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Summary

Photobacterium is a genus of gram-negative bacteria in the family Vibrionaceae. These
bacteria are associated with the marine ecosystem and have been considered to spoil fish meat
and cause food poisoning due to their ability to produce biogenic amines. Some species of this
genus are bioluminescent. From 2011, scientific reports on the presence of DNA of
Photobacterium in beef, pork, ostrich, and raw meat products began to appear, regardless of
their packaging and storage method. Photobacterium was isolated from pork meat by culture
method only in 2016. Research indicates that Photobacterium contamination is a common
problem in fish processing and the meat industry. In our studies, we managed to isolate from
salmon samples bioluminescent strains such as Photobacterium phosphoreum,
Photobacterium kishitanii, and Aliivibrio logei/Aliivibrio salmonicida. Four strains of
Photobacterium isolated from seafood were deposited in the IAFB Collection of Industrial

Microorganisms.

Keywords: Photobacterium, meat spoilage, psychrophilic spoilers, cold-smoked salmon,

bioluminescence

KOLEKCJA MIKROORGANIZMOW PRZEMYSLOWYCH — FOTOBAKTERIE
IZOLOWANE Z ZYWNOSCI

Streszczenie

Photobacterium to rodzaj bakterii Gram-ujemnych z rodziny Vibrionaceae. Bakterie te sg

zwigzane z ekosystemem morskim i1 uwaza si¢, ze psuja mig¢so ryb 1 powodujg zatrucia
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pokarmowe ze wzgledu na ich zdolno$¢ do wytwarzania amin biogennych. Niektore gatunki
tego rodzaju sg bioluminescencyjne. Od 2011 roku zaczely pojawiac si¢ doniesienia naukowe
dotyczace obecnosci DNA Photobacterium w produktach z wotowiny, wieprzowiny, strusia
i surowego migsa, niezaleznie od sposobu ich pakowania i przechowywania. Photobacterium
wyizolowano z migsa wieprzowego metoda hodowlang dopiero w 2016 roku. Badania
wskazuja, ze zanieczyszczenie Photobacterium jest czgstym problemem w przetworstwie
rybnym i przemys$le migsnym. W naszych badaniach udato nam si¢ wyizolowaé z probek
tososia bioluminescencyjne szczepy, takie jak Photobacterium phosphoreum, Photobacterium
kishitanii i Aliivibrio logei/Aliivibrio salmonicida. Cztery szczepy z rodzaju Photobacterium
wyizolowane z ryb zdeponowano w Kolekcji Kultur Drobnoustrojéw Przemystowych IBPRS-
PIB.

Stowa kluczowe: fotobakterie, psucie si¢ migsa, psychrofilne bakterie psujace, tosos wedzony

na zimno, bioluminescencja

INTRODUCTION

The genus Photobacterium is a psychrophilic, halophilic, gram-negative, relatively
aerobic, motile bacteria of the Vibrionaceae family. These bacteria are associated with the
marine ecosystem and are found in coastal waters, open oceans, and deep seas. They occur as
free-living organisms, symbiotic, or even pathogenic to marine organisms [Urbanczyk et al.,
2011]. The genus Photobacterium attracts the attention of researchers due to its ability to
bioluminescence and the mechanisms of pathogenesis that some species exhibit.

The genus currently includes 49 species and 6 subspecies, according to www.bacterio.net
(accessed on 30.08.2023). Among known species are fish and seafood spoiling strains
(P. phosphoreum and P. iliopiscarium), pathogens (e.g. P. damselae), symbionts (e.g.
P. kishitanii), and free-living bacteria (e.g. P. angustum) [Labella et al., 2017; Urbanczyk et
al., 2011]. Species such as P. rosenbergii, P. jeanii, P. sanctipauli, and two subspecies of
P. damselae are reported to be pathogens of corals, sponges, fish, and warm-blooded animals.
Photobacterium damselae subsp. damselae (Pdd) is an opportunistic human pathogen that can
cause severe wound infections. There are also fatal cases due to sepsis or rapidly progressive
necrotizing fasciitis. Human infections by P. damselae subsp. damselae result from exposure
of subcutaneous tissue to the marine environment or wounds inflicted during fish handling.
The main virulence factors are cytotoxins with hemolytic activity: damselizine (Dly) and
phobalisin P (PhlyP) [Rivas et al., 2013; Rivas et al., 2015; Schrottner et al., 2020; Caddia et
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al., 2022].

Some species of the genus Photobacterium exhibit the phenomenon of bioluminescence.
It is defined as the ability of living organisms to emit visible light using natural chemical
reactions. Representatives of luminescent species are, e.g. P. phosphoreum, P. kishitanii,
P. leiognathi, P. mandapamensis, P. aquimaris, P. angustum (some strains) and P. damselae
(some strains) [Musa Moi et al., 2017].

