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Przedmowa Redaktora
Szanowni Panstwo,

Z ogromng przyjemnosciq przekazuje w Panstwa rece kolejny numer
czasopisma IBPRS-PIB i jednoczesnie chciatbym poinformowad, ze Redakcja po
krotkiej przerwie wznawia prace. Korzystajgc rowniez 7 okazji pragne bardzo
podzigkowal Szanownej Pani Profesor Renacie Jedrzejczak, ktora do tej pory
petnita role Redaktora Naczelnego, za wieloletniq prace w Redakcji. Mam
nadzieje, zZe uda mi sie, jako nastepcy, godnie reprezentowac Nasze
wydawnictwo. Dolozymy wszelkich staran, by kolejne numery ukazywaty sie
regularnie i zawieraly dobrze merytorycznie przygotowane publikacje, dlatego
tez bardzo licze na Panstwa przychylnosé, wyrozumiatos¢ oraz wspolprace.
Naszym celem jest rozwdj czasopisma wydawanego w IBPRS-PIB i zwiekszenie
punktacji za opublikowany w nim artykui, dlatego tez stopniowo, 0od kolejnych
numerow,  chcialbym  zaproponowaé¢  kilka  kwestii  organizacyjnych
I merytorycznych. W pierwszej kolejnosci dokonane zostang: zmiana tytutu
wydawnictwa oraz jezyka publikacji (wylqcznie angielski). Ponadto zmianie
ulegnie szata graficzna, przede wszystkim strony internetowej, takze
z uwzglednieniem lepszej i bardziej przejrzystej dostepnosci, ale rowniez loga
i oktadki wydawnictwa. Wigkszy nacisk zostanie potozony na internetowe
wydanie, w ktorym planuje sie publikowanie artykutow od razu po ich
akceptacji, w ftzw. , trybie cigglym”, bez koniecznosci oczekiwania do
zamkniecia wydania na koniec kolejnego kwartatu. Postaramy sie rowniez, by
proces publikacyjny, tj. od nadestania artykutu do przyjecia do druku, byt
mozliwie jak najkrotszy. Wszystkie dziatania sq ukierunkowane, zgodnie
z ministerialnymi wytycznymi, na zwiekszenie liczby punktow, o ktore bedziemy
wnioskowacd, jak tylko wymogi formalne zostang spetnione.

Niestety nawet pomimo najszczerszych checi, duzego zapatu ale tez wiary
w powodzenie przedsiewziecia bez Panstwa — Naukowcow, chcgcych publikowaé
w naszym wydawnictwie, nie jestesmy w stanie wiele osiggngé, dlatego tez
bedziemy bardzo wdzigczni za Panstwa pomoc i wspolprace a szczegolnie za
nadsyltanie artykutéow. Zywie ogromng nadzieje, Ze wspdlnie mozemy
doprowadzi¢ do rozwoju naszego czasopisma i pozyskac¢ pewne i rzetelne
miejsce, w ktorym wyniki przede wszystkim naszych badan bedg mogly byc
opublikowane 1 przedstawione do oceny oraz polemiki z innymi naukowcami
a autorzy prac bedg poszerzali swoj dorobek naukowy.

Jesli majg Panstwo pytania bqdz sugestie pozostaje do dyspozycji.

Lgcze wyrazy szacunku,
Piotr Janiszewski
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LEAD, CADMIUM AND MERCURY IN CEREAL PRODUCTS
IN POLAND AND EXPOSURE ASSESSMENT

Renata Jedrzejczak, Wieslawa Reczajska

Prof. Waclaw Dabrowski Institute of Agricultural and Food Biotechnology
State Research Institute
Rakowiecka str. 36, 02-532 Warsaw

renata.jedrzejczak@ibprs.pl

Streszczenie

Oszacowano poziom zanieczyszczenia krajowych produktow zbozowych metalami
toksycznymi, takimi jak otoéw, kadm i rtg¢. Do oznaczania zawartosci otowiu i kadmu
zastosowano technike¢ absorpcyjnej spektrometrii atomowej z atomizacja elektrotermiczng
(ETAAS), natomiast do oznaczania zawarto$ci rteci — absorpcyjng spektrometri¢ atomowa
z technikg amalgamacji (AAS-Amalg.). Zbadano tacznie 166 probek produktéow zbozowych
r6znych asortymentéw z réznych rodzajow zboz zakupionych na rynku krajowym.

Zawarto$¢ otowiu 1 kadmu w zbadanych produktach zbozowych byta na ogo6t mala i nie
przekraczala maksymalnych dopuszczalnych pozioméw okres§lonych w europejskich
rozporzadzeniach, z wyjatkiem 1 probki kaszy jeczmiennej, w ktorej zawartos¢ kadmu zostata
przekroczona (0,097 mg/kg). Dopuszczalna zawarto$¢ rteci w produktach zbozowych nie
zostala okreslona, tym niemniej oznaczone zawartosci byly ponizej 0,001 mg/kg, bedace;
granicg oznaczalnosci dla tego metalu.

Na podstawie uzyskanych wynikow oszacowano dzienne/tygodniowe pobranie badanych
metali toksycznych wraz z produktami zbozowymi przez dorostego Polaka, ktore nie

przekraczaly wartosci ustalonych przez EFSA.

Stowa kluczowe: otéw, kadm, rte¢, produkty zbozowe, ocena narazenia

OLOW, KADM I RTEC W PRODUKTACH ZBOZOWYCH W POLSCE
I OCENA NARAZENIA

Summary

The levels of domestic cereal products contamination with toxic metals such as lead,

cadmium and mercury, were estimated. For lead and cadmium determination the
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electrothermal atomic absorption spectrometry technique (ETAAS) was used while for
mercury determination amalgamation technique with atomic absorption spectrometry
(AAS-Amalg.) was used. A total of 166 samples of cereal products of various assortments
from various types of grain purchased on the Polish market were analysed.

The lead and cadmium contents in the tested cereal products were generally low and did
not exceed the maximum permissible levels specified in the European regulations, except one
sample of barley groats in which cadmium content was exceeded (0.097 mg/kg). No
regulations have been established for the mercury contents in cereal products however, they
were below 0.001 mg/kg, i.e. the limit of quantification for this metal.

On the basis of the obtained results, daily/weekly intakes of toxic metals with the
consumption of cereal products by Polish adults were assessed and they did not exceed values
established by EFSA.

Keywords: lead, cadmium, mercury, cereal products, exposure assessment

INTRODUCTION

Trace elements, including those belonging to the group of toxic metals, occur naturally in
the environment in amounts corresponding to the values of so-called natural background.
They are also released into the environment as a result of various human activities (industry,
automotive, agriculture), contributing to the pollution of groundwater, soil and plants.

The presence of toxic metals in food, such as lead, cadmium and mercury, considered
absolutely harmful to health, depends on a number of environmental and production factors.
Environmental factors include conditions for growing and breeding plants, applied
agro-technical measures, climatic conditions, and the proximity of highways or larger urban
agglomerations and industrial plants. Technological processes, on the one hand, may reduce
the content of toxic metals in food during cleaning, removal of inedible parts and during
thermal treatment. But also, toxic metals may get into food with substances added during
production or by migration from technological equipment and from packaging. Despite the
fact that these metals may be present in food in very small amounts, their toxic effect on the
human health can be significant and contribute to the disruption of the natural life processes,
and consequently to the emergence of some civilization diseases and health disorders.
The common feature of these metals is the ability to accumulate in the human body, a long
biological half-life and the associated chronic toxicity. For these reasons tolerable weekly
intakes (Cd, Hg) or benchmark dose levels (BMDL — a lower 95% confidence limit) (Pb, HQ)

7



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2022 t. 76 nr 1

were set by EFSA [EFSA 2012a, 2012b, 2012c].

Table 1. Reference intakes of Pb, Cd and Hg
Referencyjne pobranie Pb, Cd i Hg

Metal Parameter Value
Pb BMDLo; 1.5 ng/kg b.w./day
BMDLo 0.63 pg/kg b.w./day
Cd TWI 2.5 ug/kg b.w.
Hg TWI 4.0 ug/kg b.w.
BMDLio 0.06 mg/kg b.w./day

BMDLo: - benchmark dose level for cardiovascular effect; BMDLiy - benchmark dose level for
nephrotoxicity effect; TWI — tolerable weekly intake; b.w. - body weight

Cereals are one of the most important crops in the world and grain products are of great
importance in human nutrition. Depending on the type of grain and technological processes,
many types of food products are obtained from them, such as bread, pasta, breakfast cereals,
snacks, cakes, and alcoholic beverages as whisky, beer, vodka, American Bourbon, Japanese
sake and others. The recommended consumption of bread and cereal products is placed on the
3" level of the current Food Pyramid developed for Polish people, after physical activity, and
vegetable and fruit consumption [N1ZP PZH-PIB, 2021].

The maximum levels for lead and cadmium in cereals were specified in two current
European Regulations No 2021/1317 (Pb) and No 2021/1323 (Cd) amending previous
Regulation (EC) No 1881/2006. The maximum level of mercury in cereals was not
established due to the low risk of exposure assessed by the regulatory authorities.

Table 2. Maximum levels for toxic metals contents in cereals
Najwyzsze dopuszczalne piziomy metali toksycznych w zbozach

Maximum level,

Metal Products ma/kg
Lead Cereals 0.20
Cadmium Cereals other than listed below 0.10
Wheat bran 0.15
Rye and Barley 0.050
Mercury Cereals -

In the present research, we focused on the assessment of toxic metals contamination (Pb, Cd,
Hg) of selected and popular cereal products consumed in Poland, and their impact on health

exposure in relation to the current requirements.
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MATERIALS AND METHODS

Samples. A total of 166 samples of various assortments of cereal products from different types
of grain available on the Polish market were tested. They included: 27 samples of flour,
20 samples of bran, 35 samples of groats, 35 samples of breakfast cereals, 14 samples of

pasta, 15 samples of cereal snacks, and 20 samples of bread.

Reagents and standard solutions. All chemicals used in this study were of high analytical
grade: nitric acid 69% (HNOs, J.T. BAKER), palladium modifier (10+0.02 g/l w 5% HNOs,
CPI Inst.), standard solutions of Pb, Cd and Hg in concentration of 1000 mg/l (SPC Science),
argon 99.999% oxygen 99.9%, double distilled water from Water still Aquatron A4D, J. Bibby
Science Products Ltd. England.

Analysis of Pb, Cd and Hg. The concentrations of Pb and Cd in cereal products were
determined according to the PN-EN 14084:2004 standard after microwave digestion, in
triplicate. About 0.3 g of a homogeneous sample was weighed with the accuracy of 0.001 g
into a Teflon vessel, 4 ml of HNOz were added and left until next day. Digestion was
performed in a microwave oven in four steps (MARS 5, CEM Corp.) with power setting of
400-1200W during 50 min. After cooling and removing the excess of nitrous oxides in the
ultrasonic bath, the sample was transferred to a 25 ml volumetric flask and Pb and Cd were
determined using electrothermal atomic absorption spectrometry with Zeeman background
correction (ETAAS) — Solaar M6, Thermo Scientific.

The concentration of Hg was determined according to the own research procedure [PB-ZA 04,
2016], not less than in triplicates. About 0.1 g of a homogenous sample with an accuracy of
0.001 g was weighed into a nickel boat and analyzed by atomic absorption spectrometry with
the amalgamation technique using the Mercury Analyzer, Altec.

Verification and validation of methods, and conformation of validity of the study results.

The applied methods have been verified/validated according to the PN-EN ISO/IEC
17025:2018-02 standard and accredited by the Polish Center for Accreditation (PCA) with the
Certificate No AB 452. For the purpose of this study, their appropriateness was checked with
the use of two certified reference materials (Table 2). The obtained results were within the

range of the certified values with recoveries from 97% to 102%.
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Table 3. Results of lead, cadmium and mercury determinations in the certified reference
materials
Wyniki oznaczania zawartosci olowiu, kadmu 1 rteci w certyfikowanych
materiatach odniesienia

Content, in mg/kg (£ = SD)

" Pb Cd Hg
CRM 281 Rye grass
Obtained results, mg/kg 6 2.36 +0.08 0.122 +0.004 0.021 +£0.001
Certified value, mg/kg 2.38+0.11 0.120 £ 0.003 0.0205 +

0.0019

Recovery, % 99.2 102 102
CRM 189 Wholemeal flour
Obtained results, mg/kg 10 0.369+0.011 0.0712 +£0.0010
Certified value, mg/kg 0.370+£0.012  0.0713 +£0.0030 nc
Recovery, % 97.4 99.8

nc — not certified

For confirmation of the validity of the results, the analyses of the blank and tested samples
were carried out in 3 replicates and appropriate CRM was added to each analytical run.
Regular participation in proficiency testing such as FAPAS and LGC was also provided, with

the satisfactory results.

Exposure assessment of Pb, Cd and Hg. To determine the level of the Polish adult exposure
to Pb, Cd and Hg through consumption of cereal products, the daily/weekly intakes (DI/WI)
were assessed.
DI/WI = (Cep x Mdciwe) / b.w.
where C¢p is the mean content of individual metal in the cereal products, Mgcwc IS the
mean mass of daily/weekly consumption of cereal products, and b.w. is the average body

weight of adult consumer.

Statistical analysis. Statistical analysis and all calculations were performed using Excel
(Microsoft Office Standard 2013), TIBCO Software Inc. (2017) and Statistica version 13. The
average values and standard deviation were calculated for all kinds of products made from
different types of cereals. For the values below the limit of quantification (LOQ), the half of it
(i.e. 0.0005 mg/kg) was taken for the calculation. In order to compare the content of toxic
metals in various cereal products, the Kruskal-Wallis one-way analysis of variance by ranks
and the multiple comparison test were performed. The adopted level of significance was
a=0.05.
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RESULTS AND DISCUSSION

The results of the Pb, Cd, and Hg in the various assortments of the examined cereal

products are presented below.

Table 4. Pb, Cd and Hg contents in cereal products

Zawartos¢ Pb, Cd i\ Hg w produktach zbozowych

Pb, mg/kg Cd, mg/kg Hg, mg/kg
Products N _ _
range x+SD range X+SD
All cereals 166 <0.001-0.153 0.021+0.028 <0.001-0.123 | 0.028+0.025 <0.001
Flour 27 <0.001-0.153 0.041+0.035 0.002-0.044 0.021+0.013 <0.001
wheat 13 <0.001-0.105 0.026+0.029 0.017-0.044 0.034+0.008 <0.001
rye 8 <0.001-0.141 0.050+0.039 0.005-0.016 0.010+0.003 <0.001
barley 1 0.032 0.032 0.006 0.006 <0.001
oat 1 0.053 0.053 0.028 0.028 <0.001
buckwheat 1 0.069 0.069 0.027 0.027 <0.001
corn 3 0.022-0.153 0.069+0.059 0.002-0.014 0.009+0.005 <0.001
Bran 20 <0.001-0.080 0.020+0.020 0.010-0.123 0.042+0.032 <0.001
wheat 9 <0.001-0.049 0.018+0.017 0.016-0.123 0.071+0.033 <0.001
rye 6 <0.001-0.080 0.030+0.010 0.010-0.023 0.017+0.006 <0.001
oat 5 <0.001-0.027 0.009+0.020 0.016-0.044 0.031+0.011 <0.001
Groats 35 <0.001-0.116 0.029+0.031 <0.001-0.097 | 0.036+0.029 <0.001
wheat 10 <0.001-0.068 0.025+0.023 0.013-0.080 0.045+0.021 <0.001
barley 9 <0.001-0.116 0.040+0.041 <0.001-0.097 | 0.023+0.027 <0.001
buckwheat 5 <0.001-0.031 0.014+0.012 0.053-0.090 0.076+0.020 <0.001
millet 5 0.004-0.039 0.020+0.011 0.026-0.081 0.052+0.022 <0.001
corn 6 <0.001-0.107 0.039+0.041 <0.001-0.005 | 0.004+0.003 <0.001
Flakes 35 <0.001-0.066 0.016+0.019 <0.001-0.085 | 0.028+0.022 <0.001
wheat 8 <0.001-0.066 0.022+0.023 0.014- 0.055 0.039+0.013 <0.001
rye 2 <0.001-0.014 0.007+0.007 0.009-0.019 0.014+0.005 <0.001
barley 5 <0.001-0.007 0.002+0.003 0.007-0.017 0.012+0.004 <0.001
oat 6 <0.001-0.065 0.017+0.022 0.024-0.085 0.050+0.022 <0.001
buckwheat 1 0.011 0.011 0.051 0.051 <0.001
millet 2 <0.001-0.066 0.033+0.032 0.021-0.033 0.027+0.006 <0.001
corn 6 <0.001-0.065 0.020+0.018 <0.001-0.006 | 0.004+0.002 <0.001
multigrain 5 0.007-0.045 0.015+0.016 0.010-0.073 0.028+0.023 <0.001
Pasta 14 <0.001-0.045 0.005+0.010 0.010-0.086 0.031+0.019 <0.001
wheat 9 <0.001-0.045 0.008+0.013 0.024-0.086 0.044+0.019 <0.001
rye 2 <0.001 <0.001 0.010-0.024 0.017+0.007 <0.001
barley 1 <0.001 <0.001 0.015 0.015 <0.001
buckwheat 1 <0.001 <0.001 0.030 0.030 <0.001
corn 1 <0.001 <0.001 0.014 0.014 <0.001
Bread 20 <0.001-0.097 0.015+0.023 0.001-0.030 0.012+0.007 <0.001
wheat 5 <0.001-0.044 0.014+0.0160 0.001-0.030 0.012+0.010 <0.001
rye 5 <0.001-0.045 0.010+0.018 0.008-0.012 0.008+0.002 <0.001
barley 1 <0.001 <0.001 0.013 0.013 <0.001
corn 1 <0.001 <0.001 0.005 0.005 <0.001
multigrain 1 <0.001-0.097 0.022+0.032 0.010-0.020 0.015+0.004 <0.001
Snacks 15 <0.001-0.017 0.006+0.005 <0.001-0.050 0.011+0.015 <0.001
wheat 5 <0.001-0.009 0.005+0.003 0.003-0.050 0.022+0.020 <0.001
oat 2 <0.001-0.004 0.002+0.002 0.010-0.024 0.017+0.007 <0.001
corn 7 <0.001-0.017 0.008+0.006 <0.001-0.006 | 0.002+0.002 <0.001
multigrain 1 0.005 0.005 0.006 0.006 <0.001
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Lead. Of all analysed samples, 73% contained Pb at the level below the determined LOQ and
also all of them fell below the maximum level of Pb established by the European regulation.
The highest Pb contents were found in: 1 sample of corn flour (0.153 mg/kg) and 1 sample of
corn groats (0.107 mg/kg), 1 sample of rye flour (0.141 mg/kg), 2 samples of barley groats
(0.116 mg/kg; 0.104 mg/kg), and 1 sample of wheat flour (0.105 mg/kg).

