone modyfikacje s  nieznane. 

W przypadku produktów poddanych obróbce technologicznej, wiele metod 
bardzo czu ych zawodzi, poniewa  badane kwasy nukleinowe czy bia ka mog
by  zdegradowane.

Literatura

1. Bednarski W., Reps A.:  Biotechnologia ywno ci. WNT, 2003, Warszawa. 

2. Bednarski W., Fiedurek J.: Podstawy biotechnologii przemys owej. WNT, 
2007, Warszawa. 

3. Bishop J.: Ssaki transgeniczne. PWN, 2001, Warszawa. 

4. Chan M.T., Chang H.H. Ho S.L., Tong W.F., Yu S.M.: Agrobacterium-
mediated production of transgenic rice plants expressing a chimeric alfa-
amylase promoter/beta-glucoronidase gene. Plant Mol. Biol., 1993, 22, 491-
506.



Organizmy genetycznie modyfikowane i metody ich identyfikacji 

78

5. Chmiel A., Grudzi ski S.: Biotechnologia i chemia antybiotyków. PWN, 
1998, Warszawa.  

6. Clive J.: Global status of commercialised transgenic crops: ISAAA Briefs, 
32, 2006, Ithaca, NY, USA.  

7. De la Pena A.L.H., Schell J.: Transgenic rye plants obtained by injecting 
DNA into young floral tillers. Nature, 1987, 325, 274-276. 

8. Hooykaas P.J.J., Schilperoort R.A.: Agrobacterium and plant genetic 
engineering. Plant Molecular Biology, 1992, 19 15-38. 

9. Horsch R.B.: Transgenic crops. Induced mutations and molecular techniques 
for crop improvement. Proceeding of Symposium Vienna, 19-23 June 1995, 
357-369. 

10. Houdebine L.M.: Transgenic animal models in biomedical research. Methods 
Mol. Biol., 2006, 360, 163-202.  

11. Klein T.M., Wolf E.D., Wu R., Samford J.C.: High velocity microprojectiles 
for delivering nucleic acids into living cells. Nature, 1987, 327, 70-73.  

12. K yszejko-Stefanowicz L.: wiczenia z biochemii. PWN, Warszawa: 2003, 
306 – 331. 

13. Kofta W.: Podstawy in ynierii genetycznej. Wyd. Pruszy ski i Sp., 1997, 
Warszawa.

14. Malepszy S.: Biotechnologia ro lin. PWN, 2001, Warszawa.

15. McHughen A.: ywno  jako  technologia. WNT, 2004, Warszawa.

16. Platt J.L.: New risks, new gains. Nature, 2000, 407, 27-30.  

17. Reich T.J., Iyer V.N., Miki B.L.: Efficient transformation of alfa protoplast 
by intranuclear of Ti plasmids. Bio/Technol. 1986, 4, 1001-1004.  

18. Rosochacki S.: Problemy bezpiecze stwa zwi zane z transgenez  zwierz t.
w: Biotechnologia zwierz t. (red. Zwierzchowski L., Jaszczaka K, 
Modli ski J.A.), PWN, 1997, Warszawa. 

19. Szopa J., Kosty  K.: Kultury komórkowe i ro liny transgeniczne 
w biotechnologii. Biotechnologia, 2006, 4(75), 7-17.  



Helena Kubicka 

79

20. Szpitter A., Królicka A.: Stymuluj cy wp yw elicytorów biotycznych na 
produkcj  farmakologicznie czynnych metabolitów wtórnych w ro linnych 
kulturach in vitro. Biotechnologia, 2005, 4(71), 82-108.  

21. Twardowski T., Zimny J., Twardowska A.: Biobezpiecze stwo 
biotechnologii. Wyd. Edytor, 2003, Pozna .

22. S omski R., Kwiatkowska J., Chlebowska H.:  Diagnostyka molekularna. 
w: Nowe tendencje w biologii molekularnej i in ynierii genetycznej oraz 
medycynie. Wyd. Sorus, 1996, Pozna .

23. Weighardt F.: Badanie próbek ywno ci na obecno  GMO. Wykrywanie 
GMO metod  ilo ciowego PCR. Materia y informacyjne na warsztaty dla 
pracowników laboratoriów kontroli GMO organizowany w ramach realizacji 
projektu UNEP/GEF nr GFL/2716-02-4531 „Wsparcie krajowych norm 
bezpiecze stwa biologicznego w Polsce”. 2005. 

24. Zimny J.: Systemy transformacyjne w kulturach in vitro, a transformacje 
u ro lin zbo owych. Monografia IHAR: 1997, 1-8. 



Organizmy genetycznie modyfikowane i metody ich identyfikacji 

80



  Henryk Jele

81

6. Wykorzystanie kompletnej chromatografii gazowej
 (GCxGC) do analizy lotnych produktów utleniania
 lipidów 
  HENRYK JELE

Wst p

 Chromatografia gazowa jest podstawowym narz dziem do badania 
zwi zków zapachowych ywno ci. Zwi zki te, to najcz ciej substancje lotne o 
ci arze cz steczkowym do 300 Da, w du ej cz ci hydrofobowe, tak wi c
chromatografia gazowa jest metod  separacji predestynowan  do tego typu 
analiz. Sprz enie chromatografii gazowej ze spektrometri  mas, jako metod
identyfikacji zwi zków zapachowych ywno ci sta o si  podstawowym 
narz dziem do ich badania. 

 Jednowymiarowa chromatografia gazowa, której pocz tki datuje si  na lata 
40-te, pomimo niezaprzeczalnych zalet, w przypadku rozdzia ów bardzo 
z o onych mieszanin wykazuje ograniczenia zwi zane g ównie z pojemno ci
pików uk adu chromatograficznego, czego konsekwencj  jest koelucja 
sk adników. Technik , która pozwala na zwi kszenie pojemno ci uk adu jest 
chromatografia dwuwymiarowa. 

 Terminem dwuwymiarowej chromatografii gazowej okre la si  cz sto 
zarówno technik  opart  na przenoszeniu selektywnym okre lonej frakcji 
z jednej kolumny na drug  (2D-GC), jak i chromatografi  kompletn , gdzie 
wszystkie zwi zki przenoszone s  z jednej kolumny na drug , o innym 
mechanizmie rozdzia u (GCxGC).
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2D-GC a GCxGC 

 Pierwsze doniesienia literaturowe na temat chromatografii gazowej 
dwuwymiarowej (2D-GC) pojawi y si  w ko cu lat 50-tych [1]. Zasada tej 
techniki opiera si  na „wycinaniu” okre lonych, wybranych frakcji zwi zków 
rozdzielonych na pierwszej kolumnie za pomoc  zaworu i przeniesienie jej na 
drug  kolumn  o odmiennym mechanizmie retencji (ang. heart cutting). 
Zarówno pierwsza jak i druga kolumna w chromatografii 2D-GC to kolumny 
o zbli onej rednicy i d ugo ci, lecz o odmiennym mechanizmie retencji.  
Wykorzystywane s  dwa detektory, cz sto o odmiennym mechanizmie detekcji 
monitorowania eluatu przenoszonego z kolumny na kolumn  (Rys. 1A). Bardzo 
cz st  kombinacj  w analizie zwi zków zapachowych ywno ci jest zestaw 
kolumn niepolarna-polarna, lub – szczególne w analizie aromatów i olejków 
eterycznych, kombinacja kolumny niepolarnej lub polarnej z kolumn  chiraln .
Pocz tkowo chromatografia 2D-GC zazwyczaj realizowana by a w uk adach 
dwupiecowych, obecnie za spraw  zaworów typu Deans Switch jest 
powszechnie stosowana z u yciem jednego pieca. Ogranicza to mo liwo ci 
separacyjne (jedna temperatura dla obydwu kolumn), jest jednak rozwi zaniem 
o wiele ta szym i mniej skomplikowanym od systemów dwupiecowych. 
Aplikacje 2D-GC w analizie zwi zków zapachowych ywno ci obejmuj  analiz
kluczowych zwi zków zapachowych dla tworzenia aromatów lub obcych 
zapachów produktów, a tak e w ocenie autentyczno ci aromatów/olejków 
eterycznych badanych poprzez analiz  enancjoselektywn  ich sk adników [2]. 

 W chromatografii dwuwymiarowej 2D-GC na wyj ciu z pierwszej kolumny 
instalowany jest zawór do przekierowywania eluatu na drug  kolumn , oraz 
detektor monitoruj cy elucj  na pierwszej kolumnie. Drugi detektor 
umieszczony jest na drugim ko cu kolumny. Mo liwe jest wi c tak e
zwi kszenie selektywno ci analizy poprzez wybór detektora selektywnego typu 
ECD lub NPD na drugiej kolumnie. 

 Kompletna, dwuwymiarowa chromatografia gazowa (GCxGC) opiera si  na 
transferze wszystkich zwi zków, a nie tylko wybranych frakcji, eluuj cych 
z pierwszej kolumny na drug , o odmiennym mechanizmie retencji [3]. Aby 
umo liwi  ca kowity transfer zwi zków z pierwszej kolumny na drug , bez 
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pogorszenia efektów separacji osi gni tych na pierwszej kolumnie, pomi dzy
kolumnami niezb dne jest zastosowanie modulatora, a nie zaworu (Rys.1B).  

A B

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

Aby nie dosz o do koelucji analitów na drugiej kolumnie czas przeznaczony na 
analiz  w drugim wymiarze musi by  krótki, co za tym idzie druga kolumna jest 
kolumn  o d ugo ci zazwyczaj 1-3 metrów i zazwyczaj rednicy 100 m. 
Warunkiem koniecznym prowadzenia rozdzia ów za pomoc  GCxGC jest 
ortogonalno  – zró nicowanie mechanizmów retencji. Pomi dzy kolumnami 
znajduje si  modulator pozwalaj cy na zbieranie frakcji z kolumny I oraz ich 
okresowe dozowanie na kolumn  II, z cz stotliwo ci  tak , by pasma nie czy y
si  ponownie w modulatorze. Modulator w równych interwa ach zbiera materia
eluuj cy z kolumny I, a nast pnie kieruje na drug  kolumn . Proces ten odbywa 
si  przez ca y czas analizy. W a nie rozwój modulatorów by  kluczowym dla 
rozwoju tej techniki [4]. Uwa a si  rok 1991 za pocz tek kompletnej 
dwuwymiarowej chromatografii gazowej. Piki eluuj ce z drugiej kolumny maj
ma  szeroko , rz du kilkudziesi ciu do kilkuset milisekund. W praktyce, 
w wyniku dzia ania modulatora, zwi zek opuszczaj cy kolumn  I zostaje 
„poci ty” na kilka pasm, daj cych na kolumnie II bardzo w skie piki. Przy 
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koeluuj cych w pierwszym wymiarze (kolumnie I) zwi zkach, z kolumny II 
eluuj  naprzemiennie piki tych zwi zków, gdzie ka dy zazwyczaj podzielony 
jest na kilka modulacji (pasm). Rekonstytuowane chromatogramy pików po 
elucji z uk adu GCxGC przypominaj  chromatograf p ytki TLC rozwijanej 
w dwóch kierunkach. Podstawow  zalet  kompletnej dwuwymiarowej 
chromatografii gazowej jest zwi kszona pojemno  pików uk adu, co znacznie 
poprawia rozdzielczo , zmniejszaj c ryzyko koelucji zwi zków. Kompresja 
pasm chromatograficznych, zwi zana z modulacj  pików powoduje znaczny 
wzrost sygna u do szumu eluuj cych zwi zków. Pojemno  pików uk adu
GCxGC mo e wynosi  nawet 9.000 w porównaniu do oko o 300 
w jednowymiarowej chromatografii gazowej, lub 800 w technice heart-cutting
(2D-GC) przy 3 transferach. Stwarza to znacznie lepsze perspektywy w analizie 
z o onych mieszanin zwi zków lotnych, zarówno w oznaczaniu sk adu paliw, na 
potrzeby analizy, których powsta y pierwsze aplikacje GCxGC, jak i w analizie 
sk adników ywno ci, w szczególno ci zwi zków zapachowych.  

Detekcja w GCxGC

 Generowanie w skich pików, eluuj cych z drugiej kolumny, stwarza wysokie 
wymagania dla detektora, który musi zapewni  odpowiedni  szybko
próbkowania, by ka dy z pików by  opisany dostatecznie du  liczb  punktów. 
W praktyce, w uk adach GCxGC wykorzystuje si  detektory p omieniowo – 
jonizacyjne (FID) lub wychwytu elektronów (ECD), które zazwyczaj mog
pracowa  z cz stotliwo ci  do 200Hz. Znacznie trudniejszym detektorem do 
zastosowania w uk adzie GCxGC jest spektrometr masowy. Najbardziej 
rozpowszechnione spektrometry mas – z analizatorem kwadrupolowym, s
aparatami skanuj cymi, gdzie szybko  przemiatania widma (scan) zale y od 
zakresu mas. W praktyce przy zakresie mas rz du 400 Da szybko  skanowania 
wynosi kilku skanów na sekund . W standardowym po czeniu chromatografii 
gazowej ze spektrometri  mas, gdzie piki maj  szeroko  rz du kilku sekund 
daje to kilkana cie lub wi cej skanów na pik, co w zupe no ci wystarczy 
zarówno do identyfikacji zwi zku, jak i analizy ilo ciowej. Dla pików 
eluuj cych z drugiej kolumny w GCxGC, których szeroko  wynosi zazwyczaj 
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oko o 100 ms, szybko  zbierania danych powinna by  rz du co najmniej 50 
skanów na sekund . Poniewa  instrumenty kwadrupolowe w du ym zakresie 
mas z regu y nie generuj  widm tak szybko, praktycznie jedynym spektrometrem 
mas nadaj cym si  do tego celu jest spektrometr czasu przelotu (ToF), 
gwarantuj cy szybko  zbierania danych rz du 100 a nawet 500 widm na 
sekund . Poniewa  spektrometr czasu przelotu (ToF) nie jest aparatem 
skanuj cym, to szybko  generowania widm jest prawie niezale na od zakresu 
mas. Szybkie generowanie widm w spektrometrze mas u ywanym jako detektor 
w GCxGC spe nia dwa g ówne zadania – oprócz wymienionego powy ej 
szybkiego próbkowania pików opuszczaj cych drug  kolumn  powoduje, e
du a liczba widm w obr bie piku umo liwia dok adn  dekonwolucj  widm 
koeluuj cych zwi zków. Dekonwolucja widm masowych jest procesem 
„rozpl tywania” z o onych widm powstaj cych w wyniku detekcji 
w spektrometrze mas jonów z koeluuj cych pików. W programach do 
dekonwolucji odbywa si  to w du ym uproszczeniu poprzez porównanie czasów, 
w których eluuj  wierzcho ki poszczególnych jonów sk adaj cych si  na widmo 
masowe. W praktyce wykorzystuje si  nie czas, a numer skanu, który potem jest 
transformowany na czas retencji. Oprócz czasu retencji danego jonu brany jest 
pod uwag  kszta t poszczególnych jonów (pików wyekstrahowanych jonów). 
Jony eluuj ce dok adnie w tym samym czasie i maj ce ten sam kszta t zostaj  na 
siebie na o one tworz c widmo zwi zku. Niepasuj ce do tego widma jony, 
stanowi  kolejny pik koeluuj cej substancji lub zanieczyszczenia. Spo ród
programów do dekonwolucji widm najbardziej znanym jest Amdis wchodz cy 
w sk ad biblioteki widm masowych NIST (National Institute of Standards and 
Technology). Proces dekonwolucji jest niezb dnym narz dziem do identyfikacji 
koeluuj cych pików, co ma fundamentalne znaczenie w jednowymiarowej 
chromatografii gazowej, istotne jest tak e w chromatografii dwuwymiarowej, 
zwi kszaj c mo liwo  poprawnej identyfikacji i rekonstytucji pików eluuj cych 
z drugiej kolumny. Dla poprawnej dekonwolucji pików najistotniejszym jest 
du a szybko  skanowania umo liwiaj ca uzyskanie odpowiedniej liczby widm 
w obr bie pików. Uwa a si , e szybko  generowania widm od oko o
50 widm/sek wystarcza do dekonwolucji widm uzyskanych w spektrometrach 
typu ToF. Mo e to w decyduj cy sposób wp ywa  na poprawn  identyfikacj
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zwi zków. Zjawisko to ilustruje przyk ad zamieszczony na rysunku 2, gdzie 
pokazano wp yw szybko ci skanowania na jako  widm. 
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Library Hit - similarity 933, "Pentanal"

Rys. 2. Chromatogramy koeluuj cych pików heptanu i pentanalu przy szybko ci
   akwizycji widm: A - 5 widm/sek, B - 50 widm/sek. 

Na rysunku 2, chromatogram A przedstawia koeluuj ce piki heptanu i pentanalu 
(kolumna DB-5MS). Widmo uzyskano przy szybko ci akwizycji widm 
5 widm/sek. Algorytm dekonwolucji zidentyfikowa  jeden zwi zek, którego 
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widmo przedstawiono poni ej i po porównaniu z bibliotek , zwi zek ten zosta
zidentyfikowany jako pentanal (podobie stwo z widmem biblioteki NIST = 
828). Chromatogram B (Rys. 2) przedstawia t  sam  mieszanin  analizowan
z szybko ci  50 widm/sek. Algorytm dekonwolucji zidentyfikowa  prawid owo
dwa zwi zki: heptan i pentanal (podobie stwo z bibliotek  NIST odpowiednio 
952 i 933). Spektrometr mas Pegasus 4D (LECO), oprogramowanie do 
dekonwolucji Chromatof 3.21. 

 W wypadku spektrometrów z analizatorem czasu przelotu fundamentalne 
znaczenie dla dekonwolucji ma fakt, e widma s  jednorodne (maj  tak  sam
intensywno  poszczególnych jonów) w obr bie ca ego piku. Niejednorodno
widm w obr bie piku generowana w spektrometrach kwadrupolowych nosi 
nazw  „spectra tilting” i musi by  w procesie dekonwolucji korygowana. 

Wykorzystanie kompletnej dwuwymiarowej chromatografii gazowej 
i spektrometrii mas (GCxGC-ToF-MS) do charakterystyki lotnych 
produktów utleniania kwasów t uszczowych w makaronach „instant”. 

 Uznaje si , e analiza zwi zków lotnych powstaj cych w wyniku utleniania 
kwasów t uszczowych jest dobr  i obiektywn  metod  oceny jako ci t uszczów 
i stabilno ci oksydatywnej produktów [5]. Lotne produkty utleniania lipidów, 
w szczególno ci kwasów t uszczowych, to du a grupa zwi zków
o zró nicowanym charakterze, w ród których dominuj  alkanale i alkadienale 
oraz ketony. Powstaj  one z rozpadu wodoronadtlenków kwasów t uszczowych 
generowanych zarówno w procesie utleniania wolnorodnikowego, jak 
i fotosensybilizowanego [6]. W zale no ci od profilu kwasów t uszczowych 
produktu, profil zwi zków zapachowych b d cy wynikiem oksydacji kwasów 
t uszczowych mo e by  ró ny. W ród lotnych produktów utleniania kwasów 
t uszczowych bardzo cz sto, jako markera tych procesów u ywa si  heksanalu, 
b d cego produktem utleniania kwasu linolowego. W wi kszo ci produktów 
spo ywczych ulegaj cych oksydacji heksanal obecny jest w najwi kszej ilo ci 
spo ród lotnych zwi zków, b d cych produktami utleniania kwasów 
t uszczowych. Z uwagi na zró nicowane progi wyczuwalno ci sensorycznej 
lotnych produktów utleniania lipidów zasadne jest monitorowanie jak 
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najwi kszej ich liczby. Wiele ze zwi zków lotnych powstaj cych w procesie 
oksydacji kwasów t uszczowych nie ma znaczenia sensorycznego z uwagi na 
wysokie progi wyczuwalno ci sensorycznej. Przyk adem mog  by
w glowodory alifatyczne, których progi wyczuwalno ci sensorycznej zamykaj
si  w granicach 90-2150 ppm. Alkeny charakteryzuj  si  progami rz du 0.02-
9 ppm, natomiast aldehydy cechuj  si  znacznie ni szymi progami 
wyczuwalno ci sensorycznej. Progi wyczuwalno ci sensorycznej (OT) dla 
alkanali wynosz  0.04 – 1 ppm, alkadienale w zale no ci od po o enia 
i konfiguracji podwójnych wi za  charakteryzuj  OT rz du 0.3 – 0.002 ppm – 
najni sze dla trans, cis-2,4-alkadienali [7]. Poznanie pe nego profilu lotnych 
produktów utlenienia kwasów t uszczowych jest istotne dla charakterystyki 
kluczowych zwi zków odpowiedzialnych za aromat produktu.  

GCxGC w profilowaniu zwi zków lotnych generowanych w czasie procesu 
technologicznego

 Kompletna chromatografia gazowa jest narz dziem umo liwiaj cym 
porównywanie profilu analizowanych zwi zków poprzez odejmowanie jednego 
chromatogramu od drugiego. Rysunek 3 przedstawia chromatogram b d cy
efektem odj cia chromatogramu reprezentuj cego próbk  ciasta po parowaniu 
przed sma eniem od chromatogramu próbki po sma eniu. Zaznaczono 
dominuj ce zwi zki lotne, b d ce wynikiem procesu sma enia. Dobór kolumny 
DB-5 i BPX-50 umo liwi  rozdzia  zwi zków wed ug temperatury wrzenia (DB-
5) i polarno ci (BPX-50). Ponadto zwi zki b d ce produktami utleniania lipidów 
– w wi kszo ci polarne, zosta y efektywnie rozdzielone od w glowodorów 
alifatycznych oraz up ywu fazy z kolumny (przedstawionych na chromatogramie 
jako ci gi pików w postaci czarnych punktów, ni ej – siloksany pochodz ce 
z fazy, powy ej nich w glowodory). 

 Separacja pików w oparciu o ró nice w polarno ci umo liwi a rozdzielenie 
np. pentanalu od heptanu (obydwa zwi zki na kolumnie DB-5 koeluuj  - maj
indeksy retencji wynosz ce odpowiednio 701 i 700). Chromatografia 
jednowymiarowa lotnych produktów utleniania kwasów t uszczowych pozwala 
na oznaczenie zazwyczaj oko o 60-80 zwi zków. Analiza tych samych 
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zwi zków technik  GCxGC-ToF MS z dekonwolucj  eluuj cych pików daje od 
800-1800 pików. 

Cz  z nich to ci gi pików pochodz cych z up ywu fazy w kolumnie (ang.
column bleed), mo liwe jest tak e generowanie kilku pików dla jednego zwi zku 
powstaj cych w wyniku nak adania pasm. Wi kszo  pików to efekt 
dekonwolucji. Dekonwolucja pików powoduje du  ilo  danych generowanych 
w czasie przebiegu chromatograficznego, utrudniaj c  czasami interpretacj
chromatogramów. 