On the molecular level, bioluminescence is enabled by a cascade of chemical reactions
catalyzed by enzymes encoded by the lux operon with the gene order luxCDABEG, whose
expression ensures the production of all elements necessary for the emission of visible
light without the need to supply substrates from the outside [Brodl, et al. 2018; Pajor,
2017]. The luxA and luxB genes encode the enzyme luciferase's o- and [- subunits,
respectively. LuxC, luxD, and IuxE constitute the fatty acid reductase complex, responsible for
synthesizing the long-chain aldehyde substrate, and luxG encodes a flavin reductase.
In bacteria, the heterodimeric luciferase catalyzes the monooxygenation of long-chain
aliphatic aldehydes to the corresponding acids utilizing reduced FMN and molecular oxygen.
The energy released as a photon results from an excited state flavin-4a-hydroxide, emitting
light of length around 490 nm [Brodl et al., 2018; Musa Moi et al., 2017; Pajor et al., 2017]
(Diagram 1.).

luciferase

FMNH, + RCHO + 0, — FMN + RCOOH + H,0 + hv (490 nm)

Diagram 1. Bacterial bioluminescence reaction scheme
Schemat reakcji bakteryjnej bioluminescencji

Photobacterium are regarded as microorganisms that spoil the meat of fish [Dalgaard et
al., 1997; Ast et al., 2005] and also may cause food poisoning due to their ability to produce
biogenic amines, i.e., histamine, putrescine, cadapelin, agmatine, and tyramine [Jorgensen et
al., 2000; Lehane and Olley, 2000; Takahashi et al., 2015; Fuertes-Perez et al., 2019].
For example P. damselae subsp. piscicida (Pdp) is the causative agent of fish
photobacteriosis, a bacterial disease affecting economically important marine fish species. But
latest research indicates that Photobacterium contamination is a common problem not only in
fish processing but also in the meat industry.

Implementing molecular biology methods for food research contributes to a better
understanding of the diversity of microorganisms in food, including those that cause its

spoilage. The results of such research are scientific reports that reveal the presence of
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Photobacterium genetic material not only in fish meat [Olofsson et al., 2007; Macé et al.,
2012; Chaillou et al., 2015] but also in beef [Pennacchia et al., 2011; Stoops et al., 2015] and
pork [Nieminen et al., 2016] regardless of the method of its storage (vacuum packaging,
modified atmosphere packaging, tray packaging). In recent years, there have been further
reports of the presence of Photobacterium genetic material in raw French pork sausages
[Bouju-Albert et al., 2018], pork meat [Li et al., 2019], chicken meat [Hilgarth et al., 2018a,
Dourou et al., 2021] in Italian sausages dry-fermented with natural extracts [Pini et al., 2020]
and vacuum-packed ostrich meat [Juszczuk-Kubiak et al., 2021].

Photobacterium was for the first time isolated by culture method in 2016 from modified
atmosphere packaged pork [Nieminen et al., 2016]. These bacteria produce odorous
compounds such as acetoin, diacetyl, and 3-methyl-1-butanol, among other substances that
cause the unpleasant smell of stale meat [Nieminen et al., 2016].

In 2018, Hilgarth et al. isolated a new species of Photobacterium carnosum from rotten
poultry meat packaged in a modified atmosphere that had not been isolated from the marine
environment. Numerous scientific reports have indicate that Photobacterium contamination as
prevalent and well-known issue within the seafood industry [Eissa et al., 2018; Labella et al.,
2017; Reynisson, et al. 2009]. However, in recent years, Photobacterium infection has
escalated into a significant concern not only within the realm of fish processing, but also
within the meat industry [Fuertes-Perez et al., 2021; Fuertes-Perez et al., 2019; Hilgarth et al.,
2018b] regardless of the type of meat and the packaging method. The above studies indicate
that Photobacterium has yet to be underestimated in its importance in meat spoilage
processes. The methodological limitations, along with the challenges associated with isolating
new and previously unknown microorganisms, have posed enduring difficulties for
technologists and scientists. This lack of awareness regarding the presence of these bacteria in
meat persisted for an extended period. Common food quality control and quality methods
based on standard media and cultivation at temperatures ranging from 25°C to 37°C made it
impossible to isolate psychrophilic Photobacterium bacteria [Fuertes-Peres et al., 2019].
The development of modern technologies (molecular biology methods), especially next-
generation sequencing (NGS), and their application to food research revealed the presence of
Photobacterium DNA in pork, beef, poultry meat, and seafood regardless of the packaging
and storage methods. Therefore, it seems very important to support classical microbiological
methods with novel technologies that can provide new, meaningful information on the
presence of undesirable microorganisms and change the approach to their detection in food.
Knowledge about the origin and biodiversity of Photobacterium found in food products,
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especially meat, is very limited (it seems unlikely that these bacteria are autochthonous
members of the animal gut microbiome, given the psychrophilic nature of these organisms
and their inability to grow at temperatures >25°C). The source of the contamination has not
yet been identified, but it is believed to be in a common area where meat is slaughtered,
processed, or packaged [Fuertes-Peres et al., 2019].

This study aimed to try to isolate Photobacterium by culture method from food samples
in which the presence of their DNA was previously found using next-generation sequencing
(NGS) [Bucka-Kolendo et al., 2022; Bucka-Kolendo et al., 2022a; Bucka-Kolendo et al.,
2022b; Jaroszewska et al., 2022, Juszczuk-Kubiak et al., 2021].

MATERIALS AND METHODS

Samples of vacuum-packed ostrich fillets and steaks, as well as raw salmon packed in
a modified atmosphere and vacuum-packed smoked salmon, were subjected to examination.
Samples of ostrich fillets and steaks in a frozen state were stored at -20°C and analysed in 1V
quarter of 2019. Samples of raw and smoked salmon were stored under refrigerated

conditions at 5°C and analysed in I quarter of 2022.