Among the examined types of cereal products, their mean Pb contents were in order: flour >

groats > bran > flakes > bread > snacks > pasta.

On the other hand, statistical analysis showed that Pb concentrations in cereal products
did not differ significantly (p>0.05) in relation to the type of grain from which they were
produced (Fig. 1). However, these results in individual groups of cereal products varied
widely with the relative standard deviation (RSD) ranged from 88% in millet products to

152% in rye products, and for all cereal products - 134%, on average.

0.20
Cereal products
0.16
0.12
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Figure 1. Mean Pb contents in cereal products from different type of grain
Srednie zawartosci Pb w produktach zbozowych z réznych rodzajow zboz

Similar results of Pb in cereal products in Poland were presented earlier by
Wojciechowska-Mazurek et al. [2008], Kot et al. [2009a], Siebielec, Siebielec [2016], and
also in Germany [Schwarz et al. 2014], Italy [Albergamo et al. 2018], and Slovenia [Krincic
et al. 2019].

In turn, studies carried out by Kot et al. [2011] showed much higher content of Pb in

pasta available on the market in Poland. Also Fiton et al. [2013] revealed much higher
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contents of Pb in different cereal products (0.007-0.375 mg/kg) with values exceeding
maximum permissible level in several samples of groats, pasta, wheat flour and bran. Higher
contents of Pb in cereal products were also reported from Spain [Marin et al. 2018], Morocco
[Sifou et al. 2021], Iran [Ghanati et al. 2019], China [Liang et al. 2019], and Australia
[Tinggi, Scoendorfer 2018]. Such levels of Pb contents in cereal products were also presented
by Khaneghah et al. [2020] who analyzed world data published between 2013 and 2019, and
also by EFSA [2012a]. However, EFSA [2012a] underlined seemingly decreasing lead levels
in food (23%) compared to the previous opinion on this subject [EFSA 2010]. On the
contrary, lower mean Pb contents in cereals and cereal products were found in UK [Rose et al.
2010], France [Millour et al. 2011] and Spain [Perello et al. 2014].

Nevertheless, almost all of these authors emphasized the high variability of lead content
in the examined cereal products which, to a large extent, can be generally explained by the
varied environmental and technological conditions of their production [El-Kady, Abdel-
Wahhab 2018].

Cadmium. Of all analysed cereal products, only 4% contained Cd at the level below the LOQ
for this metal but still below the maximum levels set for Cd [EU 2021/1323], excluding one
sample of barley groats (0.097 mg/kg) in which it was exceeded. However, 11 samples (6.6%)
have relatively high Cd contents close to the limit levels: 2 samples of wheat bran (0.123
mg/kg; 0.110 mg/kg), 1 sample of wheat pasta (0.086 mg/kg), 1 sample of wheat groats
(0.080 mg/kg),

1 sample of oat flakes (0.085 mg/kg) and 3 samples of buckwheat groats (0.097 mg/kg, 0.090
mg/kg, 0.087 mg/kg), 2 samples of millet groats (0.081 mg/kg; 0.074 mg/kg), and 1 sample of
mixed cereals (0.073 mg/kg).

Among examined cereal product groups, the mean Cd contents were in different order than

for Pb, i.e.: bran > groats > pasta > flakes > flour > bread, snacks.

On the other hand, statistical analysis confirmed that Cd concentration in cereal products
significantly (p<0.05) depended on the type of grain from which they were produced (Fig. 2).
For them the mean Cd contents were in sequence: buckwheat products > millet products >
wheat products > oat products > multigrain products > barley products > rye products > corn
products. Nevertheless, the Cd results in the individual group of cereal products also varied
widely with RSD ranged from 46% in rye products to 116% in barley products, and for all

cereal products on average - 90%.
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Figure 2. Mean Cd contents in cereal products from different type of grain
Srednie zawartosci Cd w produktach zbozowych z roznego rodzaju ziarna zboz

Similar results of Cd in cereal products in Poland were presented earlier by
Wojciechowska-Mazurek et al. [2008], Kot et al. [2009b, 2011], Siebielec and Siebielec
[2016], and also in the UK [Rose et al. 2010], France [Millour et al. 2011], Germany
[Schwarz et al. 2014], Belgium [Vromman et al. 2010], Italy [Albergamo et al. 2018],
Slovenia [Krincic et al. 2019], China [Liang et al. 2019], and Australia [Tinggi, Scoendorfer
2018]. Such levels were also presented by EFSA [2012b], and Khaneghah et al. [2020] who
analyzed published world data for Cd contents in cereal products between 2013 and 20109.
Lower mean cadmium contents in cereal products were assessed in Spain [Perell et.al. 2014].

Apart from that, earlier studies carried out in Poland also showed widely varied results of
Cd in cereal products which in some cases exceeded maximum levels e.g. in bread, pasta and
barley groats [Fitlon et al. 2012]. Higher results of Cd in cereal products were reported
recently from Spain [Marin et al. 2018], Australia [Tinggi, Scoendorfer 2018], Morocco
[Sifou et al. 2021], and Iran [Ghanati et al. 2019], too.

Mercury. In all examined samples of cereal products the concentrations of mercury were very
low, i.e. below the limit of quantification (0.001 mg/kg). These results were comparable with
those received in an earlier study [Jedrzejczak 2007]. Very low mercury concentrations (on
average 0.003 mg/kg) in a wide range of cereal products (bread, flour, groats, pasta) available
on the market in Poland were reported by Wojciechowska-Mazurek et al. [2008], too. Similar
mean middle bound (MB) value (0.002 mg/kg) of data from 20 countries from 2002-2011 was
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also presented by EFSA [2012c]. In France [Millour et al. 2011] Hg contents in cereals and
cereal products were assessed on the level of 0.005-0.006 mg/kg, but in Spain [Perello et al.
2014] and UK [Rose et al. 2010] below the limit of detection.

Cereals contribution to dietary intakes of Pb, Cd, Hg — health risk assessment

To evaluate exposure and the health risk related to the presence of studied toxic metals in
cereal products by adult population in Poland — the daily/weekly intakes were calculated and
compared with the values established by EFSA (Table 1). In Poland in 2020, the consumption
of bread and cereal products was 5.31 kg/person/month, i.e. 1.222 kg/person/week and
0.175 kg/person/day, according to the data of the Central Statistical Office [GUS, 2021]. The
average body weight of adult consumer was considered to be 60 kg, and the average content
of Pb and Cd in cereal products estimated in this study were 0.021 mg/kg and 0.028 mg/kg,
respectively. For Hg half of LOQ was taken for assessment. Thus cereal products generate

intakes of Pb, Cd and Hg for adults in Poland as presented below.

Table 5. Daily/weekly intake of Pb, Cd and Hg with cereal products by adults in Poland
Dzienne/tygodniowe pobranie Pb, Cd | Hg z produktami zbozowymi przez osoby
doroste w Polsce

Pb cd Hg
DI, pug/kg b.w. 0.061 0.081 0.001
WI, ug/kg b.w. 0.427 0.570 0.010
% BMDLo 4.1
% BMDLyo 9.7 - <0.01
% TWI - 22.8 0.25

Cereal products are considered as a staple food for adults which are consumed in
relatively large amounts in Poland (16%). However, their consumption is systematically
decreasing, e.g. by approx. 40% since 2003 [GUS, 2021]. Nevertheless, dominating food in
the adult diet contribute the most to the overall exposure to toxic metals. According to EFSA
[2012a, 2012b, 2012c] consumption of bread and cereal products contribute to the overall
exposure of adults to Pb, Cd and Hg in 16.1%, 26.9%, 7.8%, respectively.

Lead. The results of this study showed lower daily intake of Pb with cereal products than
presented by EFSA [20123], i.e. 0.109 ug/b.w. Also, even lower daily intakes of Pb with
cereal products by adults were found in the UK — 0.049 nug/kg b.w. [Rose et al. 2010], Spain —
0.037 pg/kg b.w. [Perello et al. 2014], and France — 0.030 pg/kg b.w. [ANSES 2011].
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Cadmium. The assessed weekly intake of Cd with cereal products by adults in this study was
comparable to this presented by EFSA [2012b], i.e. 0.0549 ug/kg b.w., and in Spain — 0.055
ug/kg b.w. [Perello et al. 2014] and France — 0.0517 pg/kg b.w. [ANSES 2011]. Higher
weekly intakes of Cd were found in Germany — 0.0664 ug/kg b.w. [Schwarz et al. 2014] and
the UK — 0.062 ng/kg b.w. [Rose et al. 2010]. Lower weekly intake of Cd were found in Italy
—0.0462 pg/kg b.w. [Filippini et al. 2018] and Belgium — 0.0374 ug/kg b.w. [Vromman et al.
2010].

Mercury. Although all results of this study were below LOQ), for intake calculation half of its
value was taken into consideration. This value was very low and was only 0.25% of the
current TWI and not important for BMDL1o. The same value of exposure to this metal from
consumption of cereal products was also recognized by EFSA [2012c] - as a mean of lower
MB value, and also in other countries as in the UK — 0.0077 ng/kg b.w./week, France —
0.0004 ng/kg b.w./week [ANSES 2011], and Spain — 0 pg/kg b.w./week [Perello et al. 2014].

CONCLUSIONS

The toxic metals contents such as lead and cadmium found in the tested cereal products
available on the Polish market varied widely, but generally they did not exceed the maximum
permissible levels, specified in the EU Regulation [2021/1317, 2021/1323], except one
sample of barley groats in which the cadmium content exceeded this level. The mercury
contents in the examined cereal products were very low and in all samples below LOQ. The
estimated exposure of the adult consumers in Poland to toxic metals such as lead, cadmium
and mercury coming from consumption of cereal product was close to that in the EU
population presented by EFSA [2012a, 2012b, 2012c], except the lead intake, which was
lower in this study, and also to data presented by the authors from different countries. Lower
level of lead intake from cereal products could suggest positive trend of decreasing exposure
to this toxic metal from consumption of cereal products in Poland. Still remains the problem
with the high exposure to cadmium from cereal products despite the systematically declining

consumption of these kinds of products.
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Streszczenie

Omowiono wybrane prace zrealizowane w projekcie badawczym ,,Przeprowadzenie prac
badawczo - rozwojowych w firmie D&K Technology majacych na celu opracowanie
innowacyjnego produktu MainBox, umozliwiajacego odbior artykutdow spozywczych bez
koniecznosci czekania na dostawce”. Przedstawiono wyniki badan i analiz, ktore umozliwity
opracowanie i zbudowanie prototypu urzadzenia (paczkomatu dla zywnosci), zlozonego
z niewielkich komor (boksow) chlodniczych 1 mroZzniczych, zapewniajagcych warunki
temperaturowe (+5°C lub -18°C), umozliwiajace przechowywanie zywnosci. Zapewnienie
optymalnych warunkéw temperaturowych wewnatrz boksow (chlodniczych 1 mrozniczych)
jest mozliwe dzigki odpowiedniej konstrukcji urzgdzenia (materiaty, instalacja chtodnicza)
1 prawidlowo funkcjonujagcym systemom (sterowania agregatami chtodniczymi, zabezpieczen,

monitoringu temperatury).

Stowa kluczowe: tancuch chtodniczy, e-zakupy, paczkomat dla zywnosci, przechowywanie

Zywnosci

DEVELOPMENT OF AN INNOVATIVE FOOD STORAGE DEVICE MAINBOX
Summary

Selected works carried out in the research project "Conducting research and development
works at D&K Technology" aimed at developing an innovative MainBox product, enabling
the collection of food products without having to wait for a supplier, were discussed.
The results of research and analyzes were presented, which enabled the development and
construction of a prototype device (food parcel locker), consisting of small cooling and
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freezing chambers (boxes) ensuring temperature conditions (+5°C or -18°C), enabling food
storage. Ensuring optimal temperature conditions inside the boxes (cooling and freezing) is
possible thanks to the appropriate construction of the device (materials, cooling installation)

and properly functioning systems (control of chillers, security, temperature monitoring).

Keywords: cold chain, e-shopping, food parcel locker, food storage

1. WSTEP

Utrzymanie dobrej jakosci ptodow rolnych oraz produktéw spozywczych mozna osiggnaé
dzigki zagwarantowaniu ciggtosci tancucha chtodniczego [James, James 2010]. Natomiast
ograniczanie marnotrawienia zywnos$ci, szczegéOlnie w gospodarstwach domowych, jest
mozliwe poprzez racjonalne nabywanie produktéw [Borrello i in. 2017]. Obecnie poszukuje
si¢ nowych kanalow dystrybucji zywnosci, ktore utatwilyby dostarczenie jej w odpowiednich
warunkach przechowalniczych (temperatura) i w dogodnym czasie.

Z przeprowadzonych w 2018 r. badan wynikato, ze co siédmy internauta regularnie
nabywa produkty spozywcze w sieci. Najczesciej drogg elektroniczng kupowane byty napoje,
pieczywo, owoce i warzywa [Raport 2018]. Dla zapewnienia ciggto$ci dostaw konieczne jest
opracowanie nowych rozwigzan umozliwiajacych swobode dostarczania produktéw przez
dystrybutorow, jak i odbioru ich przez klienta, przy ograniczonym kontakcie osob trzecich.
Sprawne zapewnienie spoteczenstwu tatwego dostep do zywnosci 0 dowolnej porze, jest
mozliwe z zastosowaniem innowacyjnego urzadzenia typu paczkomat z odpowiednimi
warunkami temperaturowymi wewnatrz komor.

W artykule opisano pierwszy etap prac dotyczacych opracowania prototypoéw modutow
chlodniczego 1 mrozniczego urzadzenia (Mainbox) do przechowywania Zywnosci,
wykonanych w ramach projektu, ktorego wnioskodawcg byta firma D&K Technology Sp. z o.
0. Projekt zrealizowano w okresie od stycznia do pazdziernika 2019 r. Skonstruowany
produkt bedzie wzmocnieniem potencjatu innowacyjnego wielkopolskiego przedsigbiorstwa.

Opracowane urzadzenie jest odpowiedzig na obecng potrzebe spoleczenstwa. Jest
wlasciwym rozwigzaniem na dostarczenie zywnosci dla konsumentdow w trudnej
rzeczywisto$ci rezimu sanitarnego, spowodowanego stanem zagrozenia epidemiologicznego,
dotyczacego zachorowan na COVID-19 (koronawirus). Aktualnie, potencjat rozwoju takiej
formy handlu Zywnoscig zwigkszyt sie dzigki zapewnieniu optymalnych warunkow

przechowalniczych.
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2. PROTOTYP KORPUSOW MODULOW CHELODNICZEGO I MROZNICZEGO

Zbudowanie prototypu korpuséw modutéow: chtodniczego i mrozniczego, wymagalo
okreslenia wielko$ci urzadzenia i wyboru materiatéw konstrukcyjnych, m.in. materiatu
izolacyjnego, uszczelnienia, materiatu wylozenia wnetrza boksu oraz opracowanie ich
konstrukcji w celu wykonania ich zgodnie z przyjetymi zatozeniami. Urzgdzenie wykonano
ze stali kwasoodpornej i uwzglgdniono w nim przestrzen na instalacj¢ chlodnicza. Przy
projektowaniu optymalnych parametréw konstrukcji korpusu uwzgledniono nastepujace

wytyczne:

niezbedng kubature dla:
» przechowywanej zywnosci (komory - boksy na produkty spozywcze),
» prawidlowego rozmieszczenia instalacji uktadu chtodniczego,
» oprzyrzadowania pomiarowego i obstugujacego system dostepu klienta do danego
boksu;

— zapewnienie odprowadzenia ciepla (generowanego w skraplaczu) na zewnatrz, dla
zapewnienia ochrony wnetrza przed przegrzaniem i zapewnienia poprawnej pracy uktadu
chlodniczego;

— ochrong¢ wrazliwych komponentéw wewnetrznych przed wplywem czynnikow
zewngtrznych, tj. wilgocig (opady atmosferyczne) i zmienng temperaturg;

— ochrong elementéw instalacji chlodniczej, zainstalowanych ukladéow (kontrolnych
1 pomiarowych), jak i samych boksow przed ingerencja osob trzecich (akty wandalizmu).