Rys. 3. Chromatogram zwi zków lotnych powstaj cych w procesie sma enia
makaronu instant uzyskany technik  GCxGC z wykorzystaniem uk adu
kolumn DB-5 x BPX-50. Na chromatogramie GCxGC kropkami 
zaznaczono zidentyfikowane piki. Zwi zki lotne rozdzielane s  na 
kolumnie DB-5 wed ug temperatur wrzenia, na kolumnie BPX-50 – wg 
polarno ci.
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 Mo liwo ci dekonwolucji uk adu GCxGC-ToF-MS ilustruje rysunek 4. 
Przedstawiono na niej fragment chromatogramów lotnych produktów utleniania 
kwasów t uszczowych, otrzymany w pierwszym dniu testu przyspieszonego 
starzenia, bezpo rednio po usma eniu makaronu, oraz po okresie 61-dniowego 
przechowywania w temperaturze 50oC, w celu indukcji zmian oksydacyjnych. 

 Z uwagi na du  stabilno  oksydatywn  makaronów instant konieczne by o
zastosowanie d ugiego czasu i relatywnie wysokiej temperatury do wytworzenia 
zmian oksydacyjnych w t uszczu u ytym do sma enia. Na rysunku 4A 
przedstawiono pik 2,4-heptadienalu (zaznaczony strza k ) bezpo rednio po 
sma eniu dobrze oddzielony od innych zwi zków lotnych. Po okresie 
przechowywania w próbce zaobserwowano znaczne ilo ci wolnych kwasów 
karboksylowych, których du e piki koeluowa y z oznaczanymi innymi 
zwi zkami lotnymi. Rysunek 4B przedstawia pik 2,4-heptadienalu koeluuj cy
z pikiem kwasu heksanowego. Pomimo prawie ca kowitej koelucji aldehydu, 
trudnej do rozdzielenia za pomoc  GCxGC, z uwagi na znaczne dysproporcje 
w powierzchniach pików i specyfik  kwasów karboksylowych eluuj cych na 
kolumnie typu DB-5, dekonwolucja widm umo liwi a jednoznaczn
identyfikacj  2,4-heptadienalu i rozdzielenie analizowanych zwi zków
(Rys. 4B). 

 Kompletna dwuwymiarowa chromatografia gazowa, zw aszcza w po czeniu 
z detekcj  analizowanych zwi zków za pomoc  spektrometru czasu przelotu 
i wykorzystaniem dekonwolucji pików daje niespotykan  dot d
w chromatografii gazowej ilo  informacji. Jest to wci  technika relatywnie 
nowa, gdzie liczba prac publikowanych rocznie niedawno jeszcze si ga a
kilkunastu, a obecnie kilkudziesi ciu. Potencja  chromatografii GCxGC w pe ni
uwidacznia si  przy analizie bardzo z o onych mieszanin, gdzie mo liwa jest 
identyfikacja sk adników koeluuj cych w chromatografii jednowymiarowej [8]. 
Szczególnie istotne zdaje si  by  wykorzystanie tej techniki w procesie 
identyfikacji zwi zków kluczowych dla tworzenia aromatu, jako uzupe nienie 
chromatografii i olfaktometrii (GC-O) [9]. 
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Rys. 4. Fragment chromatogramów lotnych produktów utleniania kwasów 
t uszczowych makaronu instant: A - bezpo rednio po 
wyprodukowaniu, a przed testem przyspieszonego starzenia, 

  B - po 61 dniach przechowywania w temperaturze 50oC (B). Strza k
zaznaczono pik 2,4-heptadienalu. Dominuj cy pik na chromatogramie 
(B) to kwas heksanowy. 

A B
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 Zastosowania GCxGC w analizie ywno ci obejmuj  g ównie analiz
olejków eterycznych, technika ta zaczyna by  tak e wykorzystywana w analizie 
lipidów, zarówno do analizy sk adu kwasów t uszczowych w z o onych
uk adach jakimi s  t uszcze ryb morskich, jak i steroli [10, 11]. Praca [12] dobrze 
charakteryzuje potencja  techniki GCxGC-ToF-MS. Autorzy wykorzystali j  do 
identyfikacji zwi zków siarkowych, wp ywaj cych na aromat pieczonego mi sa
wo owego. Spo ród zidentyfikowanych wst pnie 4700 zwi zków (15000 pików 
na chromatogramie) wyselekcjonowali oko o 70 zwi zków potwierdzaj c
to samo  ponad 50 z nich. Podsumowuj c, kompletna, dwuwymiarowa 
chromatografia gazowa (GCxGC-ToF-MS) jest w chwili obecnej technik
chromatografii gazowej daj cej najwi ksz  ilo  informacji analitycznych, gdzie 
trudno ci analityczne wi  si  raczej nie z separacj  sk adników z o onych 
mieszanin, a interpretacj  cz sto bardzo du ej ilo ci danych, zw aszcza 
w profilowaniu zwi zków, a nie analizie wybranych. 
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7. Wyst powanie i metody analizy biotoksyn w owocach 
morza 
MIROS AW M. MICHALSKI 

Plankton jest w oceanach podstawowym ród em po ywienia dla 
mi czaków, takich jak ostrygi, ma e, przegrzebki czy te  omu ki oraz dla larw 
skorupiaków. Substancje toksyczne przedostaj  si  do organizmu mi czaków 
poprzez plankton jako ich po ywienie i kumulowane s  w mi niach 
i w trobotrzustce.

G ówne biotoksyny spotykane u mi czaków (shellfish marine biotoxins) to
toksyny: PSP – parali uj ce, NSP – neurotoksyny, ASP – anamnestyczne, DSP – 
wywo uj ca biegunki oraz AZA (kwas azaspirowy) wywo uj cy biegunki 
i zaburzenia ze strony przewodu pokarmowego [6].  

Toksyny parali uj ce s  najbardziej niebezpieczne dla cz owieka i stanowi
du y problem w krajach, gdzie spo ywanie ma  jest powszechne. Aktywn
toksyn  jest saksytoksyna (STX) oraz jej 21 izomerów (pochodne 
tetrahydropuryn, SXT's) (Rys.1). Minimalna dawka saksytoksyny powoduj ca 
zatrucia to 20 μg/kg masy cia a. Dopuszczalna zawarto  PSP wynosi 
80 μg/100g mi sa mi czaków. Pierwsze udokumentowane zatrucie wyst pi o
w 1948 roku w Japonii, a w USA w po owie lat 60. W Europie notowane s
zatrucia od wczesnych lat osiemdziesi tych. Pod koniec 1987 roku w Wielkiej 
Brytanii dziesi tki osób by o zatrutych PSP a 3 osoby zmar y. Pierwotnym 
ród em SXT's s  glony z rodzaju Alexandrium, a wi c np. A. catenella, A. 

tamarensis, A. minutum, A. fundyense i A. cohorticula. [6, 7]. Objawy zatrucia 
saksytoksyn  to dr twienie j zyka, brak czucia, pora enie mi ni oddechowych i 
uk adu motorycznego, pora enie uk adu sercowo-naczyniowego, dr enie r k i 
palców u nóg, be kotliwa mowa, linienie si  i k opoty z oddychaniem. 

miertelno  wynosi oko o 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, okre lenie stopnia blokowania kana ów sodowych (mouse in vitro)
czy te  techniki elektroforetyczne. Test MBA wykonuje si  na 3 myszkach. 
Wstrzykuje si  dootrzewnowo wodny (pH 2,5-3) ekstrakt z mi sa ma y. 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. W ród metod 
immunologicznych stosuje si  test Elisa. 

Saksytoksyna 

Rys. 1. Toksyny PSP ( ród o: internet) 

Toksyny wywo uj ce biegunk  (DSP) s  toksynami lipofilnymi, 
gromadz cymi si  w tkance t uszczowej mi czaków. Toksyny s  termostabilne. 
Objawy zatrucia to uporczywe biegunki, wymioty, nudno ci i skurcze o dka.
Objawy s  ju  widoczne nawet po 30 minutach od spo ycia. Z regu y objawy 
zanikaj  po 3-4 dniach. Przy chronicznych zatruciach jest mo liwa indukcja raka 
o dka czy te  przewodu pokarmowego [3]. Do tej grupy toksyn zalicza si

kwas okadaikowy (OA) i jego pochodne - dinofysiskotoksyny (DTX1, DTX2, 
DTX3), pektenotoksyny (PTX1, PTX2) oraz yessotoksyny (YTX's) (Rys. 2). 
Dinofysiskotoksyny uszkadzaj  równie  w trob .
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Kwas okadaikowy 

Pektenotoksyna 

Difynotoksyna 

Rys. 2. Toksyny DSP ( ród o: internet)

ród em toksyn DSP s  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 te
testy cytotoksyczne. Badania mi dzylaboratoryjne LC-MS wskazuj  na t
metod  jako referencyjn  dla toksyn ASP i DSP [5, 6]. Co do toksyn 
amnestycznych to zwi zkiem toksycznym jest kwas domoikowy i jego izomery 
(Rys. 3). 

Po raz pierwszy zdiagnozowano zatrucie kwasem domoikowym w Kanadzie 
w 1987 roku w wyniku spo ycia omu ków (blue mussels). Okrzemek Pseudo-



 Wyst powanie i metody analizy biotoksyn w owocach morza

98

nitzschia jest g ównym jednokomórkowcem, wytwarzaj cym kwas domoikowy 
(DA) [1, 4, 6]. Objawy zatrucia wyst puj  po 24 godzinach od spo ycia. 
Nast puje krótkotrwa a utrata pami ci (short term memory). Przy zatruciu 
„lekkim” i u ludzi nie maj cych problemów z nerkami nast puje ca kowite
wyzdrowienie ju  po kilku dniach. Przy zatruciu „powa nym”, gdy organizm nie 
jest w stanie szybko usun  toksyny (DA), mo e wyst pi  dodatkowo powa ne,
trwa e uszkodzenie mózgu. Metody wykrywania ASP to HPLC (metoda 
referencyjna), MBA, Elisa, TLC, GC-MS, LC-MS czy te  elektroforeza 
kapilarna. Test na myszkach jest metod  AOAC (1990).

    Kwas domoikowy 

Rys. 3. Toksyna ASP ( ród o: internet).

Neurotoksyn  jest brewetoksyna i jej izomery (Rys.4). Objawy zatrucia to 
podwójne widzenie, trudno ci w prze ykaniu, dreszcze, md o ci, biegunka, 
odr twienie, sucho  w ustach czy tez uporczywy kaszel przy wdychaniu 
mgie ki morskiej zawieraj cej brewetoksyn  (objawy astmopodobne). Zatrucia 
neurotoksyn  po spo yciu mi czaków najcz ciej wyst puj  w zatoce 
Meksyka skiej, Nowej Zelandii i na wschodnim wybrze u Florydy. W Europie 
nie stwierdzono zatru  po spo yciu ma  ska onych brewetoksyn . Wykryto 
jedynie w Niemczech, Francji, Grecji, Holandii, Portugalii czy te  Hiszpani 
obecno  planktonu wytwarzaj cego t  toksyn . Za obecno  NSP odpowiadaj
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brudnice (dinoflagellate), a szczególnie glon Gymnodinium breve (Karenia 
brevis) [4, 6]. Brewetoksyna jest toksyczna równie  dla ryb. Jest to toksyna 
bezsmakowa, bezzapachowa, ciep ooporna, kwasooporna oraz rozpuszczalna 
w t uszczach (lipofilna) [2]. Brewetoksyn  wykrywa si  testem MBA, testami 
biologicznymi na rybach Gambusia affinis (FBA), Elisa, TLC, LC-MS czy te
metodami radioimmunologicznymi. 

      Brewetoksyna  

Rys. 4. Toksyny NSP ( ród o: internet).

 Zasady wprowadzania do handlu ma  s ci le okre lone prawodawstwem 
unijnym. Akty stanowi ce to: Decyzja Komisji  z dnia 15 marca 2002 r. 
(2002/225) ustanawiaj ca szczegó owe zasady wykonania dyrektywy Rady 
91/492/EWG w zakresie najwy szego dopuszczalnego poziomu zawarto ci
i metod analizy niektórych morskich biotoksyn w ma ach, szkar upniach,
os onicach i limakach morskich; sekcja VII w Rozporz dzeniu (WE) 
nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 29 kwietnia 2004 r. 
ustanawiaj ce szczególne przepisy dotycz ce higieny w odniesieniu do ywno ci 
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pochodzenia zwierz cego; Decyzja Komisji z 14 listopada 2003 roku w sprawie 
warunków zdrowotnych i wymaga  certyfikacyjnych przy imporcie ma , ich jaj, 
gamet przeznaczonych do rozmna ania, hodowli, tuczenia z przeznaczeniem do 
spo ycia przez ludzi (2003/804/EC); Decyzja Komisji z dnia 15 marca 2002 
r. (2002/226) ustanawiaj ca specjalne kontrole zdrowotne w odniesieniu do 
zbierania i przetwarzania okre lonych ma y dwuskorupowych o poziomie 
toksyny ASP (Amnesic Shellfish Poison) przekraczaj cym limity okre lone
w dyrektywie Rady 91/492/EWG (notyfikowana jako dokument nr C(2002) 
1009); Decyzja Komisji nr  z dnia 18 stycznia1996 r. (96/77/EC) ustanawiaj ca 
warunki dla zbioru i przetwórstwa pewnych ma y dwuskorupkowych 
pochodz cych z obszarów gdzie poziom PSP przekracza dopuszczalne limity 
okre lone dyrektyw  91/492 czy te  Rozporz dzenie Ministra Rolnictwa 
i Rozwoju Wsi z dnia 15 lipca 2005 roku w sprawie szczegó owych wymaga
weterynaryjnych dla umieszczania na rynku zwierz t i produktów akwakultury 
(DzU nr 138 poz. 1158) [6]. 
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8. Nowoczesne metody badania mikrostruktury 
i mechaniki surowców ro linnych

  KRYSTYNA KONSTANKIEWICZ 

Wst p

Tak si  z o y o, e zaproponowany przez organizatorów konferencji 
„Nowoczesne metody analityczne w zapewnieniu jako ci i bezpiecze stwa 
ywno ci” wyk ad nt. najnowszych metod badania mikrostruktury i mechaniki 

surowców ro linnych jest zbie ny z tematyk  badawcz  Zak adu Mikrostruktury 
i Mechaniki Biomateria ów Instytutu Agrofizyki PAN.  

Realizowana przez interdyscyplinarny zespó  tematyka nale y do 
priorytetowych kierunków badawczych w zakresie jako ci i bezpiecze stwa 
ywno ci oraz poznania i kontroli w a ciwo ci materia u – tak e tkanek 

ro linnych – podczas ca ego procesu produkcyjnego. Przy zwi kszaj cym si
zapotrzebowaniu na produkt dobrej jako ci ro nie te  potrzeba poznania coraz 
szerszego zakresu jego w a ciwo ci i ci g ego monitorowania ich zmian [1, 7, 
15, 21, 25, 31, 33, 45, 49, 60, 67]. 

Prowadzimy badania mikrostruktury i w a ciwo ci mechanicznych tkanek 
ro linnych w celu okre lenia cech jako ciowych surowców rolniczych – owoców 
i warzyw - przeznaczonych do bezpo redniej konsumpcji jak i przetwórstwa 
przemys owego. G ównym celem naszych bada  jest poznanie, opisanie 
i modelowanie zwi zków pomi dzy budow  szkieletu mechanicznego – 
struktur  komórkow  - i w a ciwo ciami mechanicznymi – wytrzyma o ci ,
procesami p kania - tkanki ro linnej, a tak e opracowanie instrumentalnych 
metod monitorowania w a ciwo ci materia u i analizy tekstury owoców 
i warzyw [13, 39, 44, 64, 68]. 
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Badania s  trudne ze wzgl du na du  biologiczn  ró norodno  materia u,
a tak e na konieczno  jednoczesnego uwzgl dniania wp ywu du ej liczby 
czynników wynikaj cych ze z o onych warunków uprawy i przechowywania, 
a tak e coraz bardziej wymagaj cych procesów technologicznych [2, 4, 5, 18, 
29, 36, 37, 44, 47, 48, 57, 59]. 

Tkanka ro linna nale y do skomplikowanych materia ów, do badania, 
których niezb dne s  oryginalne metody pomiarowe poprzedzone pracami 
podstawowymi. W wi kszo ci przypadków nie jest mo liwa adaptacja systemów 
pomiarowych powszechnie stosowanych w badaniach innych materia ów.
Opracowane nowe metody badawcze wymagaj  ci g ego doskonalenia zarówno 
ze wzgl du na szybki rozwój technik pomiarowych, jak i zmieniaj ce si
wymagania odmianowe zwi zane z przeznaczeniem surowców i produktów 
rolniczych, a tak e zwi kszaj ce si  oczekiwania konsumentów [10, 15, 16, 22, 
24, 30, 45, 46, 63, 64]. 

Najnowsze trendy w badaniach naukowych dotycz  poznania i opisania 
podstawowych cech materia u - w skali mikro, a nast pnie szukanie ich 
zale no ci z w a ciwo ciami ca ych obiektów, tak e jako ciowymi. Jedn
z podstawowych cech fizycznych charakteryzuj cych materia  badawczy jest 
struktura, która wp ywa w decyduj cy sposób na pozosta e jego w a ciwo ci, 
np.: fizyczne, chemiczne, biologiczne. Badania materia owe maj  d ug  tradycj
popart  praktycznym do wiadczeniem produkcji wielu materia ów. Na 
podstawie ilo ciowego opisu struktury badanego materia u mo na prowadzi
porównania mi dzy obiektami lub rejestrowa  zmiany w obr bie jednego 
obiektu, wywo ane np. procesem technologicznym, przechowywaniem lub 
wynikaj cych z niejednorodno ci materia u. Natomiast wiedz  o wp ywie 
struktury na w a ciwo ci materia u mo na wykorzysta  do sterowania procesami 
technologicznymi, w celu otrzymania materia u o oczekiwanych w a ciwo ciach 
a tak e do projektowania zupe nie nowych materia ów [19, 27, 33, 44, 51, 53, 
61, 70]. 

Podstawowym elementem strukturalnym tkanki ro linnej jest komórka i to 
w a nie z wielko ci  komórki poszukuje si  zale no ci z innymi w a ciwo ciami 
badanego materia u. Z wieloletnich w asnych bada  w tym zakresie wynika, e
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struktura komórkowa jest cech  charakterystyczn  tkanek ro linnych a ka de
wnioskowanie mo e by  oparte tylko o aktualne wyniki ilo ciowej analizy 
parametrów struktury, szczególnie zwi zanych z wielko ci  komórek [27, 31, 
40, 41, 42, 53].  

Od paru lat prowadzimy oryginalne prace nad rozwijaniem zaawansowanych 
technik uzyskiwania mikroskopowych obrazów struktury komórkowej - 
tworz cej wspomniany szkielet mechaniczny - tkanki ro linnej umo liwiaj cych 
przeprowadzenie ich ilo ciowej analizy. W tym celu, mi dzy innymi zosta a
opracowana automatyczna procedura analizy obrazu umo liwiaj ca, uzyskanie 
wymiarów geometrycznych komórek na przekroju przy u yciu konfokalnego 
mikroskopu laserowego. Opracowano te  metodyk  preparatyki obiektów, 
w zale no ci od rodzaju tkanki i interesuj cych elementów strukturalnych, do 
obserwacji przy wykorzystaniu ró nych technik mikroskopowych [28, 38, 41, 
42, 65, 72]. 

Do aktualnych bada  nale  tak e opracowywane innowacyjne metody opisu 
procesów zachodz cych w tkankach podczas ich deformacji. Zastosowali my po 
raz pierwszy kontaktow  metod  emisji akustycznej, która umo liwia ledzenie
procesów p kania cian komórkowych, inicjuj cych niszczenie tkanki a tak e
istotnych dla konsumenta wie ych warzyw i owoców ze wzgl dów na odczucie 
krucho ci, soczysto ci [43, 49, 66, 67, 69, 70, 71].  

Zainicjowali my tak e oryginalne i przysz o ciowe badania nad 
w a ciwo ciami cian komórkowych. To w a nie ciany komórkowe odgrywaj
szczególn  rol  w procesach wytrzyma o ciowych ca ej struktury – wyznaczaj
kszta t i wielko  komórek, stanowi  sztywn  konstrukcj  ca ego obiektu 
a jednocze nie s  pierwszym elementem struktury, który p kaj c inicjuje proces 
niszczenia ca ej tkanki. Zbadanie mechanicznych w a ciwo ci cian 
komórkowych tkanek naturalnych jest zadaniem niezmiernie trudnym, g ównie
ze wzgl du na ich niewielkie wymiary. Alternatyw  mo e by  prowadzenie 
bada  dla modelowych materia ów imituj cych naturalne ciany. Dotychczas 
uzyskane rezultaty pokazuj  mo liwo ci wytwarzania takich modelowych cian,
o w a ciwo ciach chemicznych i strukturalnych zbli onych do naturalnych oraz 
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odpowiednich wymiarach do przeprowadzenia testów mechanicznych [6, 8, 9, 
12, 19, 32, 39, 46, 50, 55, 60].  

Ci g y rozwój nowych metod pomiarowych poszerza mo liwo ci oceny 
jako ci surowców ro linnych w szybki i co najwa niejsze nieniszcz cy sposób. 
Do najnowszych osi gni  naszego Zak adu nale y rozpocz cie prac nad 
wykorzystaniem metody, czasowo-przestrzennej korelacji plamkowej – 
biospeckle, do oceny stanu wie o ci owoców i warzyw. Jest to nieinwazyjna 
i niedestrukcyjna metoda oparta o interpretacj  zjawiska optycznego 
wyst puj cego podczas o wietlania powierzchni owocu koherentnym wiat em 
wi zki laserowej. W wyniku odbicia wiat a od powierzchni badanego obiektu 
uzyskujemy stabilny obraz w przypadku metalu – speckle, natomiast 
z powierzchni wie ego obiektu biologicznego, np. jab ka, obraz wykazuje cechy 
fluktuacji – biospeckle. Taki zmieniaj cy si  obraz niesie informacj  o zmianach 
fizycznych i biologicznych obserwowanego obiektu. Obserwowany efekt 
powstaje w wyniku na o enia dwóch obrazów – stabilnego po odbiciu wiat a od 
skórki owocu i zmieniaj cego si  pochodz cego z g bszej warstwy pod skórk .
Zmienne w czasie i w przestrzeni wzory biospeckli mog  by  rejestrowane jako 
serie obrazów a nast pnie analizowane przez specjalistyczny program 
i wyznaczane przy pomocy funkcji korelacji. Wspó czynnik korelacji wzoru 
biospeckli zmienia si  z ró n  pr dko ci  w zale no ci od wie o ci owoców – 
wilgotno ci, zastosowanych rodków ochronnych, itp. Aktualne badania 
pokazuj , e wspó czynnik korelacji szybko maleje z czasem dla wie ych 
jab ek, co mo e by  zwi zane z wi ksz  ruchliwo ci  cz stek sta ych wewn trz
komórek w przypowierzchniowej warstwie przy wi kszej wilgotno ci 
obiektu [3, 34, 54, 56, 58, 63, 68]. 