Classical method for isolation of psychrophilic and halophilic bacteria

Briefly, for the isolation of Photobacterium, Marine Agar (Difco) with the addition of
meat extract and vancomycin was used [Hilgarth et al., 2018a]. After 5-days incubation at
15°C, colonies were randomly selected, isolated and cultured on Marine Agar for the
assessment of bioluminescence and subsequent identification. Identification was carried out
using MALDI-TOF MS and 16S rDNA sequencing. Bacteria DNA isolation was performed as
described by Juszczuk-Kubiak et al. (2021).

Molecular identification

Bacterial identification was carried out by analyzing the sequence of a fragment of the
16S rDNA gene, including the following steps. DNA isolation from 24 h culture using the
DNAeasy® PowerFood® Microbial Kit according to the manufacturer's instructions
(Qiagen). DNA purity and concentration were checked using UV-Vis NanoDrop 1000 3.8.1
spectrophotometer (ThermoScientific, Walthman, MA, USA). Amplification of a fragment
of the 16S rDNA gene using primers 16SF (5-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3)
and 16SR (5- ACGGCTACCTTGTTACGACT-3'). The reaction mixture contained 20 pul
DreamTaq PCR Master Mix (ThermoScientific, Walthman, MA, USA), 1ul of each primer
at a final concentration of 4 uM, 10-20 ng DNA, water to obtain a final volume of 40 pl.
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PCR was performed under the following conditions: initial denaturation at 94°C for
2 minutes, followed by 40 denaturation cycles at 94°C for 30 seconds, hybridization at 51°C
for 35 seconds, elongation at 72°C for 1 minute and 40 seconds, and final elongation at 72°C
for 2 minutes. The amplification process was conducted using the SimpliAmpTM Thermal
Cycler camera model A24812 (ThermoFisher Scientific, Walthman, MA, USA).
Electrophoresis was performed in 1.5% agarose gel at 120 V for 45 minutes in 1XTAE buffer
(Tris-Acetate-EDTA buffer). The gel was stained with 6 ul SimplySafe (EURx, Gdansk,
Poland) to visualize DNA fragments under the influence of UV radiation. Documentation of
the gel was conducted using GeneSnap version 6.08 (SynGene). PCR sequencing was
performed using the Genetic Analyzer model 3730 Applied BiosystemsTM (Genomed,
Warsaw, Poland).

The resulting sequences were assembled using Serial Cloner and compared with the
NCBI BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) database.

The sequence alignment and phylogenetic tree were performed using the MEGA X
program. The evolutionary history was inferred using the Maximum Likelihood method and
the Tamura-Nei model.

A 24-hour culture of microorganisms on a solid medium was subjected to identification
with MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry). Briefly, samples were analyzed by the Direct Smear plus Formic Acid
(On-Target) method, using the a-cyano-4-hydroxy-cinnamic acid (a-CHCA) matrix according
to the manufacturer's instruction. Mass spectrometry was measured on MALDI-TOF MS
(AXIMA iD Plus Confidence, Shimadzu Corporation). E. coli DH5a was used as a standard
for mass calibration. The identification was made by comparing the mass spectrum of the

sample against SuperSpectrum in the SARAMIS database.

RESULTS AND DISCUSSION

In our previous studies, Photobacterium was found using Next Generation Sequencing
(NGS) to be the dominant microbiota in samples of ostrich fillets and steaks vacuum-packed
and stored for 14 days, and their contribution to the total pool of bacteria present in the
product ranged from 47.2% to 91.8%, depending on the production batch [Juszczuk-Kubiak et
al., 2021].

In the first step of the analysis, frozen samples of ostrich meat elements were used to
isolate Photobacterium by culture methods. The abundance of psychrophilic and halophilic

bacteria, including presumed Photobacterium, obtained after cultures of the tested samples
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on Marine Agar was approximately 7 log CFU/g. However, as other authors suggest
[Dourou et al., 2021; Dourou et al., 2023], this medium needs to be more selective for
Photobacterium. In this case (frozen ostrich samples), the detection of Photobacterium was
impeded. This was confirmed by Fuertes-Perez S. et al. (2019) observations, who stated that
the Photobacterium does not survive the food-freezing process. Emborg et al. (2002) and
Dalgaard et al. (2006) reported that deep-freezing reduces the number of Photobacterium
below the detection limit for culture methods.

Figure 1. Bioluminescence of Photobacterium phosphoreum KKP 3845 on Marine Agar
medium
Bioluminescencja Photobacterium phosphoreum KKP 3845 na podiozu Marine
Agar

In the second step, NGS studies showed Photobacterium DNA in samples of raw salmon
fillets packaged in a modified atmosphere, cold-smoked and vacuum-packed salmon.
In samples of raw salmon fillets packaged in a modified atmosphere and stored for 6 days,
Photobacterium accounted for 90.7-95.8% of the total identified bacteria [Bucka-Kolendo et
al., 2022, 2022a]. Photobacterium's share of the total bacterial pool identified in cold-smoked
and vacuum-packaged salmon ranged from 2.8% to 45.1% after 33 days of storage [Bucka-
Kolendo et al., 2022b].