Uwzglednienie tych wytycznych umozliwilo optymalizacje 1 okreslenie wymiarow urzadzenia
(modutu chtodniczego i mrozniczego) - 230 x 70 x 70 cm (rys. 1). Modut podzielono na
5 komoér (bokséw) do przechowywania zywnos$ci, kazdy otwierany z przodu osobnymi
drzwiami. Z tylu modutu, na catej wysokosci, usytuowano wspolng komorg o gtebokosci ok.
5 cm, ktora umozliwia zasilanie kazdego boksu zimnym powietrzem. Przy opracowywaniu
koncepcji niezbednych instalacji w modutach, przeanalizowano nastepujace aspekty:

— dobdr 1 rozmieszczenie elementow ukladu chiodniczego (m. in. sprezarka, skraplacz,
wentylator, kapilara, osuszacz),

* umiejscowienie parownika oraz sposob jego odtajania,
* sposob zasilania kazdego boksu zimnym powietrzem,
— system monitoring temperatury,
— system zabezpieczen (alarmy z powiadomieniem i blokadg otwarcia drzwi, sygnalizacja

dzwickowa zbyt dlugiego otwarcia drzwi).
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Rysunek 1. Prototypowe  urzadzenie  (modutlu  chlodniczego 1  mrozniczego)
z wewngtrznymi wymiarami komor i rozmieszczeniem czujnikow temperatury
Prototype device (cooling and freezing module) with internal dimensions of
chambers and arrangement of temperature sensors

2.1 MATERIAL IZOLACYJNY I USZCZELNIENIE

Dobor materiatu izolacyjnego wymagal okreslenia optymalnego wspodtczynnika
przewodzenia ciepta oraz uwzglednienia aspektéw ekonomicznych 1 energetycznych.
Wilasciwe uszczelnienie urzadzenia zapewnia ochron¢ izolacji termicznej przed
zawilgoceniem oraz zminimalizowanie wnikania pary wodnej do wnetrza boksu. Skroplenie
pary wodnej na sciankach wewnetrznych prowadzi¢ moze do pogorszenia warunkow
przechowalniczych oraz psucia si¢ produktow spozywczych. Przy doborze materiatu do
wytozenia wnetrza boksu, uwzgledniono takze aspekt jego dopuszczenia do kontaktu
Z Zywnoscig.

Na podstawie analizy parametrow materialow izolacyjnych dostgpnych na rynku,
wybrano optymalny produkt z wymaganym wspotczynnikiem przewodzenia ciepta — styrodur
(polistyren ekstrudowany, pianka polistyrenowa), ktory powstaje ze spienionego polistyrenu
i sktada si¢ z matych, zamknigtych komorek, przez co zachowuje wigksze wihasciwosci
izolacyjne niz np. styropian [Radziszewska-Zielina 2009]. Wykonano obliczenia i analizg
wplywu grubosci izolacji na temperatury i warunki przechowywania oraz na koszty budowy
1 eksploatacji urzadzenia (zuzycie energii). Im mniejszy jest wspotczynnik przenikania ciepta,
tym lepsza izolacyjnos¢ cieplna przegrody. Wspotczynnik przewodzenia i oporu cieplnego
w modulach mrozniczym 1 chtodniczym, przy zastosowanej izolacji typu styrodur,

w zaleznosci od grubosci, przedstawiono w tab. 1.
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Tabela 1. Wspotczynnik przewodzenia i oporu cieplnego w modutach mrozniczym
i chtodniczym
Coefficient of thermal conductivity and resistance in freezing and cooling modules

Grubos¢ izolacji [mm] Umiejscowienie Wspc')iczynn_ik Wspélczynnil; oporu
w module w module styroduru przevyodzenla cieplnego [m=K/W]
mrozniczym | chtodniczym | W modutach ciepla mo d.uhl modpiu
[W/(m-K)] | mroZniczego | chtodniczego

70 60 boki 0,035 2,00 1,70

70 60 dno 0,035 2,00 1,70

50 50 tyt 0,033 1,50 1,50

200 200 gora 0,036 5,50 5,50

60 60 drzwi 0,035 1,70 1,70

Nastgpnie dobrano materiat wylozenia wnetrza komor, spetlniajacy wymagania do
kontaktu z zZywnoscia oraz gwarantujacy odpowiednie uszczelnienie, zapewniajace
bezproblemowe otwieranie 1 zamykanie. Wyznaczono przenikalno$¢ cieplng korpusu
urzadzenia. Uwzgledniajac wszystkie przyjete zatozenia oraz opracowana konstrukcje,

zbudowano prototyp korpusu modutéw chtodniczego i mrozniczego.

3. WYMAGANIADLA INSTALACJI CHLODNICZYCH

Dla projektowanego urzadzenia wybrano instalacje chlodniczag na propan (R290).
Wriasciwosci tego czynnika, w $wietle przepiséw i prognoz Unii Europejskiej, sa kluczowym
argumentem do zastosowania w meblach chtodniczych komercyjnych, do ktérych nalezy
projektowany MainBox (paczkomat dla Zywnosci).

Okreslono wydajnos¢ chlodnicza kazdego z modutéw, uwzgledniajac w nich:
temperatury przechowywania +5°C i -18°C, pojemno$¢ urzadzen, ich izolacje, a takze
przeznaczenie i umiejscowienie (warunki temperaturowe wewnatrz i na zewnatrz).
Sumaryczng pojemno$¢ komér w jednym module okreslono na ok. 350 litrow (0,35 m®).
Komercyjne meble chlodnicze posiadaja najczesciej agregat o wydajnosci, odpowiednio dla
uktadu chtodniczego — ok. 200 - 250 W, a dla uktadu mrozniczego — ok. 230 - 410 W.
W ramach prac badawczych, na podstawie poboru mocy elektrycznej, wyznaczono
wydajnosci:

— dla modutu chtodniczego 298 W, przy temperaturach: parowania -5°C, komory +2°C

i otoczenia +40°C,

— dla modutu mrozniczego 410 W, przy temperaturach: parowania -25°C, komory -18°C

i otoczenia +40°C.
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Dostosowano  instalacje  chlodniczg, poprzez zaprojektowanie odpowiednich
zabezpieczen (m.in. presostat, grzatka elektryczna), do zmiennych warunkéw
srodowiskowych (temperatur powietrza w zakresie od -20°C do +35°C), gdyz moduty do
przechowywania zywnos$ci bedg montowane na zewnatrz budynkow sklepowych. Presostat
(czujnik pokazujacy rdznice cisnien z przekaznikiem) utrzymuje cisnienie w okreslonym
zakresie na skraplaczu. Gdy ci$nienie spadnie ponizej ustalonej warto$¢ zostanie wylaczony
wentylator, a po przekroczeniu okre§lonego ci$nienia wigczony. Gdy temperatura otoczenia
osigga warto$ci minusowe, konieczne jest zastosowanie dodatkowej grzatki elektrycznej,
ktéora w przypadku modutu chlodniczego zabezpieczy przed spadkiem temperatury
w komorach ponizej +5°C, co pozwoli utrzyma¢ w nich optymalng temperaturg

przechowywania produktow.

3.1 CHARAKTERYSTYKA CZYNNIKA CHLODNICZEGO ZASTOSOWANEGO
W MODULACH

Poczawszy od roku 2020 wszystkie urzadzenia chtodnicze mogg by¢ napetniane jedynie
czynnikiem chtodniczym o niskim wspolczynniku tworzenia efektu cieplarnianego (GWP —
Global Warming Potential). Takie wymagania spetnia propan o wskazniku GWP=3 oraz
zerowym potencjale niszczenia warstwy ozonowej (ODP — Ozone Deplation Potential), dzigki
czemu nie wykazuje szkodliwego wplywu na S$rodowisko [Grzebielec i in. 2017].
Jednoczesnie, propan jako proekologiczny czynnik chtodniczy jest wydajnym zigbnikiem
(posiada zblizone wiasciwosci do R22 - dwufluorochlorometanu, ktory jest obecnie wycofany
Z uzycia).

Propan charakteryzuje si¢ wysoka wydajnoscig energetyczng, dobrg pojemnoscig
wolumetryczng i ma duze zakresy pracy sprezarki w porownaniu z czynnikami grupy HFC
(obecnie wycofywanymi z zastosowan). Ograniczeniem w jego stosowaniu jest palno$¢
1 wybuchowo$¢. Klasyfikowany jest jako czynnik klasy bezpieczenstwa A3. Cechy te limitujg
jego stosowanie do matych uktadow chiodniczych, np. klimatyzatorow zainstalowanych na
zewnatrz budynkoéw oraz urzadzen handlowych hermetycznych i agregatow wody lodowej.
Zatozono, ze napelnienie w agregacie chtodniczym nie przekroczy 150 g propanu w celu
zapewnienia bezpieczenstwa projektowanego urzadzenia. Ponadto, zastosowano specjalne
urzadzenia elektryczne do pracy w atmosferze wybuchowej. Urzadzenie MainBox jest
dedykowane do dziatania na powietrzu w przestrzeni otwartej, co minimalizuje ryzyko

powstania atmosfery wybuchowej w wypadku wycieku czynnika chtodniczego.
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Na rysunkach 2 i 3 przedstawiono obiegi spr¢zarkowe jednostopniowe propanu (R290)
(wykresy Moliera), odpowiednio dla modutu chtodniczego i mrozniczego. Cykl przemian
termodynamicznych jakim podlega propan w instalacji jest nastepujacy. Czynnik jako para
sucha przegrzana (punkt 1) jest zasysany przez sprezarke i nastgpnie tloczony od ci$nienia
parowania (Po) do skraplania (Pk), osiagajac temperature ttoczenia (punkt 2). Nastepnie,
goraca para propanu jest schtadzana w skraplaczu do temperatury skraplania (Tk), a po
calkowitym skropleniu oraz przechlodzeniu opuszcza skraplacz, w postaci tzw. cieczy
przechtodzonej (punkt 3). Ciecz ta jest rozprg¢zana w zaworze termostatycznym (do ci$nienia
parowania (Po)) i jako para mokra (punkt 4) wpltywa do parownika. Tam odparowujac (przy
statym ci$nieniu (Po) i temperaturze parowania (T«k)) odbiera ciepto od powietrza chtodzonego
oraz ulega przegrzaniu (punkt 1).

Ponizej przedstawiono dane charakterystyczne dla obiegéw termodynamicznych modutu
chlodniczego 1 mrozniczego, uwzgledniajac przyjete zatozenia. Parametry do analizy dla

modutu chtodniczego (+5°C) (rys 2.) sg nastepujace:

temperatura parowania: -10°C

— temperatura skraplania: +50°C

— wydajnos¢ chtodnicza: 389 W

— moc sprezarki: P =154 W

— przegrzanie pary: 5 K

— przechtodzenie cieczy: 3 K
W wyniku analizy powyzszych danych otrzymano:

— wydajnos¢ skraplacza: 543 W

— ci$nienie parowania: 3,45 bar

— ci$nienie skraplania: 17,085 bar

— sprez: 4,95

— réznica cisnien: 13,635 bar

— wspolczynnik wydajnosci chtodniczej: 2,53

— temperatura ttoczenia okoto 65°C
Odczytane z rysunku 3 parametry, do analizy obiegu dla modutu mrozniczego (-18°C) sg
nastepujace:

— temperatura parowania: -30°C

temperatura skraplania: +50°C

wydajnos¢ chtodnicza: 410 W
— moc sprezarki: P=314 W
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— przegrzanie pary: 5 K
— przechlodzenie cieczy: 3 K
W wyniku analizy powyzszych danych otrzymano:
— wydajnos¢ skraplacza: 724 W
— cis$nienie parowania: 1,674 bar
— cisnienie skraplania: 17,085 bar
— sprez: 10,2
— rdznica ci$nien: - 15,411 bar
— wspotczynnik wyd. chtodniczej: 1,3

— temperatura tloczenia okoto 85°C

Propan (R 290)
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Rysunek 2.  Obieg sprezarkowy 1-stopniowy R290, modut chlodniczy, przegrzanie 5 K,
przechtodzenie 3 K, Qo =389 W, P = 154 W, to = -10°C, tx = +50°C
R290 single stage compressor circuit, cooling module, superheat 5 K,
subcooling 3 K, Qo =389 W, P =154 W, to = -10°C, tx = +50°C
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Propan (R 290)
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Rysunek 3.  Obieg sprezarkowy 1-stopniowy R290, modut mrozniczy, przegrzanie 5 K,
przechtodzenie 3 K, Qo =410 W, P =314 W, to = -30°C, tx = +50°C
R290 single stage compressor circuit, freezing module, superheat 5 K,
subcooling 3 K, Qo =410 W, P =314 W, to = -30°C, tx = +50°C

4. INSTALACJA CHLODNICZA | JEJ USYTUOWANIE W MODULACH

Przy wyborze elementow instalacji chtodniczej uwzgledniono zatozenia projektowe oraz
mozliwo$ci umieszczenia ich w urzadzeniu. Dobor elementéw obiegu chlodniczego zostat
zapoczatkowany koncepcja oddzielenia parownika od agregatu skraplajacego. W trakcie prac
uzyskano satysfakcjonujacg ofert¢ na kompaktowe urzadzenia do schtadzania powietrza
(monoblok), mozliwe do wykorzystania w MainBox (rys. 4). Urzadzenia te posiadajg
niezbedng certyfikacje dostarczang przez producenta. W oparciu o wytyczne Zaktadu
Technologii i Techniki Chtodnictwa IBPRS, na potrzeby prac projektowych i badawczych,
producent dodatkowo doposazyl urzadzenia w presostaty zabezpieczajace sprgzarke
1 kontrolujace ci$nienia skraplania oraz w grzatke, ktora zapewnia mozliwo$¢ dogrzewania
modutu chlodniczego zima.

Caly agregat chtodniczy jest zlokalizowany w goérnej czgsci modutu z wlotem powietrza
do chlodzenia skraplacza usytuowanym z przodu i wylotem cieptego w tylnej czesci. Takie
umiejscowienie pozwala na swobodny dostep do wszystkich elementow obiegu chlodniczego,
i ulatwia obstuge serwisowa. Urzadzenia zastosowane dla poszczegdlnych modutow (+5°C
i -20°C) sktadajg si¢ z nastepujacych elementow:

— agregatu,
« z presostatem do regulacji wentylatora skraplacza,

* z presostatem ochronnym sprezarki HP/LP,
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« 7z grzalkg do podgrzewania — tylko dla modutu +5°C,
— grzalki elektrycznej do odszraniania 230 W,

— sterownika.

Rysunek 4.  Wyglad monobloku chtodniczego i mrozniczego
Appearance of the cooling and freezing monoblock

Parowniki pracujace przy temperaturach parowania czynnika chtodniczego ponizej 0°C,
zainstalowane w MainBox, powodowaty wykraplanie si¢ wilgoci z powietrza
przeplywajacego przez wymiennik ciepla, zatem konieczne bylo opracowanie efektywnego
systemu odszraniania. Krople wody osadzaty si¢ na lamelach parownika, a nastgpnie
zamarzajac tworzyly szron. Woda w tej postaci stanowi doskonala izolacje cieplna,
uniemozliwiajacg wymiang ciepla, tj. blokuje chtodzenie. Chcace temu zapobiec, zastosowano
okresowe odszraniane przy pomocy grzatki elektrycznej o odpowiednio duzej mocy dla
kazdego z parownikow, tj.: 230 W dla modulu chtodniczego i 530 W dla modutu
mrozniczego.

W obydwu modutach dla kazdego z boksow, zaprojektowano i wykonano system kontroli
temperatury, uktady zabezpieczajace, automatyke i sterowanie uktadami chiodniczymi.
Kontrola temperatury w poszczegdlnych boksach jest skorelowana z temperaturg powietrza
powrotnego do agregatu chlodniczego, poniewaz powietrze wraca do agregatu chtodniczego
wspolnym kanatem powrotnym. Jest to warto$¢ usredniona dla wszystkich boksow.
Na podstawie odczytu tej temperatury sterownik lokalny modutu zatacza i wytacza prace
agregatu chlodniczego.

W celu ograniczenia wzrostu temperatury w poszczegoélnych boksach, zamontowano
czujniki przy wszystkich otworach wylotowych powietrza z boksow. Jesli temperatura
powietrza powrotnego z jakiegokolwiek boksu przekroczy gérng wartos¢ zadang, wtedy

sterownik nadrzedny wymusi chtodzenie catego modutu, niezaleznie od odczytu temperatury
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we wspolnym kanale powrotnym. Po obnizeniu temperatury do wartosci zadanej, sterownik
nadrzedny zdejmie sygnat pracy wymuszonej agregatu chtodniczego i urzadzenie wréci do
pracy ze sterownikiem lokalnym na bazie temperatury powietrza w kanale powrotnym.