Metoda wymaga jeszcze prac podstawowych, szczególnie w zakresie 
interpretacji obserwowanego zjawiska, ale ze wzgl du na szybko  analizy 
i niedestrukcyjny charakter, mo e by  dobrym przysz o ciowym rozwi zaniem 
do monitoringu zmian jako ci surowców ro linnych w czasie przechowywania. 
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Obserwacje mikroskopowe ro linnych struktur komórkowych 

ród em informacji o strukturze komórkowej s  obserwacje mikroskopowe. 
Powszechnie dost pne coraz doskonalsze mikroskopowe metody pozwalaj  na 
obserwacje struktury w ró nych powi kszeniach, a cyfrowe techniki zapisu 
otrzymanego obrazu na analiz  zawartych w nich informacji. Bogata oferta 
ró nego typu mikroskopów – np. optyczne, konfokalne, elektronowe, 
akustyczne, rentgenowskie – z szerokim dodatkowym wyposa eniem 
i oprogramowaniem, rutynowo pracuj cych z bardzo dobrymi efektami 
z wieloma materia ami daje du e mo liwo ci badawcze, tak e tkanki ro linnej. 
Dobór w a ciwego sprz tu nie jest atwy, natomiast cz sto decyduje o sukcesie 
rozwi zania postawionego problemu, zaoszcz dza czas i koszty. Decyduj ce 
znaczenie ma cel prowadzonych bada , a wi c skoncentrowanie uwagi na 
istotnych elementach struktury, natomiast pomini cie zb dnych szczegó ów,
a tak e zapewnienie metodologicznej poprawno ci. Istotne znaczenie ma miejsce 
pobrania próbki oraz wybór p aszczyzny obserwacji. Natomiast stosowanie 
wst pnej preparacji próbek, od zwyk ego ci cia do utrwalania struktury, mo e
wnosi  zaburzenia obserwowanej tkanki, które powinny by  uwzgl dniane
w dalszych badaniach i wnioskowaniu [14, 17, 18, 25, 35, 40, 45, 53].  

W badaniach fizycznych w a ciwo ci tkanki ro linnej poszukuje si  metod 
otrzymania takiego obrazu jej struktury, na którym wyra nie s  widoczne ciany 
komórkowe, które wyznaczaj  wymiary ca ej komórki. Uk ad komórek na 
obserwowanej powierzchni daje informacj  o przestrzennej organizacji 
elementów struktury a tak e o ewentualnych zmianach struktury w wyniku 
badanych procesów. Badania, a tak e obserwacje porównawcze mikrostruktury 
tkanki ro linnej wymagaj  wielu pomiarów, dlatego ch tnie wykorzystuje si
w tym celu metody komputerowe. Dla obrazów o dobrej jako ci mo na 
przeprowadza  analizy w sposób automatyczny pos uguj c si  profesjonalnymi 
programami [28, 45, 72]. 

Obraz struktury nadaj cy si  do komputerowej analizy powinien by
wysokiej jako ci, a wi c przede wszystkim o bardzo dobrym kontra cie.
Interesuj ce nas elementy struktury powinny by  jednoznacznie rozró nialne,
mo liwe do policzenia i zmierzenia. Zadanie to jest trudne w przypadku tkanek 
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ro linnych, które s  ma o kolorowe, czasami wr cz prze roczyste, a dodatkowo 
z powodu du ej zawarto ci wody szybko ulegaj  wysychaniu i deformuj  si
podczas obserwacji.

Ilo ciowy opis struktury komórkowej wymaga opracowania odpowiedniej 
metodyki badawczej dla danego obiektu. Nawet przy dobrze opracowanych 
zasadach post powania niezast pione jest do wiadczenie i wiedza obserwatora 
w celu w a ciwej interpretacji zawartej na obrazie informacji [28, 72]. 

W naszym Zak adzie do bada  struktury komórkowej tkanek ro linnych 
wykorzystujemy mikroskopy konfokalne: optyczny i laserowy. Pierwsze wyniki 
uzyskali my przy wykorzystaniu optycznego mikroskopu konfokalnego 
„Confocal 2002”, TSRLM – Tandem Scanning Reflected Ligot Microscop - 
ród em wiat a jest lampa rt ciowa, rozdzielczo  752 x 582 piksela. Mikroskop 

opracowany przez Petrana i Hadravskiego na Uniwersytecie w Yale w 1971 
roku, pó niej udoskonalony poprzez kolejne patenty, spe ni  nasze pierwsze 
oczekiwania w badaniach tkanki ro linnej w stanie naturalnym – bez wst pnej
preparacji. Pozwoli  na uzyskanie obrazów dobrej jako ci – o du ym kontra cie 
z g boko ci ograniczonej tylko prze roczysto ci  próbki (Rys. 1) [28, 45, 52]. 

  Aktualnie dalsze zaawansowane prace prowadzimy przy wykorzystaniu 
Skanuj cego Laserowego Mikroskopu Konfokalnego, CSLM – Confocal 
Scanning Laser Microscope. Pocz tkowo badania by y prowadzone na 
Uniwersytecie w Kyoto, w Japonii, a obecnie kontynuujemy prace na w asnym 
sprz cie. Od 2007 roku dysponujemy mikroskopem Olympus Fluoview FV300 – 
jest on w pe ni zautomatyzowany, przeznaczony do bada  we fluorescencji 
i w wietle przechodz cym, próbka wymaga barwienia, rozdzielczo  512 x 512 
piksela, o  Z o rozdzielczo ci 10 nm (Rys. 1) [45, 72]. 

Korzystaj c ze wspó pracy z Laboratorium Analitycznym Wydzia u Chemii 
UMCS mogli my przeprowadzi  badania, w du ych powi kszeniach, struktury 
ciany komórkowej z wykorzystaniem mikroskopu si  atomowych – Atomic 

Force Microscope, AFM Digital Instruments NanScope III – minimalna 
preparacja próbek, kontrastowe, trójwymiarowe obrazy z mo liwo ci  ich 
analizy (Rys.2) [11]. 
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A 125 ì m125 ì m125 mμ B 1.4 mm C 1.4 mm D 1.2 mm

Rys. 1. Obrazy struktury komórkowej tkanek parenchymy: A - ziemniaka,
 Optyczny Mikroskop  Konfokalny „Confocal 2002”, TSRLM,  
 B, C i D - Skanuj cy Laserowy Mikroskop Konfokalny, CSLM,
 odpowiednio dla ziemniaka, marchwi i jab ka [45, 72] 

A     B    C 

Rys. 2. Profile powierzchni materia ów ciany komórkowej, Mikroskop Si
Atomowych, AFM: A - materia ciany komórkowej wyizolowany  
z tkanki jab ka, B – materia ciany komórkowej utrwalonej tkanki 
jab ka, C – materia  modelowej ciany komórkowej [11] 

Do obserwacji cienkich przekrojów utrwalonej struktury tkanek ro linnych, 
tak e po odkszta ceniu, wykorzystujemy mikroskop optyczny N800-M 
wyposa ony w aparat fotograficzny i komputer z oprogramowaniem do analizy 
obrazu (Rys.3) [13, 38, 45]. 

W ramach wspó pracy z National Institute of Agronomic Research (INRA) 
rozpocz li my tak e prace z wykorzystaniem makroskopu, który pozwala na 
ogl danie du ych powierzchni badanych obiektów – wymiar próbki: ~1 cm x 
1 cm, obraz: 5,8 mm x 4,7 mm, 1 piksel 3,6 m, ród o wiat a poza polem 
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widzenia kamery – ciany komórkowe jasne. Obrazy s  dobrej jako ci i dzi ki
temu tak e mo liwa jest ich analiza (Rys. 4) [20]. 

A                B 

Rys. 3. Obrazy struktury komórkowej tkanki parenchymy ziemniaka, mikroskop 
optyczny, A – próbki z utrwalon  struktur , B – widoczne ziarna skrobi 
i p kni cie struktury [38, 45] 

 A                  B   

Rys. 4. Obraz struktury tkanki parenchymy jab ka, makroskop: A, B  obserwacje 
w dwóch wzajemnie prostopad ych p aszczyznach, obraz: 
5,8 mm x 4,7 mm, 1 piksel 3,6 m

Materia  badawczy i preparatyka próbek 

  Morfologia struktury tkanek ro linnych jest pochodn  wielu czynników, 
m.in.: odmiany, wymiaru i kszta tu obiektu, rodzaju tkanki, sposobu uprawy, 
warunków klimatycznych, terminu zbioru, procesu przetwórczego, warunków 
przechowywania. Tego typu materia y s  szczególnie podatne na ró nego 
rodzaju oddzia ywania, np. mechaniczne, termiczne, w których atwo dochodzi 
do zmian struktury, co nast pnie mo e wywo ywa  ca y szereg procesów 
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obni aj cych jako  produktu. Spo ród ro linnych materia ów rolniczych 
mi kkie tkanki s  szczególnie podatne na zmiany struktury i ró nego rodzaju 
uszkodzenia. Dodatkowym czynnikiem sprzyjaj cym powstawaniu zmian 
struktury jest w wielu przypadkach du e uwilgotnienie o rodka. Ze wzgl du na 
„delikatno ” struktury badanych obiektów ju  samo przygotowanie próbek do 
obserwacji i analizy jest du ym problemem. Szczególnie w sytuacji, kiedy nie 
tylko stan wej ciowy struktury podlega badaniom, ale tak e jego zmiany 
w efekcie ró nych oddzia ywa .

Mi kkie tkanki ro linne wymagaj  usztywnienia struktury a ca a procedura 
poprzez utrwalenie, odwodnienie, przesycenie parafin  ( ywic ) pozwala na 
precyzyjne ci cie na cienkie skrawki. Opracowano metodyk  preparatyki 
nieodkszta conych i odkszta conych tkanek ro linnych, do obserwacji w wietle 
przechodz cym, przy pomocy mikroskopu optycznego. Procedura uwzgl dnia
utrwalanie w mieszaninie aldehydu glutarowego, formaliny i kwasu octowego, 
a nast pnie zatapianie w ywicy metakrylowej wysokiej twardo ci, która 
równomierne i dok adnie wype nia ca  struktur  komórkow . ciany 
komórkowe zostaj  utrwalone w stanie wysokiego turgoru, a zastosowana 
mieszanina substancji chemicznych nie powoduje jego spadku. Opracowana 
metodyka pozwala na utrwalenie tkanek jab ka i marchwi bez zmian stanu cian 
komórkowych. Otrzymane obrazy mikroskopowe nadaj  si  do analizy 
ilo ciowej, zarówno w przypadku tkanek nieodkszta conych, jak i poddanych 
deformacji (Rys. 5) [38, 45]. 

A    B

Rys. 5. Obrazy   utrwalonej   struktury   tkanki   jab ka,   mikroskop   optyczny, 

   powi kszenie 4x: A – nieodkszta conej, B – po odkszta ceniu, 20% [13] 
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Tak przygotowane obiekty umo liwiaj  obserwacje, w wietle 
przechodz cym, stosunkowo du ych powierzchni cienkich preparatów – 
o grubo ci od kilku do kilkudziesi ciu mikrometrów. Do precyzyjnego ci cia
powszechnie wykorzystuje si  ró nego typu mikrotomy. Nale y mie  jednak na 
uwadze, e optymalna preparatyka utrwalania struktury powinna by  dobrana 
eksperymentalnie dla ka dego rodzaju badanych obiektów, a tak e powinna 
uwzgl dnia  wymagania u ywanego mikroskopu. 

W dotychczasowych pracach jako materia  badawczy wybrali my tkanki 
mi kkie – parenchymy, jab ka (Malus domestica L.), ziemniaka (Solanum 
tuberosum L.), marchwi (Daucus carota L.). Natomiast opracowane metody 
badawcze mog  by  rozszerzone na inne materia y ro linne.

Przyk adowo, obserwacje tkanki ro linnej w stanie naturalnym, prowadzone 
w optycznym mikroskopie konfokalnym TSRLM, nie wymagaj  specjalnej 
preparatyki, oprócz ci cia na bloczki lub plastry – w przypadku ziemniaka 
usuni cie skrobi z przepo owionych komórek. Jako  obrazu jest dobra, 
natomiast obserwacje powinny by  prowadzone w krótkim czasie, ze wzgl du na 
szybkie wysychanie próbki [28, 45].  

Obserwacje struktury komórkowej w laserowym mikroskopie konfokalnym 
wymagaj  barwienia interesuj cych nas elementów struktury przy pomocy 
odpowiednio dobranych barwników – Coryphosphyne O, CSLM Fluoview. 
Otrzymane obrazy s  bardzo dobrej jako ci, umo liwi y opracowanie metody 
automatycznej analizy geometrycznych parametrów p askich przekrojów 
komórek. Metoda ta pozwala tak e na oszacowanie frakcji cian komórkowych 
w badanym przekroju tkanki. Automatyczna analiza jest szczególnie cenna 
w przypadku bardzo du ej liczby komórek na jednym przekroju, a w przypadku 
analizy rozwoju szczeliny powsta ej w wyniku p kni cia struktury umo liwia 
uwzgl dnienie ca ego zestawu s siaduj cych ze sob  przekrojów, czasami na 
du ych g boko ciach [45, 70, 71, 72]. 

Czasami badania struktury wymagaj  obserwacji w bardzo du ych 
powi kszeniach. Tak jest w przypadku struktury ciany komórkowej – 
konieczno  obserwacji i analizy takich elementów jak mikrofibryle celulozy, 
ich u o enia w matrycy pektynowej i wymiarów geometrycznych. Do tego 
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zadania wykorzystali my z powodzeniem mikroskop si  atomowych NanoScope 
III, Digital Instruments. Badania wymaga y oryginalnego opracowania sposobu 
przygotowania próbek do obserwacji. Tkank  jab ka utrwalano w mieszaninie 
aldehydu glutarowego, formaliny i kwasu octowego a nast pnie odwadniano 
w serii st e  alkoholu etylowego oraz acetonu i poddawano suszeniu w punkcie 
krytycznym. Wysuszone próbki po naklejeniu na odpowiedni  ta m  by y
analizowane pod mikroskopem, w celu obserwacji struktury cian
komórkowych. Opracowana preparatyka pozwoli a na utrwalenie elementów 
cian komórkowych takich jak w ókna celulozy. Uzyskano, przy ró nych 

powi kszeniach, obrazy struktury bardzo dobrej jako ci z wyra nie widocznymi 
elementami struktury – w ókna celulozowe, które nadaj  si  do analizy 
ilo ciowej (Rys. 6) [11, 12]. 

                 B

Rys. 6. Obrazy struktury cian komórkowych - 1μm x 1μm, Mikroskop Si
Atomowych, AFM: A - utrwalonej tkanki jab ka, B – materia u
modelowego (kompozyt celuloza bakteryjna / pektyny / xyloglucan) 
[11, 12] 

Ilo ciowa analiza struktury 

Praktyczne wykorzystanie bada  strukturalnych jest mo liwe tylko wtedy, 
gdy ich wyniki potrafimy opisa  przy pomocy liczb. Opis typu lepszy-gorszy jest 
zbyt subiektywny, by mo na by o go wykorzysta  na masow  skal , np. do 
oceny jako ci produktu.  



  Nowoczesne metody badania mikrostruktury i mechaniki……………………………….. 

116

W celu ilo ciowego opisania struktury wykorzystuje si  metody 
stereologiczne i analiz  obrazu. Rozwój metod ilo ciowych opisu struktury 
wi e si  z coraz doskonalszymi metodami mikroskopowych obserwacji, a tak e
coraz precyzyjniejszych opracowa  sposobów próbkowania. To w a nie sposób 
wyboru obiektów do bada  decyduje w du ym stopniu o b dzie
systematycznym pomiaru [45, 62].  

Tkanki ro linne maj  niejednorodn  i niestabiln  struktur  komórkow
z cz sto wyst puj cymi nieci g o ciami du ych rozmiarów. Na podstawie 
obrazów mikroskopowych mo na stwierdzi  wyst powanie niejednorodno ci
po o enia w obiekcie, a tak e zorientowanie elementów struktury – 
niejednorodno  anizotropowa. Te cechy decyduj  o sposobie pobierania prób 
do analiz oraz o ich liczebno ci (Rys. 7, 8). Ka dy badany obiekt powinien 
przej  tak  wst pn  charakterystyk , aby wynik ko cowy analizy struktury by
reprezentatywny dla interesuj cego nas obszaru. Istotne znaczenie ma te  to, czy 
wyniki maj  opisywa  okre lony fragment badanego obiektu czy te  obiekt jako 
ca o .

Coraz doskonalsze cyfrowe techniki zapisu obrazu ogl danej struktury 
pozwalaj  na analiz  zawartej w nich informacji. Analiza ilo ciowa mo e by
przeprowadzona na obrazach o bardzo dobrym kontra cie, z wyra nie
rozró nialnymi obiektami – mo liwymi do policzenia i zmierzenia. Przede 
wszystkim z wyra nie zaznaczonymi cianami komórkowymi.  

Rys. 7. Przyk ady niejednorodno ci struktury tkanki ziemniaka i marchwi 



Krystyna Konstankiewicz 

117

  A                 B      

Rys. 8. Obrazy struktury tkanki parenchymy, Konfokalny Mikroskop Laserowy, 
   CSLM: A –ziemniaka, B – marchwi, z wyra nie widocznymi obszarami 

   niejednorodno ci struktury [72] 

Jednym z problemów, ze wzgl du na du y zakres zmienno ci wielko ci
komórek, mo e by  zbyt ma a liczba obiektów/komórek widocznych w ca o ci
na jednym obrazie. Problem ten mo na rozwi za  poprzez precyzyjne sk adanie
s siaduj cych ze sob  obrazów, w taki sposób, aby bok obrazu z o onego by
przynajmniej 10-krotnie wi kszy. Nale y uwzgl dni  czas trwania takiej 
operacji, w celu zabezpieczenia próbki przed wyschni ciem – je li próbki s
w stanie naturalnym (Rys. 9, 10) [25, 28, 40, 45]. 

Rys. 9. Przyk adowe obrazy struktury komórkowej tkanki parenchymy 
ziemniaka, Optyczny Mikroskop Konfokalny, TSRLM – wyra nie
widoczne ciany komórkowe natomiast zbyt ma o komórek 
widocznych w ca o ci na jednym obrazie, [26] 
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125  mμ

Rys. 10. Obraz struktury komórkowej tkanki parenchymy ziemniaka, Optyczny 
Mikroskop Konfokalny, TSRLM – powsta y ze z o enia 16 
pojedynczych, s siaduj cych ze sob  obrazów, wystarczaj cych 
rozmiarów do ilo ciowej analizy [26] 

Badania struktury tkanki ro linnej wymagaj  wielu pomiarów, wielu 
obiektów, dlatego ch tnie wykorzystuje si  metody komputerowe, szczególnie 
automatyczne. Rozwi zanie takie w praktycznym zastosowaniu, nawet dla 
bardzo dobrej jako ci obrazów, wymaga ci g ej kontroli obserwatora, w celu 
unikni cia du ych b dów przypadkowych. Niewielkie przerwy w cianach 
komórkowych wynikaj ce z w a ciwo ci mikroskopu lub b dów w ci ciu
próbki, a tak e widoczne przypadkowe inne obiekty nie b d ce przedmiotem 
analizy, powinny by  r cznie skorygowane, a dalsza analiza wykonana 
komputerowo (Rys.11) [45, 72]. 

Zaawansowane programy do analizy obrazu, na podstawie du ych zbiorów 
obrazów i elementów struktury, umo liwiaj  wyznaczenie rednich wielko ci 
parametrów struktury, a tak e ich rozk ady, po uprzednim wyznaczeniu 
minimalnej liczby komórek reprezentatywnych dla ca ej populacji. Na p askim 
obrazie (2D) wielko  komórki okre laj  parametry jej przekroju: powierzchnia, 
obwód, rednice, natomiast przestrzennie (3D) odpowiednio: obj to
i powierzchnia boczna bry y [45, 72]. 
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Rys. 11. Przyk adowy obraz struktury tkanki parenchymy marchwi, z pogranicza 
dwóch s siednich rodzajów tkanki o zró nicowanej strukturze, 
Skanuj cy Konfokalny Mikroskop Laserowy, CSLM [72] 

Do najnowszych metod analizy wielko ci komórek na obrazie zawieraj cym 
du  ich liczb , na przyk ad otrzymanym z mikroskopu konfokalnego lub 
makroskopu, nale y metoda Wizualnej Analizy Tekstury – Visual Texture 
Analysis [20, 65]. Metoda opiera si  na wyznaczeniu wariancji poziomu szaro ci, 
dla zarejestrowanego obrazu, dla danego typu elementu strukturalnego – kwadrat 
dla o rodków izotropowych i odpowiednio element liniowy dla struktur np. 
o wyd u onych komórkach. Po zastosowaniu kolejnych kroków analizy – 
zastosowanie operatora zamkni cia, wyznaczenie ca kowitego poziomu szaro ci, 
ponownie wyznaczenie operatora zamkni cia dla kolejnego rozmiaru elementu 
strukturalnego i zmierzenie ca kowitego poziomu szaro ci – i wyznaczeniu 
wariancji poziomu szaro ci mog  by  analizowane rozk ady wielko ci komórek 
na danym obrazie lub wykonywane porównania pod wzgl dem wielko ci
komórek kolejnych obrazów. G ówn  zalet  metody jest szybko  wykonywanej 
analizy i mo liwo  stosowania w przypadku porównywania struktur na 
z o onych obrazach uzyskanych z ró nych mikroskopów (Rys.12). 

Oczywi cie bardziej z o one analizy nale y wykona  dla próbek tkanki, 
które uleg y zniszczeniu podczas deformacji, a ich struktura zawiera p kni cia
w z o onej formie, ze wzgl du na bifurkacje powsta ej szczeliny (Rys. 13, 14). 
W takim przypadku otrzymujemy ca e serie obrazów, które oprócz analizy 
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p askiego obrazu, wymagaj  z o onych procedur, w celu otrzymania 
przestrzennych zmian struktury w ca ej obj to ci tkanki [70, 71]. 

A  B
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Rys. 12. Schemat Wizualnej Analizy Tekstury, VTA: A, C - procesy zmiany 
obrazów odpowiednio dla tkanki ziemniaka i marchwi, B - algorytm 
Wizualnej Analizy Tekstury, poni ej przyk ad zmiany wariancji 
poziomu szaro ci od wielko ci elementu strukturalnego [65] 
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Rys. 13. Schemat testu osiowego ciskania próbki tkanki ro linnej
z zaznaczonymi przekrojami pobranymi z bezpo redniego
s siedztwa do analizy struktury pocz tkowej (3 próbki) i po 
odkszta ceniu (7-10 próbek) [70, 71] 

A B C

Rys. 14. Uszkodzenia struktury tkanek parenchymy: A – ziemniaka, poprzez 
p kanie cian komórkowych, B, C marchwi – p kni cia cian 
komórkowych, a tak e mikrop kni cia pomi dzy wi zkami 
przewodz cymi – rejestrowane zmiany nawet przy bardzo niewielkich 
odkszta ceniach [70, 71] 

P kni cia struktury – metoda emisji akustycznej 

Podstawowym uszkodzeniem struktury komórkowej s  p kni cia cian 
komórkowych. Dochodzi do tego pod wp ywem dzia ania si  zewn trznych 
podczas ró nych procesów zwi zanych z upraw , zbiorem, przechowywaniem 
i obróbk  surowców ro linnych. Do ledzenia procesów p kania cian 
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komórkowych, wie ych owoców i warzyw, zainicjowali my badania 
z wykorzystaniem metody emisji akustycznej (EA)[43, 66, 67, 69]. 

