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OD REDAKCJI

Szanowni Czytelnicy,

przekazujemy Panstwu nr 1 (118) czasopisma Zywno$¢. Nauka. Technologia.
Jako$¢, w ktorym publikujemy artykuty naukowe o zrdéznicowanej tematyce, zawiera-
jace wyniki badan z krajowych os$rodkdéw zajmujacych si¢ szeroko pojeta nauka
0 zywnosci. Zapraszamy rowniez do lektury tzw. statych dziatéw, w ktdrych zamiesSci-
lisSmy m.in. informacje o wybranych konferencjach wspotorganizowanych przez Pol-
skie Towarzystwo Technologéw Zywnosci w 2019 roku.

Z przykro$cig informujemy, ze w dniu 5 marca zmart mgr Stanistaw Wroniak —
wieloletni ksiegowy Wydawnictwa. W naszej pamigci pozostanie jako rzetelny i od-
powiedzialny, ale takze chetny do pomocy i zyczliwy Wspotpracownik.

Zapraszamy do odwiedzania naszej strony internetowe;:
http://wydawnictwo.pttz.org

Krakow, marzec 2019 1.
Redaktor Naczelny

l’w\f
p%h b. Lestaw Juszczak



KOMUNIKAT

W latach 2019 — 2020 Wydawnictwo Naukowe PTTZ realizuje zadanie z zakresu
upowszechniania publikacji naukowych, ktére ukazaty sie na tamach czasopisma Zyw-
no$¢. Nauka. Technologia. Jakos¢:

,.Digitalizacja publikacji naukowych wydanych w czasopi$mie Zywno$¢. Nauka.
Technologia. Jako$¢ w latach 2019-2020 w celu zapewnienia otwartego dostepu do

nich przez sie¢ Internet”.

Zadanie finansowane jest w ramach

umowy nr 900/P-DUN/2019 ze Srod-

\ ’ Ministerstwo Nauki kéow Ministra Nauki i Szkolnictwa

i Szkolnictwa Wyzszego Wyzszego przeznaczonych na dzia-

talnos¢ upowszechniajgcq nauke.
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IZABELA KOSS-MIKOLAJCZYK, AGNIESZKA BARTOSZEK

BIOAKTYWNE FITOZWIAZKI W CHEMOPREWENCJI PRZEWLEKLYCH
CHOROB NIEZAKAZNYCH — OWOCE I WARZYWA
CZY SUPLEMENTY DIETY?

Streszczenie

Z raportu Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) z 2014 r. wynika, ze przewlekle choroby niezakaz-
ne (NCDs), czyli tzw. choroby cywilizacyjne, do ktorych zalicza si¢ m.in. choroby uktadu krazenia, prze-
wlekle choroby uktadu oddechowego, nowotwory, czy cukrzyce typu 2, stanowig obecnie bezposrednia
przyczyng ponad 50 % przedwczesnych zgonéw na $wiecie. W badaniach ostatnich 20 lat dowiedziono, ze
sposob odzywiania jest gtéwnym czynnikiem wplywajacym na zagrozenie tymi chorobami. Z drugiej
strony rosngca wiedza konsumentéw na temat wlasciwosci chemoprewencyjnych pewnych sktadnikow
zywnosci, przede wszystkim pochodzenia roslinnego, umozliwita wykorzystanie niektorych roslin jadal-
nych w profilaktyce chordb przewlektych. Prozdrowotne dziatanie tych produktéw najczesciej zwigzane
jest z obecnoscia przeciwutleniaczy, ktére moga wptywac na wiele istotnych mechanizméw biologicznych
o kluczowym znaczeniu dla prawidlowego funkcjonowania organizmu ludzkiego. W licznych badaniach
wykazano silne dziatanie fizjologiczne m.in. bioaktywnych fenoli roslinnych. Obserwacje te doczekaty si¢
komercjalizacji w postaci masowej produkcji suplementow diety wzbogaconych w substancje okreslane
mianem przeciwutleniaczy, mimo ze ich wlasciwosci chemiczne nie zawsze uzasadnialy uzycie tego
terminu. W badaniach epidemiologicznych dowiedziono, Zze nadmierne oczekiwania przedsigbiorcow nie
byly w pelni uzasadnione. Okazato si¢, ze wyizolowane bioaktywne fitozwiazki moga nie by¢ juz tak
skutecznymi czynnikami chemoprewencyjnymi, jak zawierajace je owoce lub warzywa. W niniejszej
pracy podjeto probe krytycznej oceny takiego stanu rzeczy.

Stowa kluczowe: chemoprewencja, bioaktywne fitozwiazki, przewlekte choroby niezakazne (NCDs),
nowotwory, przeciwutleniacze

Wprowadzenie

W ciagu ostatnich kilku dekad przewlekle choroby niezakazne (Non-
Communicable Diseases — NCDs), nazywane rowniez chorobami cywilizacyjnymi,

Drinz. I. Koss-Mikolajczyk, dr hab. inz. A. Bartoszek, prof. nadzw., Katedra Chemii, Technologii i Bio-
technologii Zywnosci, Wydz. Chemiczny, Politechnika Gdarska, ul. Narutowicza 11/12, 80-233 Gdarisk.
Kontakt: izabela.koss-mikolajczyk@pg.edu.pl
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staly si¢ gtdwng przyczyng zgondw w wigkszosci krajow na swiecie. Jako wyjasnienie
tego zjawiska najczesciej wskazuje si¢ nie tylko na postepujacy rozwdj medycyny,
ktory pozwolit skuteczniej zwalcza¢ choroby infekcyjne, ale rOwniez na niekorzystne
zmiany trybu zycia i sposobu odzywiania wigkszosci spoteczenstw [37]. W 2014 roku
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) opublikowata raport ,,Global Status Report on
Noncommunicable Diseases 2014, w ktorym wykazata, ze przewlekte choroby nieza-
kazne stanowig jedno z najwickszych wyzwan medycyny XXI wieku [36]. Na podsta-
wie danych statystycznych zgromadzonych przez WHO w 2012 r., z 56 mln odnoto-
wanych zgondéw az 38 min bylo spowodowanych wymienionymi chorobami, czyli
o 7 mln przypadkéw wigcej niz w roku 2000. Jak wynika ze szczegdétowych danych
dotyczacych zgonow na skutek NCDs, 46,2 % stanowity te spowodowane chorobami
uktadu krazenia, 21,7 % — nowotworami, 10,7 % — chorobami uktadu oddechowego
14 % — cukrzyca typu 2. Wedlug prognoz WHO w 2030 r. liczba zgondéw spowodowa-
nych tymi chorobami moze osiggna¢ poziom 52 min. [37].

Stres oksydacyjny w etiologii przewleklych chorob niezakaznych

Dane statystyczne nie pozostawiaja watpliwosci, ze NCDs staty si¢ problemem
spolecznym, a ich leczenie bedzie stanowi¢ coraz wigksze obcigzenie dla budzetow
prywatnych i panstwowych [37]. W przypadku tych chorob dziatania profilaktyczne
moga by¢ bardzo skuteczne, jednak niezbedne jest poznanie molekularnych mechani-
zmoOw znajdujacych si¢ u ich podstaw. W badaniach prowadzonych od wielu lat do-
wiedziono, ze wspdlnym zjawiskiem obserwowanym w przypadku wymienionych
chordb jest tzw. stres oksydacyjny [20, 31].

Zgodnie z definicja wprowadzong przez Helmuta Siesa [30] z Uniwersytetu
w Diisseldorfie ,,stres oksydacyjny jest to zaburzenie réwnowagi prooksydacyjno-
antyoksydacyjnej w kierunku reakcji utleniania”. Rownowaga ta nazywana jest ho-
meostaza redoksowg i moze zosta¢ zaburzona przez nadmiar reaktywnych form tlenu
(RFT), ktérych poziom przekracza zdolnosci obronne endo- i egzogennych antyoksy-
dantéw oraz enzymatycznych systeméw antyoksydacyjnych obecnych w organizmie
czlowieka. Jednakze nadmiar przeciwutleniaczy, ktory powoduje przesunigcie stanu
rownowagi w strone¢ reakcji redukcji, rowniez nie jest korzystny pod wzgledem zdro-
wotnym. Stan taki nazywany jest stanem stresu redukcyjnego (ang. reductive stress)
[18]. Oba stany zaburzenia homeostazy redoksowej moga mie¢ szkodliwy wplyw na
dobrostan organizmu.

Mimo wielu przestanek swiadczacych o udziale stresu oksydacyjnego w przebie-
gu przewlektych chorob niezakaznych, do tej pory nie udato si¢ jednoznacznie ustali¢
jego roli. Istnieje kilka hipotez méwiacych o tym, Zze moze by¢ on albo przyczyng, albo
skutkiem NCDs. Wickszo$¢ badaczy sktania si¢ jednak ku pierwszej hipotezie [20, 31].
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Najlepiej poznane sg mechanizmy dziatania stresu oksydacyjnego w chorobach
uktadu krazenia. Na podstawie wynikow badan epidemiologicznych dowiedziono m.in.
istotnego wptywu RFT na utlenianie lipidow, ktore w rezultacie tworza tzw. blaszke
miazdzycowa odkladajaca si¢ w naczyniach krwionosnych. Blaszka ta zaburza ich
droznos¢, a w konsekwencji podwyzsza ci$nienie krwi i prowadzi do rozwoju innych
stanéw patologicznych, np. zawatu migsnia sercowego [6]. Dzigki poznaniu mechani-
zméw odpowiedzialnych za choroby uktadu krazenia i wprowadzeniu skutecznej profi-
laktyki obserwuje si¢ obecnie tendencj¢ malejacg pod wzgledem zapadalnosci na te
choroby [37].

Zainteresowanie naukowcow chorobami nowotworowymi i ich chemoprewencja
nie zaowocowato ograniczeniem ich wystepowania. Ze wzgledu na skomplikowany
proces kancerogenezy, a tym samym i trudnos$ci ze znalezieniem odpowiedniego spo-
sobu leczenia, nadal obserwuje si¢ wzrastajaca zachorowalnos$¢ i wysokg sSmiertelnosc¢
w przypadku tych choréb [37]. Koncepcja wielostopniowej kancerogenezy zaktada, ze
rozw0j nowotworu ma miejsce w dhuzszym czasie, w trakcie ktérego nastgpuje akumu-
lacja somatycznych mutacji w pojedynczej komorce powodujaca powstawanie zmian
fenotypowych przeksztatcajacych komorke zdrowa w komorke nowotworowa [12].
Przypuszcza sig, ze stres oksydacyjny moze by¢ jedng z przyczyn rozwoju nowotwo-
row, poniewaz powoduje on powstawanie uszkodzen DNA [35]. RFT reaguja z zasa-
dami azotowymi wchodzacymi w sktad nici DNA, tworzac addukty i indukujac po-
wstawanie mutacji, a przez to zmiany w procesie transkrypcji, co zaburza prawidlowe
funkcje genomu i przez to normalny wzrost komorki [11, 35]. Pod wplywem stresu
oksydacyjnego DNA ulega rowniez innym modyfikacjom, takim jak pegknigcia nici
DNA czy tworzenie potaczen biatek z DNA [11].

Owoce i warzywa jako czynnik chemoprewencyjny

Wieloletnie badania, ktorych finalem byto podsumowanie wydane po raz pierw-
szy w 1997 r., powtérzone — w 2007 r. i ostatnio — w 2018 r., przez Swiatowy Fundusz
Badan nad Rakiem (World Cancer Research Fund) i Amerykanski Instytut Badan nad
Rakiem (American Institute for Cancer Research), zatytutowane “Food, Nutrition and
the Prevention of Cancer: a Global Perspective” pozwolity udowodni¢, ze dieta bogata
w biatka i tluszcze sprzyja procesom kancerogenezy, a zywnos¢ pochodzenia roslinne-
g0 moze by¢ zroédtem substancji przeciwdziatajacych rozwojowi nowotwordw [1, 2, 3].
Dowody w postaci wynikow badan populacyjnych prowadzonych z udziatem duzych
grup ludnosci wskazujg, ze spozycie owocoOw 1 warzyw, a szczegoOlnie okreslonych ich
gatunkow, wplywa na obnizenie ryzyka zapadalnos$ci na NCDs. W przypadku chordb
uktadu krazenia szczegdlnie pozytywne dzialanie wykazaly jabtka, gruszki, owoce
cytrusowe, pomidory i warzywa zawierajace P-karoten, natomiast w przypadku nowo-
tworow udowodniono szczegodlng aktywno$¢ chemoprewencyjng warzyw z rodziny
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kapustowatych. Z rezultatow badan epidemiologicznych wynika odwrotna zaleznos¢
pomigdzy spozyciem warzyw z tej rodziny a zachorowalno$cig na nowotwory jelita,
trzustki, ptuc, piersi, zotadka, jajnika, ptuc oraz prostaty [38]. Rowniez owoce jagodo-
we okazatly si¢ zrodtem zwigzkoéw o aktywnos$ci biologicznej pomocnych w prewencji
przewlektych chorob niezakaznych. W badaniach epidemiologicznych wykazano pozy-
tywny wpltyw spozywania tych owocdw na obnizenie ryzyka zachorowalno$ci na rozne
typy nowotwordw, jak rowniez na choroby uktadu krazenia [23].

Odkrycie powigzania pomi¢dzy spozyciem owocoOw i warzyw a zachorowalnoscia
na roéznego typu nowotwory doprowadzilo do powstania nowej gatezi badan nad ra-
kiem, ktdéra okresla si¢ mianem chemoprewencji nowotworowej. Zgodnie z najnowszg
definicjg ,,chemoprewencja to wykorzystanie substancji naturalnych badz farmakolo-
gicznych do zahamowania, zatrzymania lub odwrocenia procesu kancerogenezy we
wczesnych jej stadiach” [32]. Zaproponowano tez kilka mozliwych mechanizmow
chemoprewencji, takich jak: wspomaganie detoksykacji kancerogenow, modyfikacja
metabolizmu kancerogenow w kierunku ich detoksykacji, wychwytywanie i dezakty-
wacja RFT, zatrzymanie cyklu komorkowego, inicjacja apoptozy czy wspomaganie
procesow naprawczych DNA [12].

Liczne badania epidemiologiczne wskazujace na wptyw diety bogatej w owoce
1 warzywa na ryzyko wystapienia chorob cywilizacyjnych spowodowaty zainteresowa-
nie fitozwigzkami odpowiedzialnymi za dziatanie chemoprewencyjne. Zrozumienie
roli zaburzonej homeostazy redoksowej w patogenezie nicinfekcyjnych chorob prze-
wlektych skierowalo natomiast uwage badaczy, opinii publicznej, a takze producentow
zywnosci 1 suplementéw diety na znaczenie i mozliwo$ci wykorzystania przeciwutle-
niaczy w przeciwdziataniu i/lub spowalnianiu rozwoju oraz wspomaganiu leczenia
tych chorob. Zatozono, ze bioaktywne substancje wyizolowane z owocow i warzyw,
a nastepnie przygotowane w skoncentrowanej formie, np. jako suplementy diety, beda
skutecznym $rodkiem w ograniczaniu epidemii NCDs na $wiecie. Badania in vitro i na
modelach zwierzecych z uzyciem wyizolowanych bioaktywnych fitozwigzkéw dostar-
czyty obiecujacych danych wspierajacych zatozenia proponowanej strategii profilak-
tycznej [28, 29]. Jednakze przy formutowaniu rekomendacji zywieniowych w kierunku
diety bogatej w przeciwutleniacze przeoczono fakt, ze wickszos¢ badan dokumentuja-
cych ich aktywnos$¢ chemoprewencyjng zostata przeprowadzona w warunkach in vitro
na modelach komorkowych badZz na modelach zwierzecych, w ktorych sztucznie wy-
wotano proces kancerogenezy poprzez podanie zwierz¢tom wysokich dawek znanych
substancji rakotwodrczych [27]. Mato bylo dostepnych wiarygodnych wynikéw badan
klinicznych z udziatem ochotnikow, przeprowadzonych w sposob kontrolowany i po-
twierdzajacych aktywnos$¢ chemoprewencyjng przeciwutleniaczy roslinnych [27]. Py-
tanie, ktore przez dhuzszy czas pozostawato bez odpowiedzi, dotyczylo problemu, czy
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wyizolowane fitozwigzki beda charakteryzowaly si¢ taka samg aktywnos$cig biologicz-
ng dla ludzi jak cate owoce i warzywa [17].

Warzywa i owoce a suplementy diety zawierajgce przeciwutleniacze

Wyniki badan wskazujace na dziatanie fizjologiczne ro$linnych zwigzkéw feno-
lowych, takich jak przyktadowo antocyjany [8], bardzo szybko doczekaly si¢ komer-
cjalizacji 1 spowodowaly masowa produkcje suplementow diety wzbogaconych
w wyizolowane z ro$lin substancje okreslane mianem antyoksydantdéw, niezaleznie od
ich rzeczywistych wlasciwosci chemicznych. Na podstawie badan epidemiologicznych
wykazano jednak, ze nadmierne oczekiwania producentow tych parafarmaceutykow
nie byly w pelni uzasadnione. Okazato si¢, ze wyizolowane bioaktywne fitozwiagzki
czy witaminy o niskim potencjale redukcyjnym (C, E, A) nie s3 juz tak skutecznymi
czynnikami chemoprewencyjnymi, jak zawierajace je owoce lub warzywa [27]. O ile
w przypadku choréb uktadu krazenia prewencja poprzez kontrole hiperlipidemii oraz
nadci$nienia przynosi rezultaty, o tyle w leczeniu nowotwordéw stosowanie chemopre-
wencji nadal w wickszosci przypadkow nie konczy si¢ sukcesem, a czasami nawet
moze powodowac przyspieszenie postepu choroby. Takg porazka bylo uzycie prekur-
sorOw witaminy A w prewencji raka ptuc. Aktywnos$¢ przeciwutleniajaca retinolu
oznaczona in vitro oraz wyniki badan epidemiologicznych wskazujace na zalezno$¢
pomigdzy niskim stezeniem retinolu w organizmie a zwi¢gkszong zachorowalnos$ciag na
raka pluc [36] doprowadzily do wniosku, ze korzystna moze by¢ suplementacja
B-karotenem diety osob palgcych papierosy i przez to bardziej narazonych na nowo-
twory ptuc. Postanowiono wigc przeprowadzi¢ rownolegle dwie serie badan klinicz-
nych, do ktérych wybrano osoby o zwigkszonym ryzyku zachorowania na ten typ no-
wotworu. W jednej serii ATBC (ang. Alpha-Tocopherol and Beta-Caroten Trial)
przeprowadzonej w Finlandii, 29 133 palaczom w wieku 50 - 69 lat podawano
B-karoten, witamin¢ E, mieszaning obu substancji badZz placebo. Alarmujgce wyniki
otrzymane po 5 latach od rozpoczecia badan spowodowaty natychmiastowe zakon-
czenie programu. Okazato si¢, ze suplementacja p-karotenem spowodowala
18-procentowy wzrost zachorowalno$ci na nowotwor ptuc [4, 25]. Badania te zostaty
zaprojektowane na podstawie wstepnych obiecujacych wynikow badan epidemiolo-
gicznych [25], ale biologiczne dziatanie B-karotenu w potgczeniu z dymem tytonio-
wym nie zostato sprawdzone ani w warunkach in vitro, ani in vivo, a jak si¢ okazato,
same badania epidemiologiczne nie stanowity wystarczajacej przestanki do przepro-
wadzenie testéw klinicznych. W podobnie zaplanowanym projekcie CARET (ang. The
Beta-Caroten and Retinol Efficacy Trial) realizowanym w USA, palaczom podawano
B-karoten i retinol. Na podstawie wynikéw tego badania wykazano 28-procentowy
wzrost zachorowan na nowotwory phluc [25]. W przytoczonych badaniach klinicznych
dowiedziono wigc, ze suplementacja diety B-karotenem, pomimo obiecujacych wstep-
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nych wynikéw badan epidemiologicznych, nie tylko nie zmniejszata ryzyka zachoro-
wania na raka ptuc u 0sob szczegdlnie narazonych na ten nowotwor, ale w niektorych
przypadkach je zwickszata.