Zapewniono odpowiednig cyrkulacj¢ powietrza chtodzonego. Wiasciwa ilos¢ powietrza
schtodzonego doptywajaca do poszczegodlnych boksow jest utrzymywana na odpowiedniej
wartos$ci poprzez ustawienie przyslon otworow nawiewnych Iub powrotnych dla
poszczegblnych boksow i1 zostata zweryfikowana na etapie testowym poprzez pomiar
temperatury powietrza wylotowego w poszczegdlnych boksach. Celem tej regulacji byto
uzyskanie jednakowej temperatury w kazdym ze strumieni powietrza powrotnego
z doktadnoscig £1°C.

Istotnym zagadnieniem bylo opracowanie optymalnego sposobu otwierania drzwi
bokséw Opracowano rozwiazanie, w ktérym po wezytaniu wlasciwego kodu, blokada zamka
jest znoszona 1 jednoczes$nie wylaczany agregat chtodniczy. Otwarcie drzwi powinno trwac
jak najkrécej. W tym celu drzwi zaopatrzono w sygnat dzwickowy, informujacy o ich
otwarciu oraz system samozamykajacy. Po uptywie zbyt dlugiego czasu otwarcia drzwi,
obstuga techniczna jest informowana o konieczno$ci interwencji. Szczegdlne ryzyko
wystepuje w module mrozniczym, w ktorym znajdujacy si¢ towar po rozmrozeniu, nie nadaje
si¢ do spozycia.

Dodatkowym problemem w module mrozniczym jest ryzyko przymarzania drzwi do
obudowy z powodu pojawiania si¢ wody lub szronu na ich krawedzi. Chcae temu zapobiec
nalezy na obrzezach otworow boksow, w miejscu przylegania drzwi zamontowac

odpowiednig instalacje grzewcza.

Rysunek 5.  Urzadzenie MainBox (paczkomat dla zywnosci) z uktadami chtodniczymi
wspolpracujagcymi z automatyka i sterowaniem
MainBox device (food parcel locker) with cooling systems cooperating with
automation and control
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Rysunek 5 przedstawia urzadzenie MainBox z uktadami chtodniczymi wspotpracujgcymi
z automatyka i sterowaniem. Schtadzanie boksow odbywa si¢ poprzez nawiew schtodzonego
powietrza z parownika kanalem wentylacyjnym, umieszczonym w tylnej czgsci modutu oraz
poprzez otwory nawiewne w tylnych Scianach boksow, natomiast boczne Sciany boksow sa
zaopatrzone w kierownice powietrza. Powrot powietrza do parownika odbywa si¢ poprzez
otwory wywiewne w tylnych $cianach bokséw 1 wspolnym kanatem powrotnym
umieszczonym w tylnej czesci modutu (obok nawiewnego). Otwory nawiewne lub powrotne
sg wyposazone w elementy regulacji przeptywu powietrza. Urzadzenie chtodnicze
schladzajace powietrze jest zamontowane w gornej czg¢sci modulu, co umozliwia dobre
chtodzenie skraplacza i tatwy dostep serwisowy. Takie rozwigzanie zwigksza bezpieczenstwo
przeciwpozarowe na wypadek wycieku czynnika chtodniczego. Uniemozliwia takze
gromadzenie si¢ czynnika w jednym miejscu, gdyz gesto$¢ propanu jest wigksza od gestosci
powietrza.

PODSUMOWANIE

Zapewnienie prawidtowych warunkow przechowywania produktow rolno-spozywczych
wymaga wlasciwego zaprojektowania urzadzen chlodniczych, ktore beda przyjazne
srodowisku oraz zapewnig ciaglo§¢ tancucha chtodniczego. Przy konstrukcji urzadzen
konieczne jest uwzglednienie polskich 1 unijnych aktow prawnych, ktore narzucaja dziatania
zmierzajace do ograniczenia zagrozen m. in. dziury ozonowej i efektu cieplarnianego. Zatem,
stosowanie syntetycznych czynnikow chtodniczych (HFC) jest redukowane i dlatego, dla
nowo projektowanych urzadzen dedykowane jest zastosowanie naturalnych czynnikéw
chtodniczych.

W projekcie "Przeprowadzenie prac badawczo - rozwojowych w firmie D&K
Technology”, Zaktad Technologii i Techniki Chtodnictwa IBPRS w Lodzi wykonat prace
badawcze, ktore umozliwitly skonstruowanie i zbudowanie innowacyjnego urzadzenia
MainBox. Produkt ten ma stuzy¢ przechowywaniu zywno$ci w okreslonych warunkach
temperaturowych 1 umozliwia¢ odbior klientom zamowionych produktéw spozywczych bez
koniecznosci czekania na dostawcg.

W ramach prac badawczych, na podstawie wybranych zalozen oraz wytycznych,
opracowano konstrukcje korpusu urzadzenia uwzgledniajac odpowiednie materiaty,
uszczelnienia, wielkosci komér, budowe drzwi komor, niezbedne elementy sytemu chtodzenia
1 odprowadzenia skroplin oraz kontrole temperatur wraz z automatykg i sterowaniem.

W systemie chlodniczym zastosowano naturalny czynnik chtodniczy — propan.
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Uwzgledniajac wlasciwosci czynnika opracowano innowacyjne rozwigzania dotyczace m. in.
instalacji chlodniczej, monitoringu i regulacji temperatury, systemu bezpieczenstwa,
wentylacji komor do przechowywania zywnosci.

MainBox, skonstruowany w projekcie, umozliwia zachowanie cigglosci tancucha

chtodniczego oraz odbidr produktéw spozywczych w dogodnym czasie.

Praca zostata wykonana w Zaktadzie Technologii i Techniki Chlodnictwa IBPRS-PIB przy
wspolpracy w projekcie badawczym pn. ,,Przeprowadzenie prac badawczo - rozwojowych
w firmie D&K Technology, majgcych na celu opracowanie innowacyjnego produktu MainBox,
umozliwiajgcego odbior produktow spozywczych bez koniecznosci czekania na dostawce”,

finansowana ze Srodkow Wielkopolskiego Regionalnego Programu Operacyjnego na lata
2014-2020. Dziatanie 1.2.
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Streszczenie

Badania wysokocisnieniowych ciektych lipidéw, w szczegoélnosci olejow jadalnych,
w ostatnich latach zostaly szeroko rozwinigte na §wiecie przy wybitnym (duzym) udziale
polskich badaczy. Praca pokazuje nowe podejScie do probleméw badania faz
wysokocisnieniowych wspomnianych lipidow na przykladzie oleju rzepakowego,
produkowanego w standardzie ostatnich lat. Do badan wykorzystano system komorowo-
kapilarny. Wykryto plateau ci$nienia w fazie wysokiego ci$nienia uzyskane w procesie
izochoryczno-izotermicznym. Plateau wystepowatl na poczatku dalszej kompresji lub na
poczatku dekompresji (w komorze) w stalej temperaturze, ale obserwowany w kapilarnej
czesci ukladu. Zjawisko to sugeruje, ze istniat mechanizm blokujacy przepltyw oleju
w kapilarze, co mozna wytlumaczy¢ Binghamowska naturg fazy wysokocisnieniowej oleju

rzepakowego.

Stowa kluczowe: olej rzepakowy, wysokie ci$nienia, przemiany fazowe

THE PHENOMENON OF BLOCKING THE FLOW OF THE HIGH-PRESSURE
PHASE OF RAPESEED OIL IN THE MEASURING CAPILLARY SYSTEM

Summary

Studies of high-pressure liquid lipids, in particular edible oils, in recent years have been
widely developed in the world with the outstanding (large) participation of Polish researchers.
The work shows a new approach to the problems of testing the high-pressure phases of the
mentioned above lipids on the example of rapeseed oil, produced in the standard of recent
years. A chamber - capillary system was used for the tests. A pressure plateau in high pressure

phase obtained in the isochoric-isothermal process, was detected. Plateau was occurring at the
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beginning of further compression or at the beginning of decompression (in the chamber) at
a constant temperature but observed in the capillary part of the system. The phenomenon
suggests that there was a blocking mechanism the flow of oil in the capillary, which could be

explained by the Bingham nature of the high-pressure phase of rapeseed oil.
Keywords: rapeseed oil, high pressures, phase changes
WSTEP

Fizyka, chemia, biologia z jednej strony i wytwarzanie, metrologia, zastosowania
technologiczne wysokich (bardzo, ultra) ci$nien, to obecnie ustalona problematyka, ktora
miala (glownie) poczatek w dziatalno$ci laureata Nagrody Nobla (1955 r.) Percy Williamsa
Bridgmana. W Polsce rozwoj tej problematyki zawdzigczamy gtownie R. Wisniewskiemu
(Instytut Fizyki Politechniki Warszawskiej) i S. Porowskiemu (Instytut Fizyki Doswiadczalnej
Uniwersytet Warszawski) [Wisniewski i in. 1980]. W perspektywicznej dziedzinie technologii
przetworstwa i konserwacji zywnos$ci, w szczegdlnosci cieklych lipidow (olei jadalnych),
Polacy odegrali istotng rol¢ [Zulkurmain i in. 2016; Siegoczynski i in. 2000; Wisniewski i in.
1994; Rostocki i in. 2007; Wisniewski, Wilczynska 2020]. Przedmiotem niniejszej pracy jest
nowe zjawisko — blokowania przeptywu (,ciSnieniowego plateau”) - obserwowane
w wysokocisnieniowej fazie oleju rzepakowego o wspotczesnej technologii (z matlg
zawartoscig kwasu erukowego). Do badan uzyto produktu handlowego (z pierwszego
ttoczenia, kujawskiej wytworni, 2019 r.). Wykonano analize kwasow ttuszczowych (Tabela
1), pomiaru gestosci (0,910-0,915g/cm?), kwasowosci (obojetny, pH = 7), rezystywnosci
(p > 1G Qm), jak 1 typowych wielkosci organoleptycznych. Zastosowano nieklasyczng
metodyke badawcza uznajac za pierwotne takie wielkosci jak: temperatura i objetosé
a cisnienie wynika z dwodch pierwszych parametrow (rozwazanie nie dotyczy ukladéw
otwartych 1 wazkich). Ustalajac w badaniach temperature — wszystkie nasze doswiadczenia
byty izotermiczne (praktycznie quasi-izotermiczne), a podstawowg pierwotng zmienng byta
objetos¢ cieczy, zamknietej w uktadzie komory wysokoci$nieniowej. W sytuacji wyjsciowe;j
objetos¢ uktadu komory byta rowna objetosci naturalnej, probki badanej cieczy, w cis$nieniu
atmosferycznym. Wymuszana zmiana jej pierwotnej objetosci wywotywala powstawanie
odpowiedniego ci$nienia w cieczy, charakterystycznego dla danego rodzaju jej struktury,
wigzan czgsteczkowych, oddziatywan miedzyczasteczkowych, ksztattu czastek itp. Jest to
niezalezna zmienna - wzgledna zmiana objgtosci (-AV/Vo) wymuszona przemieszczeniem
ttoczka (h) i zmienna zalezna - ci$nienie (p). Do nowej wysokoci$nieniowej fazy dochodzono

W przebiegu izochoryczno-izotermicznym (po wywotaniu nadwyzki cis$nienia), a nie
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W przemianie typowej: izobaryczno - izotermicznej. Do badan uzyto aparatury stosowanej
w nowej metodzie okreslania wlasciwosci reologicznych wysokolepkich cieczy, jak opisanej
w pracy Wisniewski, Wilczynska [2011, patent RP]. Innym rozwigzaniem byloby

zastosowanie np. precyzyjnej prasy srubowe;.

APARATURA BADAWCZA

Jak wspomniano we wstepie do badan przystosowano oryginalng aparature do badan
reologicznych cieczy lepkich. Istotng zmiang w aparaturze bylo zastosowanie uktadu
prézniowego przy tadowaniu ukladu badawczego badang ciecza. Objetos¢ poczatkowa

(robocza) wynosita 27,50+0,35¢cm®

. Prawie potowa tej warto$ci ulokowana byta poza
wysokoci$nieniowym uktadem ttok — cylinder, gtéwnie w systemie kapilar (dw = 1,50 mm).
Temperaturg cieczy utrzymywano w zakresie 23,04+2,0°C, co nalezy uzna¢ za niekorzystne
warunki eksperymentu, jednak nie majace istotnego znaczenia w tych badaniach. Uktad
badawczy nie byl zautomatyzowany. W przypadku szybkich zmian parametréw stosowano
zapis fotograficzny z pdzniejszym poklatkowym odczytem wskazan miernikow. Do badan
wymuszenia przemieszczenia (h) uzyto prasy hydraulicznej o kontrolowanym ci$nieniu (pp)
i przemieszczenia si¢ tloczyska (h). Uklad mozna traktowaé roboczo jako multiplikator
cisnienia ze wspolczynnikiem multiplikacji k = 28,5+0,5. Uktad wysokoci$nieniowy miat
uszczelnienie Bridgmana typu II, z pocynowanymi pierscieniami mosi¢znymi i uszczelkami
typu O-ring wykonanymi z tworzywa ,,viton”, 0 Acer?* = 3,1416 cm?. Uktad do ci$nien 5000
bar stanowit uktad niskotarciowy zezwalajacy na orientacyjne wyliczenia ci$nienia w
komorze wysokocisnieniowe] na podstawie ciSnienia w uzywanej prasie hydraulicznej. Btad

pomiaru cisnienia, w gérnych jego wartosciach, nie przekraczat 15 bar.
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Rysunek 1. Schemat urzadzenia do wyznaczania faz wysokoci$nieniowych cieczy poprzez
pomiar lepkosci dynamicznej, zmian objetosci i ciSnien rozpadu faz. 1 — badana
ciecz, 2 — tlok wysokocisnieniowy, 3 — nacisk matogabarytowe] prasy
hydraulicznej, 4 — komora wysokoci$nieniowa, 5 — zegarowy czujnik
przemieszczen tloka, 6 — pole zdjeciowe, 7 — pomiarowa kapilara (200 mm
dhlugosci, w przypadku pomiaru lepkosci), 8 — elementy lacznikowe, 9 —
manometry sprezynowe, 10 — precyzyjny spustowy zawor wysokocisnieniowy,
11,12 — przetwornik: objetos¢ — przemieszczenie lub wysokocisnieniowy uktad
rozprezny sterowany silnikiem krokowym, 13 — potaczenie z ukladem
prozniowym gwarantujagcym pelne wypetnienie uktadu badang ciecza
Diagram of the device for determining the high-pressure phases of the liquid by
measuring dynamic viscosity, changes in volumeand pressures of phase decay. 1
— tested liquid, 2 — high pressure piston, 3 — pressure of small hydraulic press, 4
— high pressure chamber, 5 — clock piston displacement sensor, 6 — photo field, 7
— measuring capillary (200 mm long, in the case of viscosity measurement), 8 —
fasteners, 9 — spring pressure gauges, 10 — precision high pressure drain valve,
11,12 — volume transducer — displacement or high pressure expansion system
controlled by stepper motor, 13 — connection to vacuum system guaranteeing full
filling of the system with the test liquid

* Ci$nienie rzeczywiste p W komorze i sita F dzialajaca na tlok wiaze rownanie: F = pAest. TO
ostatnie, pole efektywne uktadu ttok-cylinder, jest wielkosciag wyliczalng (wlasciwoscia)
metrologiczng uktadu.

Sktad kwasow tluszczowych badanego oleju, przed wysokocisnieniowymi badaniami
przedstawiono w Tabeli 1. Nie wyznaczano sktadu po procesie otrzymywania faz
wysokocisnieniowych, zaktadajac brak lub nikte zmiany sktadu.

Schematy klasycznego i zastosowanego sposobu uzyskania fazy wysokoci$nieniowe;j,

przedstawiono na Rysunku 2. Powstawanie fazy wysokoci$nieniowej w obu roéznych
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warunkach (p = const i V = const.) moze prowadzi¢ do réznych konformacji czastek oleju
rzepakowego. Jako czynnik pierwotny przyjeto zmiang poczatkowej, naturalnej objetosci

cieczy Vo, wymuszonej przemieszczeniem ttoka.