Uszkodzenia mechaniczne tkanki ro linnej, wywo ane np. w ró nych testach 
wytrzyma o ciowych, powoduj  p kni cia struktury komórkowej. P kni cia s
inicjowane na poziomie pojedynczej komórki i rozwijaj  si  w formie szczeliny 
poprzez p kanie kolejnych komórek. Propagacja p kni cia mo e przebiega
poprzez kolejne ciany komórkowe lub pomi dzy komórkami (Rys.15, 16).  

                                       

Rys. 15. Schemat powstania sygna u emisji akustycznej w tkance ro linnej [66] 

A  B  C 

Rys. 16. Rozwój p kni cia w tkance parenchymy ziemniaka: A – na poziomie 
komórki, B – na przekroju próbki, C – na przekroju ca ej bulwy 
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Zmiany w strukturze komórkowej wywo ane p kni ciami generuj  sygna
emisji akustycznej, który mo e by  rejestrowany i analizowany. Analizy sygna u
EA dokonuje si  na podstawie wyodr bnienia pewnych charakterystycznych 
parametrów, tzw. deskryptorów (zliczenia, zdarzenia), a nast pnie badania ich 
zmian w czasie oraz w funkcji innych czynników zewn trznych. Zarejestrowanie 
sygna u akustycznego w trakcie testu wytrzyma o ciowego pozwala na 
wyznaczenie wczesnych stanów p kania struktury, zanim próbka zostanie 
zniszczona – osi gnie stan wytrzyma o ci np. w te cie ciskania (Rys. 17). 

Z zaawansowanych bada  w tym zakresie prowadzonych w Zak adzie 
wynika, e struktura – wielko  komórek, ma wp yw na wytrzyma o  tkanki 
i na parametry sygna u akustycznego. 

odszk ta cenie
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Rys. 17. Zale no  napr enie-odkszta cenie oraz suma zlicze  EA w procesie 
ciskania tkanki parenchymy ziemniaka, gdzie: (Rc , c) - stan krytyczny 

(wczesne wykrycie p kania) Rc – napr enie krytyczne, c - 
odkszta cenie krytyczne, (R, m) granica wytrzyma o ci, R – 
napr enie, m – odkszta cenie w granicy wytrzyma o ci [66] 

Modelowa ciana komórkowa 

Uszkodzenia mechaniczne powoduj  p kni cia struktury komórkowej, s
inicjowane na poziomie pojedynczej komórki. Szczególn  rol  w tym procesie 
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odgrywaj ciany komórkowe. Z jednej strony utrzymuj  kszta t i okre laj
wymiar komórki, zapobiegaj  uszkodzeniom b ony komórkowej, a jednocze nie
to ich w a ciwo ci decyduj  o zainicjowaniu procesu p kania ca ej tkanki 
[12, 20, 39, 60, 70, 71]. 

Pierwotne ciany komórkowe s  niewielkich rozmiarów i g ównie z tego 
powodu poznanie ich w a ciwo ci mechanicznych jest utrudnione. Alternatyw
s  badania na modelowych materia ach, których w a ciwo ci s  podobne do 
naturalnych cian komórkowych.  

Do najnowszych bada  Zak adu nale  zaawansowane prace nad 
modelowymi cianami komórkowymi o w a ciwo ciach fizycznych, 
chemicznych i strukturalnych zbli onych do rzeczywistych cian, a jednocze nie
o wystarczaj co du ych rozmiarach w celu wykonania testów mechanicznych 
(Rys. 18) [12, 39]. 

Rys. 18. Modelowy materia  imituj cy cian  komórkow , p ytka o wymiarze 
~ 8 cm [12] 

Uzyskano b on  zbli on  do rzeczywistej ciany komórkowej jab ka.
Poddano j  testom mechanicznym, które wykaza y, e ten sztuczny materia
umo liwi w przysz o ci symulowanie wp ywu ró nych czynników na 
w a ciwo ci mechaniczne rzeczywistych cian komórkowych. Prace zosta y
zainicjowane we wspó pracy z Katolickim Uniwersytetem w Leuven i s
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kontynuowane we w asnych laboratoriach, a tak e w National Institute of 
Agronomic Research (INRA) – Nantes.  

Wytworzone materia y modelowe poddano tak e obserwacjom ich struktury 
pod mikroskopem si  atomowych – AFM. Otrzymano zdj cia dobrej jako ci, 
z wyra nie widocznymi mikrofibrylami celulozy. Zdj cia poddano analizie 
ilo ciowej pod k tem charakterystyki elementów strukturalnych – w ókien 
celulozowych. Przeprowadzona ilo ciowa analiza struktury - chropowato
powierzchni materia ów, rednia d ugo  i grubo  mikrofibryli, rednia
i maksymalna wysoko  profilu - materia ów modelowych oraz dla naturalnej 
tkanki jab ka pokaza a, e wykonane materia y modelowe dobrze odwzorowuj
struktur  naturalnej tkanki jab ka [12]. 

Dalszy rozwój metod badawczych 

Przedstawione powy ej oryginalne metody badawcze nale  do najnowszych 
w zakresie oceny struktury i w a ciwo ci mechanicznych surowców ro linnych.
Zwi zane s  one z ci gle post puj cym rozwojem technik pomiarowych 
i analitycznych, a tak e coraz wi kszymi wymaganiami nowoczesnych 
technologii produkcji na bazie surowców ro linnych. Zale no  mikrostruktury 
i w a ciwo ci mechanicznych, szczególnie podatno  tkanki ro linnej na 
uszkodzenia, mo e by  wykorzystana do ci g ej rejestracji jako ci, w cyklu 
produkcyjnym p odów rolnych, kontroli i optymalizacji cech odmianowych, 
uwzgl dnienia wp ywu wielu czynników na badane cechy, a tak e ograniczenia 
strat w ca ym procesie produkcyjnym. 

Dotychczasowe wyniki i ich weryfikacja z klasycznymi metodami oceny 
jako ci s  pozytywne. Wykazano mo liwo  stosowania opracowanych metod 
do szerokiej klasy materia ów, nie tylko ro linnych, jak owoce, warzywa, 
nasiona, ziarna, ale równie  produkty spo ywcze, tkanki medyczne, materia y
chirurgiczne i stomatologiczne. 

Planujemy dalszy rozwój prac prowadzonych przez Zak ad Mikrostruktury 
i Mechaniki Biomateria ów, przede wszystkim poszerzenie zakresu badanych 
materia ów i rodzajów tkanek, analizy mikro- i makrostruktury - tak e analizy 
3D, powi zanie mikrostruktury z w a ciwo ciami ca ego obiektu – ocena 



  Nowoczesne metody badania mikrostruktury i mechaniki……………………………….. 

126

jako ci, tekstury, modelowych bada  nad w a ciwo ciami cian komórkowych,  
a tak e wielo-skalowego modelowania w a ciwo ci tkanki ro linnej. 
Kontynuowane b d  równie  prace nad now , innowacyjn  i niedestrukcyjn
metod  oceny tych materia ów, opart  na przestrzenno-czasowej korelacji 
plamkowej.  

Dotychczasowe wyniki eksperymentów umo liwi y rozpocz cie prac nad 
opracowaniem innowacyjnego urz dzenia do okre lania krucho ci i chrupko ci
oraz innych cech tekstury owoców i warzyw na podstawie metody emisji 
akustycznej. 

Wszystkie metody badania struktury i mechaniki surowców ro linnych maj
cechy rozwojowe, i to ze wzgl du na oryginalno  rozwi za  metodycznych, jak 
i bardzo du y potencja  przysz o ciowych zastosowa  praktycznych.  
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9. Emisja akustyczna w badaniach ywno ci
  ZBIGNIEW RANACHOWSKI 

Wst p

Przedmiotem niniejszego opracowania jest omówienie zastosowania metody 
pomiaru emisji akustycznej w badaniach ywno ci, ze szczególnym 
uwzgl dnieniem bada  krajowych. Terminem emisja akustyczna (EA) okre la 
si  zjawisko generacji i propagacji fal spr ystych w ró nych o rodkach sta ych 
i cieczach. ród em tych fal s  zarówno procesy rozwoju mikrop kni ,
generacja i anihilacja dyslokacji lub wzajemne przemieszczanie si  fragmentów 
badanego o rodka po czone z tarciem. Metoda EA jest obecnie szeroko 
stosowana przy badaniu w a ciwo ci mechanicznych oraz przemian fazowych 
ró nych obiektów w wielu dziedzinach nauki i techniki. Zalety wyró niaj ce 
omawian  metod  na tle innych metod s u cych wyznaczaniu w asno ci 
fizykochemicznych cia  sta ych i cieczy, wynikaj  z podstawowej zasady 
pomiaru emisji akustycznej. ród em rejestrowanego sygna u jest w tym 
przypadku energia generowana przez niejednorodno ci badanego o rodka,
w wyniku wywo anej z zewn trz stymulacji albo normalnej eksploatacji obiektu. 
Ide  pomiaru sygna u EA przedstawiono na rysunku 1. 

Ró nic  pomi dzy klasycznymi sygna ami akustycznymi (np. mowy) 
a emisj  akustyczn  jest znacznie szersze pasmo cz stotliwo ci tej ostatniej - od 
pojedynczych herców do megaherców. W pomiarach emisji akustycznej sygna
docieraj cy do sensora pokazanego na rysunku 1 pozwala na wnioskowanie 
o naturze jego ród a pokazanego po lewej stronie rysunku. Zakres 
cz stotliwo ci sygna u EA, rejestrowanego w ró nych obiektach, przedstawiono 
na rysunku 2. Rejestracja i analiza sygna ów z tak szerokiego przedzia u
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cz stotliwo ci narzuca specyficzne wymagania stosowanej aparaturze i metodom 
obróbki zarejestrowanych danych eksperymentalnych. 

Rys. 1. Schemat blokowy systemu do pomiaru emisji akustycznej 

Rys. 2. Zakres cz stotliwo ci sygna u EA rejestrowanego w ró nych obiektach 

Analityczny opis propagacji fal spr ystych w pobli u ród a EA jest 
z o ony [11], natomiast je eli przyjmiemy model ród a punktowego i punkt 
obserwacji znacznie od niego oddalony, to mo emy rozwa y  nast puj cy uk ad 
równa  w o rodku [14], który charakteryzuje si  obj to ciowym modu em 
spr ysto ci:

                                                                                           badania m etali,                             
                                                                                           ceram iki i kom pozytów   
                                                                                                                        
                                                                                                                
                                                                          badania              
                                                                          struktur geologicznych                         
                                                                           
                                                                         badania ywno ci              
                                                  m ikrotrz sie-                                             
                                                    nia  ziem i              diagnostyka  
                                                                                 silników 
                                                                                 spalinowych                                                             
         trz sienia  ziem i         poszukiwania               uszne ( lim a- 
                                           sejsm ologiczne             kowe) EA                      
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W powy szych równaniach przyj to: ρ - g sto  materia u, v (x,y,z,t) – pr dko
fali spr ystej w materiale, p (x,y,z,t) – warto  ci nienia w kierunkach x,y,z,
∇- operator gradientu. Ponadto za o ono harmoniczn  posta  funkcji ci nienia
i pr dko ci od czasu t, co w omawianym modelu implikuje zale no :
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Równania 1, 2, 3 pozwalaj  na wyci gni cie nast puj cych wniosków: 

• w o rodku o w asno ciach spr ystych, który zosta  pobudzony do drga
przez ród o EA generuj  si  fale spr yste o cz stotliwo ciach ω [rad/s]; 

• generowana cz stotliwo  jest wy sza w materia ach o wy szym module 
spr ysto ci K, zale y ona równie  od postaci funkcji ci nienia p (x,y,z,t)
w obszarze ród a EA wywo uj cych proces generacji sygna u EA; 

• parametry sygna u EA zale  zarówno od sta ych materia owych o rodka,
jak i od charakteru pobudzenia do drga  - mo liwe jest po analizie 
zarejestrowanego sygna u EA uzyskiwanie informacji o sta ych 
materia owych badanego o rodka, a tak e o charakterze jego pobudzenia. 

Pó  wieku bada ywno ci metodami akustycznymi 

Poni ej zostan  omówione jedynie wybrane doniesienia literaturowe 
z zakresu bada ywno ci w wybranych o rodkach, natomiast nast pne rozdzia y
b d  po wiecone pracom prowadzonym we wspó pracy z Katedr  In ynierii 

ywno ci i Organizacji Produkcji SGGW w Warszawie i precyzyjnemu opisowi 
obecnie stosowanej metodyki pomiaru. W literaturze omawiaj cej powy sz
tematyk  jako prekursorów bada ywno ci metodami akustycznymi wymienia 
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si  prace: Drake [2], Vickers i Bourne [17], Roudaut i wsp. [13] oraz Tesch i 
wsp. [16]. D wi ki emitowane przez produkty spo ywcze by y pocz tkowo
rejestrowane za pomoc  mikrofonów pracuj cych w pa mie
16 – 16000 Hz. Po wymaganym wzmocnieniu sygna u materia  badawczy 
rejestrowany by  na magnetofonie, a pocz wszy od lat osiemdziesi tych przy 
zastosowaniu komputera z uk adem wej cia i wyj cia sygna u akustycznego 
(karty d wi kowej). Wa nym zagadnieniem zwi zanym z procesem rejestracji 
sygna u akustycznego by a zastosowana procedura obci ania mechanicznego 
produktów. Wymienione wy ej zespo y badawcze prowadzi y eksperymenty 
stosuj c nast puj ce metody: 

• ucia w jamie ustnej, 

• r cznego kruszenia za pomoc  szczypiec, 

• od pocz tku lat siedemdziesi tych stopniowo przechodz  na bardziej 
powtarzaln  i obiektywn  metod , to jest stosuj c specjalnie zaprojektowane 
maszyny, w których narz dzie robocze penetrowa o, ciska o lub zgina o
próbk , przesuwaj c si  z jednostajn  pr dko ci  i umo liwiaj c rejestracj
si y obci aj cej próbk . Maszyny do obci ania mechanicznego próbek 
ywno ci okre lano nazw  teksturometrów. 

Badania Drake [2] wykaza y, e d wi ki wytwarzane podczas kruszenia 
produktów ró ni  si  mi dzy sob  pod wzgl dem amplitudy, cz stotliwo ci 
dominuj cych w charakterystyce widmowej tych d wi ków, a tak e pod 
wzgl dem przebiegu zmian nat enia mierzonego sygna u. Wykazano, e
produkty chrupkie generuj  w trakcie gryzienia d wi ki o swoistej, impulsowo-
szumowej charakterystyce widmowej [17]. Analiza cz stotliwo ci generowanych 
przez te produkty wykaza a, e sygna  zawiera sk adowe z przedzia u
0 – 10 kHz. Wymienieni badacze wysun li hipotez , e odczuwany stopie
chrupko ci produktu jest skorelowany z amplitud  mierzonego sygna u. Vickers 
i Bourne [17] prowadzili badania, czy d wi k kruszonych produktów 
spo ywczych zawiera informacj  charakterystyczn  dla struktury badanego 
produktu. W tym celu wyznaczono prawdopodobie stwa poprawnej 
identyfikacji produktu poprzez ods uch nagranego wcze niej zapisu sygna u z 
populacji 18 produktów. Odsetek prawid owych rezultatów tylko dla dwóch 
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produktów przekroczy  50%, a dla pozosta ych zawiera  si  w przedziale od  
0 do 44 %. 

Efekty akustyczne zwi zane z zawarto ci  wody i jej transportem 
w badanych produktach spo ywczych - mierzone aktywno ci  wody by y
opisywane w wielu pracach. Interesuj ce wyniki eksperymentalne uzyskali 
Tesch i wsp. [16], którzy poddali badaniom dwa produkty (chrupki serowe 
i kostki grzankowe), sezonowane w eksykatorach w celu uzyskania 
równowagowego poziomu wilgotno ci strukturalnej w gradacji 
o miopoziomowej. W wyniku sezonowania uzyskano w produkcie poziomy 
aktywno ci wody (aw) 0,11; 0,23; 0,33; 0,43; 0,52; 0,57; 0,65 i 0,75. Na ka dym 
z tych poziomów mierzono cechy charakterystyczne widma akustycznego 
próbek produktów – dynamik  g sto ci widmowej, dewiacj  standardow  zbioru 
próbek sygna u, amplitud  maksymaln  oraz warto redni  zbioru próbek 
sygna u. W ten sposób wyznaczono precyzyjne ilo ciowe deskryptory (czyli 
parametry) badanego sygna u, który charakteryzowa  si  z o on  postaci .
Uzyskane rezultaty pozwoli y jednoznacznie i precyzyjnie ustali , e wszystkie 
wy ej wymienione deskryptory sygna u wskazywa y na istnienie maksimum 
chrupko ci dla aktywno ci wody na poziomie 0,23 oraz na uplastycznienie 
produktu i monotoniczny spadek chrupko ci dla poziomów aktywno ci wody 
wy szych w zakresie 0,23 – 1,0. Charakterystyczny dla technologów ywno ci
parametr badanych produktów chrupko , by  równolegle oceniany metod
sensoryczn .

Pó niejsze badania Marzec [4], wykonywane przy zastosowaniu 
mechanicznych teksturometrów do kruszenia uprzednio sezonowanych próbek 
produktów, potwierdzaj  zasadniczo wyniki uzyskane przez Tescha i wsp. [16]. 
W niektórych produktach brak wyra nego maksimum deskryptora, 
odwzorowuj cego intensywno  mierzonego sygna u akustycznego, natomiast 
we wszystkich produktach absorbuj cych wod  w przedziale aktywno ci wody 
0,4 – 0,6 jest rejestrowana wyra na zmiana w a ciwo ci akustycznych produktu. 
Powy sza konkluzja pozwala na postawienie tezy, e badanie sygna u
akustycznego generowanego w produktach ywno ciowych, w których 
obj to ciowo lub lokalnie dochodzi do zmiany aktywno ci wody umo liwia,
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dogodne i szybkie pomiary zmian teksturalnych tych produktów. Jest równie
mo liwe, e prezentowane dalej metody analizy sygna u akustycznego pozwol
na ledzenie wp ywu zmian ilo ciowych innych sk adników produktów 
ywno ciowych (t uszcze, sole mineralne) na tekstur  badanych produktów. 

Sposób prowadzenia kontaktowych pomiarów sygna u akustycznego

Obecnie w wielu laboratoriach technologii ywno ci prowadzone s  pomiary 
sygna u akustycznego generowanego w procesie kruszenia produktów 
ywno ciowych. Badania te s  wykonywane przy u yciu teksturometrów 

wyposa onych w mikrofon i wzmacniacz sygna ów akustycznych. Na fotografii 
1 pokazano sposób umieszczenia mikrofonu w pobli u trawersy teksturometru. 

                                                             

Fot. 1. Widok trawersy teksturometru   Fot. 2. Teksturometr wyposa ony 

wraz z mikrofonem do rejestracji   w kontaktowy adapter do rejestracji 

d wi ków generowanych w trakcie  EA, b d cy w eksploatacji SGGW 

kruszenia próbki ywno ci  w Warszawie, w Katedrze In ynierii 
ywno ci i Organizacji Produkcji 

Rejestracja d wi ków generowanych w trakcie kruszenia produktów 
spo ywczych jest z o onym problemem, poniewa  d wi ki te maj  nisk
energi , w porównaniu do energii t a akustycznego w sposób nieunikniony 
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rejestrowanego przez mikrofon. Dlatego zaprojektowano kontaktow  metod
zapisu rozwa anego sygna u d wi kowego (Fot. 2) [8]. Ró nic  pomi dzy 
urz dzeniami stosuj cymi bezkontaktow  i kontaktow  metod  rejestracji 
sygna u akustycznego przedstawiono na rysunku 4.

Rys. 4. Ró nica pomi dzy urz dzeniami stosuj cymi bezkontaktow  (A, B, C) 
   i kontaktow  (D, E, F) metod  rejestracji sygna u akustycznego  

W metodzie kontaktowej pomi dzy ruchomym trzpieniem trawersy maszyny 
wytrzyma o ciowj a ko cówk  obci aj c  mechanicznie próbk  (np. narz dzie
testu przebicia) umieszczono specjalnie zaprojektowany adapter drga .
Wewn trz adaptera znajduje si  kontaktowy sensor drga  o czu o ci 
wystarczaj cej do bada  procesów kruszenia produktów spo ywczych, tj. 
8 mV/ms–2 (przy pojemno ci w asnej 1 nF) oraz o odpowiednim 
cz stotliwo ciowym pa mie przenoszenia od 1 do 15000 Hz. Grubo cienna 
obudowa adaptera drga  jest przystosowana do przenoszenia wymaganych 
obci e  mechanicznych, a ponadto t umi d wi ki generowane w otoczeniu 
aparatury. Fale spr yste o cz stotliwo ciach akustycznych, powstaj ce w trakcie 
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kruszenia produktów spo ywczych, s  transmitowane od powierzchni tego 
produktu do kontaktowego sensora drga  (akcelerometru) poprzez narz dzie 
robocze. Badania prowadzone przy zastosowaniu opisanego wy ej adaptera oraz 
precyzyjnej maszyny wytrzyma o ciowej o niskim poziomie wibracji
generowanych w trakcie kruszenia produktów zbo owych wykaza y, e
zastosowany uk ad pomiarowy posiada wymagan  czu o  przy rejestracji 
sygna ów d wi kowych pochodz cych z badanej próbki i jednocze nie nie 
rejestruje t a akustycznego z otoczenia. Podobne uk ady pomiarowe by y
stosowane w pomiarach procesów zu ycia o ysk tocznych oraz w badaniach 
w asno ci mechanicznych próbek drewna i kompozytów szk o–epoksydy [15]. 

Mierzone sygna y emisji akustycznej s , podobnie jak te opisane w pracy 
Tescha i wsp. [16], wzmacniane w liniowym wzmacniaczu niskoszumnym, a 
nast pnie zapisywane w pami ci komputera PC przy zastosowaniu d wi kowej
karty przetwarzania analogowo – cyfrowego z cz stotliwo ci  próbkowania 
44.1 kHz. Zapis sygna u w formacie standardowego pliku d wi kowego 
umo liwia dalsz  obróbk  wyników przy zastosowaniu wielu istniej cych na 
rynku edytorów d wi ku. Autor niniejszej pracy zastosowa  specjalistyczn  kart
przetwarzania analogowo – cyfrowego firmy Adlink Technology Inc. typu 9112, 
umo liwiaj c  zapis si y obci aj cej badan  próbk cznie z zapisem emisji 
akustycznej, a tak e zmian  cz stotliwo ci próbkowania. 