Podobnie w przypadku suplementacji diety retinolem i retinoidami — w badaniach
epidemiologicznych wykazano zmniejszenie zachorowan na raka skory, jednak wyniki
te nie znalazty odzwierciedlenia w testach klinicznych [19, 24]. Brak przekonujacego
efektu chemoprewencyjnego w badaniach klinicznych odnotowano réwniez w przy-
padku stosowania suplementow diety zawierajacych kwas foliowy [34], witaminy E
1 C[10] czy selen [7, 26].

Potter [27], w pracy przegladowej zatytulowanej ,,The failure of cancer chemo-
prevention”, wskazuje powyzsze przyktady jako dowdd na catkowite zaprzeczenie idei
chemoprewencji nowotworowej, przynajmniej w takiej formie, w jakiej proponowana
byla do tej pory. Uwaza, ze najwigkszym blgdem bylo stosowanie wyizolowanych
bioaktywnych fitozwigzkoéw i podawanie ich w formie suplementow diety. Metabolizm
czystych zwigzkow niezwigzanych z matrycg roslinng rézni si¢ od metabolizmu tych
samych zwigzkéw znajdujacych si¢ w owocach 1 warzywach. W chemioterapii nowo-
tworowej najczesciej stosuje sie mieszaniny kilku lekow réznigcych si¢ mechanizmami
dziatania, dzigki czemu jest wigksze prawdopodobienstwo pozbycia si¢ wszystkich
zmienionych komérek, nawet tych opornych na niektore z uzytych terapeutykéw. Stad
tez coraz czesciej sugerowane jest uzycie w miejsce suplementow diety zawierajacych
jedna substancje bioaktywna, odpowiednich produktow spozywczych badz mieszaniny
kilku bioaktywnych fitozwiazkow, ktore w potaczeniu umozliwiag nawet eliminacje
pojawiajacych si¢ komodrek o nieprawidlowym fenotypie [13]. Przyktadowo mate daw-
ki witaminy C na poziomie dostegpnym w surowych jabtkach nie wykazaty zdolno$ci
do zahamowania proliferacji komorek nowotworowych w przeciwienstwie do ekstrak-
tow z jabtek [9]. Ponadto ekstrakty z catych jabtek (z miazszu i skorki) byly bardziej
aktywne od ekstraktow z samego miazszu. Podobnie byto w przypadku badan in vivo,
w ktorych ekstrakt z catych jablek podany zwierzetom wptynal na zahamowanie roz-
woju indukowanych guzéw sutka w wickszym stopniu niz ekstrakt z samego miazszu
[22]. W badaniach klinicznych z udziatem me¢zczyzn chorujacych na raka prostaty
udowodniono, ze dieta bogata w pomidory stanowita skuteczniejszy czynnik chemo-
prewencyjny niz suplementacja diety czystym likopenem [5, 33].

Innym problemem stosowania suplementéw diety sg ich niefizjologiczne dawki,
czasem wiclokrotnie przekraczajgce zawarto$¢ danych fitozwigzkéw w zywnosci. Jak
wspomniano wczesniej, przeciwutleniacze podane w zbyt duzym stezeniu mogag wy-
wotywaé stres redukcyjny badz indukowaé procesy zwigkszajace stres oksydacyjny
[18]. Najnowsza wiedza nie dostarcza uzasadnienia na podawanie suplementéow diety
zawierajacych pojedyncze bioaktywne fitozwigzki. Lepszym rozwigzaniem wydaje si¢
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wprowadzanie do diety wigkszej ilosci warzyw i owocoéw. Obecnie badacze poszukuja
odpowiedzi na pytanie, dlaczego tak jest.

Koncepcja synergizmu zZywieniowego — ,,food synergy”

Jak juz wspomniano, w licznych badaniach epidemiologicznych wykazano, ze re-
gularne spozywanie owocOw 1 warzyw jest powigzane ze zmniejszeniem zagrozenia
przewleklymi chorobami niezakaznymi, przy czym wyizolowane bioaktywne substan-
cje, takze roslinne przeciwutleniacze, nie wykazujg tak znaczacych wlasciwosci proz-
drowotnych jak dieta bogata w owoce 1 warzywa zawierajace te zwiazki [22]. Wyja-
$nieniem tego zjawiska moze by¢, zyskujaca w ostatnich latach coraz wigksza
aprobat¢, koncepcja zaproponowanego przez Jacobsa i wsp. [13] synergizmu zywie-
niowego (ang. food synergy), definiowanego jako addytywny badz silniejszy niz addy-
tywny wplyw roznych sktadnikow obecnych w zywnosci na zdrowie. Jak sugeruja jej
tworcy, konieczne jest okreslenie wptywu Zywnosci na stan zdrowia, a nastgpnie
szczegotowe wykazanie, ktore bioaktywne zwigzki sag odpowiedzialne za obserwowang
aktywnos$¢. Nastepnie poszukuje si¢ interakcji pomigdzy réznymi zwigzkami obecnymi
w zywnosci, ktore prowadza do zwigkszenia badz zmniejszenia potencjatu prozdro-
wotnego oraz biodostgpnosci poszczegolnych substancji bioaktywnych. W tym celu
moga by¢ wykorzystywane badania w warunkach in vitro, jak réwniez badania kli-
niczne i epidemiologiczne [13, 21].

Jednym z najczgsciej przytaczanych dowodow na istnienie synergizmu zywie-
niowego sa wyniki badan epidemiologicznych nad wpltywem konsumpcji pelnoziarni-
stych produktow zbozowych na obnizenie zachorowalnosci na przewlekte choroby
niezakazne. Takiego profilaktycznego efektu nie zaobserwowano ani w przypadku
diety zawierajacej podobne kategorie produktow zywnosciowych, ale wytworzonych
z uzyciem oczyszczonych ziaren, czyli w przypadku suplementacji samym btonnikiem,
co moze wskazywa¢ na synergistyczne dzialanie blonnika oraz innych zwigzkoéw
obecnych w pelnym ziarnie [13]. Podobne rdznice zaobserwowano w przypadku wa-
rZyw 1 owocow, ktore w porownaniu z wyizolowanymi z nich sktadnikami wykazywa-
ty duzo wyzszy potencjat prozdrowotny [13].

W zwigzku z tym, ze proby okreslenia, ktore z substancji obecnych w zywnosci
odpowiadaja za jej efekty prozdrowotne, czgsto prowadzity do formutowania fatszy-
wych wnioskow, tak jak to bylo w przypadku omoéwionych uprzednio badan nad
B-karotenem, konieczne staje si¢ rozwinigcie warsztatu badawczego, ktory umozliwi
zaobserwowanie interakcji pomiedzy réoznymi grupami bioaktywnych fitozwigzkow.
Wiyniki takich badan mogtyby stanowi¢ punkt wyjscia do poszukiwania pojedynczych
substancji bioaktywnych lub ich grup odpowiedzialnych za potencjal chemoprewen-
cyjny. Innym podejs$ciem jest sprawdzanie, czy wiedza na temat aktywnos$ci biologicz-
nej pojedynczych substancji pozwala wnioskowa¢ o potencjalnej aktywno$ci miesza-
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nin tych substancji [16]. Mozliwym rozwigzaniem jest takze badanie bioaktywnej sub-
stancji w roznych produktach i poszukiwanie zbiezno$ci w wynikach, co pozwolitoby
oceni¢, czy efekt prozdrowotny udokumentowany w przypadku czystej substancji be-
dzie widoczny niezaleznie od matrycy zywieniowej, w ktorej ta substancja jest obecna
[14, 15].

Podsumowanie

W ciagu ostatnich dwudziestu lat powszechng strategig przeciwdziatania choro-
bom NCDs byto stosowanie suplementéw diety zawierajgcych bioaktywne fitozwigzki.
W badaniach epidemiologicznych koncepcja ta nie zostata jednak pozytywnie zweryfi-
kowana. Jednoczesnie wyniki badan prowadzonych wsrod roznych grup ludnosci sa
potwierdzeniem na to, ze dieta bogata w warzywa i owoce zmniejsza zagrozenie tzw.
chorobami cywilizacyjnymi. Obserwacje wskazuja, ze aktywnos$¢ biologiczna roslin-
nych substancji prozdrowotnych jest wynikiem interakcji pomigdzy tymi zwigzkami,
co zostato sformutowane w postaci hipotezy synergizmu zywieniowego, wskazujacego
na skojarzone dziatanie réznych sktadnikow danej rosliny jadalnej. W celu przelozenia
tej hipotezy na strategie profilaktyczne niezbg¢dne jest jej wsparcie badaniami nauko-
wymi pozwalajacymi na zrozumienie interakcji pomiedzy fitozwigzkami i matrycg
roslinng, w ktorej wstepuja.

Publikacja zostala przygotowana w ramach projektu PRELUDIUM 10:
2015/19/N/NZ9/02921 “Porownanie potencjatu chemoprewencyjnego roznych odmian
wybranych owocow jadalnych” finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki.
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BIOACTIVE PHYTOCHEMICALS IN CHEMOPREVENTION OF CHRONIC
NON-COMMUNICABLE DISEASES: FRUITS AND VEGETABLES
OR DIETARY SUPPLEMENTS?

Summary

According to the report produced in 2014 by the World Health Organization (WHO), the chronic non-
communicable diseases (NCDs), i.e. the so-called diseases of civilization that include inter alia cardiovas-
cular diseases, chronic respiratory diseases, cancer or type 2 diabetes, are now an immediate cause of more
than 50 % of all premature deaths worldwide. The research carried out over the past 20 years proved that
the diet was an essential factor to influence the risk of those diseases. On the other hand the growing con-
sumer knowledge of chemopreventive properties of certain food ingredients, in particular of those derived
from plants, made it possible to use some edible plants to prevent chronic diseases. Health promoting
properties of those foods are mostly associated with the presence of antioxidants that may affect many
essential biological mechanisms of critical importance for the proper functioning of human body. In nu-
merous research studies strong physiological effects of, among others, bioactive plant phenols were
demonstrated. Those observations have become commercialized in the form of mass production of dietary
supplements enriched with the substances referred to as antioxidants, although their chemical properties
did not always justified the use of this term. In the epidemiological studies it was proved that the expecta-
tions of entrepreneurs were not fully reasoned. It turned out that the isolated bioactive phytochemicals
might not be as effective as chemopreventive factors as were the fruits or vegetables containing them. In
the paper it was attempted to critically assess the reasons of this situation.

Key words: chemoprevention, bioactive phytochemicals, non-communicable diseases (NCDs), cancer,
antioxidants
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Streszczenie

Przez ostatnie kilkanascie lat obserwuje si¢ rosnace zainteresowanie alternatywnymi metodami pozy-
skiwania witamin. Jest to odpowiedz na produkcj¢ zywnos$ci wysoko przetworzonej, czesto pozbawionej
tych niezbednych dla funkcjonowania organizmu skladnikoéw, jak rowniez poszukiwanie mozliwosci
rozwigzania problemu niedoboréw zywnosci w krajach rozwijajacych si¢. Zagadnienie dotyczy szczegdl-
nie witaminy A oraz jej prekursorow, ktorych deficyt w diecie moze skutkowa¢ wadami wzroku, a nawet
prowadzi¢ do $mierci.

Celem pracy bylo przyblizenie strategii zwigzanych z mikrobiologiczna synteza karotenoidéw m.in.
w komorkach Escherichia coli oraz wybranych gatunkach mikroalg i grzybow. Zastosowanie metod mi-
krobiologicznej produkeji tych nutraceutykow powoduje obnizenie kosztow, zmniejszenie ilosci odpadow,
wydatkowanej energii, jak rowniez pozwala na wykorzystanie nowych surowcow, takich jak nietypowe
cukry pochodzace z odpaddéw przemyshu owocowo-warzywnego czy oleje roslinne. W artykule przedsta-
wiono tez strategie inzynierii genetycznej stosowane w modyfikacji $ciezki biosyntezy karotenoidow
w tkankach ro$linnych zmierzajace do akumulacji wybranych zwiazkéw oraz zagadnienia zwigzane z ich
biodostepnoscia w uzyskanych produktach. Omoéwienie proceséw produkcji karotenoidow poprzedzono
charakterystyka najwazniejszych wlasciwosci i walorow zywieniowych witaminy A oraz jej karotenoido-
wych prekursoréw. Szczegdlng uwage zwrocono na zagadnienia dotyczace selekcji szczepéw oraz warun-
kow hodowli mikroalg jako nadproducentoéw karotenoidow, jak rowniez procesow transformacji komorek
roslinnych w celu uzyskania bogatych w prowitaming A odmian roslin, na przyktadzie projektu ,,Ztoty
ryz” oraz perspektyw jego rozwoju.

Stowa kluczowe: karotenoidy, B-karoten, witamina A, ro$liny transgeniczne, ,,Ztoty ryz”

Witamina A oraz karotenoidy

Rozlegta literatura dotyczaca B-karotenu dowodzi wysokiego zainteresowania wi-
taming A oraz jej prekursorami — karotenoidami w kontekscie aspektow biomedycz-
nych oraz zywieniowych [11, 14, 19, 40, 47].

Dr hab. R. Dulinski, Katedra Biotechnologii Zywnosci, Wydz. Technologii Zywnosci, Uniwersytet Rolni-
czy w Krakowie, ul. Balicka 122, 31-149 Krakow. Kontakt: r.dulinski@ur.krakow.pl
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Odkrycia witaminy A dokonal Elmer McCollum na Uniwersytecie Yale w 1900
roku w trakcie badan nad wysokobiatkowa 1 weglowodanowsg, a rdwnoczesnie pozba-
wiong olejow oraz masta dietg szczurow doswiadczalnych, ktora prowadzita do $mierci
gryzoni. Zidentyfikowano wowczas tzw. czynnik A, ktory pdzniej nazwano witaming
A. Struktura witaminy A zostala wyjasniona w latach 1929 - 1931 przez Paula Karrera,
laureata nagrody Nobla, po ekstrakcji zwigzku z olejow pochodzacych z watroby hali-
buta i makreli. Witamina A dostaje si¢ do organizmu w formie prekursora — najistot-
niejszego pod wzgledem biologicznym — B-karotenu (prowitamina A, CyHs). Proces
metaboliczny konwersji karotenoidow z prowitaminy A do aktywnos$ci retinoli jest
prowadzony poprzez utlenianie i symetryczny rozktad czgsteczki, reakcja jest katali-
zowana przez enzym 15,15’-monoksygenaze-p-karotenu (EC 1.13.11.21) [23].

Struktura chemiczna

Karotenoidy to grupa terpenow, blisko 700 strukturalnie spokrewnionych zwigz-
kow, z ktorych 10 % obecnych jest w znaczacych ilosciach w przyrodzie, a ponad 20
zidentyfikowano w ludzkim osoczu [45]. Wystepuja glownie w roslinach, glonach,
bakteriach i grzybach. Sg zbudowane z 8 podjednostek izoprenoidowych, formalnie to
pochodne likopenu powstate w wyniku reakcji uwodornienia, odwodornienia, utlenie-
nia czy cyklizacji czasteczki [46]. Karotenoidy sg znane jako pomaranczowo-czerwone
barwniki wystepujace w takich roslinach, jak: marchew, pomarancze, pomidory oraz
w zottych barwnikach wielu kwiatow. Charakterystycznym elementem jest wspomnia-
ny tancuch polienowy o dlugosci 3 - 15 podjednostek, co wptywa na spektrum absorp-
cji oraz barwe zwiazku. W wielu przypadkach w warzywach i tkankach aktywnych
fostosyntetyczne chlorofile maskujg ciemnopomaranczowa barwe produktow bogatych
w karotenoidy (np. w pokrzywie, Urtica dioica L.) [27].

Funkcje

Zrédtem witaminy A w diecie s3 przede wszystkim: (1) estry retinylu, retinolu (2)
a- i B-karoten, kryptoksantyna. Szeroka grupa zwigzkéw pelni rozliczne funkcje za-
rowno pod wzgledem zywieniowym, jak i zastosowan w przemys$le spozywczym
w aspekcie technologicznym [5, 7, 13, 14]. Karotenoidy sa wykorzystywane m.in. do
barwienia margaryny, masta, sokow owocowych i piwa, zup, produktoéw mleczarskich,
deserow 1 satatek, syropéw, migsa oraz past. Nalezg do najwazniejszych barwnikow
ro$linnych. Odgrywaja kluczowa rol¢ w definiowaniu parametréw jako$ciowych owo-
cow 1 warzyw, a w ochronie przed degradacjg fotooksydacyjng wykazujg korelacje
z wlasciwosciami przeciwutleniajgcymi w zywieniu i organizmie cztowieka.

Szacunkowa warto$¢ rocznej produkeji karotenoidow w 2019 roku bedzie wyno-
sita 1,8 mld USD [44]. Zwiazki te s3 wprowadzane do zywno$ci w ilo§ciach 2 +
50 ppm jako barwniki, z czego zaledwie 2 % catkowitej ilosci wykorzystywane;j
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w przemysle spozywczym pochodzi z ekstrakcji naturalnych zrodet. Warto zaznaczy¢,
ze naturalne karotenoidy charakteryzuje bezpieczenstwo wynikajace m.in. ze statusu
GRAS (ang. Generally Recognized as Safe) przyznanego mikroorganizmom, z ktdrych
sa pozyskiwane, przez Agencje ds. Zywnosci i Lekow USA (ang. Food and Drug Ad-
ministration, FDA).

Za pomoca barwnika E160B, otrzymywanego naturalnie z nasion drzewa tropi-
kalnego arnoty wtasciwej (annatto) biksyny i norbiksyny, nadaje si¢ barwe takim pro-
duktom, jak: margaryny, dekoracje i polewy na stodyczach, pieczywo i wyroby ciast-
karskie, lody, likiery, sery topione (aromatyzowane lub z dodatkami smakowymi), sery
dojrzewajace, ryby wedzone oraz aromatyzowane ptatki $niadaniowe [48] (tab. 1).

Tabela 1. Przyktady zastosowania wybranych karotenoidéw roslinnych

Table 1.  Examples of application of selected plant carotenoids
- Karotenoidy Zastosowanie
Roglina / Plant Carotenoids Application
Karoteny, gtownie B-karoten | Suplement diety

Korzen marchwi / Caroot root

Carotenes, mainly f-carotene

Diet suplement

Orleana eve (Bixa orellana L.)

Drzewko orleanskie (Bixa orellana L.)

Biksyna, norbiksyna (annatto)
Bixin, norbixin (annatto)

Barwnik spozywczy
Food dye

Kapsantyna, kapsorubina

Owoc Capsicum annum (papryka) Barwienie zywnosci
Capsicum annum fruit Capsanthin, capsorubin Food colouring
(peeper)
Ptatki Crocus sativus Krocyna, krocetyna Suplement diety
Petals of Crocus sativus Crocin, crocethin Diet suplement
Suplement diety

Owoc pomidora / Tomato fruit Likopen / Lycopene

Diet suplement

Suplement diety, barwnik

Karot: t .
aroteny / Carotenes Diet suplement, colourant

Olej palmowy / Palm oil

Zrédto / Source: opracowanie wiasne na podstawie [13, 39, 41, 44] / the author’s own study based on [13,
39,41, 44]

Aspekty kliniczne

Karotenoidy wplywaja na obnizenie ryzyka wystgpienia choroby wiencowej, no-
wotworow, dystrofii migsniowej. Likopen redukuje ryzyko pojawienia si¢ raka prosta-
ty [17, 42]. Zeaksantyna i luteina to zwiazki, ktore chronig przed skorelowanym z wie-
kiem zwyrodnieniem plamki zottej oka, ponadto niedobor B-karotenu i P-krypto-
ksantyny moze prowadzi¢ do $lepoty zmierzchowej [5, 23, 55].