Salmon samples also were used to isolate Photobacterium by culture methods.
The abundance of psychrophilic and halophilic bacteria, including presumed Photobacterium,
obtained after cultures of the tested samples on Marine Agar was approximately 7 log CFU/qg.
Bioluminescent isolates were identified by 16S rDNA sequencing. Based on the 16S rDNA

11
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identification, most sequences have been assigned to Photobacterium phosphoreum (Fig. 1.),
Photobacterium kishitanii and Aliivibrio logei/Aliivibrio salmonicida. At the same time,
MALDI-TOF MS identified isolates not bioluminescent as Serratia, Pseudomonas,
Brochotrix, and occasionally Acinetobacter [Jaroszewska et al., 2022].

Isolated strains of the Photobacterium genus were deposited in the Culture Collection of
Industrial Microorganisms - Microbiological Resource Center, Department of Microbiology,
Institute of Agricultural and Food Biotechnology - State Research Institute (IAFB) (Tab 1.).

Table 1. Strains of the genus Photobacterium from the IAFB
Szczepy z rodzaju Photobacterium z IBPRS-PIB

Genus Collection no. The source of isolation

Photobacterium
phosphoreum

Photobacterium
kishitanii/Photobacterium | KKP 3847 Cold smoked salmon
phosphoreum

Photobacterium
kishitanii/Photobacterium | KKP 3848 Cold smoked salmon
phosphoreum

Photobacterium
kishitanii/Photobacterium | KKP 3850 Cold smoked salmon
phosphoreum

KKP 3845 Raw salmon fillets

Based on the 16S rDNA sequences, the phylogenetic analysis was performed to
investigate the alignment between the studied and other closely related strains (Vibrio caseli
and Aliivibrio logei) from the Culture Collection of Industrial Microorganisms -
Microbiological Resource Center (KKP) and NCBI (National Center for Biotechnology
Information) database.

The initial tree for the heuristic search was obtained automatically by applying Neighbor-
Join and BioNJ algorithms to a matrix of pairwise distances estimated using the Tamura-Neli
model and then selecting the topology with a superior log likelihood value. This analysis
involved 21 nucleotide sequences. Codon positions included were 1st+2nd+3rd+Noncoding.
There were a total of 1680 positions in the final dataset. The tree with the highest log
likelihood (-6159.80) is shown (Fig. 2). The results confirmed that the isolated
Photobacterium belongs to the Photobacterium phosphoreum and Photobacterium kishitanii,

respectively, and represents high homogeneity.
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Figure 2. The phylogenetic tree built based on sequence analysis of the 16S rDNA gene,
representing the evolutionary relationships of the taxa tested. In red squares,
strains belonging to KKP
Drzewo filogenetyczne zbudowane na podstawie analizy sekwencji genu 16S
rDNA, obrazujgce pokrewienstwa ewolucyjne badanych taksonéw. W czerwonych
kwadratach szczepy nalezgce do KKP

CONCLUSIONS

This study aimed to try to isolate Photobacterium by culture method from food samples
in which the presence of their DNA was previously found using next-generation sequencing.
In our studies, we managed to isolate from salmon samples bioluminescent strains such as
Photobacterium phosphoreum, Photobacterium kishitanii and Aliivibrio logei/Aliivibrio
salmonicida. In frozen ostrich samples, the detection of Photobacterium was impeded because
deep-freezing probably reduces the amount of Photobacterium below the detection limit for
culture methods. This and our previous studies [Juszczuk-Kubiak et al., 2021, Bucka-Koledo
et al., 2022b] demonstrates that the Photobacterium spp. in raw and cold-smoked salmon and

raw ostrich meat is a widespread issue linked with the seafood but also meat industry.
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Streszczenie

W 2022 roku system RASFF opublikowat dane, ktore wskazuja, ze podobnie jak w latach
ubiegtych, mykotoksyny byly trzecig najczesciej zglaszang kategorig zagrozen (485 zgloszen,
co oznacza wzrost 0 10,5% w porownaniu do 2021 r.). Wiasciwosci toksyczne tych zwigzkow
stanowig problem ogoélnoswiatowy, ktory wptywa na agrobiznes w wielu krajach, globalizacje
handlu ZywnoS$cia, ograniczenie produkcji zwierzgcej i rolnej, a przede wszystkim na zdrowie
ludzi. Pylek pszczeli jest produktem naturalnym, popularnym ze wzgledu na swoje
wlasciwosci odzywcze 1 lecznicze. Jednak, ze wzgledu na znikome informacje na temat
stopnia jego =zanieczyszczenia niebezpiecznymi substancjami, jako$¢ tego produktu
pszczelarskiego staje pod znakiem zapytania. Szczegodlnie, obecno$¢ mykotoksyn moze
stanowi¢ zagrozenie dla zdrowia konsumentow pytku pszczelego, w ktdrym nie obowigzuja
zadne ograniczenia prawne. Na potrzeby pracy sformulowano hipoteze badawcza, ktora
brzmi: konsumenci stosujgcy suplementacje diety na bazie pylku pszczelego sga narazeni na
toksyczne dziatanie grzybow plesniowych 1 mykotoksyn, obecnych w tych produktach.
Material badawczy stanowilo 38 probek, ktore przebadano pod katem obecno$ci grzybow
plesniowych 1 mykotoksyn. Plesnie 1 drozdze oznaczono metoda posiewowa, natomiast
oznaczanie mykotoksyn przeprowadzono metodg chromatografii cieczowej HPLC-FLD oraz
HPLC-MS/MS. Analiza mykologiczna wykazata porazenie grzybami plesniowymi na
poziomie 95%, natomiast 34% przebadanego materialtu byla zanieczyszczona
mykotoksynami. Wyniki potwierdzity obecno$¢ plesni w materiale badawczym, a takze ich

wtérnych metabolitow. Uzycie niskiej jakosci surowca moze przyczyni¢ si¢ do wzrostu
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toksycznych grzybéw 1 wytwarzaniu mykotoksyn podczas procesoOw technologicznych.
Dlatego w oparciu 0 nasze wyniki zaleca si¢, aby producenci tych suplementow diety

uwzglednili analize¢ grzybow plesniowych i mykotoksyn w kontroli jakos$ci produktow.