Charakterystyki amplitudowo – czasowe zarejestrowanych sygna ów EA

Charakterystyka amplitudowo – czasowa sygna u kruchego produktu 
zbo owego (Rys. 5) zostanie ni ej przedstawiona na przyk adzie badania 
wykonanego przez Marzec [4]. Kromki chrupkiego pieczywa pszennego, 
poddano zginaniu trójpunktowemu w maszynie wytrzyma o ciowej Zwick 1445. 

Dla uzyskania wysokiej rozdzielczo ci czasowej (jeden pixel na rysunku = 
5 ms) pokazano pierwsze trzy sekundy zapisów. Zale no , zarejestrowanego 
w trakcie badania próbki nat enia sygna u emisji akustycznej od czasu, jest 
faktycznie rejestrowana, jako warto  skuteczna (RMS) sygna u i oznaczona 
jako v(t) [jednostka - Wolty]. W pami ci komputera jest reprezentowana jako 
ci g cyfrowych próbek ( ang. digital samples) sygna u zmierzonych w chwilach 
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czasu oddalonych od siebie o T1 w omawianym przypadku wynosz cy 22,7 μs.
Zarejestrowany ci g próbek sygna u, który poddawany zostanie dalszej obróbce, 
przedstawi  mo na symbolicznie jako: v(mT1), gdzie m równe 0, 1, 2... jest 
kolejnym numerem próbki sygna u. Najprostszym deskryptorem (parametrem) 
dla zbioru próbek sygna u emisji akustycznej z pomiaru pojedynczego produktu 
jest suma warto ci skutecznych sygna u zmierzona w czasie np. 10 sekund 
pomiaru. Deskryptor ten potocznie bywa nazywany „energi  zarejestrowanego 
sygna u E” i mo na go zapisa  za pomoc  nast puj cego wzoru: 

=

=
N

m
mTvE

1
1 )(               (4) 

  W omawianym badaniu czas pomiaru sygna u EA wynosi  10 sekund, 
a parametr N we wzorze (4) by  równy 441000. Bli sza analiza zale no ci
amplitudowo – czasowych pokazanych na rysunku 5 pozwala s dzi , e proces 
generacji sygna u EA ma posta  serii krótkich impulsów o zmieniaj cym si
nat eniu. Procedury umo liwiaj ce zliczanie tych impulsów i wyznaczaj ce 
parametry tych impulsów w celu ich klasyfikacji zostan  przedstawione 
w nast pnym rozdziale. 

Rys. 5. Wykres amplitudowo-czasowy wzmocnionych sygna ów emisji 
akustycznej generowanych podczas trójpunktowego zginania próbek 
[4] 
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Analiza parametrów amplitudowo – czasowych dla pojedynczych zdarze
emisji akustycznej

Na podstawie wykresu amplitudowo – czasowego, mo na wyznaczy
impulsy EA, które s  przez badaczy emisji akustycznej nazywane zdarzeniami 
emisji akustycznej (ang. acoustic emission events). Przy zastosowaniu 
odpowiedniego powi kszenia fragmentów sygna u okazuje si , e w zapisach
mo na wyró ni  dominuj ce pod wzgl dem ilo ciowym krótkie impulsy o czasie 
trwania oko o 100 mikrosekund i zbli onej amplitudzie, które nast puj c szybko 
po sobie formuj  charakterystyczny ,,chrupki’’ d wi k. Bardziej szczegó owa
analiza zapisu zdarze  EA pozwala na okre lenie liczby zdarze  w obr bie
ka dego zapisu oraz rozk ad maksymalnych energii sygna u w obr bie tych 
zdarze . Aby dokona  takiej analizy autor niniejszej pracy zaprojektowa
oprogramowanie, którego celem by a automatyczna detekcja zdarze  EA. 
Zadaniem tego oprogramowania by o wykrycie pocz tku impulsu, przyjmuj c za 
kryterium zadan  wielko  chwilowej energii sygna u, opisanej wzorem (2), 
a nast pnie wykry  jego koniec, po którym jest rejestrowany pewien sta y
poziom t a. Jako umowny koniec impulsu przyj to chwil , kiedy chwilowa 
warto  energii sygna u zmaleje o po ow , w porównaniu do przyj tego
wcze niej progu detekcji jego pocz tku. Po wykryciu impulsu poszukiwanie 
nast pnego zdarzenia emisji akustycznej nast puje po pomini ciu dwóch 
kolejnych próbek sygna u, aby utrudni  ponowne wykrycie „ko cówki” tego 
samego zdarzenia. Schemat przeszukiwania zarejestrowanego zbioru próbek 
sygna u zosta  pokazany na rysunku 6. Zbiór przeszukiwany jest 
z przesuni ciem, co jedn  próbk  sygna u. W ka dym kroku porównywana jest 
z zadanym przez eksperymentatora progiem detekcji energia sumy warto ci
sygna u dla n-tej próbki, jej dwóch poprzedników i dwóch próbek nast pnych.

  Oprogramowanie przygotowane do analizy parametrów amplitudowo – 
czasowych pojedynczych zdarze  EA analizowa o zbiór wyników zapisu 
warto ci skutecznej zarejestrowanego sygna u EA (próbek sygna u), 
zapisywanych co 22,7 μs. W celu odró nienia zjawiska wyst pienia zdarzenia 
EA od zarejestrowanego t a akustycznego, przyj to kryterium wykorzystuj ce 
parametry zdarze  EA o maksymalnej zmierzonej energii. Suma warto ci
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skutecznych sygna u w trakcie trwania tych zdarze  wynosi a oko o 20 000 mV. 
Przyj to dwie warto ci progowe: 10% oraz 5% maksymalnej sumy odczytów. 

Rys. 6. Schemat przeszukiwania zarejestrowanego zbioru próbek sygna u emisji 
akustycznej generowanego w procesie kruszenia próbki produktu 
spo ywczego w celu detekcji zdarze  (krótkich impulsów) emisji 
akustycznej. Pokazane próbki sygna u ró ni  si  mi dzy sob  warto ci
skuteczn . Indeks n oznacza numer kolejnej próbki sygna u

Wyniki wyznaczenia parametrów amplitudowo – czasowych dla badanych 
próbek pieczywa chrupkiego o ró nej aktywno ci wody zamieszczono 
w tabeli 1. Analiza przedstawionych danych pozwala na stwierdzenie 
nast puj cych prawid owo ci:

• liczba zdarze  EA rejestrowanych na wy szym i ni szym poziomie 
progowym maleje wraz ze wzrostem wilgotno ci strukturalnej próbek; 

• maksymalna warto  napi cia skutecznego zarejestrowanych zdarze
zmienia si  nieznacznie; 

• poniewa  ze wzrostem poziomu wilgotno ci strukturalnej próbek maleje 
ca kowita liczba rejestrowanych zdarze  EA, zatem mo na przyj : ze 
wzrostem poziomu wilgotno ci strukturalnej maleje energia sygna u
mierzona w obr bie zdarze  EA w trakcie ciskania próbek. 

kó ko obrazuje 

warto  sygna u EA
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Tab. 1. Parametry zdarze  emisji akustycznej wyodr bnionych w sygnale 
zarejestrowanym w trakcie zginania trójpunktowego próbek pieczywa 
pszennego, w nawiasie podano warto  odchylenia standardowego [9] 

Aktywno
wody pieczywa 

chrupkiego

Liczba zdarze
EA

(ni szy poziom 
detekcji)

Liczba zdarze
EA, (wy szy 

poziom 
detekcji)

Maksymalna warto
skuteczna sygna u
zarejestrowana w 

obr bie zdarzenia EA, 
[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 sygna u emisji akustycznej

W celu wyja nienia metody konstruowania charakterystyki widmowej 
sygna u, która odzwierciedla jej zmiany, poni ej zostanie podany wzór na 
wyznaczanie funkcji g sto ci widmowej (ang. power spectrum function) sygna u
EA. Rozwa aj c ci g y sygna  emisji akustycznej v(t) w wybranym przedziale 
czasu, mo emy go przedstawi  w formie sumy jego sk adników 
cz stotliwo ciowych. Zale no  ta jest przedstawiana jako A(ω), gdzie 
ω (pulsacja) jest analogiem cz stotliwo ci f, okre lonym jako ω = 2πf. Przy 
za o eniu bezwzgl dnej ca kowalno ci funkcji v(t), mo e zosta  ona liniowo 
przekszta cona na funkcj  g sto ci widmowej A(ω) wed ug poni szego wzoru 
(przekszta cenie Fouriera): 

∞

+=
0

)](sin[)(1)( ωωωω
π

dtAtv          (5) 

gdzie: ϕ  jest parametrem reprezentuj cym faz  przekszta canego sygna u.

Opracowano komputerow  procedur  wyznaczania funkcji g sto ci
widmowej A(ω), umo liwiaj c  porównywanie nat enia zmierzonego sygna u
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w wybranych przedzia ach cz stotliwo ciowych [11]. Zarejestrowany sygna  jest 
dzielony na sekcje o d ugo ci ¼ sekundy. Potem nast puje sprawdzenie czy 
w sekcji jest zawarte zdarzenie emisji akustycznej w sposób analogiczny do 
opisanego w poprzednim rozdziale. Nast pnie wyznaczana jest cyfrowa posta
funkcji g sto ci widmowej przy wykorzystaniu 4000 próbek sygna u
s siaduj cych z centraln  próbk  wykrytego zdarzenia emisji akustycznej. 
W wyniku zastosowania procedury opisanej powy ej uzyskuje si  eliminacj
zak óce  pochodz cych od nap du maszyny wytrzyma o ciowej, a ponadto jest 
wykonywane przekszta cenie fragmentów sygna u z zachowaniem tej samej fazy 
ϕ, co minimalizuje zniekszta cenia wyznaczanej charakterystyki widmowej. 
Charakterystyki widmowe wszystkich wykrytych zdarze  emisji akustycznej s
rejestrowane w pami ci komputera, a w fazie ko cowej wyznaczana jest 
u redniona charakterystyka widmowa z ca ego przebiegu badania próbki 
ywno ci. Wynikiem dzia ania programu jest zbiór 1360 wspó czynników 

odwzorowuj cych charakterystyk  widmow  procesu. Odtwarzany jest zakres 
cz stotliwo ci od 11 Hz do 15000 Hz, przy czym kolejne wspó czynniki 
odwzorowuj  warto  funkcji g sto ci widmowej w kolejnych przedzia ach: 11 – 
22 Hz, 22 – 33 Hz itd. Algorytm przekszta caj cy zbiór próbek sygna u na zbiór 
wspó czynników g sto ci widmowej cnv(mT1) cn(ω) jest realizowany wed ug 
poni szego wzoru przybli onego [10]: 

)mod()(1 /2
1

0
1

Nmjn
N

m
n emTv

N
C π

=

=

=          (6) 

gdzie: j oznacza 1− , a mod - modu  wyra enia zespolonego. 

 Charakterystyka widmowa posiada uk ad charakterystycznych maksimów na 
osi cz stotliwo ci. Dla pieczywa mo na wyró ni  dwa charakterystyczne 
maksima: w przedziale cz stotliwo ci 1-3 kHz oraz 12 do 15 kHz (Rys. 7). 
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Rys. 7. Charakterystyka widmowa sygna u emisji akustycznej generowanego 
w trakcie zginania trójpunktowego próbek pieczywa pszennego [4, 9] 

Charakter propagacji fal spr ystych w pa mie 1 kHz i powy ej 10 kHz jest 
odmienny, poniewa  d ugo  propagowanych fal ró ni si  o rz d wielko ci.
Efekt ten sprawia, e t umienie fal o ró nej d ugo ci jest równie  odmienne. 
W próbkach suchych lepiej propaguj  si  fale o ni szej cz stotliwo ci, natomiast 
w próbkach uplastycznionych, o du ym poziomie wilgotno ci strukturalnej – 
fale o wy szych cz stotliwo ciach. W zwi zku z tym, mo liwe jest 
skonstruowanie bezwymiarowego wspó czynnika, zwanego wspó czynnikiem
nachylenia charakterystyki widmowej β, który jest ilorazem energii sygna u
emisji akustycznej w pa mie wysokich cz stotliwo ci oraz energii sygna u
w pa mie niskich cz stotliwo ci. Optymalne warunki pomiaru tego 
wspó czynnika s  podczas próby ciskania produktu, poniewa  fale spr yste 
propaguj  si  od kruszonych cz ci obj to ci próbki do p askiej p yty ciskaj cej 
badan  próbk  poprzez wi ksz  obj to  próbki ni  w przypadku prze amywania 
tej próbki. Korzystaj c z wzoru (6) mo na okre li  wspó czynnik nachylenia 
charakterystyki widmowej βp, dla pieczywa chrupkiego 
ekstrudowanego [4, 5, 9]: 

Odmienny typ charakterystyki widmowej zaobserwowa  mo na
w twardszych produktach – na przyk ad w badanych w masie p atkach 
kukurydzianych [12]. W produktach tych mo na wyró ni  charakterystyczne 
maksima aktywno ci akustycznej w przedzia ach cz stotliwo ci 2-7, 7-9 oraz 14-
15 kHz. 
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Akustogramy z o onych procesów obci ania mechanicznego

Zdaniem autora niniejszej pracy nie jest w a ciwym wyznaczanie 
deskryptorów akustycznych, takich jak liczba zdarze  emisji akustycznej lub 
wspó czynnik nachylenia charakterystyki widmowej dla produktów o z o onej 
budowie, np. biszkoptów z polew  czekoladow . Lepszym rozwi zaniem jest 
okre lenie w a ciwo ci osobno dla ró ni cych si  w a ciwo ciami 
mechanicznymi sk adników produktu. Mo liwe jest badanie obszaru styku tych 
produktów, chocia by w celu wykrycia pustek powietrznych. Badanie 
ewoluuj cego w czasie sygna u akustycznego obiektu niejednorodnego prowadzi 
si  przy zastosowaniu tzw. akustogramów [5]. S  to wykresy w uk adzie trzech 
zmiennych. Na osi poziomej s  odwzorowane krótkie przedzia y czasu,  
w obr bie których sygna  akustyczny podlega dekompozycji na sk adniki
cz stotliwo ciowe, na osi pionowej pokazane s  cz stotliwo ci sk adowe sygna u
(wyznaczone np. wg wzoru 6), natomiast kolor segmentu w uk adzie czas – 
cz stotliwo  odpowiada chwilowej warto ci funkcji g sto ci widmowej. 
Mo liwy jest równie  odczyt warto ci liczbowej funkcji g sto ci widmowej 
w wybranym przedziale czasu. Wyniki otrzymane przy zastosowaniu omawianej 
metody zostan  przedstawione na przyk adzie sygna u akustycznego 
zarejestrowanego w trakcie ciskania chrupek ziemniaczanych z dodatkiem 
przyprawy smakowej pikantnej charakteryzuj cych si  aktywno ci  wody 0,14. 
Chrupki by y ciskane w cylindrze o rednicy 30 mm i wysoko ci 60 mm przez 
okres 25 sekund. W trakcie procesu ciskania za pomoc  metalowego t oka
produkt ulega  stopniowemu utwardzeniu. Dlatego wspó czynnik nachylenia 
charakterystyki widmowej βk zmierzony dla pocz tkowych 10 sekund wynosi
0,58, a dla ko cowych 10 sekund wzrós  do 0,60. Charakterystyk  widmow
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 ko cowych 10 s eksperymentu 
wzros o u rednione nat enie rejestrowanego sygna u dla cz stotliwo ci powy ej
3 kHz. Prawdopodobnie omawiany efekt zosta  spowodowany zmniejszeniem si
wspó czynnika t umienia fal spr ystych produktu o wy szej g sto ci pozornej. 
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A

        B

Rys. 8. Charakterystyka widmowa wyznaczona w trakcie ciskania chipsów 
ziemniaczanych o aw = 0,14, dla: A - pierwszych 10 s; B - ostatnich 10 s 
eksperymentu trwaj cego 20 s 

To samo zjawisko mo na zaobserwowa  na akustogramie rodkowych 10 s 
zapisu uzyskanego w trakcie tego samego badania (Rys. 9). Na przedstawionym 
akustogramie wyra nie widoczny jest stopniowy wzrost g sto ci widmowej 
sygna u w pasmach cz stotliwo ci 2 – 8 oraz 14 – 15 kHz.  

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

Zobrazowanie i badanie charakterystyki widmowej procesów z generacj
niskich poziomów energii 

  Istnieje mo liwo  pomiarów emisji akustycznej w produktach silnie 
uplastycznionych, gdzie energia generowanego sygna u jest o wi cej ni  rz d
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wielko ci ni sza ni  w przypadku próbek pieczywa chrupkiego lub p atków 
niadaniowych badanych w masie. Przyk adem takich bada  mo e by

monitorowanie zmian tekstury chleba w trakcie jego czerstwienia [6]. Badania 
takie przeprowadzono z wykorzystaniem maszyny wytrzyma o ciowej Zwick 
1445 z ko cówk  w postaci pr ta o rednicy 1/8 cala zako czonego sfer
o rednicy ¼ cala [5, 6]. 

Analiza uzyskanych wyników pozwala stwierdzi , e mo liwa jest rejestracja 
i ocena energii sygna u emisji akustycznej generowanej w procesie przebijania 
skórki pieczywa (Rys. 10). Ze wzgl du na nisk  energi  sygna u generowanego 
w procesie przebijania skórki pieczywa, zastosowano 10 – krotne wzmocnienie 
sygna u emisji akustycznej w stosunku do prezentowanego na  
rysunku 6.  

A     B

Rys. 10. Wykres amplitudowo – czasowy sygna u generowanego w procesie 
testu przebicia, zarejestrowanego: A - w pieczywie mieszanym 
wie ym; B - po 24 godzinach przechowywania w temperaturze 25oC

i wilgotno ci wzgl dnej powietrza 30% 

W przypadku badania sygna ów emisji akustycznej o niskiej energii  
i krótkim czasie trwania (poni ej 1000 próbek sygna u), nie jest mo liwe
efektywne zbadanie ich charakterystyki widmowej przy zastosowaniu 
dyskretnego przekszta cenie Fouriera (wzór 5), poniewa  w celu zapewnienia 
wymaganej dok adno ci nale y przeprowadzi  procedur  sumowania po 
dostatecznej liczbie niezerowych próbek sygna u. Oprogramowanie 
zaprojektowane przez autora niniejszej pracy dokonywa o efektywnej analizy 
widmowej sygna u generowanego przez produkt charakteryzuj cy si
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aktywno ci  akustyczn  trwaj c , co najmniej 100 milisekund. Do badania 
efektów niskoenergetycznych zosta a zastosowana metoda falkowej analizy 
sygna u emisji akustycznej. Przy zastosowaniu tej metody analizy krótkich 
impulsów sygna u przyjmuje si  za o enie, e wynikowa charakterystyka 
cz stotliwo ciowo – czasowa badanego sygna u zostanie okre lona z mniejsz
dok adno ci  (przedzia owo), ni  to by oby mo liwe, gdyby okre lano
oddzielnie metodami przedstawionymi wcze niej, osobno charakterystyk
amplitudowo – czasow  albo charakterystyk  widmow  liczniejszego zbioru 
próbek analizowanego sygna u.

Je li rozwa amy ci g v(mT1), omawiany we wzorze 6 oraz wyznaczony 
w wyniku podanego przekszta cenia ciag cn wspó czynników charakterystyki 
widmowej, przy czym ka dy ze wspó czynników cn opisuje fragment 
charakterystyki widmowej oznaczonej jako Δω, to w dok adno ci jednoczesnego 
okre lenia po o enia na osi czasu i cz stotliwo ci podlegamy ograniczeniu 
zwanemu zasad  nieoznaczono ci Heisenberga [14]: 

ΔtΔω > 1/4π

Oznacza to, e je li w oknie obserwacji chcemy uzyska  du o wyrazów, to 
musimy do przekszta cenia Fouriera wprowadzi  dwa razy tyle próbek sygna u
m = 2n, co powi ksza czas trwania obserwacji sygna u. Je li zmniejszamy m, to 
w otrzymanym zbiorze wynikowym wspó czynników cn coraz silniej widoczny 
jest wp yw próbek sygna u z okolicy pocz tku i ko ca okna czasowego. Jest to 
tak zwany efekt okna prostok tnego skutkuj cy pojawieniem si  dodatkowych 
zniekszta ce  - wyrazów cn o amplitudzie ~ 1/n

Stosuj c metod  dekompozycji falkowej analizujemy sygna  z gorsz
rozdzielczo ci  w dziedzinie cz stotliwo ci, w porównaniu do przekszta cenia 
Fouriera, natomiast otrzymujemy informacj , jak zmienia a si  charakterystyka 
widmowa sygna u w kolejnych (wzgl dnie krótkich) przedzia ach czasu. 
U ywaj c tej metody mo emy dokona  wizualizacji krótkich impulsów, co jest 
wa ne przy analizowaniu typowych zapisów sygna u emisji akustycznej. 

W wyniku procesu dekompozycji falkowej ci g próbek sygna u f(mT1) jest 
przekszta cany w dwuwymiarowy zbiór we wspó rz dnych czas – cz stotliwo ,
w wyniku zastosowania wzgl dnie prostego algorytmu. Polega on na 
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wyznaczaniu iloczynów skalarnych segmentów ci gu próbek ze zbiorem 
wektorów zwanych rodzin  falek. Falki powstaj  poprzez modyfikacj  pewnej 
formy podstawowej: 

( ) ( )0
m

0
2/m

0mn tnbaa=t           (8) 

gdzie: przy za o eniu ci g ej funkcji czasu t dla uproszczenia rozwa a : (t) - 
funkcja falki podstawowej, mn(t) - rodzina falek wygenerowana poprzez m-
krotne wyd u enie bazy i n-krotne przesuni cie na osi czasu, a0 - wspó czynnik 
skali, b0 - wspó czynnik przesuni cia na osi czasu, m, n – indeksy ca kowite.

W opracowanym oprogramowaniu rodzina falek zosta a wygenerowana 
w oparciu o uk ad dwóch podzbiorów falek podstawowych b d cych 
o mioelementowymi zbiorami dyskretnej funkcji sinus. Dwa podzbiory s
przesuni te wzgl dem siebie o ¼ okresu, natomiast kolejne wyd u enie bazy 
przebiega o o jedn  jednostk , co odpowiada o czasowi T1 [1]. 

W wyniku dzia ania oprogramowania otrzymano dwuwymiarow  tablic
(w uk adzie czas – cz stotliwo ), opisuj c  chwilowe warto ci skuteczne 
sygna u. Na osi pionowej uzyskiwanego w ten sposób zobrazowania usytuowane 
s  indeksy kolejnych wierszy tablicy dekompozycji, odpowiadaj ce 
wyznaczonym cz stotliwo ciom wyró nionym w sygnale (mo na rozpatrywa
dzia anie falek jako zbioru filtrów rodkowoprzepustowych). Wyró nione 
cz stotliwo ci s  na skali usytuowane wed ug uk adu hiperbolicznego: 

  Fm = (cz stotliwo  próbkowania *3/ (8 + m-1) [Hz]     (9) 

gdzie: m - rz d falki wg wzoru na mn(t) podanego wy ej, cz stotliwo
próbkowania wynosi 44,100 Hz. 