Globalne wyst¢gpowanie niedoborow witaminy A w populacji na podstawie da-
nych opublikowanych przez Swiatowa Organizacje Zdrowia w 2015 roku wskazuje, ze
u blisko 19,0 miln dzieci w wieku przedszkolnym i 19,1 mln kobiet w cigzy odnotowa-
no poziomy stezenia retinolu ponizej 0,7 umol/l, co stanowi dolng granic¢ normy, po-
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nizej ktorej diagnozuje si¢ niedobér witaminy A. Problem jest rozpowszechniony
zwlaszcza w krajach rozwijajacych sie, w ktorych produkt krajowy brutto (PKB) jest
mniejszy niz 15 000 USD rocznie (ok. 90 % ludnosci na swiecie).

Metody produkcji
Synteza chemiczna

Pierwsza synteza chemiczna witaminy A zostala przeprowadzona przez Holen-
dréw Arensa i van Dorpa w latach 1946 - 1947 w przedsigbiorstwie Organon Interna-
tional. Synteza chemiczna karotenoidéw to wcigz glowny sposdb pozyskiwania tych
bioaktywnych substancji, a rynek zdominowany jest przez duze koncerny chemiczne
[4]. Koszt pozyskiwania substratow do syntezy jest wysoki, co stanowi barier¢ dla
potencjalnych nowych producentow. Wielko$¢ produkowanej, gtéwnie chemicznie,
witaminy A wynosi 2700 t rocznie (Hoffmann-La Roche, BASF, Rhone-Poulenc),
a B-karotenu — 400 t/rok, (Hoffmann-La Roche, BASF) [16, 17]. Wprowadzane
w ostatnich latach techniki enkapsulacji lub innej formy inkorporacji syntetycznego
B-karotenu, np. do ziaren ryzu, moga by¢ pewng alternatywa dla biotechnologicznych
metod wzmacniania produkcji w ro$linach oraz fitofarmingu [47].

Mikrobiologiczna produkcja karotenu — warunki hodowli

Jedng z pierwszych mikrobiologicznych produkcji karotenu na skale przemysto-
wa przeprowadzono w 1966 roku na terenie dawnego ZSRR. Od tego czasu znacznie
udoskonalono zaréwno same szczepy mikroorganizmow, jak i warunki ich hodowli
oraz pozyskiwania koncowych produktéw. Najbardziej wydajne szczepy to gatunki
mikroalg, drozdzy oraz grzybow: Haematoccocus pluvialis, Chlorella, Pfaffia rhodo-
zyma, Dunaliella salina, Rhodotorula glutinis czy Blakeslea trispora [1, 31, 43]. Nale-
zy podkresli¢ przewage prowadzenia procesu metodami mikrobiologicznej syntezy nad
tradycyjna technologia syntezy chemicznej wynikajacg m.in. z:

1) nizszych kosztow produkcji. Np. cena syntetycznego zwiagzku do wytworzenia
astaksantyny ksztattuje si¢ na poziomie 1000 - 2500 USD w stosunku do 500 —
700 USD w przypadku produktu pozyskiwanego z biomasy mikroalg czy 250 USD
— ekstrahowanego z komorek grzybow [18];

2) podwyzszenia potencjalnych korzysci zdrowotnych z uwagi na obecno$¢ w pro-
duktach aktywnych pochodnych, takich jak: luteina, zeaksantyna, wiolaksantyna
czy astaksantyna [14, 45];

3) rosnacych kosztow syntezy chemicznej wynikajacych z wyczerpywania si¢ zrodet
surowcow ropopochodnych oraz toksycznosci wykorzystywanych pétproduktow
(toluen, aceton, pirydyna) [38, 43].

W optymalnych warunkach hodowli mikroalg stezenie soli (siarczanu chininy)
powinno utrzymywac si¢ na maksymalnym dopuszczalnym poziomie (18 + 27 %), aby
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zminimalizowa¢ rozwo0j orz¢skow 1 ameb [39, 43]. Do hodowli kontrolowanej w ogra-
niczonym zakresie wykorzystywane sg stawy o powierzchni 5 + 250 ha. Hodowla in-
tensywna dotyczy akwenow o pow. 3000 m’, w ktorych niwelowanie gradientu steze-
nia substancji odzywczych nastepuje przy uzyciu mieszadet topatkowych pracujgcych
z niewielkg intensywnoscig, aby ograniczy¢ efekt uszkodzenia komoérek mikroalg.
Wydajnos¢ hodowli to ok. 9 kg karotenu dziennie z akwakultury o powierzchni ok.
1 ha. Proces akumulacji karotenoidéw stymulowany jest w warunkach stresu srodowi-
skowego wywolanego przez zmiang warunkdéw $wietlnych czy m.in. takich parame-
trow, jak: zasolenie, pH, zawarto$¢ sktadnikow odzywczych (m.in. fosforanow i azota-
noéw) [30, 49]. Proces wymusza na komoérkach gromadzenie zapaséw karotenoidow
stanowigcych swoistg tarcze ochronng dla nadmiernej energii wydzielanej w wyniku
fotosyntezy.

Proces oczyszczania otrzymanego produktu obejmuje takie techniki preparatyw-
ne, jak: flokulacja, adsorpcja powierzchniowa (siarczanem(VI) glinu, siarczanem(VI)
zelaza(I1l), chlorkiem zelaza(Ill)) lub wirowanie w wiréwkach z przeptywem ciggtym,
(Im*h, 5 + 15 000 rpm). Koncowy produkt przyjmuje postaé pasty zawierajacej 20 +
40 % s.m., w ktorej obecne sg inne karotenoidy (do 15 %), m.in. luteina, zeaksantyna,
kryptoksantyna [9, 18]. Karotenoidy sa bardzo labilne i w trakcie procesu suszenia
rozpytowego produktu finalnego konieczny jest dodatek przeciwutleniaczy, ktory za-
pewnia ochrong¢ przed utlenianiem i izomeryzacjg (izomer cis-f-karotenu jest znacznie
skuteczniejszy w prewencji raka, co wykazano w badaniach na szczurach) [22]. Meto-
dy pozyskiwania karotenoidow udoskonalono poprzez zastosowanie dezintegracji ko-
morek ultradzwigkami oraz wprowadzenie surfaktantoéw, m.in. metylosulfotlenku,
W procesie oczyszczania [51].

Nowe alternatywne zrdodia substratow, takie jak olej buriti pozyskiwany z palmy
Mauritia flexuosa i wykorzystanie lipolitycznych szczepow Thermomyces lanuginosus
(immobilizowane komorki) oraz Yarrowia lipolytica (ptynne) przy zastosowaniu krio-
koncentracji, odkwaszania (usuni¢cie 70 % wolnych kwasow tluszczowych) 1 wspo-
maganej etanolem ekstrakcji pozwalajg na uzyskanie zawarto$ci karotenoidow na po-
ziomie 3,9 ppm [43].

W porownawczej analizie transkryptomu H. pluvialis w odniesieniu do procesu
biosyntezy astaksantyny w odpowiedzi na monochromatyczne czerwone (660 nm) oraz
niebieskie (450 nm) $wiatlo emitowane przez diody LED wykazano, ze promieniowa-
nie to stanowi kolejny czynnik, ktéry umozliwia zwickszenie mikrobiologicznej pro-
dukcji tego karotenoidu [28]. Transformacja genu desaturazy fitoenu (EC 1.3.99.31)
w chloroplastach H. pluvialis pod kontrola promotora psbA/UTR pozwolita na zwigk-
szenie akumulacji astaksantyny w komodrkach o blisko 67 % [16]. Astaksantyna, ktorej
koszt pozyskania z Haematococcus wynosi 552 USD/kg, zostata zaaprobowana
w Japonii do konsumpcji jako naturalny czerwony barwnik zywnosci i pigment pasz
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w zywieniu ryb [35, 43]. Rowniez amerykanska Agencja Zywnosci i Lekow oraz Ka-
nadyjska Agencja Inspekcji Zywnosci (ang. Canadian Food Inspection Agency, CFAI),
podobnie jak kilka krajow europejskich, zaakceptowaly uzycie tego pigmentu jako
dodatku do karmy dla tososi oraz aktualnie rowniez jako suplementu diety.

Inny przyktad mikrobiologicznej produkcji karotenoidow to kofermentacja szcze-
pu Rhodotorula glutinis 22P z bakteriami kwasu mlekowego [15, 20]. W tym przypad-
ku jest to naturalny substrat zawierajacy laktoze (permeat po ultrafiltracji serwatki).
W miksotroficznej kulturze odnotowano akumulacje gtownie -karotenu, torulenu oraz
torularodyny. Szczep nie przyswaja laktozy, ale tatwo przyswaja glukoze oraz galakto-
ze, dlatego kofermentacja nastgpuje z bakteriami rodzaju Lactobacillus (L. halveticus
12A).

Typowe warunki hodowli sa nastepujace:

— temperatura 30 °C, pH 6,0,

—napowietrzanie: 0,55 1 powietrza/l pozywki/min,

— mieszanie: 220 rpm, 7 dni hodowli,

— maksymalna produkcja egzopolisacharydow (8,2 g/1): 4. dzien hodowli,

— akumulacja karotenoidow (263 mg/g s.m. komorek): 6. dzien, faza stacjonarna.

Alternatywng metoda stosowang do zwigkszania produkcji zwigzkow karotenoi-
dowych jest wykorzystanie czynnikéw mutagennych, np. promieniowania UV, ktérego
krotkie cykle pozwalaja na wyselekcjonowanie wysokowydajnych szczepow (rys. 1)
[21, 37].

Szczep Rhodotorula charakteryzuje si¢ najwigkszym potencjatem produkeji karo-
tenoidow: torulenu oraz torularodyny, ktore moga by¢ wykorzystywane jako barwniki
oraz przeciwutleniacze w przemysle spozywczym [26].

Genetyczna modyfikacja Sciezki biosyntezy karotenoidow — problemy i strategie

Zasadnicze problemy w modyfikacji szlaku biosyntezy karotenoidow stanowig
prekursory, ktore sa zuzywane do rozszerzenia istniejgcych Sciezek metabolicznych
[13, 28, 47]. Kolejna kwestia to zapewnienie magazynowania w komorkach produktu,
zwlaszcza jesli jest on lipofilny tak jak karotenoidy. Proste zwigzki izoprenoidowe sg
rownoczesnie substratami do syntezy tokoferoli, fitohormonow oraz pochodnych karo-
tenoidowych [8, 10, 13, 14, 56].
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Rhodotorula glutinis NCIM 3353
Barwa: lekko rozowy
B-karoten: 0,32 mg/l

Catkowite karotenoidy: 2,2 mg/I

Colour: slight pink
B-carotene: 0,32 mg/l
Total carotenoids: 2,2 mg/I

Promieniowanie UV; 150 s; 220-280 nm
& UV radiation; 150 sec; 220-280 nm
l A

Rhodotorula glutinis mutant R3
Barwa: czerwony
B-karoten: 3,84 mg/I
Catkowite karotenoidy: 24 mg/|
Colour: red
B-carotene: 3,84 mg/I
Total carotenoids: 24 mg/1

I Promieniowanie UV; 80 s; 220-280 nm
I <,‘: UV radiation; 80 sec; 220-280 nm
Rhodotorula glutinis mutant Y
Barwa: pomaranczowy
B-karoten: 15,75 mg/I
Catkowite karotenoidy: 25 mg/I
Colour: orange
B-carotene: 15,75 mg/l
Total carotenoids: 25 mg/I
Promieniowanie UV; 60 s; 220-280 nm :> Rhodotorula glutinis mutant 32
UV radiation; 60 sec; 220-280 nm Barwa: zolty
T B-karoten: 22,8 mg/l

Calkowite karotenoidy: 33 mg/l
Colour: yellow
B-carotene: 22,8 mg/l
Total carotenoids: 33 mg/I

Rys. 1. Przykladowy schemat procedury udoskonalania szczepu Rhodotorula glutinis w celu zwigksze-
nia produkcji karotenoidow

Fig. 1.  Example scheme of Rhodotorula glutinis strain improving procedure for the purpose of increas-
ing carotenoid production
Zrédlo / Source: opracowanie whasne na podstawie [20, 21] / the author’s own study based on
[20, 21]

Escherichia coli to wygodny gospodarz dla heterologicznej produkcji karotenoi-
dow. Wigkszo$¢ gendw karotenoidowych z bakterii, grzybow i roslin wyzszych moze
podlega¢ funkcjonalnej ekspresji w komoérkach tej bakterii. Na rys. 2. przedstawiono
wczesne etapy biosyntezy karotenoidow. Nalezy zwroci¢ uwage, ze Sciezka bakteryjna
i roslinna syntezy izoprenoidow jest odmienna od $ciezki biosyntezy u zwierzat (pre-
kursor — kwas mewalonowy) [53].
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- N « IPP karotenoidy
+aldehyd 3- it * DMAPP carotenoids
fosfoglicerynowy DXP
» glycaldehyde-3- DXP
phosphate reductoisomerase

( A syntaza GGPP
GGPP synthase

*kwas pirogronowy
*pyruvic acid

*5-fosforan-dezoksy-

D-ksylulozy

*1-deoxy-D-
xylulose-5-
syntaza DXP phosphate
DXP synthase \ /

Objasnienia / Explanatory notes:

DXP — 5-fosforan 1-dezoksy-D-ksylulozy / 1-deoxy-D-xylulose-5-phosphate; IPP — pirofosforan izopenty-
lu / isopentenyl pyrophosphate, DMAPP — pirofosforan dimetyloallilu / dimetyloallil diphosphate, GGPP —
pirofosforan geranogeranylu / geranogeranyl pyrophosphate

Rys. 2. Weczesne etapy biosyntezy karotenoidéw w transformowanych komorkach E. coli

Fig. 2.  Early stages of carotenoids biosynthesis in transformed E. coli cells
Zrodto / Source: opracowanie wlasne na podstawie [44, 49, 53] / the author’s own study based
on [44, 49, 53]

Problem dostarczania prekursoréw moze by¢ rozwigzany po zastosowaniu inzy-
nierii metabolicznej $ciezki 5-fosforanu-dezoksy-D-ksylulozy, ktéra zwigkszy poziom
pirofosforanu izopentylu — prekursora biosyntezy wigkszosci karotenoidow. W tym
celu poddano transformacji komoérki bakteryjne i uzyskano nadekspresje:

— syntazy 5-fosforanu 1-dezoksy-D-ksylulozy (EC 2.2.1.7),
—reduktoizomerazy 1-dezoksy-D-ksylulozofosforanu (EC 1.1.1.267),
— izomerazy fosforanu izopentenylu (EC 5.3.3.2).

W efekcie odnotowano stymulacje karotenogenezy 3,5-krotnie wobec macierzy-
stego szczepu bakteryjnego do koncowej wydajnosci 1,5 mg B-karotenu/g suchej masy
komorek [44].

Stosunkowo nowa strategia w odniesieniu do komoérek E. coli to tzw. inzynieria
membranowa, gdzie karotenoidy, podobnie jak wicle zwigzkow lipofilnych, moga by¢
akumulowane poprzez nadeksperesje integralnych biatek btonowych: podjednostki b
ATPazy czy receptora chemotaksji Tsr oraz poszerzenie powierzchni i struktury bton.
Zastosowanie tej strategii zapewnito depozycje B-karotenu w rekombinowanym szcze-
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pie E. coli CARO025, na poziomie 44,2 mg/g, co stanowi wzrost o 39 % w stosunku do
macierzystego szczepu [56].

Transgeniczne rosliny

Obecnie znane sg trzy strategie zwigkszania poziomu karotenoidéw w tkankach
ro$lin:

1) modyfikacja szlaku biosyntezy w celu jego przesunigcia do kolejnego produktu
karotenoidowego, np. w pomidorze (Lycopersicon esculentum),

2) zwigkszenie zawartos$ci istniejacych karotenoiddéw, np. w rzepaku (Brassica na-
pus),

3) inzynieria $ciezki karotenogenezy w tkankach kompletnie pozbawionych karoteno-
idow, np. endosperma ryzu (Oryza sativa).

Te strategie mozna jeszcze uzupehic angielskimi terminami: ,,push” (strategia 1),
,block” oraz ,sink”, co w przypadku tych dwodch ostatnich technik projektowania
oznacza blokowanie lub wylaczanie szlakow metabolicznych prowadzacych m.in. do
biosyntezy konkurencyjnych produktow, takich jak tokoferole [3, 32].

W przypadku pomidora (Lycopersicon esculentum) zasadniczym produktem ma-
cierzystych odmian jest likopen, ktory stanowi ok. 75 + 80 % catkowitej zawartosci
karotenoidow [19], co wynika m.in. z negatywnej regulacji ekspresji dwoch genow
cyklazy likopenu (EC 5.5.1.18) (Lcy-b i Lcy-e) na koncowym etapie dojrzewania owo-
cu. W tym przyktadzie oczywistym wyborem jest strategia ,,push”, zmierzajaca do
cyklizacji liniowego prekursora w kierunku biosyntezy a- oraz B-karotenu. W wyniku
procesOw transgenezy, m.in. poprzez nadekspresj¢ genu cyklazy likopenu, wyprowa-
dzono linie pomidora bogate w B-karoten (zotta barwa owocow) oraz jego cykliczne
pochodne akumulujace 130 + 200 pg B-karotenu/g s.m. (‘Red Setter’, ‘HighCaro’) [6].
Skuteczny mechanizm transformacji zapewnity m.in. wybor silnego konstytutywnego
promotora CaMV 35S, wykorzystanie sekwencji cDNA Lcy-b oraz wytypowanie do
transformacji odmiany ‘Red Setter’, komercyjnej, wyselekcjonowanej linii o duzej
zawarto$ci karotenoidow w owocach.

Ostatnia $ciezka modyfikacji (strategia 3) wynika z analizy danych FAO/WHO
oraz innych raportow zywieniowych, wedtug ktorych to trzy ziarna zbdz: ryzu, kuku-
rydzy 1 pszenicy, czyli tzw. ,,staple food”, wspolnie zapewniajg ponad 50 % energii dla
globalnej populacji, przy czym sg stosunkowo ubogie w witaminy oraz skladniki od-
zywcze. Ten deficyt jest szczegodlnie niebezpieczny w przypadku niedoboru witaminy
A [35]. Jednoczesnie w pewnych strefach klimatycznych, m.in. w Afryce Subsaharyj-
skiej, z uwagi na uwarunkowania agronomiczne dominujace areaty mogag stanowic
uprawy manioku czy banandéw (Musa spp.), np. w Ugandzie, gdzie triploidalny genom
tej rosliny postuzyt naukowcom, przy wsparciu fundacji Billa i Melindy Gatesow, do
selekcji oraz modyfikacji $ciezki karotenogenezy. Ostatnia faza projektu (2012 - 2017)
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poczatkowo obejmowata uzyskanie calkowitej liczby 200 niezaleznych linii transge-
nicznych odmian ,,M9” i , Nakitembe” MtPsy2a, ktére mogg akumulowa¢ blisko 20 ug
B-karotenu/g tkanki [39].

wZloty ryz” i co dalej

Ryz (Oryza sativa) to istotne zrodto biatek i energii charakteryzujace si¢ znacza-
cym niedoborem mikroelementéw oraz prekursoréw witaminy A. Stanowi glowny
sktadnik diety w krajach rozwijajacych sie. W Azji 70 % dzieci choruje z powodu nie-
doboru witaminy A, 1 + 2 mln dzieci moze unikng¢ $mierci w wieku 1 - 4 lat dzicki
dostarczeniu wymaganej dawki tej witaminy [55]. Nawet jesli program rzadowy zaleca
fortyfikacje ryzu witaming A, to czg¢sto nie dociera on do biedniejszych regionow,
gdzie ryz podlega recznej obrobee i hodowcey dysponuja wlasnym ziarnem. Luskanie
ziaren ryzu wigze si¢ z usuwaniem warstwy aleuronowej bogatej w thuszcze, celem
zahamowania procesu jetczenia, bardzo prawdopodobnego zwtaszcza w strefie tropi-
kalnej i subtropikalnej. Jednoczesnie tuskany biaty ryz nie zawiera praktycznie prowi-
taminy A, natomiast w nieprzemielonym brazowym ryzu obecne sa znaczace pod
wzgledem zywieniowym ilo$ci witaminy B, Zelaza, wapnia, ale juz tylko $ladowe
ilosci prowitaminy A (0,1 pg/g ziarna) [37].