Stowa Kkluczowe: zanieczyszczenie, grzyby plesniowe, mykotoksyny, pylek pszczeli,

suplementy diety

RISK OF ASCENDING MOLDS AND THEIR SECONDARY METABOLITES
IN BEE POLLEN-BASED DIETARY SUPPLEMENTS

Summary

In 2022, the RASFF system published data showing that, as in previous years,
mycotoxins were the third most frequently reported hazard category (485 reports, an increase
of 10.5% compared to 2021). The toxic properties of these compounds constitute a global
problem that affects agrobusiness in many countries, the globalization of food trade, reduced
animal and agricultural production, and, above all, human health. Bee pollen is a natural
product, popular for its nutritional and healing properties. However, due to scant information
on the degree of its contamination with hazardous substances, the quality of this beekeeping
product is questionable. In particular, the presence of mycotoxins may pose a health risk to
consumers, and for which there are no legal restrictions in bee pollen. For the purposes of this
work, a research hypothesis was formulated: consumers who use dietary supplements based
on bee pollen are exposed to the toxic effects of molds and mycotoxins present in these
products. The research material consisted of 38 samples, which were examined for the
presence of mold fungi and mycotoxins. Molds and yeasts were determined using the seeding
method, while mycotoxins were determined using HPLC-FLD and HPLC-MS/MS liquid
chromatography methods. Mycological analysis showed a 95% infection with mold, while
34% of the tested material was contaminated with mycotoxins. The results confirmed the
presence of molds in the test material, as well as their secondary metabolites. The use of low-
quality raw material can contribute to the growth of toxic fungi and the production of
mycotoxins during processing. Therefore, based on our results, it is recommended that
manufacturers of these dietary supplements include analysis of molds and mycotoxins in

product quality control.

Keywords: contamination, molds, mycotoxins, bee pollen, dietary supplements
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WSTEP

Produkty pszczelarskie, takie jak pylek byly stosowane od wiekéw jako produkty
spozywcze, jak 1 rowniez w medycynie tradycyjnej, ze wzgledu na swoje wartosci odzywcze
(Kroyer i Hegedus, 2001). Obecnie wykorzystywane sg w terapii naturalnej, tj. apiterapii
w celach leczniczych oraz prewencyjnych, a takze zyskuje na popularnosci ze wzgledu na
swoje potencjalne zastosowanie jako pasza i suplement dla bydta (Carrera i in., 2023). Szereg
pierwotnych i wtornych metabolitow zawartych w pylku pszczelim wykazuje szerokie
spektrum wiasciwosci 1 bioaktywnos$ci, m.in. przeciwutleniajacych (Ali¢i¢ i in., 2014; Morais
i in., 2011), przeciwzapalnych (Maruyama i in., 2010), przeciwrakotworczych (Furusawa i in.,
1995), przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybicznych (Pascoal i in., 2014), hepatoprotekcyjnych
i przeciwmiazdzycowych (Eraslan i in., 2009, Salles i in., 2014). Badania wykazaty, ze
flawonoidy obecne w pytku pszczelim s3 zdolne do inaktywacji elektrofili i usuwania
wolnych rodnikow, co zapobiega mutagenno$ci (Pascoal i in., 2014). Innym mechanizmem
dziatania tego produktu na funkcje komorek, jest zdolnos¢ do modyfikowania szlakow
sygnalowych komoérek, w tym hamowania proliferacji (Richardson 1 in., 2000). Wykazano
takze, pozytywny wplyw tego produktu na usunigcie obrzekdw pochodzenia sercowo-
naczyniowego i nerkowego (Yakusheva, 2010).