W rozwi zaniu praktycznym, które zostanie ni ej przybli one na 
przyk adzie, uzyskano rozdzielczo  w dziedzinie czasu 2,5 ms przy 
jednoczesnym okre leniu 200 wspó czynników opisuj cych charakterystyk
widmow  badanego impulsu. Poni ej na rysunku 11 pokazano projekcj
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sygna ów z rysunku 10 (test penetracyjny chleba), tym razem w projekcji 
uzyskanej w wyniku dekompozycji falkowej.  

A

B

Rys. 11. Projekcja sygna ów EA o niskiej energii zarejestrowanych w trakcie 
testu penetracyjnego chleba: A – wie ego; B - po 24 godzinach 
przechowywania. Projekcja w uk adzie czas – cz stotliwo

  Na rysunku 11A przedstawiono s aby pojedynczy impuls emisji akustycznej 
generowany w trakcie przebijania wie ej skórki o aktywno ci wody 0,81. Na 
rysunku 11B przedstawiono kilkakrotnie mocniejszy impuls emisji akustycznej 
generowany w trakcie przebijania skórki pieczywa, które by o czerstwe (po 24 
godz. przechowywania w temperaturze 250C i wilgotno ci wzgl dnej powietrza 
30%). W skórce tego pieczywa aktywno  wody wynosi a 0,79. 
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Na rysunku 12 przedstawiono charakterystyk  widmow  dwóch impulsów 
sygna u, analizowanych wcze niej i przedstawionych na rysunku 11. Porównanie 
rysunku 12A i 12B pozwala stwierdzi , e równie  przy badaniu s abych 
impulsów emisji akustycznej mo na zaobserwowa  analogiczn  zale no
stosunku energii sygna u emisji akustycznej pasma 12 – 15 kHz do energii 
akustycznej pasma 1 – 2 kHz. 
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Rys. 12. Charakterystyka widmowa dwóch impulsów sygna u, przedstawionych 
     na rys. 11; A - chleb wie y, B - chleb po 24h przechowywania [6]. 

Badanie jako ci owoców i warzyw

Procesy chemiczne zachodz ce w cianach komórkowych warzyw i owoców 
podczas ich dojrzewania, przechowywania i gotowania, zmieniaj ce 
wytrzyma o  mechaniczn cian komórkowych maj  zasadniczy wp yw na 
zmiany tekstury tych produktów. Badania jako ci owoców i warzyw, 
z wykorzystaniem metody EA s  prowadzone w Instytucie Agrofizyki PAN 
w Lublinie. Konstankiewicz i Zdunek [16] jako pierwsi autorzy opublikowali 
wyniki pomiarów EA generowanej w procesie niszczenia tkanki bulwy 
ziemniaka pod wp ywem si  zewn trznych w te cie jednoosiowego ciskania 
cylindrycznej próbki. Badania prowadzone przez cytowanych autorów dla 
ró nych tkanek ro linnych wykaza y, e w tych materia ach ród ami sygna u
EA s :
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• p kanie cian komórkowych, 

• p kanie mi dzykomórkowych po cze  pektynowych oraz 

• tarcie narz dzia obci aj cego mechanicznie próbk  o fragmenty tkanki.  

Sygna  EA pojawia si  przed osi gni ciem granicy p ynno ci i wytrzyma o ci 
biologicznej, a pocz tek jego rejestracji przypisuje si  warunkom rozpocz cia 
p kania struktury komórkowej. 

  W ostatnich latach ukaza y si  prace Zdunka i Konstankiewicz [17] oraz 
Zdunka i Ranachowskiego [18] dotycz ce badania procesów degradacji tkanek 
owoców w zale no ci od czasu ich przechowywania. Eksperymenty prowadzone 
s  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 pomoc
ko cówki roboczej umieszczonej w dolnej cz ci adaptera sygna u EA. Górna 
cz  adaptera wykonana jest z tworzywa ertacetal, t umi cego t o akustyczne, 
natomiast dolna cz  adaptera jest wykonana z duralu. Wewn trz
adaptera wbudowano dwa sensory EA: pracuj cy w ni szym pa mie
cz stotliwo ci (1 – 16 kHz) i oznaczony symbolem SA oraz pracuj cy w 
wy szym pa mie cz stotliwo ci (10 – 70 kHz) i oznaczony symbolem SU.
Sygna y EA oraz pochodz ce z maszyny wytrzyma o ciowej Lloyd LRX 
napi cie proporcjonalne do przy o onej si y s  rejestrowane w dwóch 
komputerach PC przy u yciu kart przetworników  analogowo/cyfrowych [20]. 

Fot. 3. Widok i zasada dzia ania stanowiska do badania jako ci owoców  
i  warzyw [18] 
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 U ytecznym w celach poznawczych przyk adem zastosowania sygna u EA 
do bada  wp ywu procesu przechowywania produktu na jego parametry 
teksturalne b dzie przytoczenie wyników opisanych przez Zdunka 
i Ranachowskiego [18]. Badania przeprowadzono na 3 odmianach jab ek:
Champion, Idared i Jonagold. Owoce by y przechowywane w symulowanych 
warunkach obrotu handlowego (w temperaturze pokojowej i wilgotno ci 30 – 
60%) przez 10 dni. Po 1, 3, 6, 8 i 10 dniu serie po 5 sztuk by y poddane testowi 
penetracyjnemu na stanowisku pokazanym na fotografii 3 [18]. W ramach bada
mierzono: 

• utrat  wagi W [%], 

• osmotyczno  (koncentracj  substancji osmotycznie czynnych) O [osmol/kg], 

• j drno  F, okre lan  jako maksymalna si  zmierzon  podczas testu 
przebicia [N], 

• prac  w te cie przebicia T [J], 

• sum  zdarze  EA w pa mie ni szym NL [-], 

• energi  zdarze  EA w pa mie ni szym EL [μJ], 

• sum  zdarze  EA w pa mie wy szym NH [-], 

• energi  zdarze  EA w pa mie ni szym EH [μJ]. 

  W tabeli 1 przedstawiono przyk adowe wyniki oblicze  korelacji wzajemnej 
pomi dzy o mioma zmierzonymi parametrami teksturalnymi i akustycznymi. 
W trakcie testu przebicia otrzymano akustogramy sygna u EA w ni szym 
i wy szym pa mie (Rys.13). 

Zaprezentowane wy ej wyniki bada  testów penetracyjnych owoców 
pozwalaj  stwierdzi , e w przypadku badania owoców w trakcie ich 
przechowywania, kiedy zachodzi znacz cy ubytek wagi, proces ten skorelowany 
jest ze spadkiem ich j drno ci i pracy w te cie przebicia. Równie  obserwuje si
znacz c  korelacj  wszystkich zmierzonych parametrów EA ze zmianami 
parametrów strukturalnych, przy czym nieco wy sz  od innych zgodno
wykazuje pomiar liczby zlicze  w ni szym pa mie akustycznym (1–16 kHz) 
[18]. 
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Tab. 1. Tablica korelacji wzajemnych wyznaczona dla odmiany Idared [18] 

 Dni W O F T NL EL NH EH 

Dni 1 0,99** 0,34* 0,02 -0,01 0,39** 0,36** 0,16 0,31* 

W 0.35* 0,03 0,02 0,39** 0,36** 0,15 0,30* W 

O 1 0,27 0,26 0,02 -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 0,88** 0,91** EL 

NH      1 0,95** NH 

* wspó czynnik istotno ci P < 0,05; ** wspó czynnik istotno ci P < 0,01 

A           B 

Rys. 13. Typowe akustogramy sygna u EA otrzymane w trakcie testu przebicia 
     jab ka: A- w ni szym; B – w wy szym pa mie cz stotliwo ci
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Podsumowanie

 W niniejszej pracy przedstawiono metod  pomiaru sygna u emisji 
akustycznej w badaniach parametrów teksturalnych wybranych produktów 
spo ywczych. Wykazano, e wiele produktów emituje sygna  EA w trakcie 
indywidualnie dla ka dego z nich opracowanych testów. Istnieje mo liwo
okre lania parametrów strukturalnych przy pomocy analizy parametrów sygna u
EA, z których omówiono: detekcj  i sumowanie zdarze  EA, energi  sygna u
EA oraz w asno ci charakterystyki widmowej tego sygna u. Liczne prace, które 
zosta y opublikowane w ostatnim pi dziesi cioleciu z tej dziedziny, 
potwierdzaj  przydatno  metody EA w badaniach ywno ci.
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10. Komunikacja z klientem elementem budowy zaufania 
do marki 

 ANDRZEJ CZUBA A

Wst p

Oczywistym i typowym dzia aniem producentów jest d enie do 
wyprodukowania i wypromowania artyku ów rolno-spo ywczych 
o charakterystycznych cechach jako ciowych, zarówno tych sensorycznych, jak 
i zwi zanych ze sposobem opakowania, oznakowania czy prezentacji. Takie 
dzia ania wychodz  naprzeciw oczekiwaniom klientów, którzy systematycznie 
podnosz  swoje wymagania dotycz ce cech sensorycznych i ich powtarzalno ci, 
sposobu i zakresu informacji zamieszczanych na produkcie czy te  sposobu 
prezentacji. Wszystkie te cechy wchodz  w sk ad poj cia jako ci handlowej, 
która definiowana jest jako: „cechy artyku u rolno-spo ywczego, dotycz ce jego 
w a ciwo ci organoleptycznych, fizykochemicznych i mikrobiologicznych 
w zakresie technologii produkcji, wielko ci lub masy oraz wymagania 
wynikaj ce ze sposobu produkcji, opakowania, prezentacji i oznakowania, 
nieobj te wymaganiami sanitarnymi, weterynaryjnymi lub fitosanitaryjnymi”. 
Poj cie jako ci handlowej, wchodzi w szeroki zakres prawa ywno ciowego,
którego ogólne zasady zosta y zawarte w Rozporz dzeniu (WE) nr 17 8/2002 
Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 stycznia 2002 r,. ustanawiaj cym 
ogólne zasady i wymagania prawa ywno ciowego, powo uj cym Europejski 
Urz d ds. Bezpiecze stwa ywno ci oraz ustanawiaj cym procedury w zakresie 
bezpiecze stwa ywno ci. Prawo ywno ciowe, zdefiniowane w art.3, „oznacza 
przepisy ustawowe, wykonawcza i administracyjne reguluj ce sprawy ywno ci 
w ogólno ci, a ich bezpiecze stwo w szczególno ci, zarówno na poziomie 
Wspólnoty, jak i na poziomie krajowym; definicja ta obejmuje wszystkie etapy 
produkcji, przetwarzania i dystrybucji ywno ci oraz paszy produkowanej dla 
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zwierz t hodowlanych lub u ywanej do ywienia zwierz t hodowlanych”. Prawo 
ywno ciowe ma na celu ochron  interesów konsumentów i powinno stanowi

podstaw  dokonywania przez konsumentów wiadomego wyboru, zwi zanego 
ze spo ywan  przez nich ywno ci  .

Prawo to ma na celu zapobieganie: 

• oszuka czym lub podst pnym praktykom; 

• fa szowaniu ywno ci;

• wszelkim innym praktykom, mog cym wprowadzi  konsumenta w b d.

Jednocze nie podkre la si , i  w przypadku etykietowania, reklamy 
i prezentacji ywno ci lub pasz, z uwzgl dnieniem ich kszta tu, wygl du lub 
opakowania, u ywanych opakowa , sposobu u o enia i miejsca wystawienia 
oraz informacji udost pnianych na ich temat w jakikolwiek sposób, nie mo e
wprowadza  konsumenta w b d.

Prawo ywno ciowe okre la równie  odpowiedzialno :

o podmiotów dzia aj cych na rynku spo ywczym i pasz za zapewnienie na 
wszystkich etapach produkcji, przetwarzania i dystrybucji w przedsi biorstwach 
b d cych pod ich kontrol , zgodno ci produkowanej ywno ci lub pasz 
z wymaganiami prawa ywno ciowego w a ciwymi dla ich dzia alno ci 
i kontrolowanie tych wymogów; 

o Pa stw Cz onkowskich za wprowadzenie w ycie prawa 
ywno ciowego oraz monitorowanie i kontrolowanie przestrzegania przez 

podmioty dzia aj ce na rynku spo ywczym odpowiednich wymogów prawa 
ywno ciowego na wszystkich etapach produkcji, przetwarzania i dystrybucji. 

  W Polsce urz dow  kontrol ywno ci prowadzi kilka urz dów, a w zakresie 
jako ci handlowej Inspekcja Jako ci Handlowej Artyku ów Rolno-Spo ywczych 
oraz Inspekcja Handlowa. Bazuj c na informacjach publikowanych przez te 
urz dy, przedstawiam sytuacj  panuj c  w wybranych bran ach.
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Kontrola jako ci mas a

W latach 2005 – 2006 wy ej wspomniane inspekcje przeprowadzi y na rynku 
mas a szereg kontroli jako ci handlowej. Dzia ania te potwierdzi y opini , i  na 
rynku pojawi o si  mas o zafa szowane dodatkiem t uszczów ro linnych. Oprócz 
zmian cech fizykochemicznych stwierdzono równie  liczne nieprawid owo ci 
w sposobie znakowania produktów oraz ich prezentacji.

Tab.1. Skala i efekty urz dowych dzia a  kontrolnych 

MAS O

Inspekcja Jako ci
Handlowej

Artyku ów Rolno-
Spo ywczych 
I kwarta  2006 

Inspekcja
Handlowa
IV kwarta

2005

Inspekcja
Handlowa
I kwarta

2006

Liczba województw 
na terenie, których 
przeprowadzono
kontrol

8 8 16 

Liczba
skontrolowanych 
partii mas a pod 
k tem zafa szowa

124 81 43 

Liczba
zafa szowanych 
partii mas a

14 37 21 

Inspekcje dokonuj c w sposób skoordynowany, w ró nych obszarach (IH- 
handel detaliczny; IJHARS – producenci) kontroli 248 partii mas a stwierdzi y
zafa szowanie w przypadku 72 partii, tj. 29,03% (Tab. 1). W przypadku dzia a
IH stwierdzono 58 zafa szowanych partii mas a, co stanowi 46,77% ogó u
kontrolowanych partii przez t  inspekcj . Dzia ania IJHARS obj y 124 partie 
mas a i stwierdzi  zafa szowania w przypadku 14 partii, tj. 11,3% ogó u
kontrolowanych partii przez t  inspekcj .
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Rys.1. Rodzaje stwierdzonych zafa szowa

W przypadku 3,2% kwestionowanych partii, mas o zafa szowano t uszczem 
obcym oraz stwierdzono zawy on  zawarto  wody, 0,8% stanowi y partie 
zafa szowane t uszczem obcym, a dodatkowo posiada y zawy on  kwasowo ;
7,3% to partie zafa szowane t uszczem obcym, a w przypadku 0,8% partii 
zawy ono zawarto  wody (Rys. 1). Rodzaj stwierdzonych nieprawid owo ci
potwierdza wiadom  dzia alno  producenta na szkod  konsumenta, a tym 
samym powa nie podwa a jego zaufanie, nie tylko do poszczególnych 
producentów, ale równie  do ca ej bran y. 

Wielkim problemem, dotycz cym ogó u artyku ów rolno-spo ywczych, jest 
prawid owo  znakowania. Podkre lenia wymaga fakt, i  nie poruszam tematu 
nieprawid owo ci wynikaj cych z braku znajomo ci przepisów, a celowego 
dzia ania maj cego wprowadzi  klienta w b d. W przypadku 34% partii 
kontrolowanego mas a, oznakowanie sugerowa o inny sk ad czy pochodzenie 
produktu ni  by o to w rzeczywisto ci. Cz stymi s  przypadki, w których na 
opakowaniach produktów wytworzonych z dodatkiem t uszczów ro linnych lub 
wr cz w oparciu o nie, zamieszcza si  informacje sugeruj ce, i  produkt ten jest 
mas em lub posiada te same w a ciwo ci jak mas o. Mix t uszczowy nazwany: 
„ose ka mietanowa”, „wiosenne extra ma lane”, „krówka mas ówka” - to tylko 

3,20%

0,80%

7,30%

0,80%
87,90%

mas o zafa szowane t uszczem 
obcym, z zawy on  warto ci  wody 
i zani on  zawarto ci  t uszczu 

mas o zafa szowane 
t uszczem obcym, z 
zawy on  kwasowo ci

mas o zafa szowane 
t uszczem obcym 

mas o z zawy on
zawarto ci  wody 

mas o posiadaj ce prawid ow
jako  handlow
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nieliczne przyk ady dzia ania producenta na szkod  konsumenta. Podobn
sytuacj  mo emy zaobserwowa  w przypadku serów, gdzie bardzo du e
podobie stwo opakowa  i nazw wyrobów seropodobnych do serów 
dojrzewaj cych, mo e sta  si  przyczyn  wprowadzenia konsumenta w b d. 
Powag  sytuacji zwi ksza dodatkowo fakt prezentacji tych artyku ów 
w sklepach. Uk adanie mieszanek t uszczowych obok mas a czy wyrobów 
seropodobnych obok serów, czy czasami wr cz ich przemieszanie, jest równie
powodem rozlicznych pomy ek znacznej cz ci klientów, którzy dokonuj
zakupu niezgodnego z wcze niejszymi zamiarami. 

Kontrola jako ci handlowej soków i nektarów

Na podstawie kontroli przeprowadzonych przez IJHARS w latach 2004-2006 
mo na stwierdzi  i  zafa szowania soków i nektarów polega y g ównie na: 

• rozcie czaniu, 

• dokwaszaniu,

• dodatku syntetycznego kwasu jab kowego, 

• dodawaniu innych, ta szych surowców, 

• dos adzaniu i jednoczesnym dokwaszaniu soków, 

• dodawaniu aromatów identycznych z naturalnymi. 

W przypadku wymaga  dotycz cych parametrów fizyko-chemicznych to 
naruszenie ich stwierdzono w przypadku 7,6% ca o ci kontrolowanego 
asortymentu. Gorzej przedstawia si  sytuacja w przypadku przestrzegania 
wymaga  odno nie znakowania, tu naruszenia przepisów stwierdzono w 44,8% 
ogó u kontrolowanych produktów (Rys. 2). 

Podkre lenia wymaga jednak fakt d enia producentów soków i napojów do 
polepszenia sytuacji na rynku. Utworzyli oni Krajow  Uni  Producentów 
Soków, w ramach której powsta  Dobrowolny System Kontroli. Dzia anie tego 
systemu oparte jest na Kodeksie Praktyki AIJN, co umo liwi o przyj cie przez 
cz onków KPUS jednolitych wymaga  jako ciowych wobec poszczególnych 
grup asortymentowych. Wprowadzenie samokontroli w bran y spowodowa o
znaczne polepszenie jako ci oferowanych klientom soków i napojów. Jest to 
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dobry przyk ad d e  producentów do zbudowania dobrych relacji z klientem 
i pozyskania jego zaufania. 

1600817
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          jako ci
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Rys. 2. Wyniki kontroli soków i napojów (IJHARS) 

Kontrola jako ci handlowej przetworów z mi sa czerwonego i drobiowego 

Na podstawie kontroli przeprowadzonych przez IJHARS w latach 2004-2006 
mo na stwierdzi , i  zafa szowania przetworów z mi sa czerwonego polega y
g ównie na: 

• zawy aniu zawarto ci wody, 

• zawy aniu zawarto ci t uszczu, 

• zani aniu zawarto ci bia ka.

Ilo  partii przetworów mi sa czerwonego, w przypadku których 
stwierdzono wady jako ciowe waha a si  w przedziale od 8 do19 % (Rys. 3). 
Jako  wyrobów wyprodukowanych przez hipermarkety (kie basa bia a) 
znacznie odbiega a od redniej. Podkre lenia wymaga jednak fakt, i
w przypadku hipermarketów kontrola zosta a przeprowadzona na symbolicznej 
wr cz partii, co uniemo liwia uznanie jej wyników za reprezentatywne dla tej 

ilo  skontrolowana [dm3] ilo  niespe niaj ca wymaga  [dm3]
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grupy producentów. Jednak powinno stanowi  podstaw  do przeprowadzenia 
kontroli zakrojonych na znacznie szersz  skal .

Rys. 3. Liczba partii przetworów mi snych obj tych kontrol  parametrów  
  fizyko-chemicznych oraz ilo  niezgodno ci

IJHARS przeprowadzi  równie  kontrole w zakresie prawid owo ci 
znakowania przetworów mi snych. Liczba nieprawid owo oznakowanych partii 
wynosi a od 26 do 41% wszystkich badanych produktów. 

Nieprawid owo ci polega y g ównie na zamieszczaniu nieprawdziwych 
informacji, odno nie sk adu artyku u czy te  zamieszczaniu informacji 
graficznych wprowadzaj cych klienta w b d – np. na etykiecie salcesonu 
zamieszczono zdj cie plastrów szynki.  

Kontrola jako ci handlowej wina i wyrobów winiarskich 

Na podstawie kontroli przeprowadzonych przez IJHARS w latach 2004-2006 
mo na stwierdzi , i  zafa szowania wyrobów winiarskich polega y g ównie na:

• zawy onej zawarto ci cukrów, 
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• zani onej kwasowo ci ogólnej, 

• zawy onej zawarto ci alkoholu etylowego, 

• zani onej zawarto ci alkoholu etylowego, 

• zawy onej kwasowo ci lotnej, 

• dodawania do win alkoholu etylowego wyprodukowanego z innych 
ro lin (analiza przy udziale spektrometrii masowej izotopów). 

Analizuj c wyniki kontroli, mo na stwierdzi , e od rozpocz cia
systematycznej weryfikacji jako ci wprowadzanych do obrotu wyrobów 
winiarskich i win, ich jako  znacznie si  poprawi a. Uda o si  doprowadzi  do 
sytuacji, e w przeci gu trzech lat liczba produktów o z ej jako ci spad a z 33 do 
15% (Rys. 4). Jednak zastanawia  musi fakt, i  sta o si  tak nie w wyniku 
okre lonej na spe nienie wymaga  jako ciowych konsumenta polityki 
jako ciowej firm, lecz dzia a  urz dowej kontroli ywno ci. Równie  sposób 
znakowania wyrobów winiarskich obarczony by  wieloma mankamentami, 
nagminnie na etykietach win owocowych zamieszczano obraz ki ci winogron, co 
mo e sugerowa , i  produkt ten zosta  wyprodukowany z winogron. 

Rys. 4. Jako  handlowa wyrobów winiarskich skontrolowana przez IJHARS 
   w latach 2004-2006  
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Kontrola jako ci octu 

Reaguj c na liczne skargi konsumentów i producentów, IJHARS 
przeprowadzi a w latach 2004-2005 kontrol  jako ci handlowej octu (Rys. 5). 
Kontrol  przeprowadzono wykorzystuj c metod  oznaczania aktywno ci w gla
C-14. Stwierdzono zafa szowania polegaj ce na: 

• dodawaniu do octu esencji octowej, 

• wprowadzanie do obrotu esencji octowej jako octu. 