Wymienione przyczyny i alarmujace dane stanowity wystarczajacy impuls do za-
projektowania odmiany ryzu, ktéra bytaby w stanie zaspokoi¢ przynajmniej czg¢s¢ za-
potrzebowania na witamin¢ A, gldwnie w spoteczenstwach azjatyckich. Przy wparciu
fundacji Rockefellera i po przejeciu komercyjnej $ciezki przez firme Syngenta, zaini-
cjowano badania na Uniwersytecie we Freiburgu (Peter Beyer) oraz w Politechnice
Federalnej w Zurychu (Ingo Potrykus) [2, 24, 35]. Pierwotnie sugerowano, ze proble-
mem ,,Ztotego ryzu” moze by¢ stosunkowo mata biodostepnos¢ prowitaminy. Przykta-
dowo wspolczynnik konwersji w owocach wynosi 6 : 1, a parametr ten w przypadku
szpinaku ma warto$¢ 24 : 1, co przejawia si¢ ubogim wchlanianiem witaminy A
w procesie trawienia [14]. W badaniach dzieci w wieku szkolnym, ktore spozywaty
»Ztoty ryz”, szpinak lub czysty B-karoten w kapsutkach oleju wykazano jednak, ze
B-karoten w ,,Ztotym ryzu” zostat przekonwertowany do retinolu rownie skutecznie jak
w preparacie podawanym jako suplement i skuteczniej nawet niz B-karoten obecny
w szpinaku [14].

W celu zwigkszenia zawartosci prowitaminy testowano produkcje karotenu z od-
mian transgenicznych, w ktérych zroédlowe geny pochodzity nie tylko z Zzonkila (Nar-
cissus pseudonarcissus), ale 1 z sataty, papryki czy kukurydzy i wlasnie te ostatnie
transgeny (ZmPSY i PaCrtl) okazaty si¢ najbardziej efektywne. W rezultacie, w roku
2006 powstat projekt ,,Golden Rice 2” [49]. W ramach prac badawczych udalo si¢
pozyska¢ odmiany, ktére akumulowaly w bielmie ryzu blisko 30 pg B-karotenu/g, co
stanowi wynik blisko 20-krotnie lepszy niz poczatkowe rezultaty pierwszej edycji pro-
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jektu (1999 - 2002). Odpowiedzi na tak spektakularny wzrost nalezy szuka¢ w mecha-
nizmach ekspresji genu syntazy fitoenu (PSY, EC: 2.5.1.32). Enzym ten wyst¢puje
w tkankach roslinnych w postaci kilku izoenzymow psyl, psy2, psy3, ktorych struktura
IlI-rzedowa to tylko nieznaczne roznice w sekwencji pojedynczych aminokwasow
(1-2 aa w pozycji 168 oraz 257). Odmiany z izoenzymem psyl, zidentyfikowane
w kukurydzy tworza rozne typy globularnych lub fibrylarnych plastoglobul [49], ktore
mogg kierowac biosyntez¢ karotenoidéw do alternatywnych subkomorkowych lokali-
zacji, co w istotny sposob wpltywa na proces magazynowania oraz powigzang z nim
biodostgpnos¢ karotenoidow.

W ocenie biodostepnosci warto wspomnie¢ badania Lipkiego i wsp. [30], w kto-
rych analizie poddano transgeniczne sorgo. Oznaczono obecnos¢ kilkakrotnie wickszej
puli karotenoidow w bielmie ziarna odmiany modyfikowanej genetycznie: 3,1 +~ 14 pg
B-karotenu/g s.m. (wlaczajac izomery P-karoten, a-karoten, a-kryptoksantyne,
1 B-kryptoksantyne¢) w stosunku do 0,9 +~ 1,5 ug/g s.m. w nietransgenicznym ziarnie. Za
pomoca badania symulujgcego trawienie in vitro wykazano jednak, ze karotenoidy
z tego biofortyfikowanego ziarna sorga byly mniej dostepne niz z ziaren pozyskanych
z odmiany dzikiej [30]. Jedng z mozliwych interpretacji otrzymanych wynikéw jest
wigzanie karotenoidéw przez biatka kafiryny obecne w bielmie sorga, co utrudnia pro-
ces ich uwolnienia z matrycy.

Kolejne problemy w programie ,,Ztotego ryzu” to jego uprawa polowa oraz
wplyw deficytu prekursora GGPP na syntez¢ innych substancji, dla ktorych jest sub-
stratem, np. kwasu giberelinowego czy innych fitohormonow [12, 46]. Osobnym pro-
blemem jest konieczno$¢ przeprowadzenia kosztochtonnych i dlugotrwatych badan
niezbednych do zaakceptowania produktu przez miedzynarodowe agencje, przy sto-
sunkowo sceptycznym podejsciu czesci opinii publicznej [38, 51].

Podsumowanie

W ostatnich kilkunastu latach odnotowuje si¢ rosnace zapotrzebowanie na karote-
noidy jako substancje barwigce, sktadniki biofarmaceutykow czy tez kosmetykow.
Zdecydowana wiekszo$¢ produkcji jest nadal realizowana metodami chemicznymi,
chociaz dynamiczny rozwo6j inzynierii genetycznej pozwala na konstruowanie odmian
ro$lin i udoskonalanie szczepow mikroorganizméw nadprodukujacych czy tez akumu-
lujacych karotenoidy w ilosciach 20 + 40 pg/g tkanki lub biomasy. Pierwszoplanowym
przyktadem tej technologii jest omowiony projekt ,,Ztoty ryz”, aczkolwiek przedsig-
wzigcie to jest rownoczesnie najlepsza ilustracja ograniczen technologii GM w pro-
dukcji zywnos$ci funkcjonalnej. Pomimo kilkunastu lat badan i wysitku duzej grupy
naukowcow projekt nadal jest w fazie wdrozenia z uwagi na aspekty prawne.

Projekt finansowany w ramach Grantu MNiSW na dziatalnos¢ statutowq.
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SELECTED ASPECTS OF BIOTECHNOLOGICAL PRODUCTION OF CAROTENOIDS
Summary

Over the past several years there is observed a growing interest in alternative methods of producing
vitamins. This is a response to the production of highly processed food often devoid of those essential for
the functioning of the body substances; also it is a search of the solutions to the problem of food shortages
in the developing countries. This issue refers, in particular, to the vitamin A and its carotenoid precursors,
the deficiency of which in the diet may result in visual impairment and even lead to death.

The objective of the research study was to present the strategies associated with the microbiological
synthesis of carotenoids, which takes place, among other things, in Escherichia coli cells and in some
selected species of microalgae and fungi. The application of microbiological methods in the production of
those nutraceuticals results in the cost reduction, decrease in the waste quantities and energy expenditure



WYBRANE ASPEKTY BIOTECHNOLOGICZNEJ PRODUKCJI KAROTENOIDOW 29

cut; also it makes it possible to use new raw materials, such as atypical sugars derived from the fruit and
vegetable processing industry by-products or vegetable oils. In the paper, there were also presented genetic
engineering strategies used to modify a carotenoid biosynthesis pathway in plant tissues and targeted at
accumulating selected compounds as were the issues related to their bioavailability in the products pro-
duced. The discussion on the carotenoid production processes was preceded by the characteristic of the
most important properties and nutritional values of vitamin A and its carotenoid precursors. Particular
attention was paid to both the issues referring to the selection of strains and the conditions of microalgae
cultures as carotenoid overproducers and the plant cell transformation processes intended for obtaining
plant varieties rich in provitamin A; the whole was exemplified by the "Golden Rice" project and pro-
spects for its development.

Key words: carotenoids, B-carotene, vitamin A, transgenic plants, “Golden Rice”
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ALERGENY — ZAMIERZONA I NIEZAMIERZONA OBECNOSC
W KONTEKSCIE WYMAGAN PRAWA I STANDARDOW GFSI

Streszczenie

W pracy przedstawiono przeglad najwazniejszych wymagan prawnych oraz wymagan uznanych stan-
dardéw GFSI, tj. IFS, BRC i FSSC 22000 w zakresie zarzadzania alergenami, w tym obowiazku zwigza-
nego ze znakowaniem produktow. W przypadku wymagan prawnych uwage skupiono w glownej mierze
na Rozporzadzeniu 1169/2011 i zataczniku II do tego rozporzadzenia, w ktorym przedstawionych zostato
14 produktow alergennych, jak rowniez na przewodnikach wydanych do tego rozporzadzenia. Omowiono
réwniez zagadnienie niezamierzonej obecnosci alergenow i zwiagzanych z tym obowiazkow, jakie spoczy-
waja na producentach. Znakowanie ostrzegawcze o obecnosci alergenéw (PAL — Precautionary Allergen
Labelling) nie jest uregulowane prawnie i producenci na podstawie analizy ryzyka i wykorzystania do-
stepnych na rynku wiadomosci i programéw (np. VITAL — Voluntary Incidental Trace Allergen Label-
ling) sami podejmuja decyzj¢ o formie i tresci informacji, ktore umieszczaja na swoich produktach
o zanieczyszczeniach krzyzowych. Przykltadowo przedstawiono wymagania dotyczace oznaczenia alerge-
ndéw oraz niezamierzonej obecnosci alergenéw w wybranych 8 krajach. Nastepnie podano zakres wyma-
gan zwigzanych z alergenami w standardzie IFS, wersja 6.1, BRC, wersja 8, jak rowniez FSSC 22000,
wersja 4.1. W BRC szeroko opisane sa wymagania zwigzane z alergenami. Caty rozdziat 5.3 poswiecony
jest tym wymaganiom, ktore sa kluczowe w ustanawianiu i realizacji dzialan zapewniajacych jako$¢
1 bezpieczenstwo zywnosci. IFS, jak i FSSC 22000 w znacznie mniejszym stopniu definiuja zakres wyma-
gan zwigzanych z alergenami. Kazdy producent jest zobowiazany do wdrozenia systemoéw zwigzanych
z zarzadzaniem alergenami. W przypadku uregulowanych zagadnien prawnych zwigzanych ze znakowa-
niem nalezy je stosowac, natomiast w sytuacji braku uregulowan prawnych (jak w przypadku PAL) to na
producencie spoczywa obowigzek wprowadzenia do obrotu produktéw bezpiecznych, rowniez w kontek-
Scie alergenow.

Stowa kluczowe: alergeny, zanieczyszczenia krzyzowe, niezamierzona obecno$¢ alergenow, GFSI, zna-
kowanie ostrzegawcze

Mgr inz. D. Swies, prof. dr hab. T. Sikora, Katedra Zarzqdzania Jakoscig, Wydz. Towaroznawstwa
i Zarzqdzania Produktem, Uniwersytet Ekonomiczny w Krakowie, ul. Rakowicka 27, 31-510 Krakow.
Kontakt: dswies@wp.pl
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Wprowadzenie

Alergen to stowo pochodzace z jezyka greckiego (allos — inny, ergos — reakcja)
oznaczajace nadmierng, nieprawidtowa reakcje uktadu odpornosciowego na wystepu-
jace w $rodowisku substancje nictolerowane przez organizm. U 0so6b zdrowych sub-
stancje te nie powodujg zadnych dolegliwo$ci, natomiast u 0s6b uczulonych sg przy-
czyng wielu nieprzyjemnych, czasami wrecz niebezpiecznych dla zdrowia reakcji.
Choroby alergiczne sa istotnym i narastajgcym problemem nie tylko w Polsce [4, 14],
ale 1 na catym $wiecie. Wérdd chordb alergicznych mozna wyrdzni¢ te, ktorych przy-
czyng jest zywno$C. Polskie Towarzystwo Alergologiczne podaje, ze alergie pokar-
mowe dotykaja 6 % dzieci oraz 2 + 4 % dorostych [10]. Zaré6wno rodzaj alergenow
pokarmowych, jak i sposob znakowania na produktach spozywczych zostaty zdefinio-
wane w unijnych przepisach prawnych. Otwartym problemem pozostaje natomiast
dobrowolne znakowanie zwigzane z mozliwg niezamierzong obecno$cia alergenow
w produktach, tzw. zanieczyszczeniami krzyzowymi. Obecnie nie ma przepisOw praw-
nych, ktore regulowalyby te zagadnienia [15]. Firmy, ktére decyduja si¢ na wdrozenie,
utrzymanie, jak rowniez certyfikacje swoich systemow zarzadzania bezpieczenstwem
zywnosci na zgodno$¢ ze standardami GFSI (ang. The Global Food Safety Initiative)
[7] musza mie¢ wdrozony system zarzadzania alergenami, w ramach ktorego sa po-
dejmowane odpowiednie dziatania poczawszy od pozyskania surowcoéw, a na wyrobie
gotowym konczac, z uwzglgdnieniem wszystkich procesow lancucha dostaw (ang.
supply chain).

Prawne wymagania dotyczace alergenow spozywczych

W raporcie RASFF (ang. Rapid Alert System for Food and Feed — System Wcze-
snego Ostrzegania o Niebezpiecznej Zywnosci i Paszach) podsumowujacym rok 2017
podano 114 notyfikacji dotyczacych tylko alergendw, w tym do najczesciej raportowa-
nych nalezaly: mleko, gluten, soja i orzechy oraz zboza i produkty piekarnicze [2].
Biorac pod uwage istote problemu, obecnos¢ alergenéw musi by¢ kontrolowana,
a informacja o ich obecnosci obowigzkowo podana na etykiecie produktu w taki spo-
sob, aby byta widoczna dla kazdego konsumenta.

W celu zapewnienia odpowiedniego bezpieczenstwa s$rodkow spozywczych
w zakresie alergendw 1 zagrozen, jakie stwarzajg, producenci sg zobowigzani do precy-
zyjnego zarzadzania ich obecno$cig w zaktadzie. Zaktady produkcyjne powinny mie¢
opracowane systemy zarzgdzania alergenami uwzgledniajace nie tylko te zawarte
w recepturach, ale rowniez te, ktére przypadkowo mogly si¢ znalez¢ w produkcie.

W Zataczniku II do Rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego i Rady (UE) nr
1169/2011 z dnia 25 pazdziernika 2011 r. w sprawie przekazywania konsumentom
informacji na temat zZywnosci wymieniono substancje lub produkty powodujace alergie
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lub reakcje nietolerancji, ktore musza by¢ wymienione i odpowiednio wyrdznione

w listach sktadnikéw na opakowaniach [12, 20]. Sa to:

1. Zboza zawierajgce gluten, tj. pszenica, zyto, jeczmien, owies, orkisz, kamut Iub ich

odmiany hybrydowe, a takze produkty pochodne.

Skorupiaki i produkty pochodne.

Jaja i produkty pochodne.

Ryby i produkty pochodne.

Orzeszki ziemne (arachidowe) i produkty pochodne.

Soja i produkty pochodne.

Mleko i produkty pochodne (tacznie z laktozg).

Orzechy, tj. migdaty, orzechy laskowe, orzechy wtloskie, orzechy nerkowca,

orzeszki pekan, orzechy brazylijskie, pistacje/orzechy pistacjowe, orzechy maka-

damia lub orzechy Queensland, a takze produkty pochodne.

9. Seler i produkty pochodne.

10. Gorczyca i produkty pochodne.

11. Nasiona sezamu i produkty pochodne.

12. Dwutlenek siarki i siarczany(IV) w stezeniach powyzej 10 mg/kg lub 10 mg/l
w przeliczeniu na catkowita zawarto$¢ SO, w produktach w postaci gotowej bez-
posrednio do spozycia lub w postaci przygotowanej do spozycia zgodnie z instruk-
cjami wytworcow.

13. Lubin i produkty pochodne.

14. Migczaki i produkty pochodne.

Inne alergeny, m.in. zdefiniowane przez Levensmiddelendatabank (LeDa, wcze-
$niej znana jako lista ALBA), do ktorych nalezato kakao, glutaminian sodu, migso
i wyroby drobiowe, kolendra, kukurydza, rosliny straczkowe, mi¢so wotowe, migso
wieprzowe, marchew [19], nie sg przedmiotem tego artykutu.

Wszystkie wymienione powyzej substancje muszg by¢ uwzglednione w znako-
waniu produktéw nie tylko zgodnie z ogdlnymi zasadami znakowania, ale rowniez
z uwzglednieniem zasad szczeg6lnych zdefiniowanych dla alergenow.

Rozporzadzenie w sprawie przekazywania konsumentom informacji o zywnosci
obowigzujace od dnia 13.12.2014 r. reguluje zasady znakowania sktadnikow alergen-
nych [12]. W przypadku opakowanych artykutéw spozywczych alergeny obowigzko-
wo muszg zosta¢ podane w wykazie sktadnikéw. Dodatkowo w wykazie rowniez mu-
sza si¢ znalez¢ stosowane skladniki lub substancje pomocnicze wymienione
w zatgczniku II do rozporzadzenia badz uzyskane z substancji lub produktow wymie-
nionych w tym zatgczniku, powodujgce alergie wzglednie reakcje nietolerancji, uzyte
przy wytworzeniu lub przygotowywaniu zywnos$ci i nadal obecne w produkcie goto-
wym, nawet, jezeli ich forma ulegla zmianie. Nie mozna uzywa¢ symboli. Przy zna-
kowaniu alergenéw zawsze muszg by¢ podawane pelne nazwy (np. dwutlenek siarki

NNk WD
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zamiast E220) zgodnie ze sposobem oznaczania sktadnikow lub substancji pomocni-
czych w przetworstwie powodujacych alergie lub reakcje nietolerancji. Jesli chodzi
0 oznaczenie alergenéw, to nazwa substancji alergennej musi zosta¢ odpowiednio wy-
rézniona spos$rod nazw innych sktadnikow — poprzez podkreslenie, pogrubienie, od-
mienng czcionke, styl lub barwe tla. Jesli dany produkt nie jest oznakowany listg
sktadnikow, producent jest zobowigzany uzy¢ okreslenia ,,zawiera” wraz ze wskaza-
niem wlasciwej substancji alergennej [19]. Jesli nazwa $rodka spozywczego wyraznie
odnosi si¢ do substancji lub produktu (np. w przypadku przetworéw mlecznych nie ma
potrzeby wskazywania na etykiecie, ze dane sktadniki alergenne pochodza z mleka)
obecno$¢ substancji lub produktow powodujacych alergie lub reakcje nietolerancji nie
musi by¢ wskazana. Jezeli zywno$¢ jest wprowadzana do obrotu luzem, rowniez istnie-
je obowigzek podawania informacji o sktadnikach alergennych znajdujacych sie¢
w niej. W takim przypadku informacja o alergenach powinna by¢ podana konsumen-
towi przez sprzedawcg poprzez umieszczenie jej na wywieszce dotyczacej danego
srodka spozywczego lub przedstawienie w inny sposob w miejscu sprzedazy bezpo-
srednio konsumentom. Jesli produktow bedacych pochodnymi danego alergenu jest
kilka, konieczne jest wskazanie pochodzenia kazdego z nich (np. maka jgczmienna,
stod jeczmienny, ekstrakt z jeczmienia) [5, 9].

Innym obszarem, ktory zostal uregulowany Rozporzadzeniem wykonawczym
Komisji (UE) nr 828/2014 z dnia 30 lipca 2014 r. (obowiazuje od 20 lipca 2016 roku)
[13] sa wymagania dotyczace przekazywania konsumentom informacji na temat nieo-
becnosci lub zmniejszonej zawartosci glutenu w zywnosci. Wobec takich produktow
uzywa sie os$wiadczen ,,produkt bezglutenowy” lub ,,produkt o bardzo niskiej zawarto-
sci glutenu”. Jest to najlepiej uregulowane zagadnienie w przypadku znakowania aler-
genow. W UE nie wolno stosowac¢ glutenu do produkcji preparatow do poczatkowego
i dalszego zywienia niemowlat. Z tego tez wzgledu dla tych preparatow nie majg zasto-
sowania powyzsze okreslenia.

Przekazywanie dobrowolnych informacji na temat nieobecnos$ci lub zmniejszonej
zawarto$ci glutenu wigze si¢ z uwzglednieniem nastgpujacych wymagan:

— w przypadku ,,produktu bezglutenowego” — maksymalna zawartos¢ glutenu to

20 mg/kg produktu,

—  w przypadku produktu ,,0 bardzo niskiej zawarto$ci glutenu” — zawartos¢ glutenu
to maksymalnie 100 mg/kg produktu.