Tabela 1. Sktad kwasow tluszczowych w badanym oleju
Composition of fatty acids in investigated oil

Rodzaj kwasu thuszczowego Symbol Udziat, % wag.

a)
Mirystynowy (Miristic) 14:0 0,1 0,1
Palmitynowy (Palmitic) 16:0 4,5 5,0-5,2
Palmitoleinowy (Palmitoleic) 16:1 0,2 0,3
Margarynowy (Heptadecanoic) 17:0 0,1
Heptadecenowy (Heptadecenoic) 17:1 0,1
Stearynowy (Stearic) 18:0 1,7 2,2-2,5
Oleinowy (Oleic) 18:1 cis9 61,4 57,9-59,1
Oleinowy (Oleic) 18:1 cis11 3,0
Oleinowy (Oleic) 18:1 trans 0,1
Linolowy (Linoleic) 18:2 18,1 19,5-20,1
Linolowy (Linoleic) 18:2 trans 0,4
Linolenowy (Linolenic) 18:3 7,6 9,8-10,4
Arachidowy (Arachidic) 20:0 0,5 1,5-2,8
Gadoleinowy (Gadoleic) 20:1 1,3
Eikozadienowy (Eicosadienoic) 20:2 0,1
Behenowy (Behenic) 22:0 0,3 0,3-1,5
Erukowy (Erucic) 22:1 0,3
Lignocerynowy (tetracosenoic) 24:0 0,1
Tetrakozenowy (13-tetracosenoic) 24:1 0,1

100,0

a) Dane otrzymane przez Elzbiete Skrzynska — Instytut Chemii i Technologii Organicznej, Politechnika
Krakowska, Krakow

y
b
b) b) . . .
— Fazy takie same czy czesciowo rdzne
a)
& a),b) -AV/Vo S

Rysunek 2. Przyktad klasycznego sposobu rejestracji przejscia fazowego - a) I schemat
sposobu zastosowanego w niniejszej pracy - b)
An example of a classic method of recording a phase transition - a) and diagram
of the method used in this work - b)

WYNIKI BADAN ETAPOWYCH

Na Rysunku 3 przedstawiono zaleznoSci wysokiego ci$nienia (w oleju rzepakowym)
1 cisnienia ptynu hydraulicznego w prasie w przypadku quasi-izotermicznego spr¢zania oleju
do ci$nienia gwarantujacego wytworzenie si¢ fazy wysokocisnieniowej i wzglednie szybki
(czgsciowy) powr6t uktadu do stanu wyjsciowego. Z danych tych wynika dostatecznie

doktadnie odwracalny przebieg spr¢zania i rozprezania oleju. Linia pionowa na tym rysunku
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(i linie w dalszych rysunkach) utatwiajg tylko przyporzadkowanie odpowiednich danych.
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Rysunek 3.  Przebieg eksperymentu bez wytwarzania fazy wysokocisnieniowej z tylko
czgsciowym powrotem.
O$ rzgdnych — wysokie ci$nienie wytwarzane w uktadzie, p bar, - seria 2 i 3
wskazania manometrow blizszego 1 dalszego od komory. O$ odcietych -
przemieszczenie tloka h (odpowiada temu - AV/Vo = 0,1142h%). Dodatkowo
podano wartos$¢ cisnienia w prasie hydraulicznej pp = (p/10) bar - seria 1-
wymuszajgce przemieszczenie h. (10bar = 1MPa)
The course of the experiment without producing a high-pressure phase.
Elevation axis — pressure p bar (series 2 and 3 indication of pressure gauges
closer and further from the chamber Abscissa axis presents: piston
displacement h, (relative to this volume changes of investigated object -
AV/Vo = 0.1142n%. Additionally hydraulic press pressure pp= (p/10)bar,
series 1) inducing displacement h is given

Na Rysunku 4 przedstawiono: zalezno$ci wysokiego cisnienia w oleju rzepakowym
i ci$nienia ptynu hydraulicznego w prasie w przypadku quasi izotermicznego spre¢zania oleju
do ci$nienia gwarantujacego pelne wytworzenie si¢ fazy wysokoci$nieniowej (4500 bar),
wytworzenie si¢ fazy wysokocisnieniowej (po okoto 50 godz.) i rowniez quasi-izotermiczny
powrdt uktadu do stanu wyjsciowego. Z danych tych wynika, ze obserwujemy na poczatku
powrotu odcinek stalego ci$nienia (mierzonego w czegsci kapilarowej przez dwa niezalezne
mierniki) a nastepnie powrdt do stanu wyjsciowego z charakterystyczng histereza
cisnieniowa, w pelnym cyklu badawczym. Ci$nienie charakterystyczne fazy
wysokocisnieniowej oceniono na 3250 bar, jako najmniejsza warto$¢ cisnienia w procesie jej

powstawania. We wcze$niejszej pracy Rostocki i in. [2007] za ci$nienie przemiany uznano
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cisnienie 3700 i 3310 bar. Powodem duzej rdznicy w pierwszym przypadku mogta by¢ duza

zawarto$¢ kwasu erukowego W badanym sktadzie olejow.
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Rysunek 4. Prezentacja sytuacji bezposredniego powrotu od fazy wysokoci$nieniowej do
fazy wyjsciowej (wigcej objasnien, patrz Rys. 3). Dwie linie pionowe
wyznaczaja zakres stalego ci$nienia w kapilarze, rejestrowane przez dwa
wysokocisnieniowe manometry
Presentation of the situation of direct return from the high-pressure phase to the
starting phase (more explanations, see Figure 3). Two vertical lines determine
the constant pressure range in the capillary, recorded by two high-pressure
pressure gauges.

Na Rysunku 5 przedstawiono pelny cykl badawczy wytworzenia wysokiego ci$nienia
w oleju rzepakowym jako multiplikacja ci$nienia ptynu hydraulicznego w prasie w przypadku
pelnego cyklu badawczego. Etapy: a) quasi-izotermiczne sprg¢zanie oleju do ci$nienia
gwarantujagcego wytworzenie si¢ fazy wysokoci$nieniowej, b) wytworzenie si¢ fazy
wysokocisnieniowej (po 50godz.), c¢) sprezanie fazy wysokoci$nieniowej z pierwszym
odcinkiem statego ci$nienia w uktadzie kapilary (pokazano tyko skrajne punkty ,,plateau”),
d) rozprezanie uktadu z charakterystycznym drugim odcinkiem statego ci$nienia i nast¢pnie,
e) quasi-izotermiczny powro6t uktadu do stanu wyjsciowego. Czas wykonania catego
eksperymentu wynosit okoto 100 godz. Z danych tych wynika, ze obserwujemy praktycznie
powrot do stanu wyjsciowego z charakterystyczng histerezg ci$nieniowg w pelnym cyklu
badawczym. Z kolei z przeliczen wysokiego ci$nienia w czasie obserwowanego pierwszego
»plateau”, wynika, ze si¢ ono silnie zmienia, ale dotyczy¢ moze to tylko obszaru w cylindrze.
W kapilarze i w organach ci$nieniowo czutych manometrow Bourdona panuje cis$nienie takie

jak po zakonczeniu procesu przejscia fazowego. Podobna sytuacja ma miejsce w procesie
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powrotu uktadu do stanu wyjsciowego.

W czasie sprezania i rozprezania badanego oleju predko$¢ przeptywu czynnika

w cylindrze wysoko cisnieniowym jest do zaniedbania, podczas gdy w czgsci kapilarowej jest

juz znaczna (okoto 200 x wigksza) i zjawiska przeptywu lepkiego moga odgrywac tu role.

W stanie stacjonarnym oba manometry pokazujg t¢ samg warto$¢ w praktycznie tym samym

czasie (z matym, paromilisekundowym opoéznieniem). Odksztalcenie sprezyste uktadu

grubosciennego cylindra 1 nisko odpuszczanego stalowego ttoka, kapilar i elementow

taczeniowych mozna uzna¢ za zaniedbywalne.
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Rysunek 5. Prezentacja pelnego ecksperymentu: wytworzenie cis$nienia wstepnego (a),

spontaniczne wytworzenie si¢ fazy wysokocisnieniowej (b), spr¢zanie fazy
wysokocisnieniowej z charakterystycznym pierwszym odcinkiem p = const w
objetosci ukladu kapilary (c), powrdt do fazy normalnej z drugim
charakterystycznym odcinkiem p = const., (d, e). O$ rzednych ci$nienie 10 bar =
IMPa. Seria 2 i 3 wskazania manometrow blizszego i dalszego od komory. O$
odcigtych: przemieszczenie tloka 10h, mm, towarzyszaca wzgledna zmiana
objetosci obiektu -AV/V, =1,14h%.Wyjasnienia serii 1 na Rysunku 3
Presentation of the full experiment: production of pre-pressure (a), spontaneous
production of the high-pressure phase (b), compression of the high-pressure
phase with the characteristic first section p = const. Two horizontal lines
determine the constant pressure range in the capillary, recorded by two high-
pressure pressure gauges (c), return to the normal phase with the second
characteristic section p = const., (d, e). Elevation axis — pressure 10 bar =1
MPa. Series 2 and 3 indication of pressure gauges closer and farther from the
chamber. Abscissa axis: piston displacement 10h, mm, -AV/Vo = 1.14h%.
Explanation for Series 1, see Figure 3
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INTEPRETACJA ZJAWISKA

Analiza przebiegéw ci$nien oleju prasy hydraulicznej skorelowanych ze wskazaniami
manometrow bourdonowskich (ulokowanych w czes$ci kapilarowej) wskazuje na to, ze
w stanie fazy wysokoci$nieniowej olej rzepakowy jest na tyle sztywnym ciatem statym, Ze nie
dopuszcza do pomiaru zmian cisnienia w kapilarze doprowadzajacej i w samych
manometrach. Zachowane sa pierwotne wskazania manometréw (blokowanie kapilary).
Dopiero po silniejszym wymuszeniu tzn. wzrostu lub spadku ci$nienia w komorze
wysokocisnieniowej réwnego okoto 570 bar (patrz Rys. 4 1 5) nastepuje jej odblokowanie.
Warto$¢ ta wynika z wyliczenia przy App = 20 bar, przy wspotczynniku multiplikacji k = 28,5
jako (Appk). Z drugiej strony, przy przemieszczeniu ttoka o 1,2 cm (z zaniedbywalng zmiang
dhugosci ttoka, z wyliczenia 0.06 mm) z wyliczonej $redniej $ci§liwosci fazy podstawowej
oleju rzepakowego w zakresie ci$nien 0 — 4000 bar: k = -AV/Vo, p = 3,14 - 0,069 / 27,2 - 4500
= 3,33 - E-5 bar. Mianowicie przyrost wysokiego ci$nienia w komorze, przy obserwowanym
pierwszym “plateau” wynosi Ap = -AV/V, x = 3,14 - 0,069 / 0,5 - 27,2 - 3,33 E-5 = 478 bar
I dochodzi do uplynnienia w systemie kapilarnym fazy wysokoci$nieniowej oleju. Przy
drugim ,,plateau”, cisnienie uptynniajace wydaje si¢ by¢ duzo wigksze, co mozna uzasadnic¢
zjawiskiem histerezy. W stanie zablokowania kapilary faza wysokoci$nieniowa jest faza stala
i posiada wytrzymato$¢ na $cinanie, wg naszych wstepnych wyliczen, co najmniej 50 bar.
Faza wysokoci$nieniowa oleju rzepakowego moze by¢ przyktadem cieczy z rodzaju cieczy
Binghama o blizej nieznanej strukturze. Spre¢zanie olejow kameliowego i innych
w klasycznej, wysokiej komorze, z pomiarem ci$nienia po przeciwnej stronie ttoka
wysokocisnieniowego nie stwarzato warunkow powstawania przeptywu lepkiego 1 sp6znione;j
odpowiedzi czujnika ci$nien na ruch ttoka. Rowniez uzyty czujnik manganinowy w fazie
wysokocisnieniowej, bedacej bliska stanowi stalemu, moze wykazywac nieregularnosci.
Dlatego w poprzednich naszych badaniach takiego efektu nie obserwowano.

Prezentowane wyniki nalezy uzna¢ za interesujace, jednak wskazane jest powtorzenie
eksperymentu oraz wykonanie badan nad istota faz wysokocisnieniowych, stopniem ich

krystalizacji, rodzajem uporzadkowania, wlasciwos$ciami reologicznymi itp.

PODSUMOWANIE

Autorzy niniejszej pracy przewiduja rekonstrukcje komory wysokoci$nieniowej
wbudowujac (dodatkowo) w ttok i w podstawe komory czujniki tensometryczne, mierzgce

cisnienie pod tlokiem i1 na dnie komory, przy ujsciu kapilary, zaznaczone liniami
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przerywanymi oraz powtorzenie eksperymentow réwniez z olejem kameliowym
wykazujacym silny wzrost lepkosci po operacjach cisnieniowych. Znajomo$¢ modeli
strukturalnych faz wysokoci$nieniowych oleju rzepakowego — dynamiki jego przejscia
fazowego sa niezbedne do wiasciwej interpretacji obserwowanego w naszych badaniach
efektu ,,plateau”. Pewne elementy symulacji dynamiki molekularnej (przejs¢ fazowych),
w pracach polskich laboratoriéw, mozna znalez¢ - migdzy innymi - w pracy [Tefelski 2013].

The authors of this paper envisage the reconstruction of the high-pressure chamber by
embedding (additionally) strain gauges in the piston and in the base of the chamber,
measuring the pressure under the piston and at the bottom of the chamber, at the mouth of the
capillary, marked with dashed lines, and repeating experiments also with camellia oil
showing a strong increase in viscosity after pressure operations. Knowledge of structural
models of the high-pressure phases of rapeseed oil the dynamics of its phase transition — is
essential for the proper interpretation of the "plateau” effect observed in our research. Some
elements of molecular dynamics simulation (phase transitions), in the work of Polish
laboratories, can be found, among others, in the work [Tefelski 2013].
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DODATEK - APPENDIX

Badania wczesniejsze  (Wisniewski, Wilczynska 2012) wykazaly, ze fazy
wysokoci$nieniowe olejow rycynowego i rzepakowego, sa w przyblizeniu (wspomnianymi
wyzej), cialami Binghama (Dziubinski i in. 2014). Na Rysunku 7 pokazano zalezno$ci
naprezen stycznych w zalezno$ci od predkos$ci $cinania, otrzymanych przy uzyciu specjalnego

lepkosciomierza.
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Rysunek 6. Zaleznos¢ przysciennych naprezen stycznych (t) w  zaleznosci od
szybkosci S$cinania (dy/dt) w procesie pomiaru lepkosci dynamicznej faz
wysokocisnieniowych olejow rycynowego (kolor czarny) i rzepakowego (kolor
czerwony) [Wisniewski, Wilczynska 2012]

The relationship of the contact stresses (z) according to the shear rate (dy/dt) in
the process of measuring the dynamic viscosity of the high-pressure phases of
castor oils (black) and rapeseed (red) [Wisniewski, Wilczynska 2012]

Budowa duzej ilosci czasteczek oleju rzepakowego moze by¢ taka jak pokazano na
Rysunku 7. Nie znana jest konformacja tych obiektow w procesie zestalania si¢ oleju pod
wysokim ci§nieniem, np. czy ma posta¢ konformacji krzesetkowej, jak w przypadku
trojoleinianu, czy tez inng posta¢ [Kanekoi in. 1998]. Nietypowa konformacja oleju
rzepakowego moze by¢ rowniez zrodlem nietypowego zachowania si¢ oleju rzepakowego, po

jego zestaleniu wysokocisnieniowym, w opisywanych w tej pracy przemianach.
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Rysunek 7. Przyktad struktury czgstki oleju rzepakowego sktadajgcej si¢ z trzech gtdéwnych
kwasow tluszczowych 1 bazy glicerydowej i jej hipotetyczna konformacja
w fazie stalej. Ponizej upakowanie molekularne w poblizu szkieletu glicerolu
w fazie B nasyconych TAG po konformacji
Example of a rapeseed oil particle structure consisting of three main fatty acids
and a glycerol base and its hypothetical conformation in solid state. Bellow
molecular packing in the vicinity of the glycerol backbone in the [-phase of
saturated TAGs after conformation

Model roboczy (the working model) Model uproszczony (simplified model)

Rysunek 8. Konformacja sko$na (konformacja + synklinalna) (Kaneko i in. 1998)
Gauchem conformation (Kaneko et al. 1998)

45



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2022 t. 76 nr 1

NASIONA CHMIELOWE JAKO ZRODLO ZWIAZKOW
BIOAKTYWNYCH DLA PRZEMYSLU KOSMETYCZNEGO ORAZ
SPOZYWCZEGO
Jana Stepnevska

SCF Natural Sp. z 0.0., Centrum Produkcyjno-Logistyczne
Suchodoty 120, 21 060 Fajstawice

jstepnevska@scfnatural.pl

Streszczenie

W artykule oméwiono wyniki badania podstawowych cech fizykochemicznych
produktow przetworstwa nasion chmielu, a mianowicie oleju ekstrahowanego heksanem
i tloczonego na zimno, Sruty poekstrakcyjnej i wytlokéw chmielowych oraz lecytyny
chmielowej. Przeprowadzone badania wykazaty przydatno$§¢ wykorzystania tych produktow
w przemystach kosmetycznym oraz spozywczym. Przedstawiono wyniki badan metoda
chromatografii gazowej sktadu poszczegolnych kwasow thuszczowych w olejach z nasion
chmielu. Ocena zawartosci wszystkich zidentyfikowanych kwasow ttuszczowych w olejach
z nasion chmielu oraz oleju konopnego potwierdzita ich podobienstwo. Badania wykazaty, ze
zawarto$¢ biatka w $rucie chmielowej oraz wyttokach chmielowych wynosi odpowiednio
42% 1 44%. Pokazano perspektywe wykorzystania produktéw przetworstwa nasion chmielu

w branzy kosmetycznej oraz omowiono mozliwosci ich wykorzystania w przemysle
spozywczym.

Stowa kluczowe: chmiel zwyczajny (Humulus lupulus L.), olej z nasion chmielu, kwasy

tluszczowe, $ruta chmielowa, wyttoki chmielowe, lecytyna

HOP SEEDS AS A SOURCE OF BIOACTIVE COMPOUNDS FOR THE COSMETIC
AND FOOD INDUSTRY

Summary

The article discusses the results of research on the basic physicochemical properties of
hop seed processing products, namely hexane-extracted and cold-pressed oil, extraction meal
and hop pomace, and hop lecithin. The conducted research has shown the usefulness of the

use of these products in the cosmetics and food industries. The paper presents the results of

46


mailto:jstepnevska@scfnatural.pl

Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2022 t. 76 nr 1

the gas chromatographic research on the composition of individual fatty acids in hop seed
oils. The assessment of the content of all identified fatty acids in hop seed oils and hemp oil
confirmed their similarity. Studies have shown that the protein content in hop meal and hop
pomace is 42% and 44%, respectively. The prospect of using hop seed processing products in
the cosmetics industry is shown and the possibilities of their use in the food industry are

discussed.