Rys. 5. Zafa szowania octu esencj  octow  wykryte przez IJHARS w latach  
   2004-2005 

Produkty ekologiczne 

W ostatnich latach obserwujemy wzrost liczby gospodarstw rolnych 
i zak adów przetwórczych produkuj cych ywno  w oparciu o metody 
ekologiczne. Zainteresowanie tak  produkcj  wi e si  ze stopniowym wzrostem 
popytu na tego typu produkty. Jednocze nie ich cena jest wy sza ni  podobnych, 
wytworzonych metodami konwencjonalnymi. Taka sytuacja powoduje 
podejmowanie przez nieuczciwych producentów prób wprowadzania do obrotu 
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produktów konwencjonalnych oznakowanych jako produkty wytworzone 
metodami ekologicznymi. Zgodnie z Rozporz dzeniem Rady nr 2092/91/EWG 
z dnia 24 czerwca 1991 roku w sprawie produkcji ekologicznej produktów 
rolnych oraz znakowania produktów rolnych i rodków spo ywczych, produkt 
uwa a si  za oznakowany jako pochodz cy z gospodarstw prowadz cych 
produkcj  ekologiczn  wówczas, gdy na etykiecie, materia ach reklamowych lub 
dokumentach handlowych taki produkt lub jego sk adniki opisane s  przez 
oznaczenie sugeruj ce nabywcy, e produkt zosta  uzyskany zgodnie z zasadami 
produkcji metodami ekologicznymi.  

W szczególno ci okre lenia, ich zwyczajowe pochodne, takie jak BIO, EKO 
itd. lub zdrobnienia stosowane samodzielnie, jak i w po czeniu, s  uznawane za 
okre lenia stosuj ce si  do metody produkcji ekologicznej w ca ej Wspólnocie, 
w ka dym j zyku wspólnotowym.  

Podkre lenia wymaga fakt, i  etykietowanie lub reklama produktu mo e
nawi zywa  do ekologicznych metod produkcji tylko wówczas, gdy:  

1) informacje takie jednoznacznie wskazuj , e odnosz  si  do metody 
produkcji rolnej, 

2) produkt zosta  wyprodukowany zgodnie z zasadami okre lonymi dla 
rolnictwa ekologicznego lub zosta  sprowadzony z krajów trzecich, 

3) produkt zosta  wyprodukowany lub sprowadzony przez podmiot 
gospodarczy, który podlega stosownej kontroli, 

4) etykieta zawiera nazw  i/lub kod jednostki lub organu kontrolnego, 
któremu podmiot gospodarczy podlega, 

5) dzia anie niezgodne z powy szymi zasadami jest uznawane za fa szowanie 
ywno ci.

Podsumowanie

Przedstawiaj c przyk ady relacji producent-konsument na wybranych 
rynkach rolno-spo ywczych, pragn  zwróci  uwag  na dynamiczny wzrost 
znaczenia analiz laboratoryjnych w weryfikacji prawdziwo ci informacji 
przekazywanych klientowi, który znalaz  si  w centrum uwagi producentów. 
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Powszechnym staje si  stosowanie chromatografów, spektrometrów, czy innych 
urz dze  jeszcze nie tak dawno b d cych obiektem marze  wielu laboratoriów. 
Si gni to ju  po metodyki oparte na badaniu izotopów, co pozwoli o na 
wykrycie wielu zafa szowa ywno ci. Inspekcje zajmuj ce si  kontrol
ywno ci, dysponuj ce silnym zapleczem laboratoryjnym, coraz cz ciej 

wspó pracuj ce z przedstawicielami nauki, a przede wszystkim wspó pracuj ce
ze sob  – sta y si  wa nym stra nikiem poprawno ci relacji pomi dzy 
producentem a klientem. Przekonany jednak jestem, i  równie wa nym 
w kszta towaniu rynku jest wzrost wiadomo ci producentów, którzy coraz 
cz ciej walcz  jako ci  o trwa e pozyskanie klienta. Ciekawym rozwi zaniem, 
si gaj cym do jeszcze przedwojennych tradycji (Polski Zwi zek Bekonowy), jest 
zrzeszanie si  producentów w grupy, które przyjmuj  okre lone przez siebie, 
wy sze od powszechnie stosowanych, wymogi jako ciowe.

Zastanawiaj cy jest jednak, znaczny odsetek artyku ów spo ywczych 
oznakowanych w niew a ciwy sposób. Trudno rozgraniczy  przypadki 
nieprawid owo ci, wynikaj ce z b dnej interpretacji przepisów, od tych 
b d cych dzia aniem z premedytacj , obliczonych na wprowadzenie klienta 
w b d. Wielu klientów przyjmuje z pe nym zaufaniem informacje zamieszczane 
na opakowaniach, opieraj c si  bardzo cz sto na pobie nym przejrzeniu zapisów 
czy te  obrazów zamieszczonych na opakowaniach. Zgodnie z informacjami 
przekazywanymi przez inspekcje, w a nie ten obszar jest obiektem najcz stszych 
nadu y . Konieczne staje si  wi c doprowadzenie do sytuacji, gdzie w lad za 
znaczn  popraw  parametrów fizyko-chemicznych artyku ów spo ywczych, 
nast pi poprawa w sposobie znakowania produktów oferowanych ostatecznemu 
konsumentowi. 
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11. Weryfikacja systemów jako ci na przyk adzie 
przedsi biorstwa bran y cukierniczej 

   JOLANTA KOWALSKA, KATARZYNA GÓJSKA

Wst p

Produkcja rodków spo ywczych jest ci le zwi zana z ponoszeniem przez 
producenta odpowiedzialno ci za wyrób [8]. Oznacza to, e producent 
zobowi zany jest dostarczy  klientowi artyku y spo ywcze bezpieczne dla jego 
zdrowia.

  W procesach produkcyjnych wprowadzane s  okre lone techniki, procedury 
i metody post powania, maj ce na celu zapewnienie w a ciwego stopnia 
bezpiecze stwa zdrowotnego produkowanej b d  przetwarzanej ywno ci [7]. 

W celu ca kowitego zabezpieczenia cz owieka przed ci gle wzrastaj cym, 
szkodliwym dzia aniem czynników biologicznych, chemicznych i fizycznych, 
konieczne jest m.in. wdro enie w ca ym a cuchu ywno ciowym (Rys. 1) zasad 
Dobrej Praktyki Produkcyjnej, Dobrej Praktyki Higienicznej oraz systemu 
HACCP [6]. 

Dobra Praktyka Produkcyjna kieruje si  zasad :

„Zrób dobrze za pierwszym razem – ka dym razem.”

Spe nienie tej zasady jest mo liwe dzi ki odpowiednio przygotowanemu 
i przeszkolonemu personelowi w zakresie systemów zarz dzania jako ci ,
a jednostka pracuje zgodnie z opracowanymi na jej potrzeby procedurami, 
dostosowanymi do bran y i specyfiki danego zak adu [4]. 

System HACCP, oparty na naukowych i systematycznych podstawach 
identyfikuje specyficzne zagro enia i rodki s u ce ich nadzorowaniu, w celu 
zapewnienia bezpiecze stwa ywno ci. Jest równie  narz dziem pozwalaj cym 
oceni  zagro enia i opracowa  systemy nadzoru ukierunkowane bardziej na 
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zapobieganie im ni  na badanie produktu ko cowego. System HACCP jest 
w stanie dostosowa  si  do zachodz cych zmian, takich jak post p
w projektowaniu wyposa enia, zmiany procedur produkcyjnych czy rozwój 
technologiczny [3]. Wdro enie zasad metody HACCP, wprowadzenie systemu 
monitorowania oraz wspó praca z odpowiedzialnymi dostawcami pozwalaj  na 
sprawowanie nadzoru nad procesem produkcyjnym, a w konsekwencji 
wytworzeniem wyrobu bezpiecznego dla konsumenta [9]. 

                                                                                                              

                                                                                             KONSUMENT

Rys. 1. G ówne elementy a cucha ywno ciowego [2] 

Zagro enia zdrowotne, jakie mog  wyst pi  podczas produkcji ywno ci,
dziel  si  na trzy zasadnicze kategorie: fizyczne, chemiczne i biologiczne, w tym 
mikrobiologiczne. Spo ród wszystkich kategorii zagro e , mikrobiologiczne 
czynniki ryzyka s  najpowa niejsze [5]. 

Wp yw okresowych przegl dów na skuteczno  funkcjonowania systemów 
i bezpiecze stwo wyrobu gotowego 

Jednym z najistotniejszych elementów systemów jako ci jest ich 
weryfikacja. Na przyk adzie zak adu cukierniczego podj to prób  okre lenia
wp ywu okresowych przegl dów na skuteczno  funkcjonowania systemów 
i bezpiecze stwo wyrobu gotowego. 

Prezentowana firma to zak ad produkuj cy wyroby cukiernicze, firma 
z tradycjami, która od pocz tku swego istnienia zwraca a szczególn  uwag  na 
jako  oferowanych produktów. W a ciciele zak adu dbali o intensywny rozwój 
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firmy, wprowadzali nowe produkty, gwarantowali bezpiecze stwo oraz 
powtarzaln  jako . Oczekiwania zagranicznych klientów sk oni y firm  do 
podj cia decyzji o dostosowaniu zak adu do wymaga  mi dzynarodowych 
standardów. Wszystkie wyroby produkowane s  wed ug wewn trznych receptur, 
uwzgl dniaj cych obowi zuj ce wymagania krajowe i mi dzynarodowe. 
W omawianym zak adzie wdro ono 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 Higienicznej.  

Obecno  tak wielu zintegrowanych i funkcjonuj cych systemów umo liwia 
lepsz  kontrol  nad wyznaczonymi w ramach HACCP punktami krytycznymi 
CCP, a jednocze nie daje gwarancj  produkcji bezpiecznej ywno ci.

Wdra anie systemów jako ci rozpocz to od spe nienia wymaga  zawartych 
w Kodeksach Dobrej Praktyki Produkcyjnej i Higienicznej. Najwi ksz  uwag
skupiono na stanie sanitarnym otoczenia zak adu, pomieszcze  produkcyjnych 
i pozaprodukcyjnych, stanowisk pracy, aparatury, urz dze  i sprz tu,
zabezpieczenia zak adu przed gryzoniami i owadami, utrzymaniu odpowiednich 
warunków temperatury i wilgotno ci, skuteczno ci mycia i dezynfekcji, 
magazynowaniu ywno ci oraz na post powaniu z wyrobem gotowym. Personel 
zak adowy zosta  przeszkolony w zakresie przestrzegania wysokiego standardu 
higieny osobistej oraz zapisów w instrukcjach mycia i dezynfekcji oraz 
dokumentach stanowiskowych. Skuteczno  mycia i dezynfekcji jest sprawdzana 
przez pracownika laboratorium mikrobiologicznego za pomoc  testów ATP. 
Rezultaty mycia i sanitacji s  regularnie monitorowane. Cz stotliwo  i sposób 
monitorowania zale y od produktu, warunków procesu i wyst puj cego ryzyka. 
System monitorowania jest regularnie przegl dany i modyfikowany zgodnie ze 
zmieniaj cymi si  okoliczno ciami.  

Zak ad korzysta z us ug firmy specjalizuj cej si  w walce ze szkodnikami, 
która ma za zadanie sprawdzenie poprawno ci dzia ania zamontowanych 
urz dze  do identyfikacji wyst powania insektów i gryzoni oraz podj cia 
odpowiednich kroków w przypadku stwierdzenia ich obecno ci.
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Podczas dostosowania zak adu do zalece  Kodeksów GMP i GHP ustalano 
priorytety wdra ania wymaga  w poszczególnych dzia ach. Opracowano 
harmonogramy prac i wskazano osoby odpowiedzialne za wykonanie 
poszczególnych zada . Efektem ko cowym by o powstanie dokumentu, Ksi gi 
Higieny, zawieraj cej wszystkie procedury i instrukcje oraz wzory formularzy 
niezb dnych do prowadzenia zapisów roboczych. 

Dostosowanie do wymaga  GMP i GHP u atwi o wprowadzanie zalece
pozosta ych norm i standardów. 

Na podstawie zarz dzenia najwy szego kierownictwa, w po owie lat 
dziewi dziesi tych zosta  powo any zespó  HACCP, który mia  za zadanie 
opracowanie zalece  przystosowuj cych do wymaga  zawartych w Codex 
Alimentarius [1], a nast pnie przeprowadzenie analizy zagro e , ustalenie 
krytycznych punktów kontrolnych CCP oraz metod ich monitorowania 
i weryfikacji. Metod  HACCP wdra ano wed ug 12 kroków. W tym zakresie 
zosta y opracowane opisy produktów, schematy technologiczne (zweryfikowane 
na linii produkcyjnej), przeprowadzono analiz  zagro e  ka dego surowca 
i etapu procesu produkcyjnego, okre lono rodki prewencyjne zapobiegaj ce 
wyst pieniu tych zagro e  i ustalono ich priorytety. 

Po przeprowadzonej analizie i okre leniu rodków prewencyjnych 
wyznaczono CCP w najwa niejszych miejscach, w których mo na
wyeliminowa , zapobiec lub ograniczy  zagro enia. Prace nad wyznaczaniem 
CCP w znacznym stopniu u atwi o stosowanie „drzew decyzyjnych”, ale 
najistotniejsza okaza a si  wiedza i do wiadczenie pracowników produkcyjnych. 
Dla wyznaczonych krytycznych punktów kontrolnych ustalono limity krytyczne 
i metody ich monitorowania. Na etapie opracowywania i wdra ania systemu 
wa ne by o przewidzenie wszystkich mo liwych odchyle  parametrów w CCP. 
By o to konieczne i niezb dne do ustalenia planu dzia a  koryguj cych. 

Na podstawie opracowanych harmonogramów systemy funkcjonuj ce 
w omawianym zak adzie by y okresowo weryfikowane. Dzi ki takim 
przegl dom zespó  HACCP móg  sprawdzi , czy za o enia systemu by y
w a ciwe i czy system dzia a prawid owo.
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Opracowanie dokumentacji systemowej mia o na celu usystematyzowanie 
i zapisanie czynno ci, które by y ju  wcze niej wykonywane w ramach 
wewn trznych systemów jako ci. Dokumenty opracowano przy pomocy 
pracowników poszczególnych dzia ów, korzystaj c przy tym z ich wieloletniego 
do wiadczenia i wiedzy. Najtrudniejszym elementem w systemie by o
przyzwyczajenie pracowników do prowadzenie systematycznych zapisów. 
Dlatego organizowano szkolenia, które mia y na celu zmian  mentalno ci 
i przekonanie za ogi do skuteczno ci wprowadzanych systemów. Wieloletni 
proces przyniós  bardzo korzystne rezultaty, widoczne w raportach 
poauditowych. 

Podczas pocz tkowej fazy wprowadzania systemu HACCP do zak adu,
zespó  HACCP ustali  ponad 140 CCP na wszystkich liniach produkcyjnych. 
Ka dy CCP wymaga  ci g ego nadzoru i monitoringu. Szczególn  uwag
zwrócono na zagro enia, jakie mog  zosta  wprowadzone przez surowce. 
Równie  istotne znaczenie odgrywa o ich magazynowanie oraz parametry 
przechowywania pó produktów otrzymywanych w procesie technologicznym. 
Jednak kilkuletnie egzekwowanie od dostawców spe niania zapisów zawartych 
w specyfikacjach i wzajemne, pozytywne relacje wp yn y na wypracowanie 
zaufania, czego efektem by o zmniejszenie liczby CCP dla surowców. 

Po pi ciu latach od ustalenia pierwszych CCP, zespó  HACCP podj
decyzj  w sprawie przej cia z CCP na CP. Na decyzj  t  sk ada o si  szereg 
bardzo istotnych elementów.  

Obowi zkowo raz w roku w zak adzie sprawdzany by  i weryfikowany ca y
system HACCP. Zgodnie z wcze niejszymi ustaleniami, odbywa y si  audity 
wewn trzne, przeprowadzane przez pracowników zak adu z wielu dzia ów
i zewn trzne, prowadzone przez audytorów krajowych oraz zagranicznych. 
Przygotowywane raporty z poszczególnych auditów, jak równie  wskazówki 
udzielane przez audytorów, stanowi y podstaw  do zmniejszenia liczby punktów 
krytycznych. Kolejnym czynnikiem decyduj cym o przej ciu z CCP na CP, 
a nast pnie z ich rezygnacji, by a bardzo rygorystyczna selekcja dostawców 
i przeprowadzanie auditów drugiej strony. 
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Na podstawie kilkuletniej weryfikacji, modernizacji i szkole  personelu, pod 
sta ym nadzorem pozostawiono elementy najbardziej zagra aj ce
bezpiecze stwu wyrobu gotowego. 

Za newralgiczny punkt uznano magazynowanie surowców, 
a w szczególno ci mleka w proszku, które mo e stanowi ród o zagro e
patogenami, wynikaj ce ze le przeprowadzonego procesu technologicznego lub 
w wyniku niew a ciwych parametrów magazynowania wyrobu gotowego.  

Na podstawie kilkuletniej weryfikacji zapisów, punkty krytyczne 
opracowane dla miazgi kakaowej (magazynowanie, uszlachetnianie) zosta y
uznane za punkty kontrolne, monitorowane zgodnie z zak adowym 
harmonogramem. Mo liwe to by o dzi ki zakupowi debakteryzatora, który 
eliminuje zagro enia ze strony drobnoustrojów patogennych. Ze wzgl du na 
bezpiecze stwo wyrobów, debakteryzator stanowi krytyczny punkt kontrolny 
i jest pod cis  kontrol  pracowników. 

Dzi ki sta ej kontroli linii produkcyjnej, zespó  HACCP zauwa y , e
umieszczenie wykrywacza metalu na samym ko cu linii produkcyjnej, tu  przed 
pakowaniem do kartonów, pozwala na wycofanie kilku krytycznych punktów 
kontrolnych, m.in. magazynowanie mas w zbiornikach. Podobnie jak 
debakteryzator, wykrywacz metalu stanowi krytyczny punkt kontrolny. 

Dzi ki kilkuletnim przegl dom, zarówno poszczególnych elementów 
systemów jako ci, w tym dokumentacji, zapisów i szkoleniom pracowników, jak 
i weryfikacji w formie auditów wewn trznych i zewn trznych, mo liwe by o
zmniejszenie punktów krytycznych i udoskonalenie nadzoru nad 
bezpiecze stwem i jako ci  wytwarzanych wyrobów. 

Podsumowanie

Wzrost wiadomo ci i wymaga  klienta oraz rosn ca konkurencja 
spowodowa y, e polskie przedsi biorstwa przemys u spo ywczego coraz 
wi ksz  wag  przyk adaj  do powtarzalnej, wysokiej jako ci oferowanych 
wyrobów i us ug. Jedn  z metod zagwarantowania bezpiecze stwa produkcji jest 
wdro enie i monitorowanie systemów zarz dzania jako ci . Oprócz 



  Jolanta Kowalska, Katarzyna Gójska 

181

obowi zkowych systemów GMP, GHP i HACCP, wielu producentów podejmuje 
si  dostosowania do wymaga  norm ISO, m. in. serii 9000, 140000, 18000 oraz 
22000, jak równie check list, okre lanych potocznie mi dzynarodowymi 
standardami ywno ciowymi BRC i IFS. Dla przedsi biorstw przemys u
spo ywczego systemy te nale y uzna  jako komplementarne, gdy  nie tylko si
nie wykluczaj , lecz wzajemnie uzupe niaj  i wspomagaj . Dobra Praktyka 
Przemys owa wykorzystuje zdobyte do wiadczenia w zakresie produkcji 
ywno ci, jej spo ywania, przechowywania i obróbki. 

Rosn ce wymagania odbiorców powoduj , e nie wystarczy ju  ko cowa 
kontrola poziomu jako ci wyrobu. Obecnie od wytwórcy wymaga si , aby we 
wszystkich swoich dzia aniach podejmowa  wysi ki dla spe nienia oczekiwa
konsumentów i potrafi  je potwierdzi  w postaci skutecznie dzia aj cego systemu 
zapewnienia jako ci. Szczególnie sektor rolno – spo ywczy, po trudnym dla 
siebie okresie transformacji, wykazuje du e zainteresowanie i aktywno
w dostosowywaniu si  do nowych wymaga .
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12. Jako  i bezpiecze stwo jako atrybuty ywno ci
   JOLANTA KOWALSKA,  
   KATARZYNA SZUSTKIEWICZ 

Wst p

Bezpiecze stwo ywno ci oraz jej jako  coraz cz ciej s  tematem dyskusji 
spo ecznej, przedmiotem zainteresowania organizacji pozarz dowych, a przede 
wszystkim przedsi biorstw bran y spo ywczej. Wraz ze wzrostem liczby 
produktów na pó kach sklepowych oraz stopniem ich przetworzenia wzrasta 
tak e znaczenie jako ci ywno ci oraz jej bezpiecze stwa. Fakt przyst pienia do 
Unii Europejskiej zobowi zuje Polsk  do stosowania standardów, systemów oraz 
metod obowi zuj cych w krajach cz onkowskich. Du a konkurencyjno  na 
rodzimym rynku zwi zana z rozszerzeniem go na kraje Europy Zachodniej 
zmusi a przedsi biorców do szukania nowych metod przyci gania nabywców. 
Wysoka jako  oraz bezpiecze stwo sta y si  nieod cznym atrybutem ywno ci.
Jako  produktów oraz klient i jego potrzeby sta y si  priorytetem dla 
przedsi biorców bran y spo ywczej. Produkty przez nich oferowane musz
sprosta  oczekiwaniom konsumentów, zarówno pod wzgl dem wygl du,
walorów smakowych, zapachowych, od ywczych, stopnia przetworzenia, 
wygody w przygotowaniu, konkurencyjnej ceny, jak i pod wzgl dem
bezpiecze stwa dla zdrowia. 

Istotn  rol  w dostarczaniu konsumentowi produktów bezpiecznych 
o gwarantowanej jako ci odgrywaj  producenci, którzy odpowiadaj  za jako
oferowanych produktów [16]. Decyduj  oni równie  o sposobach jej 
zapewniania i utrzymywania na sta ym poziomie. Obecnie za najskuteczniejszy 
sposób zapewniania bezpiecze stwa i jako ci produktów spo ywczych uwa a si
wprowadzanie w zak adach produkcyjnych rozwi za  systemowych, 
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poprawiaj cych komunikacj , organizacj  oraz integracj  podejmowanych 
dzia a .

Jako  i bezpiecze stwo ywno ci

Znaczenie jako ci w codziennym yciu konsumenta odgrywa coraz wi ksz
rol . Problemy napotykane w trakcie produkcji, przetwarzania, transportu czy 
magazynowania cz sto s  przyczyn  pogorszenia jako ci, a nawet mog
stanowi  zagro enie dla zdrowia cz owieka. wiadomo  tych zagro e , ch
prowadzenia zdrowego trybu ycia oraz czynniki estetyczne i smakowe to 
g ówne przyczyny popytu na produkty „wysokiej jako ci” [1]. W zwi zku
z rosn c  konkurencj  na rynku, producenci ywno ci musz  dok ada  wszelkich 
stara , aby produkty przez nich oferowane spe nia y wymogi bezpiecze stwa 
oraz zaspakaja y coraz wy sze oczekiwania klientów [10]. 