Odpowiednia jako$¢, zarowno surowcow jak 1 produktow koncowych, stanowi podstawe
zapewnienia bezpieczenstwa zdrowotnego konsumentow. Ryzyko jakie niosg ze soba $rodki
spozywcze zwigzane jest z réznego rodzaju zanieczyszczeniami pochodzenia naturalnego,
takimi jak grzyby plesniowe 1 ich wtorne metabolity - mykotoksyny, ktorych obecnos¢
pomimo stosowania zasad GAP i GMP, jest nieunikniona (Végh i in., 2021). Wtasciwosci
toksyczne mykotoksyn stanowia problem ogolno$wiatowy, ktory wptywa na agrobiznes
w wielu krajach, globalizacj¢ handlu zywnoscia, ograniczenie produkcji zwierzecej 1 rolnej,
a przede wszystkim na zdrowie ludzi. Spowodowato to ustanowienie prawnych limitow
maksymalnych pozioméw mykotoksyn w paszy i zywnosci, W wielu krajach (FDA, 2023).
Niestety, suplementy diety na bazie pylku pszczelego zostaly wytaczone z tego schematu
decyzyjnego, poniewaz spozycie tego produktu przez konsumentdéw jest ogdlnie uwazane za
znikome (KE, 2018). Campos i in. (2008) na podstawie swoich badan, zaproponowali
poziomy maksymalne AFB1 (2 pg/kg) i catkowitej liczby aflatoksyn (4 pg/kg) w pytku
pszczelim, jednakze propozycja ta nigdy nie zostata powszechnie zakceptowana. Spozywanie
produktu zanieczyszczonego mykotoksynami, takimi jak aflatoksyny (AF), ochratoksyna
A (OTA), deoksyniwalenol (DON), toksyny T-2 i HT-2, zearalenon (ZEN), moze powodowa¢
zmiany w ukladzie immunologicznym, powodowa¢ astme¢ 1 inne choroby ukladu
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oddechowego, a takze uszkodzi¢ nerki i osrodkowy uktad nerwowy oraz niekorzystnie
wptywaé na gospodarke hormonalng. W zwiazku z powyzszym, mykotoksyny wykazuja
dzialanie antagonistyczne wobec wlasciwosci prozdrowotnych pytku pszczelego. Ich
obecno$¢ w suplementach diety na bazie tego surowca, moze powodowac nie tylko spadek
wartosci odzywczych produktu a przede wszystkim wywota¢ dziatanie niepozadane na
organizm,

Szybki rozw6j wysoko selektywnych metod analitycznych, w tym stosowanie techniki
LC-MS/MS, umozliwia wykrywanie mykotoksyn w S$ladowych ilo$ciach. Oszacowanie
stopnia wystepowania mykotoksyn w suplementach diety, stanowi powazne wyzwanie dla
o$rodkow naukowych, z powodu braku uregulowan w prawodawstwie UE, dotyczacych ich
poziomow, braku pelnych informacji o zwigzkach pochodzenia naturalnego czy ich
wiasciwosciach fizykochemicznych. W zwigzku z powyzszym tematyka pracy zwigzana jest
z identyfikacja mykologicznego i mykotoksykologicznego zagrozenia, oparta na wysoko
selektywnych technikach analitycznych. Na potrzeby pracy sformutowano hipoteze
badawcza, ktéra brzmi: konsumenci stosujacy suplementacje diety na bazie pytku pszczelego
sa narazeni na toksyczne dziatanie grzybow plesniowych i mykotoksyn, obecnych w tych

produktach.

MATERIALY I METODY BADAN

Materiat do badan stanowity suplementy diety na bazie pytku pszczelego. Na potrzeby
badan zostato zakupionych 38 produktow ze sklepoéw stacjonarnych oraz dziatajacych online,
na terenie Polski. Suplementy diety wystepowaly w rdéznych formach przetworzenia -
granulki, ptyn, kapsutki, tabletki (Rys. 1).

Rysunek 1 Materiat do badan
Study material

Aparatura, odczynniki i wzorce

Aparatura i sprzet wykorzystywany do badan: homogenizator mikrobiologiczny typu
Stomacher (BagMixer 400, Interscience, Francja), inkubator laboratoryjny ILW 240 STD,
mikroskop (Leica DM750), pipety automatyczne Transferpette® (10-100, 100-1000,
500-5000 pl) (Brand), plytki Petriego, sterylne woreczki do homogenizowania typu
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Stomacher, Thermomix TM31 (Morwerk), chromatograf cieczowy Shimadzu Nexera
z detektorem masowym 5500 QTRAP (Sciex, USA), chromatograf cieczowy Shimadzu
Nexera z detektorem masowym API4000 (Sciex, USA), chromatograf cieczowy Merck-
Hitachi z detektorem fluorescencyjnym, dejonizator wody Elix 3 (Milipore), filtry
strzykawkowe 0,22 um PTFE (Merck, Niemcy), homogenizatory nozowe z wyposazeniem
i zestawem nozy (Heidolph, Niemcy), kolumna Bond Elut Mycotoxin (Agilent, USA),
kolumna chromatograficzna Gemini-NX-C18 (150x4,6 mm, 3 pm) z przedkolumng
(Phenomenex, USA), kolumna immunopowinowactwa Aflatest (Vicam), kolumna
immunopowinowactwa Ochraprep (R-Biopharm), kolumna chromatograficzna Lichrospher®
100 RP-18 (250x4 mm, 5 um) z przedkolumng, kolumna chromatograficzna Synergi Polar
C18 (150x2 mm, 4 pm) z przedkolumng (Phenomenex, USA), komora do wykonywania
ekstrakcji za pomocg techniki SPE (J.T. Baker), system oczyszczania wody Simplicity 185
(Milipore), waga techniczna Adventurer Pro (Ohaus), wirowka laboratoryjna Multifuge 3 L-R
(Haraeus), wytrzasarka Promax 1020 (Heidolph), zestaw do odparowywania probek
w strumieniu azotu Reacti-vap™ (Thermo Scientific).

Odczynniki wykorzystywane w czasie prowadzonych badan: acetonitryl czystosé
gradientowa do chromatografii cieczowej LiChrosolv® (Merck), acetonitryl do
chromatografii cieczowej (LC/MS) LiChrosolv® (Merck), chlorek sodu (Merck), kwas
azotowy V (Merck), kwas octowy (Merck), kwas octowy lodowaty, czysty (Merck), metanol
czysto$¢ gradientowa do chromatografii cieczowej LiChrosolv® (Merck), metanol do
chromatografii cieczowej (LC/MS) LiChrosolv® (Merck), sol fizjologiczna buforowana
fosforanem (PBS, R-Biopharm), woda dejonizowana z urzadzenia do produkcji ultraczystej
wody Simplicty 185 (Millipore, USA), wodorotlenek sodu, czysty (Merck).