Dopuszcza si¢ rowniez nastepujgce sformutowania informacyjne [19]:

— ,,odpowiednie dla oséb nietolerujacych glutenu”,

— ,,odpowiednie dla oséb cierpigcych na celiakie”,

— ,,opracowane specjalnie dla oséb nietolerujacych glutenu” lub ,,opracowane spe-
cjalnie dla oso6b cierpigcych na celiakig”.
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Na rynku znajdujg si¢ réwniez produkty oznakowane informacjg ,,bez laktozy”.
Nietolerancja laktozy wynika z niedoboru enzymu laktazy. Przy niedoborze tego en-
zymu nie dochodzi do rozktadu i usunigcia laktozy w jelicie cienkim [19]. Aktualnie
nie ma przepisoOw prawnych, ktore regulowatyby te informacje przekazywang konsu-
mentom tak, jak jest to w przypadku glutenu. Zgodnie ze stanowiskiem Gtownego
Inspektoratu Sanitarnego w przypadku deklaracji ,,bez laktozy” stosuje si¢ ogdlne wy-
magania prawa zywnos$ciowego w zakresie znakowania, przyjmujac w praktyce, ze
zawarto$¢ laktozy w produkcie bezlaktozowym nie przekracza poziomu oznaczalnos$ci
metody analitycznej (ang. limit of detection — LOD) [18].

Precautionary Allergen Labelling (PAL) — ostrzegawcze znakowanie o obecnosci
alergenow

Przepisy prawne precyzyjnie definiuja wymagania zwigzane ze znakowaniem
alergenow, co zostato opisane w powyzszej czgsci artykutu. Jednakze nie istnieja wy-
magania prawne dla dostawcow zywnosci, ktore precyzowalyby zagadnienia niezamie-
rzonej obecnosci alergenow w produktach i ich znakowania. Do niezamierzonej obec-
nosci alergenéw w produkcie moze dochodzi¢ poprzez zanieczyszczenie danego
produktu substancjami wykorzystywanymi do produkcji innych produktow. Takie
zanieczyszczenia nazywa si¢ krzyzowymi. W celu poznania pelnego spektrum alerge-
nowego w danym zakladzie wdraza si¢ systemy zarzadzania alergenami (wymagane
np. przez standardy GFSI, ktore beda omdéwione w dalszej czesci artykutu), ktore pole-
gaja na odpowiednim gromadzeniu i przetwarzaniu wiedzy oraz doswiadczenia na
temat wystepujacych alergenéw, poczawszy od surowcow i materiatdw pomocniczych,
poprzez procesy produkcyjne az do gotowego produktu, uwzgledniajac rowniez proce-
Sy magazynowania, personel, uzywany sprzet i procesy mycia oraz czyszczenia). Na
koncu tego systemu, po zastosowaniu odpowiedniej analizy ryzyka, producent powi-
nien mie¢ odpowiednie informacje o wystepujacych alergenach, mozliwosci ich unik-
nigcia, a w razie braku mozliwo$ci wyeliminowania alergenéw konieczng wiedze, kto-
ra pomoze podja¢ decyzje, jakie informacje o wystgpowaniu alergendow powinny
zosta¢ przekazane konsumentom w formie znakowania na opakowaniu. Wdrozenie
odpowiednich procedur postgpowania w ramach systemow zarzadzania alergenami
minimalizuje ryzyko niezamierzonego przedostawania si¢ alergenow do produktow do
akceptowalnego poziomu. Tym samym ogranicza konieczno$¢ ostrzegawczego zna-
kowania zywnosci, zwanego inaczej znakowaniem zanieczyszczen krzyzowych. Cato-
Sciowy status wystepujacych alergenéw dopiero umozliwia podejmowanie decyzji
o ewentualnej segregacji surowcoéw, materiatdw (w tym rowniez materiatow do prze-
robu, np. tzw. rework), zmianach/rozdzieleniach procesow technologicznych itp.,
a w efekcie koncowym odpowiednie oznakowanie produktéw ostrzegajace o alerge-
nach (PAL). Takie oznakowanie ma form¢ pisemnych ostrzezen na opakowaniu pro-
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duktoéw, ktory moze zawierac niektore alergeny niebedgce sktadnikami produktu (nie-
znajdujace si¢ na liScie sktadnikdéw) 1 jest istotne z uwagi na bezpieczenstwo konsu-
mentow. Producent musi zatem dodatkowo spelni¢ wymagania Rozporzadzenia
178/2002 zawarte w art. 14 [11], dotyczace wymogow w zakresie bezpieczenstwa
zywnos$ci. W Polsce, zgodnie z przewodnikiem do Rozporzadzenia nr 1169/2011, wy-
danym przez Gtéwny Inspektorat Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywczych,
rekomendowane sg sformutowania: ,,Moze zawierac...” oraz ,,Mozliwa obecnos¢....”.
Informacja ta jednak ,,nie powinna by¢ stosowana z zasady. W gestii producenta lezy
monitorowanie wiasciwej jakosci handlowej produktow wprowadzanych do obrotu
handlowego” [9].

Ostrzezenia, ktore sg informacjami przekazywanymi na zasadzie dobrowolno$ci
muszg by¢ kazdorazowo zgodne z ogdlnymi zasadami znakowania. Przede wszystkim
nie mogg wprowadza¢ w biad konsumenta, o czym stanowi art. 7 Rozporzadzenia
1169/2011, nie mogg by¢ niejednoznaczne ani nie moga dezorientowa¢ konsumenta oraz
musza, w stosownych przypadkach, wykorzystywa¢ odpowiednie dane naukowe [12].

Obecnie w Unii Europejskiej nie ma kryteriow ilosciowych dotyczacych etykie-
towania ostrzegawczego o alergenach w zywnos$ci, jednak Komisja Europejska na
podstawie art. 36 ust. 3 Rozporzadzenia 1169/2011 zostala zobowigzana do wydania
aktu wykonawczego dotyczacego mozliwej 1 niezamierzonej obecnosci w zywnosci
substancji lub produktéw powodujacych alergie lub reakcje nietolerancji [12].

Niektorzy przedsigbiorcy wykorzystujg informacje dotyczace kryteriow iloscio-
wych z programu VITAL (ang. Voluntary Incidental Trace Allergen Labelling) opra-
cowanego przez australijskie biuro Allergen Bureau'. W programie tym zostaly zdefi-
niowane tzw. poziomy dziatan (ang. Action Levels), ktore sa okreslone za pomoca
dawki referencyjnej (ang. Reference Dose) i spozytej ilosci/wielkoSci porcji (ang. Refe-
rence Amount) [17]. Dawke referencyjng nalezy rozumie¢ jako statystycznie wyzna-
czone ilosci w miligramach odnoszace si¢ do biatka w danym alergennym $rodku spo-
zywczym. Jezeli ta ilos¢ bezwzgledna nie zostanie przekroczona przy spozyciu
dowolnie duzej porcji produktu, to wedtug obliczen statystycznych 95 + 99 % alergi-
kéw nie dozna powaznych reakcji [19]. W przypadku wielkos$ci porcji to Food Drink
Europe w swoim przewodniku, dotyczacym rozporzadzenia w sprawie przekazywania
konsumentom informacji o zywnosci, definiuje porcje jako ,,ilo$¢ okreslonego produk-
tu spozywczego lub napoju, ktorej spozycia — kierujac si¢ rozsadkiem — mozna ocze-
kiwa¢ w odniesieniu do jednej osoby w trakcie jednego aktu konsumpc;ji” [3].

Pojecia ,,porcji” nie zdefiniowano w Rozporzadzeniu 1169/2011 w sprawie prze-
kazywania konsumentom informacji o Zywnosci.

! Organizacja non-profit zatozona w 2005 roku z inicjatywy Australian Food & Grocery Council Allergen
Forum w celu wymiany informacji i do§wiadczen w przemysle spozywczym na temat zarzadzania alerge-
nami pokarmowymi. Zrédlo: http://allergenbureau.net
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Do wczesniej wspomnianych poziomow dziatan w kontek$cie znakowania nie-
zamierzong obecnoscig alergendw (zanieczyszczenie krzyzowe) nalezg [16]:

1. Poziom podejmowania dziatan (ponizej warto$ci progowej). Mate prawdopodo-

bienstwo niepozadanej reakcji alergennej. Brak wymaganej informacji o ostrozno-

Sci.

2. Poziom podejmowania dziatan (powyzej warto$ci progowej). Prawdopodobien-
stwo wystgpienia reakcji niepozadanej. Zaleca si¢ oznaczanie §ladowych ilosci

alergenow: ,,Moze zawierac: ......".

2

W przypadku, kiedy nie ma mozliwosci catkowitego usunigcia czastek produktow
alergennych, np. krojonych orzechéw laskowych, czastek nasion sezamu, ptatkdéw
migdatow itp. zawsze nalezy znakowac takie zanieczyszczenia krzyzowe.

Niemiecki Instytut Jakos$ci Produktow (niem. Institut fiir Produktqualitét/IFP)

w Berlinie wydat broszur¢ informacyjng dla przedsigbiorcow na temat alergenow,
w ktorej autorzy — Wolfgang Weber i Martin Roder [19] przedstawili wymagania doty-
czace obowigzku znakowania alergenow, jak i niezamierzonej obecno$ci alergendéw
w niektorych krajach (tab. 1).

Tabela 1. Oznaczenie alergenéw oraz oznaczenie niezamierzonej obecnosci alergenéw w wybranych
krajach
Table 1.  Labelling of allergens and labelling of precautionary allergens in selected countries
Wartos$ci progowe do oznaczania
niezamierzonej obecnosci
Obszar Obowiazek oznaczania alergenow i pochodnych alergenéw
Area Obligation to determine allergens and derivatives Threshold values for the

determination of unintended
presence of allergens

Unia Europejska
European Union

Obowiazek podania danych szczegdtowych odnosnie
substancji lub produktow wywotujacych alergie lub
reakcje nietolerancji zgodnie z art. 9 ust. 1 lit. ¢) oraz
zatacznikiem II rozporzadzenia 1169 w sprawie prze-
kazywania konsumentom informacji o zywnosci
Obligation to provide details on substances or prod-
ucts that cause allergies or intolerances according to
Art. 9 par. 1 lit. ¢) and Annex II of Regulation 1169
on the provision of food information to consumers

Brak wartosci progowych: moz-
liwo$¢ zastosowania etykiet
ostrzegawczych PAL

No thresholds exist: application
of PAL (Precautionary Allergen
Labelling) is possible
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Szwajcaria
Switzerland

Analogicznie jak w UE
Similar as in the EU

Warto$¢ ogélna: 1 g/kg lub
1000 mg/kg produktu
alergennego

Uregulowania szczegoélowe:

« siarczan(IV): 10 mg/kg lub

10 mg/1

* prolaminy (gliadyna):

10 mg/100 g s.m. produktu

* laktoza: 1 g/kg lub 1 g/I pro-
duktu

* rafinowany olej arachidowy:
10 g rafinowanego oleju arachi-
dowego/kg produktu

Generally: 1 g/kg or

1,000 mg/kg of allergenic prod-
ucts

Special regulations:

« sulfite(IV): 10 mg/kg or

10 mg/1

* prolamin (gliadin):

10 mg/100 g dry substance of
products

* lactose: 1 g/kg or 1 g/l product
* refined peanut oil: 10 g refined
peanut oil/kg of product

USA

Mleko, jaja, ryby, skorupiaki i migczaki, orzechy,
pszenica, orzeszki ziemne (arachidowe), soja
Orzechy:

migdaly, orzeszki bukowe, orzeszki para, owoce
orzecha szarego, orzechy nerkowca, kasztany, orze-
chy chinquapin, orzechy kokosowe, orzechy laskowe,
orzechy gingko, orzechy hikory, liczi, orzechy maka-
damia, orzeszki pekan, orzeszki piniowe, orzeszki
pili, pistacje/orzechy pistacjowe, orzechy mastosza
(Shea), orzechy wloskie, orzechy ajlantolistne
Pszenica:

pszenica zwyczajna, pszenica twarda, pszenica karto-
wata, orkisz, kasza manna, pszenica samopsza, psze-
nica ptaskurka, pszenica kamut, pszenzyto

Milk, eggs, fish, crustaceans and molluscs, nuts,
wheat, peanuts, soybeans

Nuts:

almonds, beech nuts, para nuts, butternuts, cashews,
chestnuts, chinquapin nuts, coconuts, hazelnuts, ginko
nuts, hickory nuts, lychee nuts, macadamia nuts,
pecan nuts, pine nuts, pili nuts, pistachios/pistachio
nuts, sheanuts, walnuts, heart nuts

Brak wartosci progowych: moz-
liwo$¢ zastosowania etykiet
ostrzegawczych PAL

No thresholds exist: application
of PAL possible
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Wheat:

common wheat, durum wheat, club wheat, spelled,
semolina, einkorn wheat, flathead wheat, kamut
wheat, triticale

Brazylia Pszenica, zyto, jeczmien, owies i ich odmiany hybry- | Brak wartosci progowych: do-
Brazil dowe, mleko, jaja, orzeszki ziemne (arachidowe), zwolone zastosowanie etykiet
orzechy (migdaly, orzechy laskowe, kasztany, orze- | ostrzegawczych PAL
chy nerkowca, orzeszki para, orzechy makadamia, No thresholds exist: application
orzechy wloskie, orzeszki pekan, pistacje/orzechy of PAL is allowed
pistacjowe, orzeszki piniowe, skorupiaki, ryby i soja,
lateks
Wheat, rye, barley, oats and their hybrid varieties,
milk, eggs, peanuts, nuts (almonds, hazelnuts, chest-
nuts, cashews, para nuts, macadamia nuts, walnuts,
pecans, pistachios/pistachio nuts), pine nuts, crusta-
ceans, fish and soybeans, latex
Japonia Jaja, mleko, pszenica, gryka, orzeszki ziemne (arachi- | 10 mg protein produktu alergen-
Japan dowe), krewetki i kraby nego/kg

Zalecane znakowanie:

shuchotek/§limak morski, katamarnica, ikra tososia,
pomarancze, orzechy nerkowca, owoce kiwi, migso
wolowe, orzechy wloskie, sezam, toso$, makrela, soja,
dréb, banany, migso wieprzowe, gaska sosnowa,
brzoskwinie, pochrzyn/bulwy pochrzynu, jabtka i
zelatyna

Uwaga: analiz¢ wykonuje si¢ testem ELISA

Eggs, milk, wheat, buckwheat, peanuts, shrimps and
crabs

Recommended labelling:

abalone/sea slug, squid, salmon roe, oranges, cash-
ews, kiwi fruits, beef, walnuts, sesame, salmon,
mackerel, soybeans, poultry, bananas, pork, pine
goose, peaches, yam/wombs, apples and gelatine
Note: the analysis is performed by ELISA

kompletnego produktu
Znakowanie PAL jest niedo-
puszczalne

10 mg of allergenic product/kg
total product

PAL labeling is not allowed

Korea Potudnio-
wa
South Korea

Jaja (tylko jaja drobiu), mleko, gryka, orzeszki ziemne
(arachidowe), soja, pszenica, makrele, kraby, krewet-
ki, migso wieprzowe, brzoskwinie, pomidory, SO, w
produkcie koncowym > 10 mg/g, orzechy wiloskie,
dréb, mieso wotowe, katamarnice, skorupiaki (lacznie
z ostrygami, stuchotkami i matzami)

Wymagane dodatkowe wskazanie alergenow w sfor-
mutowaniu opisowym. Przyktad: ,,Produkt zawiera
XXXXiYYYY*

Eggs (only poultry eggs), milk, buckwheat, peanuts,
soybeans, wheat, mackerels, crabs, shrimps, pork,

Znakowanie PAL nalezy obo-
wigzkowo zastosowac, jesli np.
na jednej linii produkcyjnej
produkuje si¢ wyroby ze sktad-
nikoéw zawierajacych alergeny i
wyroby ze sktadnikow ich nie-
zawierajacych

PAL must be used if, for exam-
ple, products made of ingredients
containing allergens and prod-
ucts made of ingredients that do
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peaches, tomatoes, SO, in the final product > 10
mg/g, walnuts, poultry, beef, squids, crustaceans
(including oysters, abalones, mussels)

Required additional indication of allergens in descrip-
tive wording. Example: "This product contains
XXXXand YYYY"

not contain them are produced
on one production line

Australia Zboza zawierajace gluten (pszenica, zyto, jeczmien, |Brak warto$ci progowych: moz-
owies i orkisz), skorupiaki, jaja, ryby, mleko, orzeszki | liwo$¢ zastosowania etykiet
ziemne (arachidowe), nasiona sezamu, soja, orzechy, |ostrzegawczych PAL
ubin i siarczany(IV) > 10 mg/kg No thresholds exist: application
Cereals containing gluten (wheat, rye, barley, oats and| of PAL is possible
spelled), crustaceans, eggs, fish, milk, peanuts, sesa-
me seeds, soybeans, nuts, lupines and sulfates(IV) >
10 mg/kg

Kanada Migdaty, orzechy brazylijskie, orzechy nerkowca, Brak wartosci progowych: moz-

Canada orzechy laskowe, orzechy makadamia, orzeszki pe- | liwo$¢ zastosowania etykiet

kan, orzeszki piniowe, pistacje/orzechy pistacjowe,
orzechy wloskie, orzeszki ziemne (arachidowe),
nasiona sezamu, pszenica, pszenzyto, jaja, mleko,
soja, skorupiaki, ryby, nasiona gorczycy, jeczmien,
owies, zyto, pszenzyto, pszenica i ich odmiany hybry-
dowe

Almonds, brazil nuts, cashews, hazelnuts, macadamia
nuts, pecans, pine nuts, pistachios/pistachio nuts,
walnuts, peanuts, sesame seeds, wheat, triticale, eggs,
milk, soybeans, crustaceans, fish, mustard seeds,
barley, oats, rye, triticale, wheat and their hybridized
strains

ostrzegawczych PAL
No thresholds exist: application
of PAL possible

Zrédlo / Source: opracowanie whasne na podstawie [19] / the author’s own study based on [19]

Wymagania standardéw GFSI: IFS, BRC i FSSC 22000 dotyczace alergenow

spozywczych

Globalna Inicjatywa Bezpieczenstwa Zywnosci (GFSI) jako organizacja non pro-
fit zostala zalozona w maju 2000 roku przez osoby odpowiedzialne za §wiatowy handel
detaliczny w ramach wspotpracy w zakresie Forum ds. Biznesu Zywnosci (ang. The
Food Business Forum — CIES) — obecnie Forum Dobr Konsumpcyjnych (ang. The
Consumer Goods Forum — CGF). Gléwnym celem dziatalnosci GFSI jest definiowanie
zasad uznawania programow certyfikacji bezpieczenstwa zywnosci w swoich wyma-
ganiach dotyczacych benchmarkingu oraz dziatalno$¢ globalna w zakresie problemow
strategicznych (np. bezpieczenstwo zywnosci w matych firmach, kompetencje audyto-
row itd.). Misja organizacji GFSI jest dokonywanie ciggtej poprawy w systemach bez-
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pieczenstwa zywnosci, aby zapewni¢ zaufanie do dostarczanej bezpiecznej zywnosci
konsumentom na catym swiecie [7].

Do gtéwnych standardow GFSI w przemysle spozywczym nalezg migdzynaro-

dowe standardy bezpieczenstwa zywnosci:

— IFS (International Featured Standard Food), wersja 6.1,

— FSSC (Food Safety System Certification 22000), wersja 4.1,
— BRC (British Retail Consortium Global Standards), wersja 8.

W przypadku standardu IFS wymagania dotyczace alergenow sg zawarte w roz-
dziale 4.20 (4.21 + 4.24), w ktérym zostaty opisane specyficzne warunki produkcji
1 obrobki zywnosci.