Keywords: hops (Humulus lupulus L.), hop seed oil, fatty acids, hop middling’s, hop pomace,
lecithin
WSTEP

Chmiel zwyczajny (Humulus lupulus L.) jest podstawowym surowcem do produkcji
piwa, w mniejszym zakresie jest tez wykorzystywany w przemysle kosmetycznym,
medycznym oraz farmaceutycznym [Agacka, Skomra 2012; Szczepaniak i in. 2019]. W ciagu
ostatnich kilkudziesigciu lat potencjat tej unikalnej rosliny, jako zrdédla bioaktywnych
metabolitow wtornych, zostal bardzo dobrze opisany [Golgbczak, Gendaszewska-Darmach
2010; Jelinek i in. 2010; Mikyska, Krofta 2012; Karabin i in. 2016; Mikyska, Jurkova 2019],
ale wcigz pozostaje duzo do zbadania.

Wiadomo, Ze jednym z wymogoéw do certyfikacji chmielu uprawianego w Polsce dla
branzy browarniczej jest nieprzekroczenie w surowcu poziomu zaziarnienia. A mianowicie,
maksymalna dopuszczalna zawarto$¢ nasion do masy chmielu ,,niezaziarnionego” to 2%.
Restrykcje te uregulowane sa w podstawowych aktach prawnych [Dz.U. UE L 355/72
z 15.12.2006] dotyczacych rynku chmielu w Polsce i Europie, w tym zasady certyfikacji
chmielu 1 produktéw chmielowych. Wystepujace w nasionach chmielowych zwigzki
bioaktywne powodujg skrocenie terminu przydatnosci do spozycia piwa, zmiang jego smaku
i aromatu, a takze moga wywota¢ nadmierne pienienie oraz gushing wtorny, f{j.
niekontrolowane wypienianie si¢ piwa po otwarciu naczynia [Harrison 1971; Kavanaoh i in.
1975; Mastanjevi¢ i in. 2017]. Dlatego zaziarnienie jest traktowane jako zanieczyszczenie,
produkt uboczny nieprawidlowej uprawy chmielu.

W odniesieniu do zaziarnienia chmielu obserwuje si¢ zmienne tendencje w zaleznosci od
sezonu zbioru. Wedhug danych IJHARS w minionym sezonie 2019-2020 obecnos$¢ nasion
przekraczajaca 2% masy, stwierdzono w przypadku 61% masy chmielu certyfikowanego.
W sezonie wczesniejszym 2018-2019 natomiast, chmiel zaziarniony stanowit 35% masy
chmielu certyfikowanego [Trojnar 2020].

Zawartos$¢ nasion w chmielu goryczkowym takich odmian jak Magnat, lunga, Hallertauer
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Tradition i Magnum w minionym sezonie 2019-2020 dochodzita do 20%. Biorac pod uwagg
fakt, ze zawarto$¢ oleju w nasionach chmielu stanowi 25%, bez wyeliminowania nasion
z 1 kg surowca do piwa moze trafi¢ 50 g oleju, co powoduje wyzej wymienione procesy. Po
wyeliminowaniu z chmielu lisci, todyg 1 nasion wydajno$¢ granulowania obniza si¢ prawie
0 20%, czego konsekwencja jest wzrost ceny gotowego produktu (granulatu T 90, granulatu T
45, ekstraktu chmielowego). Do kosztow produkcyjnych doliczany jest rowniez koszt
utylizacji odpadow.

Zarowno chmiel (Humulus), jak i konopie (Cannabis) nalezag do jednej rodziny
konopiowatych (Cannabaceae), a zatem majg ze sobg pewne cechy wspdlne. Jednak, podczas
gdy olej z nasion konopi jest dobrze zbadany i powszechnie uzywany, to nie mozna tego
powiedzie¢ o oleju z nasion chmielu. Badania Kavanagh i in. [1975] co prawda wykazaty
podobienstwo skladu tego oleju do oleju konopnego, ale brak jest danych dotyczacych
podstawowych parametréw olejow ekstrahowanych/ttoczonych na zimno z nasion chmielu,
takich jak liczba jodowa, liczba kwasowa, gesto$¢ oraz parametréw organoleptycznych.

Do najbardziej znaczacych zwigzkow bioaktywnych dla przemystow kosmetycznego,
spozywczego oraz farmaceutycznego naleza wielonienasycone kwasy tluszczowe, ktore
stanowig material wyjSciowy do biosyntezy eikozanoiddéw, prostaglandyn, prostacyklin,
tromboksandéw 1 leukotrienow. Biorg one udzial w transporcie i utlenianiu cholesterolu, sa
takze skladnikami lipidow bton komorkowych. Powszechnie znang wlasciwosciag
nienasyconych kwasoéw tluszczowych Omega-3 i Omega-6 jest ich pozytywny wpltyw na
uktad krazenia [Kochman 2012]. Kwasy tluszczowe z rodziny Omega-6 wspomagaja leczenie
choroby wrzodowej zotadka 1 dwunastnicy, otytosci 1 cukrzycy. Obecnie podkresla si¢ istotny
wplyw kwasow Omega-3, szczegolnie DHA — kwasu dokozaheksaenowego, na rozw6j mozgu
oraz wzroku zarowno w okresie ptodowym jak i po urodzeniowym. Podkresla si¢ role
kwasow tluszczowych Omega-3 w profilaktyce chorob wieku podesztego. W literaturze
zostalo tez dokladnie opisane pozytywne dziatanie wielonienasyconych kwasow
tluszczowych na skore oraz ich rola w kosmetyce [Bojarowicz, Wozniak 2008; Zielinska,
Nowak 2014].

W zwigzku z perspektywa wdrozenia technologii przetworstwa nasion chmielu
w Centrum Produkcyjno-Logistycznym SCF Natural przeprowadzono badania zmian
poziomu zaziarnienia chmielu uprawianego w Polsce w latach 2015-2020.

Badanie poszczegélnych kwasow tluszczowych w olejach z nasion chmielu powinno
réwniez pozwoli¢ na wskazanie mozliwosci ich wykorzystania w réznych branzach

przemystowych. Dlatego celem pracy bylo badanie poziomu zaziarnienia chmielu
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uprawianego w Polsce oraz badanie zwigzkow bioaktywnych nasion chmielu i ich produktow

przetworstwa ktore maja potencjat wykorzystania w przemysle kosmetycznym i spozywczym.

MATERIAL I METODY BADAN

Materiat do badan stanowitly rézne odmiany chmielu ze zbiorow 2015-2020
zakontraktowanego przez spotke¢ SCF Natural Sp. z 0.0., Centrum Produkcyjno-Logistyczne,
Suchodoty 120, 21-060 Fajstawice.

Szyszki chmielu zbierano w fazie dojrzatosci technologicznej, certyfikowano zgodnie
z procedura zawarta w rozporzadzeniu 1 do czasu przetwarzania przechowywano
w zamknigtych opakowaniach w temperaturze nie wyzszej niz +5°C.

Nasiona wydzielano na kazdym etapie produkcji granulatéw chmielowych i do czasu ich
przetwarzania przechowywano w temperaturze nie wyzszej niz +5°C.

Olej z nasion chmielu ekstrahowano heksanem w ekstraktorze Soxhleta oraz ttoczono na
zimno z uzyciem prasy $limakowej i oczyszczano metoda filtracji.

Badania olejow obejmowaly ocen¢ zawarto$ci wszystkich zidentyfikowanych kwaséw
tluszczowych (jakosciowa 1 iloSciowa) metoda chromatografii gazowej. Skiad kwasoéw
tluszczowych w olejach ekstrahowanym i ttoczonym zbadano w Centralnym Laboratorium
Badawczym Uniwersytetu Przyrodniczego (CLB UP) w Lublinie metoda chromatografii
gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FID), akredytowang przez Polskie
Centrum Akredytacji (PCA): nr akredytacji AB 1375.

Oznaczanie liczby jodowej badanego oleju przeprowadzono wedtug normy PN-ISO
3961, liczby kwasowej wg PN-ISO 660, gestosci w 20°C wg PN-EN I1SO 12185,
wspotczynnika zatamania §wiatta wg PN-EN 1SO 6320.

Sruta poekstrakcyjna i wyttoczyny zbadano w CLB UP metodami akredytowanymi:
zawarto$¢ biatka oznaczono metoda Kjeldahla, zawarto$¢ tluszczu metoda Soxhleta wg

PN-ISO 6492 i zawarto$¢ wtdkna surowego metodg wagows.

WYNIKI I DYSKUSJA

W calym okresie badan obserwowano wzrost zawarto$ci nasion w chmielu
nieprzygotowanym (Rysunek 1). Niestety, uprawiany w Polsce chmiel wyr6znia si¢ bardzo
wysokim poziomem zawartosci nasion — 14-16%.

Odnotowano, ze zaziarnienie jest cechg odmianowg. W calym okresie badan kazdy

chmiel dostarczany od plantatoréw takich odmian goryczkowych jak: Magnat, Zula, Putawski
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oraz odmian aromatycznych: Perle, Lomik, Hallertauer Tradition, byt zaziarniony. Z kolei
surowiec odmian Marynka i Lubelski ze zbioréw w latach 2015-2020 wyrodzniat si¢ ogodlnie
niskim poziomem zanieczyszczen nasionami chmielu. W odniesieniu do obecnos$ci nasion
w odmianach Hallertauer Magnum i Sybilla obserwuje si¢ zmienne tendencje w zaleznos$ci od

sezonu zbioru 1 warunkOw prowadzenia plantacji.
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Rysunek 1. Procentowy udzial zaziarnienia chmielu ze  zbiorow  2015-2020
zakontraktowanego przez spotke SCF Natural
Percentage of the graining of various hop varieties from the 2015-2020 harvest
contracted by the company SCF Natural Ltd.

Podczas analizy procentowego udzialu nasion w surowcu odmian aromatycznych
i goryczkowych 2015 roku zbioru wyliczono, ze poziom zaziarnienia nie przekroczyt 11%.
Chmiel odmian Marynka i Lubelski byt niezaziarniony.

Od 2016 roku obserwowany jest wzrost zawartosci nasion w chmielu bez wzgledu na
jego odmiane. Szyszki chmielu ze zbioru w 2016 roku odmian Lomik, Magnat, Hallertauer
Magnum i Hallertauer Tradition miaty wysoki poziom zawarto$ci nasion, tj. 16,2%, 15,4%,
13,4% 1 12,1%, odpowiednio. W surowcu ze zbioru w 2017 najwyzszy poziom zawarto$ci
nasion miaty odmiany chmielu Lomik — 15,7% i Lubelski — 12,2%, ze zbioru w 2018 roku
odmiany Magnat- 14,5% i Magnum — 12,2%, w 2019 roku zbioru Magnat — 16,0%, Lomik —
14,3%, Magnum — 12,2% i Tradition — 12,2%, natomiast ze zbioru w 2020 roku odmiana
Sybilla — 13,0%.

Analizujac procentowy udzial nasion chmielu wykazano, ze bez wzgledu na odmiane

w catym okresie badan dostrzegana jest tendencja wzrostowa. Wedlug naszych danych wsrod
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certyfikowanego chmielu w minionych sezonach 2019-2020 i 2020-2021 obecno$¢ nasion
przekraczajaca 2% masy stwierdzono w przypadku odpowiednio 73,6% i 70,5% masy
chmielu.

Okreslono procentowag zawarto$¢ kazdej grupy odpaddéw poprodukcyjnych w wyzej
wymienionych sezonach. Procentowa zawarto$¢ nasion chmielu w odniesieniu do catkowitej
zawarto$ci odpadow poprodukcyjnych pochodzenia roslinnego stanowita 53-58%.

Warto podkresli¢, ze razem ze wzrostem powierzchni upraw chmielu w Polsce, w ciagu
ostatnich pigciu lat powierzchnia wzrosta o 22%, obserwuje si¢ takze wzrost przetwarzanej
masy chmielu w Polsce [Trojnar 2020] i w konsekwencji wzrost masy odpadow
poprodukcyjnych w przemysle przetworczym zajmujacym si¢ produkcja produktéw
chmielowych. Dlatego postanowiono wdrozy¢ technologi¢ przetworstwa nasion chmielu
w Spolce SCF Natural w celu realizacji polityki minimalizujacej ilo$ci wytwarzanych
odpadow poprzez racjonalng gospodarke. Kompleksowe przetwarzanie nasion chmielu dzigki
polaczeniu technologii produkcji oleju i zagospodarowania odpadéw poprodukcyjnych
powinno zagwarantowac najlepsze rezultaty tej polityki.

Najtansza i najprostszg metoda otrzymywania oleju jest ttoczenie na zimno. W olejach
ttoczonych w temperaturze do 50°C zachowane sg wszystkie bioaktywne skladniki nasion
I nalezy on do najbardziej naturalnych.

Uzyskany w ten sposob olej oczyszczany jest jedynie za pomocg filtracji. Taki olej nie
jest klarowny, co jest przedstawione na rysunku 2. B, gdyz pozostaja w nim réznego rodzaju
zanieczyszczenia (zawiesiny, woda oraz wolne kwasy tluszczowe z silng tendencja do
utleniania). Olej ma bragzowa barwg i jest bardzo zanieczyszczony lecytyna, co z jednej strony
zwigksza jego warto$¢ energetyczng oraz odzywczg, ale z drugiej skraca termin
przechowywania gotowego produktu. Wplywa to na przyspieszone jetczenie oraz zwigkszenie
liczby kwasowej. Skutkiem tego procesu jest powstawanie lotnych kwasow i aldehydow
o nieprzyjemnym zapachu, dlatego olej tego typu przydatny jest do spozycia maksymalnie
przez 6 miesigcy. Charakteryzuje si¢ on naturalnym smakiem 1 wyrazistym zapachem, co
moze by¢ dla wielu 0so6b zbyt intensywne. Ttoczenie na zimno sprawia, ze produkt moze by¢
stosowany jedynie na zimno, gdyz w procesie podgrzewania moga wydziela¢ si¢ szkodliwe
substancje, a mianowicie izomery trans kwaséw tluszczowych. Utlenianie jest gtowna
przyczyng pogarszania jako$ci olejow podczas przechowywania, doprowadza do strat
warto$ci zywieniowej 1 niekorzystnych cech sensorycznych [Skwarek 1 in. 2013].

Inng technologia produkcji oleju jest ekstrahowanie. Jako rozpuszczalnika powszechnie

uzywa si¢ heksanu. Po procesie usuwa si¢ rozpuszczalnik zarowno ze $ruty, jak i tzw. misceli
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(olej z rozpuszczalnikiem) 1 uzyskuje sie srute poekstrakcyjng 1 olej ekstrakcyjny. Pozwala to
na uzyskanie bardzo wysokiej wydajnosci w produkcji, jednak otrzymany produkt jest
pozbawiony niektorych cennych sktadnikow odzywczych, jak a- i y-tokoferoli oraz
fosfolipidow, wystepujacych w oleju ttoczonym [Zadernowski i in. 2002, Cichosz, Czeczot
2011]. Taki olej jest klarowny barwy zoéltej, rysunek 2. A, ma bardzo delikatny smak
I przyjemny orzechowy aromat. Parametry organoleptyczne oraz fizykochemiczne,
a mianowicie ggstos¢, liczba kwasowa, liczba jodowa i wspolczynnik refrakcji, w ciagu

18 miesiecy przechowywania oleju w temperaturze 20°C pozostajg bez zmian.