Wzorce firmy Biopure wykorzystywane podczas analiz: aflatoksyna B1(AF B1),
aflatoksyna B2 (AF B2), aflatoksyna G1 (AF G1), aflatoksyna G2 (AF G2), deoksyniwalenol
(DON), diacetoksyscirpenol (DAS), monoacetoksyscirpenol (MAS), niwalenol (NIV),
ochratoksyna A (OTA), toksyna T-2 i HT-2, zearalenon (ZEN), znakowane izotopowo wzorce
wewnetrzne (13C-DON, 13C-HT-2, 13C-T2, 13C-PAT, 13C-ZEN).

Metody badan

Analiza mykologiczna

Materiat do badan zostal zmielony w warunkach jatowych, w przypadku kapsutek

analizie poddano tylko substancje¢ czynng, bez zewngtrznej otoczki. Nastgpnie 20 g probki

22



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 3-4

odwazono do sterylnych woreczkéw do homogenizatora typu Stomacher, a nastgpnie dodano
180 ml jalowego ptynu fizjologicznego (stosunek 1:10), zgodnie z Polska norma
PN-R-87028:1996 (sktadniki: enzymatyczny hydrolizat kazeiny - 1 g, chlorek sodu - 8,5 g,
woda destylowana - 1000 ml, pH 7,0 + 0,2). Przygotowang zawiesing homogenizowano przez
90 s w homogenizatorze mikrobiologicznym typu Stomacher. Wykonano seri¢ rozcienczen
dziesigciokrotnych w jalowym ptynie do rozcienczen, z ktérych wykonano posiew
powierzchniowy wg Kocha (PN-ISO 7954: wrzesien 1999) na podtozu agarowym YGC
(ekstrakt drozdzowy, glukoza z dodatkiem 100 ppm chloramfenikolu, pH 6,6) z modyfikacja
wlasng - posiew na ptytke posiewowa 1 ml i 0,1 ml materialu badawczego, w trzech
powtorzeniach. Ptytki poddano inkubacji w 25 + 1°C przez 5-7 dni. Do analizy ilo$ciowe;j
wykorzystano wszystkie plytki z 10-100 koloniami. Grzyby anamorficzne odrézniono od
drozdzy na podstawie ich mikroskopowej morfologii i rodzaju zarodnikowania. Wyniki
wyrazono jako liczbe jednostek tworzacych koloni¢ na 1 g probki (jtk/g).

Analiza jako$ciowa obejmowata okreslenie skladu grzybow plesniowych badanego
materialu. Z wyrostych kolonii wykonano preparaty mikroskopowe w glicerolu i laktofenolu
wg Amanna, zgodnie z Polskag Normg PN R-64791: 1994 (laktofenol Ammana: krystaliczny
fenol - 10 g, kwas mlekowy - 10 g, gliceryna - 20 g, woda destylowana - 10 ml, bfekit
metylenowy - 0,5 g na 100 ml laktofenolu).

Analiza mykotoksykologiczna

Aflatoksyny

25 g zmielonej probki umieszczono w 100 ml kolbie stozkowej, dodano 2,5 g soli
fizjologicznej NaCl i homogenizowano z 50 ml MeOH:H>2O (8:2 v/v) przez 1 minute,
a nastgpnie przefiltrowano na karbowanej bibule filtracyjnej. 10 ml supernatantu
rozcienczono w 40 ml H>O destylowanej, a uzyskang mieszaning przesgczono przy uzyciu
saczka drobnowtoknistego do cylindra miarowego. 10 ml rozcienczonego ekstraktu

naniesiono na kolumne powinowactwa immunologicznego AflaTest™

, z szybkoScia
przeptywu 1-2 kropli/sekunde. Nastepnie kolumne wysuszono powietrzem, przemyto 20 ml
H>O destylowanej 1 ponownie wysuszono powietrzem. AF eluowano przy uzyciu 1 ml
MeOH. Eluat zebrano do fiolki o pojemnosci 5 ml, dodano 1 ml oczyszczonej H20 1 nastgpnie
probke wytrzasano.

Ochratoksyna A

12,5 g zmielonej probki umieszczono w 100 ml kolbie stozkowej, homogenizowano

z 50 ml ACN:H20 (6:4 v/v) przez 2 minuty i przefiltrowano na karbowanej bibule filtracyjnej.
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5 ml przesaczonego supernatantu dodano do 55 ml roztworu PBS i przesaczono przy uzyciu
saczka drobnowldknistego do cylindra miarowego. 48 ml rozcienczonego ekstraktu
(odpowiadajacego 1 g probki) naniesiono na kolumne Ochraprep®, z szybko$cig przeptywu
1-2 kropli/sekunde. Nastepnie kolumne wysuszono powietrzem, przemyto 20 ml HO
destylowanej i ponownie wysuszono powietrzem. OTA eluowano przy uzyciu 1,5 ml
roztworu MeOH:CH3COOH (98:2). Eluat zebrano do fiolki o pojemno$ci 5 ml,

przepuszczono przez kolumng 1,5 ml oczyszczonej H20 i probke wytrzasano.