Kolejno w poszczegolnych podrozdziatach zdefiniowano wymagania dotyczace
specyfikacji surowcow w kontekscie zawartosci alergendw, aktualnej listy z wykazem
wszystkich alergenow w surowcach uwzgledniajacych wszelkie mieszanki, do ktérych
dodawane sg surowce zawierajace alergeny. Na podstawie analizy ryzyka musza by¢
wprowadzone srodki kontrolne poczawszy od przyjecia surowca az do wysytki wyrobu
gotowego, majace na celu minimalizacje zanieczyszczen krzyzowych. Srodki te musza
by¢ weryfikowane. W standardzie IFS znajdujg si¢ nastgpnie wymagania, aby alergeny
zawarte w wyrobach gotowych byly zadeklarowane zgodnie z obowigzujagcymi wyma-
ganiami prawnymi. Znakowanie zanieczyszczen krzyzowych ma by¢ wynikiem anali-
zy zagrozen i oceny ryzyka wynikajacego z tej analizy. W przypadku wymagan klien-
ta, ,,aby produkt nie zawierat okreslonych substancji lub sktadnikéw (np. glutenu,
wieprzowiny itp.) lub, aby nie stosowano okreslonych metod obrobki i wytwarzania,
nalezy wdrozy¢ procedury, wedtug ktérych mozna zweryfikowa¢ spetnienie tych wy-
magan”. Dodatkowo w standardzie I[FS w rozdziale 4.18 wymaga si¢ stosowania sys-
temu identyfikowalnosci alergenow, a w rozdziale dotyczacym wymagan w zakresie
HACCP (2.2), w punkcie 2.2.3.5, w ktorym poruszana jest pierwsza zasada HACCP
(szosty krok) — obowigzku przeprowadzenia analizy zagrozen z uwzglgdnieniem aler-
genow [8].

FSSC 22000, w wersji 4.1 w punkcie 2.1.4.6, okresla wymagania dotyczace spo-
sobu postepowania z alergenami. Przy czym wymog ten dotyczy kategorii produkcji
zywnosci (C), produkcji materiatéw opakowaniowych oraz opakowan do zywnosci
1 pasz (1), jak rowniez produkcji (bio)chemikaliow (K).

Zgodnie z wymaganiami normy musi istnie¢ udokumentowany plan zarzadzania
alergenami, ktory obejmuje:

— oceng ryzyka pod wzgledem potencjalnych zanieczyszczen krzyzowych,
— $rodki kontroli stuzace redukcji lub eliminacji ryzyka zanieczyszczenia krzyzowego,
— $rodki weryfikacji 1 kontroli efektywnej realizacji planu.

Wyroby gotowe zawierajace lub potencjalnie zawierajgce alergeny muszg by¢

odpowiednio oznakowane zgodnie z wymaganiami prawnymi [6].
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W standardzie BRC znajduje si¢ najwigcej wymagan dotyczacych alergenow.
Rozdziat 5.3 po$wigcony jest nadzorowaniu alergendw. Jest to wymaganie podstawo-
we 1 wszelkie niezgodno$ci w zakresie wymagan z tego rozdzialu moga skutkowac
konsekwencjami niezaliczenia audytu. Zgodnie z podanymi wymaganiami zaktad pro-
dukcyjny musi mie¢ wdrozony system nadzorowania materiatdéw alergennych, ktory
pozwoli na minimalizacj¢ zanieczyszczenia produktow alergenami oraz zapewni zgod-
no$¢ z wymaganiami prawnymi kraju przeznaczenia produktu. W pozostatych rozdzia-
fach, w poszczegdlnych wymaganiach sg nawigzania do alergendéw. W rozdziale 2.2
w punkcie dotyczacym warunkow wstepnych (2.2.1) sformutowane jest wymaganie
dotyczace kontroli alergendw. Na podstawie punktu 2.3.1 przy opisie produktéw pod
wzgledem sktadu rowniez musza by¢ uwzglednione alergeny.

W przypadku identyfikacji i dokumentowania zagrozen HACCP (2.7.1), zagroze-
nie alergenami musi zosta¢ uwzglednione. W czgsci dotyczacej zatwierdzania i moni-
torowania dostawcow i surowcow (3.5) wymagane jest przeprowadzenie udokumen-
towanej oceny ryzyka z uwzglednieniem zanieczyszczenia alergenami (3.5.1.1). Smary
uzywane w danym zaktadzie muszg mie¢ status alergenu (4.7.5). Do zakladu nie wolno
wnosi¢ materiatu alergennego. Dotyczy to rowniez automatow do sprzedazy, aby nie
zanieczysci¢ produktu (4.8.8). Wymagania zawarte w rozdziale 4.11 dotyczace utrzy-
mania higieny wskazuja na obowigzek okreslenia limitow dopuszczalnych i niedo-
puszczalnych wynikéw czyszczenia w obszarze zagrozen alergenami (4.11.3) oraz
obowigzek przeprowadzenia oceny ryzyka zanieczyszczen krzyzowych, jesli w syste-
mie CIP roztwory pluczace sg odzyskiwane i ponownie wykorzystywane (4.11.7.1).
W przypadku wystepowania zagrozen alergenami w systemach CIP nalezy zdefinio-
wac limity dopuszczalnych i niedopuszczalnych wynikow dla kluczowych parametrow
procesu (4.11.7.2). W procesie magazynowania majg by¢ opracowane procedury za-
pewniajgce utrzymanie bezpieczenstwa i jakosci produktu na podstawie oceny ryzyka,
obejmujace segregacje produktow w celu uniknigcia zanieczyszczen krzyzowych,
m.in. w zakresie alergenow (4.15.1).

W przypadku projektowania i rozwoju nowych produktéw powinien by¢ réwniez
uwzgledniony aspekt zwigzany z alergenami (5.1.1). Wszystkie produkty nalezy zna-
kowa¢ zgodnie z obowigzujgcymi wymaganiami prawnymi. W tym zakresie konieczna
jest weryfikacja zgodnosci informacji o sktadnikach i alergenach na etykiecie, zarowno
z recepturg produktu, jak i specyfikacjami poszczegdlnych sktadnikow (5.2.1). Zaktady
produkcyjne muszg dziata¢ zgodnie ze zdefiniowanymi procedurami i/lub instrukcja-
mi, ktore zagwarantuja, ze wytwarzane produkty bedg powtarzalne, bezpieczne, zgod-
ne z prawem i wdrozonym planem HACCP oraz o odpowiedniej jakosci z uwzglednie-
niem wszelkich alergenéw w recepturach (6.1.1). Przy weryfikacji pakowania nalezy
uwzglednia¢ kontrole wydruku, w tym réwniez informacj¢ o alergenach (6.2.3).
W rozdziale 7. standardu BRC jest odniesienie do wymagan w stosunku do personelu,
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ktéry powinien by¢ m.in. odpowiednio szkolony (7.1) w zakresie alergenow i procedur
postegpowania z alergenami w zaktadzie produkcyjnym (7.1.4) [1].

Podsumowanie

Zamierzona, jak i niezamierzona obecnos$¢ alergenéw w produktach zobowigzuje
producentdw do wprowadzania szeregu uregulowan w procesach wytworczych. Wy-
maga takze ustalenia odpowiedniego znakowania spetniajgcego wymogi przepisow
prawnych, a w niektorych przypadkach réwniez specyficzne wymagania klientow.
Niezamierzona obecnos¢ alergendéw pozostaje w dalszym ciggu nieuregulowana
w Unii Europejskiej w kontekscie znakowania. Niemniej jednak odpowiedzialno$¢ za
bezpieczenstwo produktéw, w tym rowniez za odpowiednig informacj¢ na opakowa-
niach, ponosi producent. Standardy GFSI w réznym stopniu definiujg wymagania
w zakresie alergendow. W FSSC 22000 bardzo ogolnie i krotko przedstawiono wyma-
gania w tym zakresie. W standardzie IFS jest ich wigcej i zostaly bardziej doprecyzo-
wane, natomiast BRC szczegdtowo 1 w wielu réznych rozdziatach wymienia alergeny,
podaje wymagania lub przedstawia jako przyktad, ktory nalezy wzia¢ pod uwagg.
W zwigzku z istniejgcymi wymaganiami wydaje si¢ uzasadnione uwzglednianie nasteg-
pujacych elementow, ktore sg krytyczne w zarzadzaniu ryzykiem alergenowym: ludzie,
dostawcy, przygotowanie surowcow, sprzet 1 wyposazenie oraz konstrukcja zaktadu,
proces produkcyjny, rozwdj i zmiana produktow, dokumentacja oraz informacja dla
konsumenta.

Alergeny sa zasadniczym zagrozeniem w zywnosci i powinny by¢ dobrze ozna-
czane, aby konsumenci mogli bezpiecznie spozywac produkty spozywcze.

Publikacja sfinansowana ze srodkow przyznanych Wydziatowi Towaroznawstwa
i Zarzqdzania Produktem Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie w ramach dotacji
na utrzymanie potencjatu badawczego.
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ALLERGENS: INTENDED AND UNINTENDED PRESENCE IN THE CONTEXT OF LAW
AND GFSI STANDARD REQUIREMENTS

Summary

In the article, an overview is presented of the most important legal requirements and the requirements
set out in the recognized GFSI standards, i.e. IFS, BRC and F SSC 22000 in the field of allergen manage-
ment, including the product labelling obligation. In the case of legal requirements attention is mainly
focused on Regulation 1169/2011 and Annex II to this Regulation, where 14 allergenic products are de-
picted and also on the published guidelines to this regulation. Furthermore the issue of unintended pres-
ence of allergens is discussed as are the related obligations for the producers. Precautionary Allergen
Labelling (PAL) is not regulated by law and the manufacturers make their own decisions as regards the
form and content of information about cross-contamination, which they place on their products; their
decisions are based on the risk analysis and they utilize information and programs (e.g. VITAL — Volun-
tary Incidental Trace Allergen Labelling) available on the market. Some examples are given of the re-
quirements for the determination of allergens and the unintended presence of allergens, which are in force
in 8 selected countries. Then, the scope is presented of the requirements relating to allergens as set in IFS,
version 6.1, BRC, version 8, and FSSC 22000, version 4.1. The BRC requirements for allergens are wide-
ly described. The entire Chapter 5.3 is dedicated to the requirements that have a crucial role when estab-
lishing and accomplishing tasks necessary to ensure food quality and safety. Both IFS and FSSC 22000
define the scope of allergen-relating requirements to a much lesser extent. Every producer is obliged to
implement allergen management systems. Where the issues on labelling are included in the legislation in
force, the respective labelling requirements should be applied while in the case they are not regulated by
law (as in the case of PAL) it is always the manufacturer's responsibility to market safe products, also in
the context of allergens.

Key words: allergens, cross-contamination, unintended presence of allergens, GFSI, precautionary label-
ling
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WPLYW ZABIEGOW WSTEPNYCH NA ZAWARTOSC
WYBRANYCH SKEADNIKOW W ZAMROZONYM SZPINAKU
ZWYCZAJNYM (SPINACIA OLERACEA L.) ODMIANY
‘GEANT D’HIVER’

Streszczenie

W pracy oceniono zawartos¢ wybranych sktadnikoéw w zamrazalniczo przechowywanym szpinaku
w zaleznosci od zastosowania przed zamrozeniem procesu blanszowania oraz rozdrabniania. W badaniach
wykorzystano szpinak zwyczajny ‘Geant d’hiver’ ze zbioru jesiennego, zakupiony u producenta warzyw.
Zamrozeniu i zamrazalniczemu przechowywaniu (6 miesigcy, temp. -25 °C) poddano cztery warianty
szpinaku: liScie nieblanszowane — cale i pokrojone (odcinki o szerokosci ok. 3 cm) oraz blanszowane
(temp. 95 - 96 °C, 120 s) — cate i pokrojone po blanszowaniu. W szpinaku surowym i zblanszowanym oraz
przechowywanym zamrazalniczo przez 6 miesiecy oznaczono zawarto$¢: suchej masy, witaminy C, bton-
nika surowego, polifenoli ogoétem, chlorofilu ogdétem, karotenoidéw oraz azotanow(V). Wykazano, ze
w odniesieniu do szpinaku surowego blanszowanie spowodowalo istotne zmniejszenie zawartosci suchej
masy — o 8,4 %, karotenoidow — o 11,2 %, chlorofilu — o0 17,0 %, witaminy C — 0 29,2 % i azotanow(V) —
0 46,0 %. Zawarto$¢ sktadnikow w szpinaku ocenianym po szesciu miesigcach zamrazalniczego przecho-
wywania byla uzalezniona gldwnie od procesu blanszowania, natomiast zastosowany sposob rozdrabnia-
nia na ogo6! nie wptywat istotnie na ich koncentracj¢. Mrozonki sporzadzone ze szpinaku blanszowanego
(catego i krojonego) zachowaly istotnie wigcej sktadnikow bioaktywnych — witaminy C, chlorofilu ogo-
fem i karotenoidéw oraz wigcej polifenoli niz mrozonki ze szpinaku nieblanszowanego, ktére z kolei
odznaczaty sig istotnie wigksza zawarto$cia potencjalnie szkodliwych azotanéw(V). W stosunku do sktadu
szpinaku surowego $rednie straty sktadnikoéw w mrozonkach ze szpinaku blanszowanego wynosily od
5,9 % — btonnik surowy do 50,4 % — azotany(V), a w mrozonkach ze szpinaku nieblanszowanego od
3.5 % — azotany(V) do 72,3 % — witamina C.

Stowa kluczowe: szpinak, przetwarzanie, sktadniki bioaktywne, azotany(V)
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Wprowadzenie

Szpinak zwyczajny (Spinacia oleracea L.) to warzywo, ktore odpowiada zapo-
trzebowaniu konsumentow na zywno$¢ niskoenergetyczng i niskottuszczowa, a przy
tym zasobng w sktadniki bioaktywne o dziataniu prozdrowotnym, jak chlorofil, karote-
noidy 1 polifenole [11, 16]. Jest dobrym zrédlem witamin (C, E, K, B,, B, B,, kwasu
foliowego), B-karotenu (prowitaminy A), zwigzkow mineralnych (m.in. Mg, Fe, Se)
i btonnika pokarmowego [18]. Wiele sktadnikow wystepujacych w szpinaku (np. poli-
fenole, karotenoidy, witaminy C i E) wykazuje znaczaca aktywnos¢ przeciwutleniajg-
cg. Obecnos¢ przeciwutleniaczy w diecie wspomaga organizm w zwalczaniu rodnikow
tlenowych, dziata przeciwzapalnie, przeciwnowotworowo, przeciwzakrzepowo i anty-
alergicznie [6, 8, 20]. Oprocz sktadnikow prozdrowotnych w szpinaku wystepuja tez
zwigzki niepozadane, jak azotany i szczawiany [14]. Szpinak nalezy do warzyw od-
znaczajacych si¢ sktonnoscig do kumulowania azotanow(V) [26], stad niekiedy stwier-
dza si¢ w nim duza zawarto$¢ tych zwigzkow [3, 18]. Okoto 5 % azotanow(V) przyje-
tych z pozywieniem ulega w organizmie konwersji do toksycznych azotanow(II).
Moga one m.in. reagowac z aminami i formowa¢ kancerogenne nitrozoaminy, a takze
utlenia¢ hemoglobing krwi do methemoglobiny, co uniemozliwia transport tlenu [26].

Szpinak jest warzywem sezonowym, dlatego podlega utrwalaniu — najczesciej
przez zamrazanie, rzadziej przez konserwowanie [14, 16]. W produktach zamrozonych
cenne sktadniki warzyw wydaja si¢ by¢ dobrze chronione, jednak obrobka wstepna
przed zamrozeniem (mycie, rozdrabnianie, blanszowanie), jak i zamrazalnicze prze-
chowywanie sg zrodlem cze¢$ciowych strat sktadnikow. Poziom tych strat zalezy m.in.
od rodzaju stosowanych zabiegow, w tym warunkoéw blanszowania, warunkow i czasu
zamrazalniczego przechowywania oraz wlasciwosci surowca i sktadnikow [2, 16, 21,
24,29, 30].

Celem pracy bylo okreslenie wptywu zabiegdw wstepnych procesu technologicz-
nego, takich jak blanszowanie i rozdrabnianie na zawartos¢ wybranych sktadnikow
bioaktywnych oraz azotanéw(V) w szpinaku zwyczajnym ‘Geant d’hiver’ zamrazalni-
czo przechowywanym, a takze ocena poziomu strat tych sktadnikow w stosunku do
stanu w szpinaku surowym.

Material i metody badan

Badania przeprowadzono w okresie od wrzesnia 2016 r. do marca 2017 r. Mate-
riatem doswiadczalnym byl szpinak zwyczajny ‘Geant d’hiver’ uprawiany na zbidr
jesienny. W dostepnej literaturze przedmiotu brak jest danych dotyczacych oceny su-
rowego i mrozonego szpinaku tej odmiany. Szpinak zakupiono u lokalnego producenta
warzyw 1 w tym samym dniu poddano go przerobowi. W doswiadczeniu wykorzystano
liScie wraz z ogonkami liSciowymi przycietymi na dlugos¢ ok. 8 cm. Liscie przebrano,
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umyto w wodzie biezgcej 1 powierzchniowo osuszono. Tak przygotowany materiat

traktowano jako szpinak surowy, caty. Potowe szpinaku zblanszowano w wodzie (pro-

porcja 1 : 5) o temp. 95 - 96 °C, w ciggu 120 s. W przyjeciu warunkoéw blanszowania
kierowano si¢ parametrami stosowanymi przez innych autorow [14, 15] oraz wynikami
oznaczenia, ktore wskazywaly na brak obecnosci aktywnej peroksydazy w zblanszo-

wanym materiale. Po blanszowaniu szpinak ostudzono [14].

Zamrazaniu poddano szpinak w nast¢pujacych wersjach: 1) surowy, caty, 2) su-
rowy, pokrojony (liScie pocigto nozem ceramicznym na odcinki o szeroko$ci ok.
3 cm), 3) blanszowany, caty, 4) blanszowany, pokrojony (zblanszowany, ostudzony
szpinak pocigto na odcinki jak wyzej). Z kazdej wersji przygotowano po trzy ok. 400-
gramowe porcje szpinaku. Umieszczono je w woreczkach polietylenowych przezna-
czonych do zamrazania zywnoS$ci, zaopatrzonych w szczelne zamknigcie strunowe.
Szpinak zamrozono w zamrazarce Polar ZS-131 (Polar, Polska), w temp. -25 °C i prze-
chowywano w tych warunkach przez 6 miesigcy.

W szpinaku surowym i zblanszowanym oraz w szpinaku zamrozonym — po 6
miesigcach zamrazalniczego przechowywania okreslano zawartos$¢: suchej masy, bton-
nika surowego, witaminy C, polifenoli ogotem, chlorofilu ogétem, karotenoidow ogo-
tem i1 azotanow(V). Do przeprowadzenia oznaczen stosowano metody:

— sucha masa [%] — metoda suszarkowo-wagowa [16];

—  btonnik surowy — metoda Scharrera-Kiirschnera [30];

— witamina C jako kwas L-askorbinowy — metoda miareczkowania z zastosowaniem
mianowanego roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu [1];

— polifenole ogétem — metoda Folina-Ciocalteu [27], ktora bazuje na redukcji zawar-
tego w odczynniku Folina-Ciocalteu molibdenu(VI) do molibdenu(V) przez poli-
fenole obecne w badanej probce, w wyniku czego powstaje niebieski zwigzek.
Pomiaru intensywnos$ci zabarwienia probek dokonywano przy dlugosci fali A =
750 nm. Zawartos¢ polifenoli ogétem wyrazano w przeliczeniu na kwas galusowy,
w mg-100 g produktu;

— azotany(V) — metoda kolorymetryczna Johnsona-Ulricha [30] polegajaca na reakcji
jonow azotanowych z kwasem 1-fenolo-2,4-disulfonowym, z ktérym jony te two-
rza kwas nitrofenolo-disulfonowy; po zalkalizowaniu przechodzi on w forme¢ zjo-
nizowang zabarwiong na z6tto. Pomiaru intensywnos$ci zabarwienia probek doko-
nywano przy dtugosci fali A = 410 nm. Zawarto$¢ azotanéOw obliczano z krzywej
wzorcowej i wyrazano w mg NO5 kg™

— chlorofil ogdétem i karotenoidy ogdétem — metoda Lichtenthalera i Wellburna [19].
Probki rozcierano w mozdzierzu z niewielkg iloscig 80-procentowego acetonu
i przenoszono ilo$ciowo do kolb miarowych o pojemnosci 50 cm’. Mierzono ab-
sorbancje¢ odwirowanego wyciggu w spektrofotometrze kolejno przy dtugosciach
fal: A =441 nm, A = 646 nm, A = 652 nm i A = 663 nm. Zawarto$¢ chlorofilu ogo-
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tem [mg'kg' $.m.] obliczano z réwnania: (27,8 x Egs,) x (V/m), a karotenoidow
ogdtem [mg-kg” §.m.] — z réwnania: [(1000 X Euy) - 3,27 x (12,21 % Eggs - 2,81 x
Egs6) - 104 x (20,13 x Egq6 - 5,03 X Ege3)] x [(V/m X% 229)], gdzie E — absorbancja
przy okreslonej dhugosci fali, V — objetosé¢ kolby miarowej [cm’], m — masa probki
[g].