Poj cie jako ci nie jest jednoznaczne i mo e by  interpretowane w ró ny 
sposób. Jako pierwszy poj cia „jako ” u y  Platon, okre laj c je jako „pewien 
stopie  doskona o ci”. Wielki nauczyciel jako ci, William E. Deming, nazwa
jako „stopniem jednorodno ci i niezawodno ci wyrobu przy mo liwie niskich 
kosztach i maksymalnym dopasowaniu do wymaga  rynku” [20]. Inny wybitny 
my liciel, Joseph Juran, zaproponowa  okre lenie jako ci poprzez: „stopie ,
w jakim okre lony wyrób zaspakaja potrzeby okre lonego nabywcy”. Mo na te
znale  okre lenia bardziej ogólne takie, jak „wszystko, co mo na poprawi ”
[20], czy po prostu „zgodno  z wymaganiami” [2]. Autor ostatniej definicji 
kojarzony jest tak e z ciekawym podej ciem do jako ci. Crossby [2] u ywa
okre lenia „zero defektów”, które jest integraln  cz ci  „czterech pewników 
jako ci”. Uwa a, i  jako  powinna by  postrzegana jako zgodno  z ustalonymi 
oczekiwaniami klienta, a nie jako doskona o  wykonania. Jego zdaniem 
konieczno ci  jest eliminowanie przyczyn powstawania b du, a nie 
kontrolowanie i usuwanie jego skutków. Uwa a tak e, i  nie mo e istnie
dopuszczalny poziom niezgodno ci. Produkt dobrej jako ci musi 
charakteryzowa  si  jedynym akceptowalnym poziomem, który ma „zero 
defektów” [20].

Norma ISO 9000:2000 [12] traktuje jako jako:
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„stopie , w jakim zestaw inherentnych w a ciwo ci spe nia wymagania”, przy 
czym w a ciwo ci rozumiane s  tu jako cechy ró nicuj ce produkty.  

Jako  jest poj ciem bardzo szerokim i dotyczy zarówno sfery us ug, jak 
i przedmiotów materialnych, osobno definiuje si  tak e, jako  produktów 
spo ywczych.  

Szczególn  uwag  nale y po wi ci jako ci zdrowotnej ywno ci, gdy
wymaga ona definiowania nie budz cego adnych w tpliwo ci, ze wzgl du na 
mog ce nast pi  zagro enia. W ustawie o bezpiecze stwie ywno ci i ywienia 
[19] podano nast puj c  definicj :

„jako  zdrowotna ywno ci jest to zbiór cech i kryteriów, za pomoc  których 
charakteryzuje si ywno  pod wzgl dem warto ci od ywczej, jako ci
organoleptycznej oraz bezpiecze stwa dla zdrowia konsumenta”. W tej samej 
ustawie pojawia si  równie  definicja sensorycznej jako ci ywno ci, która 
traktuje jako  jako cechy: smak, zapach, wygl d, barwa i konsystencja, które 
cz owiek mo e wyodr bni  i oceni  za pomoc  zmys ów [18]. 

Jako ywno ci jest obecnie warto ci  priorytetow  dla ka dego 
przedsi biorcy. Warto zauwa y , e zarówno w ustawodawstwie polskim, jak 
i unijnym, jako  dotyczy wy cznie obszaru bezpiecze stwa zdrowotnego 
produktów spo ywczych. Przedsi biorca ma zatem obowi zek wyprodukowa
ywno  nie zagra aj c  zdrowiu konsumenta. Nie ma tu mowy o jako ci 

w szeroko poj tym rozumieniu konsumenckim, tj. spe niaj cym oczekiwania 
nabywcy pod wzgl dem wygl du, smaku, zgodno ci z tendencjami mody czy 
wygody u ycia. W zwi zku z ogromn  ró norodno ci  oferowanych produktów 
oraz wzrastaj cymi wymaganiami konsumentów, producenci s  zmuszeni do 
ci g ego udoskonalania swoich wyrobów. Mimo braku obowi zku zapewniania 
wysokiej jako ci, jest to czynnik coraz bardziej istotny w zdobywaniu rynku 
zbytu. Mo na wi c powiedzie , e dobra jako  to ta, która spe ni wymagania 
klienta [10]. 

Kolejnym, nierozerwalnie zwi zanym z ywno ci  elementem jest jej 
bezpiecze stwo, które stanowi zagadnienie priorytetowe, zarówno dla bran y
spo ywczej, jak i dla konsumentów nabywaj cych oraz konsumuj cych ywno
[18]. 
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Bezpiecze stwo jest ogólnie okre lane jako: 

„taki stan, w którym ryzyko niekorzystnego wp ywu na zdrowie jest 
wyeliminowane lub ograniczone do akceptowalnego poziomu” [6]. 

  W przypadku bezpiecze stwa ywno ci ryzyko b dzie dotyczy o
wyst powania zagro e  biologicznych, chemicznych, fizycznych, bezpo rednich
oraz chronicznych, wyst puj cych w ca ym a cuchu ywno ciowym, które 
mog  wp yn  niekorzystnie na zdrowie konsumentów. ywno  jest uwa ana 
za niebezpieczn , je eli udowodniona jest jej szkodliwo  dla zdrowia lub nie 
nadaje si  do spo ycia przez ludzi. Nale y podkre li , e szkodliwo  nie 
dotyczy jedynie prawdopodobnego natychmiastowego czy d ugofalowego 
skutku [6].  

W ustawie o bezpiecze stwie ywno ci i ywienia [19], bezpiecze stwo 
ywno ci definiowane jest jako „ogó  warunków, które musz  by  spe niane,

dotycz cych w szczególno ci:

a) stosowanych substancji dodatkowych i aromatów, 

b) poziomów substancji zanieczyszczaj cych,

c) pozosta o ci pestycydów, 

d) warunków napromieniania ywno ci,

e) cech organoleptycznych, 

i dzia a , które musz  by  podejmowane na wszystkich etapach produkcji lub 
obrotu ywno ci , w celu zapewnienia zdrowia i ycia cz owieka”.

Mo na wi c powiedzie , e „ ywno  bezpieczna to taka, która nie szkodzi 
ani zdrowiu ani yciu konsumenta”. ywno  taka nie zawiera zanieczyszcze
(substancji przedostaj cych si  do ywno ci w nast pstwie procesu 
produkcyjnego, wskutek nieprawid owo ci w obrocie ywno ci , b d
wyst puj cych w nast pstwie zanieczyszczenia rodowiska naturalnego, które 
mog  stanowi  zagro enie dla zdrowia cz owieka lub powodowa
nieprzydatno  do spo ycia), powy ej ci le okre lonego poziomu tolerancji, 
który stanowi granic  bezpiecze stwa zdrowotnego dla konsumentów [5]. 

Zgodnie z now  strategi  ustawodawstwa Unii Europejskiej bezpiecze stwo 
ywno ci nie dotyczy wy cznie „dba o ci o zapobieganie zagro eniom zdrowia 
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i ycia konsumenta”, ale obejmuje równie  „trosk  o dobrostan i zdrowie ro lin 
oraz zwierz t, dba o  o rodowisko cz owieka, o otoczenie produkcji rolnej oraz 
przetwórstwa, a tak e trosk  o ekonomiczne bezpiecze stwo konsumenta”[9].

Bezpiecze stwo ywno ci w nowej mi dzynarodowej normie ISO 22000 
[13] jest definiowane jako „za o enie, e ywno  nie spowoduje szkody 
konsumentowi w fazie przygotowania i/lub spo ywania (zgodnie 
z przeznaczeniem)”.

Bezpiecze stwa produktu jest zwi zane z jego identyfikowalno ci , a wi c
mo liwo ci  odtworzenia jego historii od surowca do wyrobu finalnego. 
W przypadku problemów zwi zanych z bezpiecze stwem ywno ci w adze 
pa stwowe we wspó pracy z producentem ywno ci maj  obowi zek szybko 
zareagowa , oszacowa  wp yw potencjalnego zagro enia na zdrowie 
konsumentów oraz wycofa  produkt niezgodny z rynku [4]. 

Aspekty bezpiecze stwa ywno ci skupiaj  si  w sposób szczególny na 
ochronie konsumentów, dlatego istotnym przedmiotem regulacji prawnych 
w produkcji i obrocie ywno ci  jest okre lenie warunków, jakie musz  by
spe nione, aby ywno  nie stanowi a zagro enia. W Rozporz dzeniu 178 [15], 
które jest podstaw  nowej strategii bezpiecze stwa ywno ci nie pojawia si
jednak definicja „bezpiecze stwa ywno ci”. Natomiast zwrócono szczególn
uwag  na wyja nienie poj :

• ryzyko definiowane jako „niebezpiecze stwo zaistnienia negatywnych 
skutków dla zdrowia oraz dotkliwo ci takich skutków w nast pstwie
zagro enia”,

• zagro enie definiowane jako „czynnik biologiczny, chemiczny lub 
fizyczny w ywno ci lub paszy, b d  stan ywno ci lub paszy, mog cy
powodowa  negatywne skutki dla zdrowia”. 

Nale y podkre li  blisko  tych zagadnie  (tj. bezpiecze stwo, ryzyko, 
zagro enie), które sprowadzaj  si  do negatywnych skutków, zwi zanych ze 
spo yciem ywno ci [11]. 

Poj cia „jako ywno ci i bezpiecze stwo ywno ci”, u ywane s  cz sto 
zamiennie. Jest to bezpo rednio zwi zane z oczekiwaniami konsumenta, który 
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nabywaj c produkt zak ada, e posiada on obydwie te cechy. Bezpiecze stwo 
ywno ci sta o si  niezb dn  cz ci  sk adow  jako ci. W adze pa stwowe 

popchn y ywno  i przemys ywno ciowy w kierunku wszechstronnego 
rozwoju systemów zarz dzania jako ci , aby poprawi  bezpiecze stwo 
ywno ci, restrukturyzowa  system kontroli ywno ci i odbudowa  w ten sposób 

zaufanie konsumenta do ywno ci. Problem bezpiecze stwa ywno ci zosta
cz ciowo rozwi zany przez konkurencyjno  na rynku. Tylko produkty 
gwarantowanej jako ci, w tym równie  bezpieczne maj  szanse na ekspansj
rynkow  [14]. 

Poj cia „jako ” i „bezpiecze stwo” nale y rozró ni , bowiem „Jako  jest 
elementem realizacji umowy pomi dzy klientem i dostawc . Konsument p aci za 
jako , natomiast bezpiecze stwo musi by  zagwarantowane prawnie”[11]. 

Wymagania prawne

Podstawowym celem regulacji prawnych ustawodawstwa ywno ciowego 
jest zapewnianie bezpiecze stwa i ochrona zdrowia konsumenta. W zwi zku 
z pojawiaj cymi si  coraz cz ciej chorobami zwierz t oraz zanieczyszczeniem 
ywno ci, stanowi cymi zagro enie dla zdrowia konsumenta, w ostatnich latach 

powsta o wiele uregulowa  prawnych, których zapisy maj  na celu usprawnienie 
nadzoru nad produkcj  i obrotem ywno ci oraz ujednolicenie przepisów, 
stanowi cych wymagania dla organizacji przemys u spo ywczego.  

Elementarn  ksi g , propaguj c  na ca ym wiecie jednolite zasady 
bezpiecze stwa ywno ci, jest Codex Alimentarius – Kodeks ywno ciowy 
FAO/WHO [18]. W kodeksie zosta y opisane zasady systemu HACCP oraz 
etapy jego wdra ania. System ten stanowi podstaw  w zapewnianiu 
bezpiecze stwa ywno ci. Kodeks ywno ciowy nie jest prawem 
ustanowionym, jednak ka dy kraj mo e z niego skorzysta  przy tworzeniu prawa 
wewn trznego.  

Wymogi prawa ywno ciowego przez wiele lat sprawia y trudno ci 
w interpretacji, co z kolei prowadzi o do nieporozumie  pomi dzy krajami 
cz onkowskimi. Brak jednolitych przepisów na rynku ywno ci oraz ogromne 
zmiany w metodach produkcji i przetwórstwa ywno ci doprowadzi y do 
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powstania nowej strategii w zakresie bezpiecze stwa zdrowotnego krajów Unii 
Europejskiej [9]. Strategia ta, opisana w ”Bia ej Ksi dze Bezpiecze stwa 

ywno ci”, odnosi si  do metod produkcji oraz wskazuje na konieczno
systemowego podej cia do zapewniania zgodno ci ze standardami 
bezpiecze stwa. W tre ci Bia ej Ksi gi stwierdzono, e: „Priorytetem polityki 
komisji jest zapewnienie najwy szych standardów bezpiecze stwa ywno ci
w Unii Europejskiej” [18]. 

Niew tpliwie najwa niejszym dokumentem prawnym, reguluj cym 
wytyczne dotycz ce bezpiecze stwa ywno ci, jest Rozporz dzenie WE 
178/2002 z dnia 28.01.2002, powo uj ce Europejski Urz d ds. Bezpiecze stwa 

ywno ci, ustanawiaj ce ogólne zasady i wymagania prawa ywno ciowego 
oraz procedury dotycz ce bezpiecze stwa ywno ci [7]. 

Rozporz dzenie 178/2002/WE tworzy trzy filary bezpiecze stwa ywno ci
w UE. Pierwszy z nich to prawo ywno ciowe reguluj ce zagadnienia 
bezpiecze stwa ywno ci w ca ej Unii Europejskiej. Drugi filar stanowi 
powo any na mocy Rozporz dzenia Europejski Urz d ds. Bezpiecze stwa 

ywno ci - EFSA. Trzeci filar to instytucje wspólnoty i krajów cz onkowskich, 
odpowiedzialne za urz dow  kontrol ywno ci.

Rozporz dzenie 178/2002/WE tworzy ramowe zasady dla pobierania prób, 
analizy, zarz dzania kryzysowego, kontroli importu ywno ci i pasz oraz 
rejestracji przedsi biorstw ywno ciowych i paszowych, dzi ki którym system 
kontroli mo e obj  ca y a cuch ywno ciowy [9]. 

Kolejnymi dokumentami, które u ci laj  obowi zki stawiane producentom 
w zakresie produkcji, sk adowania i obrotu ywno ci , a tak e podkre laj
wymagania higieniczne, s  Rozporz dzenie WE nr 852/2004 z 29.04.2004 
w sprawie higieny rodków spo ywczych oraz Rozporz dzenie WE nr 853/2004 
z 29.04.2004, ustanawiaj ce szczególne przepisy dotycz ce higieny 
w odniesieniu do ywno ci pochodzenia zwierz cego. Dokumenty te wskazuj
na odpowiedzialno  przedsi biorstw za bezpiecze stwo ywno ci, omawiaj
ogólne i szczegó owe zasady higieny ywno ci, nak adaj  obowi zek weryfikacji 
oparty na zasadach systemu HACCP oraz wskazuj  na korzystanie z wytycznych 
Dobrej Praktyki Produkcyjnej (GMP). Rozporz dzenia nak adaj  równie
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obowi zek rejestracji i zatwierdzania przedsi biorstw oraz utrzymanie a cucha 
ch odniczego dla ywno ci tego wymagaj cej. 25 sierpnia 2006 roku uchwalono 
Ustaw  o bezpiecze stwie ywno ci i ywienia, która zosta a w ca o ci
dostosowana do prawa ywno ciowego UE i jest obecnie podstawowym aktem 
prawnym, który reguluje zasady zapewniania bezpiecze stwa zdrowotnego 
ywno ci i ywienia w Polsce. Ustawa opisuje wymagania dotycz ce jako ci 

zdrowotnej ywno ci, przestrzegania zasad higieny oraz bezpiecze stwa 
zdrowotnego, zasady produkcji ywno ci oraz jej obrotu. Ponadto reguluje 
wymagania dotycz ce urz dze , aparatury, opakowa  i innych materia ów 
maj cych kontakt z ywno ci . Wyznacza tak e zasady przeprowadzania 
urz dowej kontroli ywno ci. Wed ug zapisów Ustawy za zagwarantowanie 
bezpiecze stwa zdrowotnego ywno ci odpowiada przedsi biorca sektora 
spo ywczego. Ustawa podkre la konieczno  identyfikowania produktów w 
ca ym a cuchu ywno ciowym, zaczynaj c od gospodarstwa rolnego, a ko cz c
na konsumencie [19]. 

Dostosowywanie prawa krajowego do ustawodawstwa unijnego w zakresie 
bezpiecze stwa ywno ci nie jest procesem atwym i pozbawionym 
kontrowersji. W ród twórców aktów prawnych panuje przekonanie, i  tylko 
spójne, precyzyjne i jasne przepisy pozwol  osi gn  wysoki poziom 
bezpiecze stwa ywno ci we wszystkich ga ziach a cucha ywno ciowego.
Wzrost bezpiecze stwa ywno ci jest, bowiem jedynym warunkiem, dzi ki
któremu mo e wzrosn  zaufanie konsumentów do produktów spo ywczych. 
Wraz z realizacj  zrozumia ego, jednolitego i praktycznego prawa 
ywno ciowego zostanie spe niony podstawowy cel, jakim jest ochrona zdrowia 

i ycia cz owieka [8]. 

Systemy a jako  i bezpiecze stwo 

Konsument nie posiada bezpo rednich narz dzi do oceny i weryfikacji 
swoich oczekiwa , musi zatem polega  na deklaracjach producentów oraz 
twórcach prawa ywno ciowego. Nale y podkre li , e konsument jest nie tylko 
ostatecznym odbiorc ywno ci, ale jednocze nie ponosi ca e ryzyko zwi zane 
z jej spo yciem i ewentualnymi konsekwencjami zdrowotnymi. Coraz wy sze 
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wymagania konsumentów, dotycz ce stopnia przetworzenia, wygody spo ycia 
i przygotowania oraz ró norodno ci smaków i wygl du artyku ów spo ywczych, 
sprzyjaj  wyst powaniu wielu zagro e . Istotne s  równie  globalizacja handlu, 
swobodny przep yw towarów, zanieczyszczenie rodowiska naturalnego, a tak e
niewystarczaj cy nadzór nad jako ci  i bezpiecze stwem ywno ci ze strony 
urz dowej kontroli. Nadal du ym problemem s  nieuczciwi producenci, którzy 
chc c obni y  koszty nie przestrzegaj  procedur lub fa szuj ywno ,
stwarzaj c powa ne zagro enie dla zdrowia konsumentów. Zatem poj ciu
ywno ci powinno stale towarzyszy  poj cie zaufania, natomiast produkcji - 

odpowiedzialno  i etyka. 

Konsument chce wierzy , e jako  oferowanych produktów jest stale 
i rzetelnie nadzorowana przez producentów i w a ciwe urz dy, a podstaw  tego 
zaufania jest stabilne prawo ywno ciowe. Zapewnianie jako ci
i bezpiecze stwa polega przede wszystkim na stawianiu wysokich wymaga
producentom ywno ci oraz sprawnym nadzorze nad wszystkimi ogniwami 
a cucha ywno ciowego.  

Jednym z elementów nadzoru nad ywno ci  jest obowi zek wdra ania 
zasad dobrych praktyk GHP/GMP oraz HACCP, stoj cych na stra y
bezpiecze stwa ywno ci. Systemy te s  skutecznym sposobem eliminacji 
zagro e  oraz zapobiegania ich powstawaniu. Coraz cz ciej, oprócz systemu 
HACCP przedsi biorstwa decyduj  si  równie  na wdra anie nieobligatoryjnych 
systemów zapewniania jako ci. Wysokie wymagania ze strony rynku zmuszaj
producentów do usprawniania swojej dzia alno ci poprzez systemowe 
zarz dzanie ca  organizacj .

 Z tego te  wzgl du coraz wi ksz  popularno ci  ciesz  si  systemy 
zarz dzania jako ci  (ISO 9001), rodowiskiem (ISO 14001) oraz 
bezpiecze stwem i higien  pracy (ISO18001). Wdro enie tych norm nie tylko 
poprawia funkcjonowanie firmy, ale w du ej mierze zwi ksza konkurencyjno
na rynku. Posiadanie certyfikowanych systemów jako ci stanowi równie  kart
przetargow  w dzia aniach marketingowych. Wielkie nadzieje budzi nowa 
mi dzynarodowa norma ISO 22000, skierowana szczególnie do przedsi biorców
bran y spo ywczej. czy ona elementy zarz dzania jako ci  z wymaganiami 
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HACCP oraz dobrymi praktykami. Norma ta stanowi perspektyw  dla 
przedsi biorców, zapewniaj c jednocze nie bezpiecze stwo i wysok  jako
produktów spo ywczych. 

Pojawienie si  produktów pod mark  handlow  stworzy o konieczno
zapewnienia wyrównanego oraz akceptowalnego przez konsumentów poziomu 
jako ci wszystkim wyrobom sprzedawanym pod jedn  mark . Nale y pami ta ,
e konsument niezadowolony z jednego produktu, oceni ca  mark  handlow .

Zadowolenie b d  niech  konsumenta automatycznie rozci ga si  na wszystkie 
towary tej marki. W zwi zku z powy szymi dylematami oraz potrzeb
zapewnienia wyrównanej i pewnej jako ci produktów ywno ciowych 
sprzedawanych w sieciach supermarketów, rozpocz a si  dyskusja, której 
efektem by o powstanie standardów dla dystrybutorów sieci handlowych - BRC 
(British Retail Consorcium) oraz IFS (International Food Standard) [3]. 
Certyfikacja zgodno ci z wymaganiami zawartymi w tych standardach otwiera 
drog  w nawi zaniu wspó pracy z sieciami hipermarketów. 

Podsumowanie

Jako  i bezpiecze stwo to niew tpliwie najwa niejsze atrybuty ywno ci.
Problem jako ci ywno ci oraz jej wp ywu na zdrowie od dawna jest tematem 
wielu dyskusji i rozwa a . ywno  przesta a pe ni  funkcj  jedynie 
energetyczn  i od ywcz , a sta a si  elementem kulturowym i obyczajowym. 
Wspó czesny konsument oczekuje od ywno ci nie tylko ród a energii oraz 
niezb dnych sk adników od ywczych, ale tak e atrakcyjno ci wizualnej, 
sensorycznej, zadowolenia, przyjemno ci i pewno ci. Konsumentowi nie 
wystarcza ju  jako  akceptowalna. Szuka produktów, które spe ni  jego 
wysokie oczekiwania. Wygrywaj  produkty, które oprócz atrakcyjnej ceny 
charakteryzuj  si  wysok  jako ci .

Przed producentami stoi zatem powa ne zadanie – wdra anie systemów 
zarz dzania jako ci  i bezpiecze stwem ywno ci, s u ce spe nieniu oczekiwa
klientów oraz utrzymaniu wysokiej pozycji na rynku. 
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