Rysunek 2. Olej z nasion chmielu: A — ekstrahowany heksanem, B — tloczony na zimno
(fot. Stepnevska)

Hops seed oil: A - hexane extracted, B - cold pressed (photo Stepnevska)

Podczas badan przeprowadzona zostata ocena zawartosci wszystkich zidentyfikowanych
kwasow tluszczowych metoda chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-
jonizacyjnym w olejach z nasion chmielu wyprodukowanych w drodze ekstrahowania

1 tloczenia na zimno oraz dla poréwnania oleju konopnego, takze ekstrahowanego heksanem
[Kiralan i in. 2010].
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Tabela 1. Sktad kwasow thuszczowych w olejach z nasion chmielu i konopi
Composition of fatty acids in hop and hemp seed oils

Parametr (nazwa zwyczajowa/
systematyczna/symbol numeryczny)

Sktad, %

Olej chmielowy

Olej chmielowy

Olej konopny

ekstrahowany ttoczony ekstrahowany*
Kwas mirystynowy/tetradekanowy /C14:0 0,046 0,050 0,040
g\ga%palmltynowy/ heksadekanowy / 5,450 5,580 6,140
Kwas palmitooleinowy / (Z)-9-
heksadekaenowy /C 16:1n7 0,028 0,060 0,130
Kwas stearynowy / oktadekanowy /C18:0 2,484 2,520 2,460
Kwas oleinowy / (Z)-9-oktadekaenowy +
Kwas elaidynowy / (E)-9-oktadekaenowy/ C 9,955 11,320 14,500
18:1n9 (c+t)
Kwas linolowy / (Z,2)-9,12-
oktadekadienowy +Kwas linoleloidonowy 49,719 50,220 56,230
(E)-9,12-oktadekadienowy/ C18:2n6 (c+t)
Kwas y-linolenowy (/ (Z,Z,2)-6,9,12- i
oktadekatrienowy /C18:3n6 (gamma) 7,341 1,100
Kwas trans-linolenowy / (E,E,E)-9,12,15-
oktadekatrienowy /C18:3n3 (alpha) 13,375 16,790 17,400
Kwas stearydonowy/ C18:4 - - 0,47
Kwas arachidowy / ikozanowy /C20:0 0,315 0,340 0,660
Kwas eikozenowy /C20:1 - - 0,370
Kwas -/(Z,2)-11,14-eikozadienowy/
C20:2n6 0,130 0,140 0,050
Kwas -/(Z,Z,2)-8,11,14-eikozadienowy/ ) 0020 )
C20:3n6 ’
Kwas -/(Z,2,2)-11,14,17-eikozadienowy/ ) 0020 i
C20:3n3 ’
Kwas behenowy / dokozenowy / C22:0 0,185 0,190 0,240
Kwas erukowy / Z -13- dokozenowy /
C22:1n9 0,046 0,030 0,160
Kwas erukowy / Z,Z -13,16- ) 0020 i
dokozadienowy/ C22:2n6 :
Kwas -/ Z-4,7,10,13,16,19
dokozaheksaenowy/ C22:6n3 0,019 0,030 i
Kwas -/ trikozanowy /C23:0 0,037 0,050 -
Kwas lignocerynowy/ tetrakozanowy/C24:0 - - 0,100

* Zrodto: [Kiralan i in. 2010]

W tabeli 1 przedstawiono wyniki badan sktadu poszczegolnych kwaséw thuszczowych

w olejach z nasion chmielu i1 konopi, z ktorych wynika, Ze najbardziej zrdznicowany sktad ma

olej z mnasion chmielu tloczony na zimno -

16

roznych kwasow nasyconych,

jednonienasyconych oraz wielonienasyconych. Udziat procentowy kazdej grupy tych kwasow

w olejach z nasion chmielu i konopi oraz sumy kwaséw Omega - 3, - 6, - 9 i inne parametry

53




Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2022 t. 76 nr 1

charakterystyczne podano w tabeli 2, gdzie SFA — nasycone kwasy tluszczowe, MUFA —
jednonienasycone kwasy tluszczowe, PUFA — wielonienasycone kwasy tluszczowe. Dane dla
oleju konopnego: metody ekstrahowania, przygotowania estrow metylowych i analizy
kwasow tluszczowych sg identyczne do badan olejéw z nasion chmielu [Kiralan i in. 2010,
GOST 8989-73 2011].

Wiadomo, ze grupa SFA, zwlaszcza kwasy palmitynowy, mirystynowy i laurynowy,
W mniejszym stopniu stearynowy, podwyzszaja stezenie cholesterolu (LDL) w lipoproteinach
o niskiej gestosci. Niektore nasycone kwasy thuszczowe mogg by¢ takze czynnikiem
sprzyjajacym rozwojowi nowotwordw. Nasycone kwasy tluszczowe nie maja réwniez
szerokiego zastosowania w kosmetologii [Zielinska, Nowak 2014]. Ich zawarto$¢ wahala si¢
od 8,73% w oleju chmielowym tloczonym na zimno do 9,19 % w oleju chmielowym
ekstrahowanym w ogodlnej zawartosci kwasow thuszczowych. Zawartosci tych kwasow
w badanych olejach byty nizsze w poréwnaniu do oleju konopneg (tabela 1). Wérod kwasow
nasyconych gtownag pozycje stanowit kwas palmitynowy, obecny w olejach chmielowych
ekstrahowanych — 5,45% i ttoczonych na zimno — 5,58%. Kwas stearynowy wystepowat we
wszystkich olejach w mniejszych ilosciach — okoto 2,5%. Zawartosci innych kwasow
tluszczowych nasyconych wynosity ponizej 1%. Kwasy arachidowy 1 behenowy wystepowaly
w ilosciach odpowiednio — 0,34% i 0,19%. Kwas mirystynowy wykryto w olejach

chmielowych w §ladowych ilosciach — okoto 0,05%.
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Tabela 2. Parametry fizykochemiczne olejow z nasion chmielu i konopi

Physicochemical parameters of hop and hemp seed oils

Zawarto$é SFA, % 9,19 8,73 9,60%
Zawarto$é MUFA, % 10,82 11,41 15,209
Zawarto$é PUFA, % 76,15 67,24 75,209
Zawarto$é Omega-3, % 14,45 16,84 17,409
Zawarto$¢ Omega-6, % 61,70 50,40 57,38Y
Zawarto$é Omega-9, % 10,79 11,35 15,03Y
Gestos¢ 20°C, glem? 0,920-0,935 0,935-0,955 0,925-0,928%
Liczba kwasowa, mg KOH/g 6,2+0.5 20,5£1,5 4,5+0,5%
Liczba jodowa, g J2/100g 170+0,7 175+0,8 140-167%
Wspotezynnik refrakeji, n20°C | 1,485 1,495 1,4802

* Zrodto: UKiralan i in. 2010, ?GOST 8989-73 2011

Wiele badan przeprowadzonych z udziatem ludzi wskazuje, ze jednonienasycony kwas
oleinowy wystepujacy w znaczacych ilosciach w olejach roslinnych chroni przed rozwojem

zmian miazdzycowych [Kiralan i in. 2010]. Do najbardziej znaczacych w kosmetologii

1 medycynie nienasyconych kwasow tluszczowych mozna takze zaliczy¢: kwas
palmitooleinowy, kwas erukowy i kwas nerwonowy [Zielinska, Nowak 2014].
W  badanych olejach ws$rod kwasdéw jednonienasyconych w najwigkszej ilosci

wystepowatl kwas oleinowy — 9,96% w oleju ekstrahowanym 1 11,32% w tloczonym na
zimno. Zawarto$ci kwasu oleinowego w badanych olejach byly nizsze w poréwnaniu z olejem
konopnym (Tabela 1). Zaobserwowano takze matg zawarto$¢ kwasow palmitooleinowego
i erukowego: odpowiednio 0,03% i 0,05% w oleju chmiclowym ekstrahowanym, a takze
0,06% 1 0,03% w oleju chmielowym tloczonym na zimno.

Olej chmielowy ekstrahowany, w poréownaniu do oleju ttoczonego na zimno, zawierat
wigksze ilosci wielonienasyconych kwasow tluszczowych — 76,2% w ogdlnej zawarto$ci
kwasow tluszczowych. Jednoczesnie zawarto$¢ kwasu y-linolenowego, ktory ma wigksze
znaczenie dla branzy kosmetycznej i farmaceutycznej, jest w nim najwyzsza — 7,9%.
Gléwnym wyizolowanym z olejéw kwasem polienowym byt kwas linolowy. Najwigksze jego
ilo$ci zaobserwowano w oleju chmielowym ttoczonym na zimno — 50,22%.

Wskazano, iz taki wysoki stopien nienasycenia sprawia, ze takie oleje sa wyjatkowo
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wrazliwe na jelczenie oksydacyjne, wiec maja stosunkowo krotki okres trwatosci [Kiralan
I in. 2010, Skwarek i in. 2013].

Jednym ze wskaznikow jakosci olejow jest nie tylko poziom zawartosci
wielonienasyconych kwasow tluszczowych rodziny Omega-3, ale jego proporcja do kwasow
Omega-6. Majgc na uwadze biologiczne dziatanie kwasow Omega -3 | 6 na organizm
cztowieka uznaje si¢, ze prawidlowa proporcja kwaséw Omega - 6 do Omega - 3 powinna
wynosi¢ 3-4:1 [Kochman 2012]. Badane oleje mialy bardzo zblizone proporcje do tego
»Ztotego stosunku”. W olejach chmielowym ekstrahowanym heksanem i tloczonym na zimno
stosunek Omega - 6 do Omega - 3 wynosi odpowiednio 4,3:1 i 3,0:1.

Poréwnujac wiasciwosci oleju otrzymanego w wyniku tloczenia oraz olej uzyskany
poprzez ekstrakcje heksanem ustalono, ze podstawowe cechy fizykochemiczne
charakteryzujace oleje sa zblizone. Z jednej strony olej tloczony na zimno charakteryzowat
si¢ lepsza jakoscig od oleju ekstrahowanego, poniewaz posiadat wigkszg liczbe jodowa
i gesto$¢ (Tabela 2). Jednak obecno$¢ duzych ilosci wolnych kwaséw ttuszczowych w oleju
ttoczonym wpltywa na wysoki poziom wskaznika liczby kwasowej — 20,5 mg KOH/g.
Uzyskane wyniki badan dotyczace sktadu kwasoéw thuszczowych i stabilno$ci olejow z nasion
chmielu pozyskiwanych w rozny sposob pokrywaja si¢ z danymi uzyskanymi przez innych
autoréw [Zadernowski i in. 2002; Kiralan i in. 2010].

Przy pozyskiwaniu oleju z nasion chmielu powstaja inne pozostatosci poprodukcyjne.
Sruta poekstrakcyjna oraz wyttoki chmielowe sg takze zrodtem zwiagzkéw bioaktywnych.
Jednak, chociaz $ruty sojowa, stonecznikowa i rzepakowa sa glownymi sktadnikami
wytwarzanych w Polsce pasz [Brzoska 2010; Fiedorowicz i in. 2013; Niwinska i in. 2019], to
sruta chmielowa nigdy nie byta rozpatrywana jako surowiec paszowy. Nie znaleziono zadnej
informacji o uzywaniu $ruty poekstrakcyjnej chmielowej oraz wytlokéw chmielowych
w skladzie pasz.

Bilansujagc dawke pokarmowa nalezy zna¢ zawarto$¢ sktadnikow pokarmowych
komponentow wchodzacych w sktad surowcow do pasz. Podstawowe sktadniki pokarmowe
to biatko ogolne, thuszcz 1 weglowodany. Analiz¢ porownawcza sktadu Sruty sojowej,
stonecznikowej, rzepakowej oraz chmielowej 1 wytloczyn chmielowych podano w tabeli 3.
Sktfad $ruty sojowej, stonecznikowej i rzepakowej to dane przytoczone z literatury [Brzoska
2010; Fiedorowicz i in. 2013].
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Tabela 3. Poréwnanie sktadu S$ruty sojowej, stonecznikowej, rzepakowej, chmielowej
1 wyttok chmielowych
Comparison of the composition of soybean meal, sunflower meal, rapeseed meal,
hop and expeller

Sktadnik S_ruta Sruj[a Sruta Smta W}ftloki
sojowa* | stonecznikowa* | rzepakowa* | chmielowa | chmielowe
Sucha masa [%0] 93,7V 93,00 93,20 95,7 93,5
Biatko ogélne [%] | 47?7 332 382 42 44
Thuszcez surowy [%]| 1,09 2,89 2,49 14,3 15,5
Witokno surowe [%]| 3,89 17,59 11,29 21,6 15,9

* 7rodto: YBrzoska 2010, PFiedorowicz i in. 2013

Jak wynika z tabeli 3, $ruty rzepakowa, sojowa, stonecznikowa, chmielowa oraz wyttoki
chmielowe roznig si¢ mi¢dzy soba zawarto$cig biatka i innych sktadnikow pokarmowych.
Wszystkie komponenty sa z powodzeniem stosowane w Zywieniu zwierzat, przy czym $ruta
rzepakowa 1 stonecznikowa sg stosowane czgsciej jako surowce do pasz, poniewaz sg duzo
tansze w porownaniu do $ruty sojowe;.

Ze wzgledu na to, ze udziat wysokobiatkowych pasz roslinnych definiowanych jako
wytworzone bez wykorzystania GMO w krajowym rynku pasz ro$nie [Niwinska 1 in. 2019],
Sruta chmielowa oraz wyttoki chmielowe moga by¢ rozpatrywane jako zamienniki materialow
wysokobiatkowych pasz. Zawartos¢ biatka w srucie chmielowej oraz wyttokach chmielowych
jest nieco mniejsza w porownaniu do sktadu Sruty sojowej, ale wigksza od S$rut
stonecznikowej 1 rzepakowe;.

Branza kosmetyczna rozwija si¢ bardzo szybko i ciagle poszukuje nowych surowcow
oraz nowych technologii. Surowce browarnicze sg od lat uzywane w kosmetologii, chociaz
ostatnio stosuje si¢ je w sposob niestandardowy [Pal i in. 2019]. Poniewaz S$ruta
poekstrakcyjna chmielowa jak i wytloki chmielowe sa zrodlem zwigzkow biologicznie
aktywnych, dlatego maja olbrzymi potencjat do zastosowania w kosmetyce. Stosowanie $ruty
jak 1 wytlokow [Kumider 1996] do produkcji mydet, kremow, zeli, peelingbw wptywa
korzystnie na: wygltadzenie skory, jej zmigkczenie, poprawienie kolorytu [Nawirska 1 in.
2007], usunigcie martwego naskorka, pobudzenie krazenia skory oraz przygotowanie jej do
lepszego wchianiania si¢ pozostatych komponentow kosmetykéw [Nowak i in. 2014]. Ze
wzgledu na strukture oraz sktad Sruty i wytlokow chmielowych przewidywane jest ich
dziatanie ztuszczajace, wygladzajace, pielegnujace. Kolor oraz stopien rozdrobnienia $ruty

poekstrakcyjnej i wyttok chmielowych przedstawiono na rysunku 3.
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Rysunek 3. Zdjecie $ruty poekstrakcyjnej chmielowej (A), wyttok chmielowych (B) (fot.
Stepnevska)
Photo of hop extraction meal (A), hop expeller (B) (photo Stepnevska)

Produktem przetworstwa nasion chmielu jest rowniez lecytyna. Lecytyna chmielowa jest
brazowa substancja o lepkiej, plastycznej konsystencji, ma gestosé 1,1- 1,2 g/lcm?, rozpuszcza
si¢ w etanolu i olejach roslinnych, w wodzie natomiast pegcznieje. Obecnie kosmetyki
zawieraja trzy podstawowe odmiany lecytyny: sojowa, stonecznikowa oraz rzepakows.
Lecytyna z nasion chmielu jeszcze nie jest stosowana na rynku kosmetycznym.

Nalezy pami¢taé, ze lecytyna chmielowa jest substancja bardzo nietrwala, wykazuje
wysoka podatno$¢ na procesy degradacji (utleniania), co wigze si¢ z obecno$cia w jej

budowie nienasyconych kwasow tluszczowych.

WNIOSKI

W pracy przedstawiono potrzebe wdrozenia technologii przetworstwa nasion chmielu,
zwlaszcza w zakladach produkujacych granulaty i ekstrakty chmielowe dla branzy browarniczej
z uwagi na realizacj¢ celow polityki minimalizacji wytwarzanych odpadow poprzez racjonalng
gospodarke. Technologia pozwala dwukrotnie zmniejszy¢ ilos¢ odpaddéw poprodukcyjnych
pochodzenia ro$linnego.

Analiza sktadu poszczegolnych kwasow tluszczowych w olejach z nasion chmielu
pozyskiwanych w wyniku tloczenia na zimno i ekstrahowania heksanem potwierdzita ich
podobienstwo.

Stwierdzono, Ze olej tloczony na zimno charakteryzuje si¢ naturalnym smakiem i wyrazistym
zapachem ma silng tendencja do utleniania i moze by¢ stosowany jedynie na zimno.

W oleju chmielowym tloczonym na zimno w poroéwnaniu z olejem ekstrahowanym
stwierdzono nizszg zawarto$¢ kwasoéw nasyconych odpowiednio — 8,7% i 9,2%.

Wykazano, ze olej chmielowy ekstrahowany, w poréwnaniu do oleju ttoczonego na zimno,
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zawiera wigksze ilosci kwaséw wielonienasyconych odpowiednio — 76,2% i 67,2%.

Badania wykazaly, ze zawarto$¢ bialtka w srucie chmielowej oraz wyttokach chmielowych

wynosi odpowiednio 42% i 44%.

Przeprowadzone badania podstawowych cech fizykochemicznych produktéw przetworstwa

nasion chmielu, a mianowicie oleju ekstrahowanego heksanem i tloczonego na zimno, Sruty

poekstrakcyjnej i wyttlokow chmielowych wykazaly przydatno$¢ wykorzystania tych produktow

W przemystach kosmetycznym oraz spozywczym.
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Streszczenie

Zadaniem Kolekcji kultur jest gromadzenie i przechowywanie mikroorganizméw w celu
ochrony bior6znorodnosci zasobow biologicznych. Kolekcje stanowig repozytoria szczepow
do badan naukowych, dydaktyki, zastosowan przemystowych oraz depozytéw patentowych.

W artykule przedstawiono metody utrwalania i przechowywania grzybow strzepkowych
w kolekcjach kultur i laboratoriach badawczych. Omowiono przyktady zastosowania dwoch
podstawowych technik utrwalania, jakimi sg zamrazanie w cieklym azocie 1 liofilizacja oraz

innych specyficznych metod utrwalania grzybow strzepkowych.