W badaniach stosowano odczynniki firmy Chempur (Polska). Wszystkie pomiary
spektrofotometryczne prowadzono w spektrofotometrze Helios-y (Thomas Scientific,
USA). Oznaczenia poszczegodlnych sktadnikoéw wykonywano w trzech rownoleglych
probkach, w kazdej w dwoch powtodrzeniach. Statystyczng oceng wynikow przeprowa-
dzono metodg analizy wariancji, przy uzyciu programu FR-ANALWAR. Istotno$¢
roznic miedzy wartosciami $rednimi szacowano za pomocg testu Tukeya przy p = 0,05
[28].

Wiyniki i dyskusja

Zawarto$¢ badanych sktadnikow w szpinaku surowym i blanszowanym przedsta-
wiono w tab. 1. Poziom suchej masy (7,23 %) w surowym szpinaku ‘Geant d’hiver’
byt nizszy niz w szpinaku uprawianym na zbidr jesienny w badaniach dunskich (8,5 +
9.4 % w odmianach ‘Lorelei’, ‘Springfield’, ‘Ballet’) [16] oraz krajowych (9,1 +
11,2 % w odmianach ‘Rembrandt F1’ i ‘Spiros F1°) [18]. Zawarto$¢ btonnika surowe-
20 (2,54 %) byla rowniez mniejsza od podawanej w literaturze [17]. Z kolei poziom
witaminy C w materiale surowym (40,24 mg-100 g") byl zblizony do stwierdzonego
przez Isleroglu i wsp. [13] (40 mg-100 g"), jednak znacznie mniejszy niz podawany
przez innych autoréw: 110,87 mg-100 g [28], 58 = 210 mg:100 g [8]. Zawarto$é
polifenoli ogotem w surowym szpinaku (132,45 mg:100 g') byla wieksza w poréwna-
niu z wynikami Ninfalego i Bacchioccy [20] (107,2 mg-100 g), ale mniejsza niz uzy-
skana przez Galaniego i wsp. [8] (250 mg:100 g') oraz Howarda i wsp. [11] (154,7 +
483,5 mg-100 g, ktérzy dowiedli tez, ze szpinak ze zbioru jesiennego zawiera mniej
polifenoli niz ze zbioru wiosennego. Zawarto$¢ karotenoidow ogétem w surowym
szpinaku (213,13 mg'kg") odpowiadata warto$ciom podanym przez Biehlera i wsp. [4]
(126,9 + 223,2 mg'kg"), jednak odbiegata od wynikéw pracy Gutierreza-Rodrigueza
i wsp. [10] (400 ~ 600 mg-kg™"). Autorzy ci oznaczyli takze zawartos¢ chlorofilu 0go-
tem i uzyskali wyniki na poziomie 1200 + 2000 mg-kg"' [10]. W badaniach wiasnych
zawarto$é tego sktadnika w $wiezym szpinaku wynosita 1260,88 mg-kg ™, a wiec mie-
$cita si¢ w podanym przedziale.

W surowym szpinaku ‘Geant d’hiver’ zawarto$¢ azotanow(V) wynosita
750,15 mg-kg” i byta wielokrotnie mniejsza od 3500 mgkg”, czyli poziomu dopusz-
czalnego w S$wiezym szpinaku zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (UE) Nr
1258/2011 [23]. Bardzo mata zawarto$¢ azotanow(V) — 110 mg-kg" w szpinaku ‘Mar-
kiza F1’ zbieranym w czerwcu stwierdzita Jaworska [14], natomiast inni autorzy |[3,
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18] w czeéci badanych probek szpinaku odnotowali duzg zawartos¢ (> 2000 +
3000 mg-kg™") tych zwiazkéw. Byla ona zalezna od odmiany, nawozenia oraz sezonu
uprawy — $rednio wigcej azotandOw(V) zawieral szpinak zbierany jesienia.

Zréznicowanie wynikow wlasnych, dotyczacych zawartosci badanych sktadnikow
w szpinaku surowym, w porownaniu z wynikami innych autoréw moze by¢ zawigzane
z tym, ze sktad chemiczny ros$lin zalezy od wielu czynnikdéw, m.in. od odmiany [6, 10,
16, 18], agrotechniki i warunkow wegetacji [3, 7]. Znaczenie ma tez stosowanie 1dz-
nych metod oznaczania danego sktadnika [4, 8].

Tabela 1. Zawarto$¢ wybranych sktadnikow w szpinaku surowym oraz blanszowanym

Table 1.  Content of selected compounds in raw and blanched spinach
Sktadnik Szpinak surowy Szpinak blanszowany Straty [%]
Component Raw spinach Blanched spinach Losses [%]
0,

Sucha masa [%] 7,23 £0,12 6,62°+0,15 8.4
Dry matter [%)]
Btonnik surowy [% $.m.] a a

+ + -
Raw fibre [% f.m.] 2,54+ 0,08 2,49% £ 0,08
Witamina C [mg-100g™ §.m.] a b

+ +
Vitamin C [mg'lOOg'l fm] 40,24 + 4,25 28,517+ 3,72 29,2
Polifenole ogotem [mg:100g™ §.m.] a a

+ + -
Total polyphenols [mg:100g™ f.m.] 132,45°+8,32 130,157£7,56
Chlorofil ogotem [mg-kg™" §.m.] a b
+ +
Total chlorophyll [mg-kg” f:m ] 1260,88" + 95,85 1046,53" + 74,45 17,0
. . -1 -

Karotenoidy [mg'kg " $.m ] 213,13+ 18,24 179,37°+ 15,12 15,7
Carotenoids [mgkg™ $.m.]
Azotany(V) [mg NO; kg™ §.m.] a b

+ +
Nitrates [mg NOy kg £m.] 750,15+ 35,32 405,20° + 24,18 46,0

Objasnienia / Explanatory notes:

W tabeli przedstawiono wartosci §rednie + odchylenie standardowe / Table shows mean values + standard
deviation; n = 3; a, b — wartosci $rednie w wierszach oznaczone r6znymi literami roznig si¢ statystycznie
istotnie przy p < 0,05 / mean values in rows denoted by different letters differ statistically significantly at
p <0.05.

Dane zamieszczone w tab. 1. wskazujg, ze po procesie blanszowania istotnemu
zmniejszeniu ulegta zawarto$¢ suchej masy, witaminy C, karotenoiddéw, chlorofilu
ogolem oraz azotanow(V). Straty tych sktadnikow wynosity od 8,4 % (sucha masa) do
46,0 % — azotany(V). Ubytki suchej masy i jej skladnikow podczas blanszowania
w wodzie sg nieuniknione, jednak poziom strat zalezy od warunkow i czasu trwania
procesu, wilasciwosci blanszowanego surowca i odpornosci poszczegdlnych sktadni-
kow [14, 16, 30]. Blanszowanie powoduje zazwyczaj znaczne straty witaminy C.
W badaniach wlasnych wynosity one 29,2 %, co mozna uzna¢ za poziom relatywnie
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niski, gdyz szpinak jako warzywo o wysokim stosunku powierzchni do objgtosci jest
wrazliwy na blanszowanie, stad straty witaminy C wynoszg niekiedy ok. 70 % [29].
Poréwnanie z wynikami badan innych autorow [15, 24] wskazuje, Zze stosunkowo mate
byty tez powstate w wyniku blanszowania straty karotenoidow (15,7 %) 1 chlorofilu
ogodtem (17,0 %). W procesie blanszowania szpinaku wicksza stabilnos¢ karotenoidow
niz chlorofili odnotowali Kidmose i wsp. [16]. Blanszowanie praktycznie nie wplyneto
na zawarto$¢ btonnika i polifenoli (tab. 1). Nieistotne straty btonnika odnotowano
w poddanym blanszowaniu szpinaku nowozelandzkim [15], a btonnika i polifenoli —
w blanszowanej kostce z korzeni pietruszki [30]. Interesujace sg wyniki badan Saetan
1wsp. [25], ktérzy po blanszowaniu lisci Cinnamomum porrectum wykazali w nich
wzrost zawartos$ci polifenoli. Zdaniem autorow blanszowanie moze wptynaé na roz-
luznienie struktur komoérkowych i uwolnienie tych polifenoli, ktére w surowych li-
$ciach sg zwigzane kowalencyjnie ze sktadnikami $cian komorkowych np. z celulozg
czy proteinami. Korzystng strong blanszowania jest zwykle znaczace zmniejszenie
zawarto$ci szkodliwych azotanow(V) — w réznych warzywach odnotowano ich ubytek
0 10+50% [9, 14, 15, 24].

Dane zamieszczone w tab. 2. wskazujg, ze w mrozonkach badanych po szesciu
miesigcach zamrazalniczego przechowywania zawarto$¢ analizowanych sktadnikow
byta bardziej uzalezniona od zastosowanego przed zamrozeniem blanszowania niz
rozdrobnienia szpinaku. Mrozonki sporzadzone ze szpinaku zblanszowanego, zarowno
z lisci catych, jak i pokrojonych, zachowaly po szesciu miesigcach zamrazalniczego
przechowywania istotnie wigcej witaminy C, chlorofilu ogétem i wigcej polifenoli
ogdtem, natomiast istotnie mniej azotanow(V). Zawartos¢ badanych sktadnikoéw
w mrozonkach ze szpinaku pokrojonego na ogoét nie rdznita si¢ istotnie od ich zawarto-
$ci w mrozonkach z catych lisci. Wyjatek stanowita zawartos¢ witaminy C istotnie
najmniejsza w mrozonce ze szpinaku nieblanszowanego, pokrojonego. Z kolei zawar-
tos¢ polifenoli byta istotnie mniejsza w mrozonce ze szpinaku blanszowanego, krojo-
nego niz w mrozonce z blanszowanych, catych lisci, a suchej masy — istotnie mniejsza
w mrozonce z blanszowanego, pokrojonego szpinaku w poréwnaniu z mrozonkami
z catych, nieblanszowanych lisci. We wszystkich wariantach mrozonek ocenianych po
zamrazalniczym przechowywaniu zawarto$ci btonnika surowego oraz karotenoidow
ogdlem nie rdznity si¢ istotnie.

Poréwnanie danych przedstawionych w tab. 1.1 2. wskazuje, Zze w szpinaku pod-
czas zamrazalniczego przechowywania nastgpito zmniejszenie zawartoSci niemal
wszystkich analizowanych sktadnikow. W mrozonkach ze szpinaku blanszowanego
zawartos¢ zwlaszcza polifenoli, karotenoidow i chlorofilu byta niewiele mniejsza od
ich zawarto$ci w szpinaku po blanszowaniu. W przypadku suchej masy, w poréwnaniu
do stanu przed zamrozeniem, stwierdzono wzrost jej zawartosci we wszystkich bada-
nych wariantach mrozonek. Wzrost zawartosci suchej masy wynikajacy z cze$ciowej
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utraty wody obserwowano podczas przechowywania zamrozonej brukselki i pietruszki
korzeniowej [9, 30].

Tabela 2. Zawarto$¢ wybranych skladnikow w szpinaku po jego sze$ciomiesigcznym zamrazalniczym

przechowywaniu
Table 2.  Content of selected constituents in spinach after six months of refrigerated storage
. Szpinak Szpinak . Szpinak
nieblanszowany . Szpinak
. nieblanszowany blanszowany
Sktadnik caly . blanszowany caty .
krojony krojony
Component Whole Whole blanched
Cut non-blanched . Cut blanched
non-blanched spinach spinach spinach
spinach P P
Sucha masa [%] a a a ab
Dry matter [%] 7,42°£0,15 727°+0,16 727°+0,11 7,18%+0,12
Blonnik surowy
[% $.m.] 2,45%+ 0,09 2,40+ 0,08 2,40+ 0,09 2,387+ 0,10
Raw fibre [% f.m.]
Witamina C
. -l g
[mg-100g’ $.m.] 13,92°+ 2,50 8,40°+ 1,84 22,80°+2,12 20,41°+ 1,93
Vitamin C
[mg:100g™" fm.]
Polifenole ogotem
. -l g
[mg-100g" $.m.] 94,30+ 10,05 87,08%+942 | 132,28+ 11,54 | 107,87°+ 10,21
Total polyphenols
[mg:100g™" f.m.]
Chlorofil ogétem
. -l
[mgkg” S.m.] 862,14°+ 72,15 | 835,22°+70,32 | 990,38°+75,82 | 972,33*+ 68,35
Total chlorophyll
[mgkg' fm.]
Karotenoidy
. -l g
[mgkg™ $.m ] 159,63°+ 11,43 | 155,62°+10,64 | 1757994982 | 167,78+ 10,15
Carotenoids
[mgkg' §.m.]
Azotany(V)
Lol g
[mg NO5“kg™ $.m.] 734,46°£33,15 | 712,87°£30,22 | 376,46°+20,95 | 367,79+ 21,64
Nitrates
[mg NO; kg fm.]

Objasnienia / Explanatory notes:
a, b, c — wartosci srednie w wierszach oznaczone roéznymi literami r6znig si¢ statystycznie istotnie przy p <
0,05 / mean values in rows denoted by different letters differ statistically significantly at p < 0.05. Pozosta-

te objasnienia jak pod tab. 1./ Other explanatory notes as in Tab. 1.

Srednie straty sktadnikow prozdrowotnych odnotowane po zakonczeniu dogwiad-
czenia, obliczone w stosunku do stanu w szpinaku surowym (rys. 1), byly najmniejsze
w przypadku btonnika, zar6wno w mrozonkach ze szpinaku blanszowanego, jak i nie-
blanszowanego (wynosity odpowiednio: 5,9 oraz 4,5 %). Ubytki pozostatych bioak-
tywnych sktadnikéw byly mniejsze w mrozonkach ze szpinaku blanszowanego i wyno-
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sity od 9,3 % (polifenole ogdtem) do 48,8 % (witamina C). W mrozonkach ze szpinaku
nieblanszowanego straty tych sktadnikow wynosilty od 26,0 % (karotenoidy) do 72,3 %
(witamina C). Odwrotna sytuacja wystgpita w odniesieniu do azotanow(V), ktérych
$redni ubytek w mrozonkach ze szpinaku blanszowanego wynosit 50,4 %, natomiast
z nieblanszowanego — jedynie 3,5 %. Zblizone réznice dotyczace finalnego ubytku
azotanow(V) w zamrazalniczo przechowywanym (9 miesigcy) blanszowanym i nie-
blanszowanym selerze naciowym stwierdzita Rutkowska [24], przy czym podobnie jak
w badaniach witasnych, zmniejszenie zawartosci tych zwigzkéw nastgpito gldwnie
w wyniku blanszowania, a wptyw zamrazalniczego przechowywania byt mniejszy.

W zamrozonych warzywach znaczace sa na ogdt ubytki witaminy C [15, 30].
W przemystowo zamrozonym i przechowywanym szpinaku straty witaminy C wzrosty
z poziomu 23,6 % po blanszowaniu do 57,9 % po szesciomiesi¢gcznym zamrazalni-
czym przechowywaniu [29]. Na ogét mniejszym stratom niz witamina C ulegaja pod-
czas zamrazalniczego przechowywania warzyw blanszowanych chlorofile, karotenoidy
i polifenole [12, 15, 24, 30]. W wielu zamrazalniczo przechowywanych warzywach
rejestrowano straty polifenoli ogotem wynoszace 20 + 30 % [22]. Ubytki polifenoli nie
sa jednak reguta, gdyz w zamrozonych lisciach chrzanu i lubczyku Tomsone i Kruma
[28] stwierdzili wigcej polifenoli niz w liSciach §wiezych, a w zamrazalniczo przecho-
wywanych owocach obserwowano zar6wno wzrost, zmniejszenie, jak i brak zmian
zawartos$ci polifenoli [5].

Azotany / Nitrates |

Karotenoidy / Carotenoids =]

Chlorofil / Chlorophyll =

Polifenole / Polyphenols 5|

Wit C /[ Vit. C ittt e

Blonnik / Fiber %

0 10 20 30 40 50 60 70 80

ONEB [%]

Rys. 1. Srednie koncowe straty badanych sktadnikéw w zamrozonym szpinaku blanszowanym (B)
i nieblanszowanym (N) w stosunku do ich zawartosci w szpinaku surowym

Fig. 1. Average final losses of studied compounds in frozen blanched (B) and non-blanched (N) spinach
in relation to their contents in raw spinach
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Poréwnujgc wyniki badan wtasnych z przytoczonymi wynikami badan innych au-
tordw mozna stwierdzi¢, ze jako surowiec przeznaczony do zamrozenia szpinak ‘Geant
d’hiver’ charakteryzowat si¢ stosunkowo malg zawartoscig suchej masy oraz sktadni-
koéw bioaktywnych. Pozytywnym zjawiskiem byly natomiast tylko niewielkie zmiany
zawartoS$ci polifenoli, karotenoidow i chlorofilu zachodzgce w mrozonkach sporzadzo-
nych ze szpinaku blanszowanego, ocenianych po szeSciu miesigcach zamrazalniczego
przechowywania. Zastosowane w pracy rozdrobnienie szpinaku ‘Geant d’hiver’ przed
zamrozeniem nie spowodowato istotnego zmniejszenia zawartosci sktadnikéw proz-
drowotnych, chociaz ogélnie wigcej tych zwigzkow wystepowato w mrozonkach
z catych lisci.

Whioski

1. Blanszowanie szpinaku ‘Geant d’hiver’ spowodowalo istotne zmniejszenie zawar-
tosci wszystkich badanych sktadnikow za wyjatkiem blonnika surowego i polife-
noli ogdtem.

2. W mrozonkach z lisci nieblanszowanych i blanszowanych, calych i krojonych
ocenianych po szesciu miesigcach przechowywania zawarto$¢ wigkszosci ocenia-
nych sktadnikow byta istotnie uzalezniona od procesu blanszowania, natomiast za-
stosowany sposob rozdrobnienia na ogo6t nie wplynat znaczaco na ich koncentracjg.

3. Mrozonki sporzadzone z liSci blanszowanych (catych i krojonych) zachowaty
istotnie wigcej witaminy C, chlorofilu ogotem i karotenoidow oraz wigcej polife-
noli niz mrozonki ze szpinaku nieblanszowanego, ktére z kolei odznaczaly si¢
istotnie wigckszg zawarto$cig azotanow(V).

4. W stosunku do sktadu szpinaku surowego srednie straty sktadnikow w mrozon-
kach ze szpinaku blanszowanego wynosity od 5,9 % — btonnik surowy do 50,4 % —
azotany(V), a w mrozonkach ze szpinaku nieblanszowanego od 3,5 % — azotany
(V) do 72,3 % — witamina C.
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EFFECT OF PRE-TREATMENTS ON CONTENT OF SOME SELECTED CONSTITUENTS IN
FROZEN ‘GEANT D’HIVER’ (SPINACIA OLERACEA L.) SPINACH CULTIVAR

Summary

In the paper, the content was assessed of some selected components in the spinach stored under refrig-
erated conditions depending on blanching and cutting processes prior to freezing. In the research study,
a ‘Geant d’hiver’ spinach cultivar was utilized; it was derived from the autumn harvest and purchased at
a vegetable producer. Four variants of spinach were frozen and then stored under the refrigerated condi-
tions (six months, at -25 °C): whole and cut (slices 3 cm of width) raw leaves and whole and cut blanched
leaves (95 - 96 °C; 120 s). The raw and blanched spinach and the spinach stored 6 months under the refrig-
erated conditions were analyzed for the content of dry matter, crude fibre, vitamin C, total polyphenols,
total chlorophyll, carotenoids and nitrates. It was proved that, compared to the raw spinach, the blanching
process significantly decreased the content of dry matter (8.4 %), carotenoids (11.2 %), chlorophyll
(17.0 %), vitamin C (29.2 %) and nitrates(V) (46.0 %). The content of the components in the spinach
assessed 6 months after the refrigerated storage depended mostly on the blanching process whereas the
way of cutting the spinach generally did not significantly impact their concentration. Compared to the non-
blanched frozen spinach, in the frozen spinach made from the blanched spinach (whole and cut) signifi-
cantly more bioactive components were reported: vitamin C, carotenoids, chlorophyll and more polyphe-
nols. On the other hand, the frozen non-blanched spinach was characterized by a significantly higher
content of potentially harmful nitrates(V). In relation to the composition of the raw spinach, the average
losses of components in the frozen blanched spinach ranged from 5.9 % (raw fibre) to 50.4 % (nitrates(V))
and in the frozen non-blanched spinach those losses ranged from 3.5 % (nitrates(V)) to 72.3 % (vitamin
Q).

Key words: spinach, processing, bioactive components, nitrates(V)
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Streszczenie

Witamina C nalezy do grupy egzogennych sktadnikéw odzywczych, ktore musza byé dostarczane
w codziennej diecie. Jest to zwiazek o dziataniu wielokierunkowym. Ze wzgledu na wysoka aktywno$¢
chemiczng witamina C jest zwigzkiem nietrwatym. Ulega szybkiej degradacji w tkankach roslinnych pod
wplywem zewngtrznych czynnikéw stresowych, do ktérych naleza m.in. zabiegi kulinarne. Z kolei jej
powolny rozktad jest procesem naturalnym zachodzacym podczas przechowywania owocow i warzyw. Do
warzyw zasobnych w witaming C nalezy papryka, zarowno stodka, jak i ostra. Przechowywanie owocow
po zbiorze, jak rowniez sposob konserwacji przed dlugoterminowym przechowywaniem wplywaja na
zmiany zawartosci tego skladnika.

W pracy okreslono zawarto$¢ oraz trwato§¢ witaminy C (sumy kwasu L-askorbinowego i dehydro-
skorbinowego) w owocach czterech odmian papryki czerwonej. Analizowano dwie odmiany stodkie (‘Ai-
fos’, ‘Barborka’) oraz dwie ostre (‘Cyklon’, ‘Cayenne’). Owoce przechowywano przez dwa tygodnie
w warunkach chlodniczych jako owoce $§wieze, a takze dlugoterminowo — w postaci mrozone;j i liofilizo-
wanej. Zawarto$¢ witaminy C oznaczono metoda spektrofluorymetryczna w reakcji z o-fenylenodiaming
(OPDA). Najwicksze starty omawianego zwigzku w owocach papryki przechowywanej w warunkach
chtodniczych odnotowano w pierwszym tygodniu ich przechowywania. Wérdd czterech badanych odmian
najwigksza zawarto§¢ witaminy C wykazano w ostrej papryce ‘Cayenne’ (470,9 mg/100 g $w.m). Na
podstawie uzyskanych wynikow stwierdzono, ze stabilno$¢ witaminy C podczas przechowywania i prze-
twarzania owocow papryki byla zmienna wéréd badanych odmian. MrozZenie bylo najkorzystniejszym
sposobem utrwalania papryki, zarowno pod wzgledem jakosciowym, jak i ekonomicznym.

Stowa kluczowe: papryka czerwona, witamina C, chtodzenie, mrozenie, liofilizacja
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Wprowadzenie

Kwas L-askorbinowy jest y-laktonem kwasu 2,3-dehydro-L-gulonowego, zwane-
g0 réwniez L-treo-hekso-2-enonowym. Najbardziej charakterystycznym fragmentem
jego czasteczki jest ugrupowanie endiolowe, ktore odpowiada za whasciwosci reduku-
jace oraz charakter kwasowy. Utleniona forma kwasu L-askorbinowego (kwas
L-dehydroaskorbinowy) ma takg samg aktywnos¢ jak posta¢ zredukowana. Witamina
C jest stosunkowo trwata w stanie suchym, natomiast w roztworach wodnych bardzo
fatwo ulega rozktadowi, a szybko$¢ jej degradacji zalezy od pH roztworu. Najwigksza
stabilno$¢ wykazuje w srodowisku o pH 4 +~ 6 [11]. Witaming C uwaza si¢ za najwaz-
niejszy przeciwutleniacz rozpuszczalny w wodzie, a jej funkcje biologiczne wynikaja
z wlasciwosci redukujacych. Moze ona zapobiega¢ powstawaniu stresu oksydacyjnego
poprzez zdolno$¢ wygaszania rodnikow, np. rodnika hydroksylowego i przemiang ich
prekursordéw, np. nadtlenku wodoru i tlenu singletowego. Organizm cztowieka nie jest
zdolny do syntezy witaminy C, poniewaz nie wytwarza oksydazy L-gulono-y-
laktonowej, enzymu koniecznego do powstawania kwasu askorbinowego. Najczestsza
przyczyng niedoboru witaminy C jest zle dobrana dieta. Jej niedobor prowadzi do za-
burzenia homeostazy organizmu, a tym samym zwigksza ryzyko infekcji [2]. Na pod-
stawie dostepnych badan biochemicznych, klinicznych i epidemiologicznych okreslono
zalecane dzienne spozycie (RDA) kwasu askorbinowego w ilosci 100 + 120 mg/dzien.
Ilo$¢ ta ma zapewni¢ nasycenie komoérek i zmniejszy¢ ryzyko chordb serca, udaru mo-
zgu 1 wystgpienia nowotworow [12].

Swieze owoce i warzywa stanowig bogate zrodto witaminy C. Wsréd nich papry-
ka czerwona jest jednym z bogatszych jej zrodet [4]. Zawarto§¢ witaminy C zalezy od
odmiany, sposobu uprawy, warunkow pogodowych oraz od dojrzatosci owocow pa-
pryki. Jej poziom w dojrzatych owocach stodkich odmian waha si¢ w granicach 62 +
150 mg/100 g sw.m. [3, 13]. Znane s3 jednak odmiany, w ktérych zawartos¢ tej wita-
miny dochodzi nawet do 350 mg/100 g $w.m. [13]. Dodatkowo forma, w jakiej wyste-
puje witamina C w owocach papryki, jest niezwykle odporna na dziatanie czynnikow
utleniajacych [13, 14].

Kwas askorbinowy jest nietrwatly, dlatego zardwno procesy przetworcze, jak
1 sktadowanie warzyw oraz owocow wplywaja niekorzystnie na poziom tego zwigzku
w produktach. Diugos¢ czasu przechowywania a takze wzrastajaca temperatura powo-
dujg rozpad witaminy C [8, 9]. Jednym z najczestszych sposobow (przemystowych
1 domowych) przechowywania warzyw i owocOw jest mrozenie. Stata i dostatecznie
niska temperatura mrozenia moze zmniejszy¢ degradacj¢ witaminy C, co wykazali
Gongalves i wsp. [7].

Istnieje szereg metod oznaczania witaminy C, poczawszy od analizy obj¢toscio-
wej, poprzez metody spektrofotometryczne az do analizy metodg HPLC. Analiza obje-
tosciowa jest jedng z najstarszych i najprostszych metod, ale ma wiele ograniczen.
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Podstawowe z nich to niska czuto$¢ oraz konieczno$¢ stosowania roztworé6w bezbarw-
nych. Analiza HPLC jest obecnie najczeSciej stosowang technikg analityczng, ale wy-
magania aparaturowe oraz szybka degradacja kolumn przy stosowanych uktadach
redoks czyni jg bardzo kosztowna. W przedstawionej pracy do oznaczenia zawartos$ci
witaminy C w owocach papryki zastosowano metode spektrofluorymetryczng. Polega
ona na utlenieniu kwasu askorbinowego do dehydroaskorbinowego i jego reakcji
z o-fenylenodiaming, w wyniku czego powstaje fluoryzujacy kompleks [16].

Celem pracy byto okreslenie wptywu schiadzania, mrozenia i liofilizacji na za-
warto$¢ witaminy C w owocach papryki czerwonej oraz ocena trwatosci tego zwigzku
podczas zamrazalniczego przechowywania mrozonek i liofilizatow.

Material i metody badan

Materiat do badan stanowily owoce dwoch odmian papryki stodkiej: ‘Aifos’
i ‘Barborka’ oraz dwie odmiany papryki ostrej: ‘Cayenne’ 1 ‘Cyklon’. Owoce pocho-
dzily z uprawy szklarniowej prowadzonej zgodnie z zaleceniami uprawy papryki pod
ostonami w szklarni Katedry Uprawy i Nawozenia Roslin Ogrodniczych Uniwersytetu
Przyrodniczego w Lublinie w latach 2014 - 2015. Owoce do badan zebrano w fazie
dojrzatosci zbiorczej, w pelni wybarwione na czerwono i podzielono je na trzy czesci.
Pierwsza cz¢$¢ zbiorow przechowywano w warunkach chtodniczych (w temp. 6 °C).
Pozostate dwie czgsci przeznaczone do mrozenia i liofilizacji myto, osuszano oraz
krojono w drobng kostke, a nastepnie zamrazano w temp. -25 °C. Cze$¢ mrozonek
poddawano procesowi liofilizacji, ktérg prowadzono w aparacie Free Zone 12 (Labcon-
co, USA). Suszenie sublimacyjne rozpoczynano w temp. -50 °C przy cisnieniu 0,04 mbar
i prowadzono przez 72 h. Zarowno probki mrozone, jak i liofilizowane przechowywano
w szczelnie zamknietych pojemnikach w temp. -25 °C do czasu analiz.

Sucha mase oznaczano metoda suszarkowa poczatkowo w temp. 60 °C w celu za-
pobiezenia krystalizacji cukrow na powierzchni probki, a nastgpnie w temp. 105 °C do
uzyskania stalej masy.

Oznaczanie witaminy C prowadzono metoda spektrofluorymetryczng zgodnie
z Wu 1 wsp. [16], z modyfikacjami koniecznymi do oznaczen probek papryki. W do-
$wiadczeniu stosowano 3-procentowy kwas metafosforowy, 7 M HCI, 0,1 M Na,S,0;,
0,005 M H,SO,4. W celu przygotowania roztworu utleniajgcego rozpuszczano 1,3 g I,
w 10 ml 40-procentowego KI, nast¢gpnie dodawano 0,1 ml 7 M HCI i uzupetiano wo-
dag destylowang do objeto$ci 100 ml. Odczynnik do derywatyzacji sktadat si¢ z 10 mg
OPDA (o-fenylenodiaminy) rozpuszczonej w 10 ml 0,005 M H,SO,. Probki do badan
przygotowywano w nastepujacy sposob: z 5 g surowca $wiezego i mrozonego oraz
0,5 g liofilizatu przygotowywano ekstrakty. W tym celu nawazki homogenizowano
w 3-procentowym roztworze kwasu metafosforowego za pomocg homogenizatora
DIAX 900 (Heidolph Instruments, Niemcy). Otrzymane ekstrakty przesgczano przez
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lejek Biichnera pod zmniejszonym ci$nieniem. Koncowa objgto$¢ ekstraktu wynosita
50 ml. Reakcje przeprowadzano w kolbach miarowych o pojemnosci 100 ml, do kto-
rych dodawano kolejno 2 ml badanego ekstraktu rozcienczonego w stosunku 1 : 5 (eks-
trakt : kwas metafosforowy), 0,3 ml 0,005 M roztworu jodu w jodku potasu i wytrza-
sano przez 1 min, nastgpnie dodawano 0,3 ml 0,01 M Na,S,0;. Doprowadzano pH
probek do ok. 6,0, dodajac 0,3 ml 2 M NaOH i przeprowadzano derywatyzacj¢ przez
dodanie po 0,3 ml roztworu OPDA. Roztwory wytrzgsano przez 30 min. Pomiary wy-
konywano w spektrofluorymetrze Varian Cary Eclipse (Agilent, USA) przy dtugosci
fali wzbudzenia A = 365 nm i dtugosci fali emisji A =425 nm.

Walidacje metody spektrofluorymetrycznej do ilosciowego oznaczania witaminy
C przeprowadzano z uzyciem wzorca kwasu L-askobinowego. W tym celu przygoto-
wano roztwor startowy wzorca o stezeniu 0,1 mg/ml w kwasie metafosforowym.
Z roztworu startowego przygotowano seri¢ rozcienczen w zakresie stezen 0,004 +
0,1 mg/ml. Nastepnie wykonano oznaczenia zgodnie z opisang wyzej procedura. Na
podstawie wielkosci fluorescencji (y) badanych stezen wzorca (x) wykreslono krzywa
kalibracyjng y = f(x). Zakres st¢zen wzorca, przy ktorym krzywa miata charakter li-
niowy okre$lono na podstawie wartosci R?, ktéra byta co najmniej rzedu 0,999. Limit
detekcji (LOD) oraz granicg oznaczalnosci (LOQ) obliczano na podstawie parametrow
krzywej kalibracyjnej otrzymanej w warunkach prowadzonych analiz. Warto$ci zakre-
su liniowos$ci oraz rownanie krzywej przedstawiono w tab. 1.

Tabela 1. Parametry walidacyjne metody spektrofluorymetrycznej do oznaczania witaminy C
Table 1. Validation parameters of spectrofluorimetric method for determining content of vitamin C

Zakres s'te;zen Roéwnanie regresji liniowej 2 LOD LOQ
Concentration range Linear regression equation R [mg/ml] [mg/ml]
[mg/ml] er q g g
0,1-0,01 y =1587,2x - 4,9636 0,9998 0,004 0,013

Zawarto$¢ witaminy C w analizowanych probkach przeliczano na 100 g $wiezej
masy ($w.m.) na podstawie rOwnania:

A-B-C-100
Z =
D-E

gdzie:
Z — zawarto$¢ witaminy C [mg/100 g $w.m.],
A — odczyt z rownania krzywej wzorcowej [mg/100 ml],
B — objetos¢ ekstraktu z papryki [ml],
C — objetos¢ mieszaniny reakcyjnej [ml],
D —nawazka papryki [g],
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E — objetos¢ ekstraktu pobrana do analizy [ml].

Badania prowadzono przez 27 tygodni od zbioru. W $wiezych owocach pomiary
wykonywano: w dniu zbioru (TO0), po uplywie 1 tygodnia (T1) oraz 2 tygodni (T2)
przechowywania catych owocéw w warunkach chtodniczych w temp. 6 °C. W owo-
cach mrozonych fluorescencj¢ mierzono po uplywie 1, 2, 7, 17 oraz 27 tygodni od
zbioru. Analize owocow liofilizowanych przeprowadzano po 2 tygodniach, a nastgpnie
tak jak w przypadku prébek mrozonych.

Wyniki przedstawione jako warto$ci srednie z trzech powtorzen poddano analizie
statystycznej. Istotno$¢ roznic migdzy wartosciami srednimi okreslono za pomoca testu
Tukeya przy p < 0,05. Analiz¢ wykonano w programie Statgraphic Centurion X V1.

Wiyniki i dyskusja

Analizowane odmiany papryki roznily si¢ cechami morfologicznymi, ostro$cig
oraz zawartoscig suchej masy. Odmiany stodkie miaty wigksze owoce 1 zawieraly wie-
cej wody. Odmiany ostre miaty mniejsze owoce, ktore cechowaly si¢ wigksza zawarto-
$cig suchej masy. Charakterystyke badanych odmian papryki przedstawiono w tab. 2.

Tabela 2. Charakterystyka owocow badanych odmian papryki
Table 2. Traits of the fruits of the analysed pepper cultivars
Odmiana papryki Sucha masa Dtugos¢ owocu Srednica owocu Masa owocu
Pepper cultivar Dry matter [%] Fruit length [cm] Fruit diameter [cm] | Fruit weight [g]
Stodka / Sweet:
‘Aifos’ 7,2+0,58 8,1+0,67 8,4+0,56 162,3 £1,21
‘Barbérka’ 8,7+ 0,06 9,6 £0,52 7,1 +£0,58 112,6 £1,15
Ostra / Hot:
‘Cyklon’ 12,5+0,11 9,4+0,55 3,4+£041 14,7+ 0,67
‘Cayenne’ 28,8+ 0,91 10,64 £ 0,98 1,0+0,19 4,9+0,48

Po porownaniu zawarto$ci witaminy C w badanych odmianach papryki stwier-
dzono, ze najwigcej byto jej w odmianie ostrej ‘Cayenne’. W pozostatych analizowa-
nych odmianach zawarto$¢ omawianego zwigzku byta na zblizonym poziomie (rys. 1).
Z badan wlasnych wynika, ze zawarto$¢ kwasu askorbinowego zalezata od rodzaju
papryki, co jest potwierdzeniem wczesniejszych badan Surmy-Zadory i wsp. [15].
Golcz 1 Kozik [6] wykazali, ze zawartos¢ witaminy C w stodkiej odmianie papryki
czerwonej wahata si¢ w zakresie 244 +~ 316 mg/100 g §w. m., a w odmianie ostrej —
358 +457 mg/100 g $w.m.

Przechowywanie calych owocow papryki w warunkach chtodniczych skutkowato
zmniejszeniem zawarto$ci witaminy C, a dynamika zmian byla najwigksza w pierw-
szym tygodniu od zbioru i zalezata od wyjsciowej zawarto$ci tego zwigzku (rys. 1).
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Odmiana papryki / Pepper cultivar

Objasnienia / Explanatory notes:

Na rysunku przedstawiono wartosci $rednie (w postaci stupkow) i odchylenia standardowe (w postaci
odcinkéw) / Figure shows mean values (bars) and standard deviations (line segments); a, b, .. — warto$ci
$rednie oznaczone roznymi literami rézng si¢ statystycznie istotnie (p < 0,05) / mean values denoted by
different letters differ statistically significantly at p <0.05.

Rys. 1. Zawarto$¢ witaminy C w czterech odmianach papryki: w dniu zbioru (T0), po jednym tygodniu
(T1) i po dwoch tygodniach (T2) przechowywania chtodniczego owocow catych (C) oraz prze-
chowywania zamrazalniczego owocow mrozonych (M) i liofilizowanych (L)

Fig. 1.  Content of vitamin C in four varieties of red pepper on day of collection (TO0), after one (T1) and
two weeks (T2) of cold storage of whole fruit (C) and of freezing storage of frozen (M) and
freeze-dried (L) fruits

W owocach odmiany ‘Cayenne’, zawierajacej najwigcej witaminy C, zaobserwo-
wano najwigksze jej straty, ktore po jednym tygodniu przechowywania dochodzity do
50 %. W odmianie ‘Cyklon’, charakteryzujacej si¢ najmniejszg zawartoscig tego
zwigzku, odnotowano najmniejsze straty, ktore wynosity ponad 14 % (rys. 1). W dru-
gim tygodniu przechowywania nastgpowata dalsza degradacja witaminy C, ale zmiany
te byly mniej dynamiczne. Dodatkowo w omawianym okresie przechowywania wysta-
pil nieznaczny wzrost zawartosci witaminy C w owocach odmiany ‘Cyklon’ (rys. 1).
Podobnie Andrade Cuvi i wsp. [1] w badaniach prowadzonych nad wplywem prze-
chowywania papryki w warunkach chtodniczych na jej wlasciwosci przeciwutleniajace
oraz zawartos¢ witaminy C odnotowali tendencj¢ wzrostowg zawarto$ci witaminy C.
Thumaczyli to tym, ze uszkodzone tkanki zwigkszytly produkcje kwasu askorbinowego
w celach ochronnych komoérek pomimo niskiej temperat