Slowa Kkluczowe: grzyby strzgpkowe, metody przechowywania, zamrazanie, liofilizacja,

krioprotektanty

METHODS FOR PRESERVATION AND LONG-TERM STORAGE OF
FILAMENTOUS FUNGI IN CULTURE COLLECTION

Summary

Culture collections are designed to collect and store microorganisms in order to protect
the biodiversity of biological resources. They act as repositories under patent deposits, key
microbes in industry, and essential for research and teaching.

The article presents methods of preservation and storage of filamentous fungi in culture
collections and research laboratories. Examples of the use of two basic preservation
techniques, i.e. freezing in liquid nitrogen and freeze-drying, as well as other specific methods

of preserving filamentous fungi are discussed.
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WPROWADZENIE

Szczepy wielu gatunkow grzybow strzepkowych sa wykorzystywane w biotechnologii do
wytwarzania réznego rodzaju zwigzkow organicznych. Wykorzystuje si¢ je na skalg
przemystowg w produkcji m.in.: antybiotykéw, enzymow, kwasdéw organicznych, hormonow
wzrostu ro$lin, chityny, chitozanu oraz kwasu y-linoleinowego. Niektore gatunki grzybow
strzgpkowych wykorzystuje si¢ w technologii Zywno$ci do produkcji serdw z porostem
1 przerostem plesniowym oraz zywnoS$ci orientalnej. Znajduja one takze zastosowanie
w bioremediacji gleby, oczyszczaniu $ciekéw oraz jako biologiczne $rodki ochrony roslin
[Grzegorczyk i in. 2015; Nowak i in. 2013; Zakowska, Piotrowska 2020].

W celu zapewnienia stabilnego materialu biologicznego do prowadzenia proceséw
produkcyjnych niezbedne jest przechowywanie stosowanych szczepoéw. Utrwalanie
1 przechowywanie kultur grzybow ma takze znaczenie dla badan nad ich systematyka,
bioréznorodnoscia, genomikg 1 proteomika. Prowadzone jest rowniez w celach edukacyjnych.
Gromadzone w kolekcjach informacje moga by¢ nieocenionym zrodtem wiedzy dla ich
przysztych zastosowan.

W kolekcjach kultur do przechowywania grzybow strzepkowych powszechnie stosowane
sg dwie metody: zamrazanie i liofilizacja [ATTC 2020, ATCC 2021, Ryan, Smith 2007, Tan
i in. 2007]. Jednakze ze wzgledu na ich zréznicowanie i1 specyficzne wymagania sg stosowane

takze inne metody przechowywania.

ZAMRAZANIE (krioprezerwacja)

Grzyby strzepkowe zardwno zdolne do tworzenia zarodnikoéw, jak 1 niezarodnikujgce
mozna przechowywa¢ w stanie zamrozonym. W laboratoriach naukowych 1 kolekcjach
popularne jest przechowywanie kultur w zamrazarkach zapewniajacych temperaturg -80°C,
jednakze do diugotrwatego przechowywania (a za taki uznaje si¢ okres powyzej 5 lat)
wlasciwa jest temperatura ciektego azotu -196°C Iub jego par wynoszaca pomigdzy -135°C
a -150°C, poniewaz w tej temperaturze nie zachodza praktycznie zadne mutacje materialu
genetycznego [ATTC 2020; ATCC 2021, Prakash i in. 2013, Akimowicz, Sokotowska 2021].

Przykladem grzybow strzepkowych, ktorych zarodniki zachowuja bardzo dobra
zywotno$¢ w stanie zamrozonym sa gatunki z rodzaju Fusarium. Webb i in. (2018)
przechowywali przez 5 lat zarodniki 374 szczepéw Fusarium spp., stosujgc jako
krioprotektanty odttuszczone mleko i glicerol (mleko w stezeniu 3,5%, a glicerol w stgzeniu

25%) w temperaturze -80°C i rownolegle w -165°C. Zarodniki wszystkich szczepoéw
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Fusarium spp. przechowywanych przez 5 lat w temperaturze -165°C zachowaly zdolnos¢
kietkowania i tworzenia grzybni. Ponadto po ozywieniu szczepy te rosty dwa razy szybciej
niz szczepy przechowywane przez ten sam okres czasu w temperaturze -80°C. Przezywalno$¢
zarodnikow wigkszosci badanych szczepoéw (~66%) przechowywanych w parach ciektego
azotu wynosita od 80 do 100%, natomiast ~16% badanych szczepéw wykazywato
przezywalno$¢ ponizej 50% poczatkowej liczby zarodnikow. Przezywalno$¢ zarodnikow
przechowywanych w -80°C byta nizsza a 2,3% sposrdd nich nie udato si¢ ozywi¢ [Webb i in.
2018].

Roéwniez badania Yalcin-Duygu 1 in. (2018), ktorzy ocenili przezywalnosci zarodnikow
Aspergillus niger 1 Penicillium sp. po trzech i szeciu miesigcach przechowywania
w temperaturze -80°C w obecnosci 15,0% glicerolu i 10,0% odtluszczonego mleka wskazuja,
ze temperatura -80°C nie powinna by¢ stosowana do dlugotrwatego przechowywania
grzybow strzgpkowych. Bowiem przezywalno$¢ zarodnikow w tych badaniach nie
przekraczata kilku procent. Nalezy takze podkreslic, ze 10,0% odtluszczone mleko
wykazywato lepsze dziatanie ochronne w warunkach tego doswiadczenia.

Natomiast badania Tan i Mustapha (2014) wykazaly, ze przezywalnos¢ zarodnikow
grzybow strzepkowych nalezacych do gatunkéw Rhizopus oligosporous, Amylomyces rouxii,
Aspergillus oryzae oraz Monascus purpureus po szesciu miesigcach przechowywania
z dodatkiem 15,0 % glicerolu w temperaturze -80°C i -196°C byta taka sama i wynosita
100,0%.

W stanie zamrozonym moga by¢ rowniez przechowywane strzgpki grzybni. Badania
Morris 1 in. (1988) wykazaty, ze strzgpki grzybow z klas Ascomycetes (Sordaria fimicola),
Deuteromycetes (Alternaria alternata, Aschersonia alleyrodis, Aureobasidium sp.,
Penicillium expansum, Trichoderma reesii, Trichophyton rubrum, Wallemia sebi) oraz
Zygomycetes (Mucor racemosus) przezywaty zamrazanie w ciektym azocie (-196°C) zar6wno
zawieszone w 10,0 % glicerolu, jak 1 w pozywce. Uzyskano przezywalnos¢ na poziomie od
70,0% do 100,0 %, przy czym, w glicerolu przezywalno$¢ byta z reguty wyzsza [Morris i in.
1988].

LIOFILIZACJA (suszenie sublimacyjne)

Liofilizacja jest procesem polegajacym na usuni¢ciu wody z uprzednio zamrozonych
substancji. Technika ta pozwala na przygotowanie wysuszonego preparatu mikroorganizmow,

ktory moze zosta¢ latwo ozywiony przez nawodnienie. Proces liofilizacji jest ztozony
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1 przebiega w kilku etapach: zamrazanie, suszenie pierwotne i suszenie wtorne. Do
zamrazania preparatow stosuje si¢ zwykle ciekly azot lub mieszaniny chtodzace (np. suchy
l6d z etanolem). Suszenie odbywa si¢ w warunkach prézniowych. Gdy cisnienie zostaje
zmniejszone, a temperatura wzrosnie, rozpoczyna si¢ sublimacja krysztaléw lodu
utworzonych w komorce podczas zamrazania, tj. bezposrednie przej$cie lodu w stan gazowy.
Koncowa zawarto$¢ wody w wysuszonym preparacie wynosi 2 + 6 % [Kamboj 1 in. 2013].

Procesowi liofilizacji poddaje si¢ gtownie zarodniki grzyboéw strzepkowych, jednakze
podejmowane sg proby utrwalania ich biomasy.

Toegel i in. [2010] oszacowali wptyw etapow procesu liofilizacji na przezywalnosé
zarodnikow Beauveria brongniartii oraz Metarhizium anisopliae, stosowanych w biologicznej
ochronie roslin. Zamrozenie (w temperaturze -80°C, 24 h) zarodnikéw bez obecnos$ci
krioprotektanta spowodowato utrate zywotno$ci o ~58% w przypadku Beauveria brongniartii
i 0 ~17% w przypadku Metarhizium anisopliae. Dodatek krioprotektantow - fruktozy, rybozy,
sacharozy, rafinozy, sorbitolu, glutaminianu i mleka, spowodowatl, ze utrata zywotnosci
Beauveria brongniartii w procesie zamrazania wynosita tylko kilka procent. Dodatek
glukozy, maltozy, sacharozy, rafinozy, sorbitolu czy cysteiny w sposéb istotny ochronit
zarodniki Metarhizium anisopliae w procesie zamrazania. Po calym procesie liofilizacji
(obejmujacym etap zamrozenia 1 suszenia) bez dodatku krioprotektanta, zwotno$¢ zarodnikow
obnizyla si¢ 0o 65% dla Beauveria brongniartii oraz 0 96% dla Metarhizium anisopliae.
Fruktoza, glukoza i sacharoza znaczaco zwickszyly zywotno$¢ Beauveria brongniartii oraz
Metarhizium anisopliae podczas procesu liofilizacji i ozywiania liofilizatu [Toegel i in. 2010].

Badania Tan i Mustapha [2014], wykazaly, ze przezywalno$¢ grzybow strzepkowych
z gatunkéw Rhizopus oligosporous, Amylomyces rouxii, Aspergillus oryzae oraz Monascus
purpureus wynosita 100,0% po 6 miesiagcach przechowywania zliofilizowanych szczepoéw
w mieszance odtluszczonego mleka, glutaminianu sodu i poliwinylopirolidonu (K-90).

Grzegorczyk i in. [2018] oszacowali przezywalno$¢ i stabilnos¢ liofilizatow 7 szczepow
z rodzaju Trichoderma z hodowli na stomie pszenicznej. Hodowle te, zawierajgce mieszaning
stomy, grzybni i konidiow, liofilizowano z dodatkiem maltodekstryny (koncowe st¢zenie
10,0%) jako krioprotektanta, badz z dodatkiem jedynie sterylnej wody destylowanej, czyli bez
krioprotektanta. Przezywalno$¢ czterech z siedmiu szczepdw bezposrednio po procesie
liofilizacji bez dodatku krioprotektanta, siggata 100%, podczas gdy przezywalnos¢
w probkach z dodatkiem maltodekstryny wynosita od 78,0 do 97,0%. Bezposrednio po
liofilizacji najnizsza przezywalno$¢, ktéra wynosita 5,9% w probkach bez dodatku

krioprotektanta i 3,4% przy dodatku maltodekstryny, stwierdzono dla jednego ze szczepow
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Trichoderma virens. Po trzech miesigcach przechowywania liofilizatow, stwierdzono wyzsza
przezywalno$¢ trzech szczepow Trichoderma w probkach, w ktorych stosoowano
maltodekstryne jako krioprotektant - wynosita ona od 30,0% do 95,2%. Natomiast dla
czterech szczepéw przezywalno$¢ nie réznita si¢ istotnie bez wzgledu na obecnos¢
krioprotektanta lub jego brak, jednak byta bardzo niska i ksztaltowata si¢ na poziomie od
0,019% do 9,85%. Wszystkie szczepy Trichoderma, niezaleznie czy w procesie liofilizacji
zastosowano krioprotektant czy nie, po trzech miesigcach przechowywania zachowaty
aktywnos$¢ celulazy i ksylanazy. Natomiast aktywnos$¢ poligalakturonazy ulegla istotnemu

obnizeniu dla 4 spordd 7 badanych szczepow [Grzegorczyk i in. 2018].

INNE METODY

Niektore gatunki grzybéw wymagaja specyficznych metod i warunkéw przechowywania.
Technika oil overlay polega na pokryciu kultur grzybowych wyhodowanych na skosach
agarowych olejem mineralnym lub ptynng parafing. Metode te stosuje si¢ w przypadku
grzybow strzgpkowych, niezarodnikujacych, ktore zle znoszg zamrazanie czy liofilizacjg. Jest
tanig i tatwg technikg przechowywania kultur grzybowych np. z rodzajow Phytium czy
Phytophthora. Takie kultury moga by¢ przechowywane przez kilka lat, a w wyjatkowych
przypadkach nawet powyzej 30 lat, w temperaturze pokojowej lub w temperaturze 10 - 20°C.
Wada metody jest to, ze grzyby podczas przechowywania w dalszym ciggu rosna, tak wiegc
mogg pojawia¢ si¢ mutanty majace zdolno$¢ do wzrostu w niesprzyjajacych warunkach
[Nakasone i in. 2004]. Odmiang tej techniki, zapewniajaca wielomiesigczng przezywalnose,
jest pokrycie kultur grzybowych na skosach agarowych glicerolem i przechowywanie w 4°C
[Paul i in. 2015] lub w -20°C [Saxena, Gupta 2019]. Metod¢ t¢ stosowano do szczepow
z rodzajow Aspergillus, Penicillium, Fusarium, Trichoderma, Cladosporium oraz Rhizopus.

Inng prosta metoda przechowywania kultur grzybow jest stosowana od lat
siedemdziesigtych XX wieku metoda Castellani. Polega ona na pokryciu warstwa wody kultur
rosngcych na skosach lub alternatywnie kawatki grzybni pobrane wraz z pozywka mogag by¢
umieszczane w probowkach z woda. Kultury sa przechowywane w 4°C. Woda hamuje zmiany
w morfologii wigkszosci grzybéw. W przypadku grzybow zarodnikujacych mozna
zastosowa¢ wod¢ destylowang w celu splukania zarodnikow z pozywki. Zawiesing
zarodnikow w wodzie przechowuje si¢ w temperaturze pokojowej [Nakasone i in. 2004].
Hartung de Capriles i in. [1989] po sprawdzeniu przezywalnosci 594 szczepow ze 116

gatunkow grzybow przechowywanych w kolekcji Instytutu Medycyny Tropikalnej w Caracas,
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metoda Castellani przez okres od roku do 20 lat, stwierdzily, ze ponad 90 % szczepow
pozostatlo zywych, a 62% zachowalo niezmienione cechy morfologiczne.

Grzyby z rodzajow Sclerotinia, Magnaporthe, Leptosphaeria i Rhizoctonia moga by¢
przechowywane na ziarnach zboz (owsa, pszenicy, jeczmienia zyta, prosa czy sorgo) nawet
przez dziesig¢ lat. Ziarna zb6z moczy si¢ przez cala noc w wodzie zawierajacej
chloramfenikol (w celu inaktywacji rodzimej mikroflory), po tym czasie woda jest usuwana, a
ziarna sg autoklawowane. Fiolki wypelnia si¢ ziarnami i dodaje kultury grzybowe. Tak
przygotowane probki inkubuje si¢ w temperaturze 23 - 27°C przez 7 - 10 dni. Nastgpnie
kultury sa doktadnie suszone w eksykatorze w temperaturze pokojowej 1 po uszczelnieniu
fiolki sg przechowywane w temperaturze -25°C [Nakasone i in. 2004].

Metoda z zelem krzemionkowym (metoda Perkins) zostata pierwotnie opracowana do
przechowywania gatunkow z rodzaju Neurospora i pozwalata na zachowanie Zywotnosci
zarodnikow tych grzybow przez okres 4 - 5 lat. Zaleta tej techniki jest to, ze zel
krzemionkowy zapobiega wzrostowi i metabolizmowi grzybéw [Nakasone i in. 2004].
Metoda ta z powodzeniem bylta stosowana do przechowywania 22 gatunkéw grzybow przez
okres 4 lat [Trollope 1975]. Zamiast zelu krzemionkowego stosowane sa réwniez szklane
kulki.

Niektore gatunki grzybow moga by¢ z powodzeniem przechowywane przez wiele lat w
sterylnym piasku lub glebie. Metode te stosowano do przechowywania grzybow Rhizoctonia,
Septoria i Pseudocercosporella. Niewielka ilo§¢ zawiesiny grzybni w wodzie jest dodawana
do sterylnego piasku lub gliniastej gleby w szklanych buteleczkach. Po 2 - 14 dniach
inkubacji w temperaturze pokojowej preparaty przechowywane s3 w 4°C [Nakasone 1 in.
2004].

Wytwory grzybni takie jak sklerocja, propagule czy sferule moga by¢ przechowywane
bez zadnych dodatkéow przez kilka lat w warunkach chlodniczych. Sklerota grzybow
glebowych Phymatotrichum, Magnaporthe oraz Cylindrocladium pozostaty zywe po 2 - 5
latach przechowywania w temperaturze 3 - 5°C [Nakasone i in. 2004].

PODSUMOWANIE

Dobor metody dlugoterminowego przechowywania grzyboéw strzgpkowych zalezy
gléwnie od ich zdolnosci do tworzenia spor. Szczepy zarodnikujace 1 niezarodnikujace mozna
przechowywa¢ w cieklym azocie lub w parach ciekltego azotu. Szczepy wytwarzajace

zarodniki najczesciej poddaje sie procesowi liofilizacji. W przypadku grzybow strzepkowych,
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niezarodnikujacych lub tych, ktore zle znosza zamrazanie czy liofilizacj¢ stosowane sg inne

proste i tanie metody przechowywania, takie jak przechowywanie kultur na skosach

agarowych pod warstwa oleju mineralnego, parafiny lub glicerolu, przechowywanie na

ziarnach zb6z, w zelu krzemionkowym lub piasku.
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