Trichoteceny i Zearalenon

12,5 g zmielonej probki umieszczono w 100 ml kolbie stozkowej, homogenizowano
z 50 ml ACN:H20 (8:2 v/v) przez 3 minuty, a nastepnie przefiltrowano na karbowanej bibule
filtracyjnej. Do fiolki 0 pojemnosci 10 ml dodano 4 ml ekstraktu, a nastepnie 40 pl **C-ZEN
(C=1,00 pg/ml), wytrzasano i naniesiono na kolumng¢ BondElute® Mycotoxin. 2 ml
oczyszczonego ekstraktu zmieszano z 50 pl roztworu wzorca wewnetrznego (*C-DON ¢ =
2,50 pg/ml, B¥C-T2 ¢ = 0,25 pug/ml i BC-HT2 ¢ = 0,25 pg/ml) i odparowano do sucha
w temperaturze 50°C pod strumieniem azotu. Pozostalo$¢ rozpuszczono w 0,495 ml

mieszaniny MeOH:H20 (2:8 v/v) i nastgpnie wytrzasano przez 1 min.

Analiza chromatograficzna

Aflatoksyny

Aflatoksyny oznaczono ilo$ciowo za pomoca detekcji fluorescencji HPLC. Objetos¢
wtrysku wynosita 50 pl. Izokratyczna faza ruchoma obejmowata ACN (20%), MeOH (20%)
i H20 (60%), 119 mg KBr i 100 pl 65% HNOs. Stezenie mykotoksyny okre§lono przy
szybkosci przeptywu 1 ml/min. Dlugosci fal wzbudzenia i emisji dla detektora fluorescencji

wynosity odpowiednio 362 nm i 425 nm. Czas retencji dla AF wynosit 3,5 minuty.

Ochratoksyna A

Ochratoksyne A oznaczono ilo§ciowo za pomocg detekcji fluorescencji HPLC. Objetos¢
wtrysku wynosita 50 pl. Izokratyczna faza ruchoma obejmowala ACN (70%) 1 2%
CH3COOH (30%). Stezenie mykotoksyny okreslono przy szybkosci przeptywu 1 ml/min,
a objetos¢ wstrzykniecia wynosita 50 pl. Dlugos¢ fal wzbudzenia 1 emisji dla detektora
fluorescencji wynosity odpowiednio 330 nm i 460 nm. Czas retencji dla OTA wynosit
3,5 minuty.
Trichoteceny i Zearalenon

Trichoteceny i Zearalenon 0znaczono metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) z detekcja tandemowej spektrometrii mas MS/MS. Obie fazy mobilne A — 1%
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CH3COOH w H20 i B - 1% CH3COOH w MeOH- zawieralty 5 mM CH3COONHas. Elucje
z 70% fazy ruchomej A utrzymywano przez 0,5 minuty; nastepnie zastosowano gradient
liniowy, osiggajac 90% fazy ruchomej B po 5,5 min, prowadzony izokratycznie przez 4 min,
a nastgpnie pobrany z powrotem do 70% fazy ruchomej A, ktora zostala utrzymana do konca
biegu na poziomie 15,0 min. Przeptyw szybkos$ci ustawiono na 0,5 ml / min, a objetosé
wstrzyknigcia wynosita 7 pul. Wykonano spektrometri¢ mas przy uzyciu API 4000. Interfejs
jonizacji przez elektrorozpylanie (ESI) byl uzywany w trybach jonéw ujemnych i dodatnich
w temperaturze 500°C z nast¢pujgcymi ustawieniami: gaz kurtyny 25 psi, gaz nebulizatora
50 psi, gaz pomocniczy 50 psi, gaz kolizyjny 6, napigcie jonizacji —4000 lub +4500 V.

Parametry walidacyjne dla poszczeg6lnych mikotoksyn zostaty przedstawione w tabeli 1.

Tabela 1. Parametry walidacyjne dla wybranych mykotoksyn
Validation parameters for selected mycotoxins

Material do Parametry DON NIV | 3ADON | MAS | DAS T2 HT2 ZEN OTA AF
badan walidacji
LOQ [pg/kg] 3 3 3 15 1 0,6 2 0,2 04 0,2
Suplementy
diety nabazie | LOD [ng/kg] 1 1 1 0,5 0,3 0,2 0,7 0,07 0,13 0,06
pylku pszczelego
Odzysk [%] 87 83 92 102 102 92 95 100 110 108

WYNIKI I DYSKUSJA

Analizie zostalo poddanych 38 probek suplementéw diety na bazie pytku pszczelego,
z czego 95% zanieczyszczone grzybami plesniowymi, a 34% wtornymi metabolitami plesni.
Z badanego materialu najczgstszymi rodzajami jakie zostaty zidentyfikowane byty
Cladosporium (43%) i Alternaria (27%). Mucor spp. i Penicillium spp. zanieczyscito,
odpowiednio 14% 1 10% suplementéw diety, podobnie jak w przypadku wynikéw badan
Sinkevigiené i in. (2021). Srednia liczba grzybow w probkach suplementow diety na bazie
pytku pszczelego wynosita 2,2 x 10 jtk/g, natomiast érednia liczba drozdzy w probkach
miescita sie w 1,4 x 10* jtk/g (Tab. 2). Podobne wyniki w swoich badaniach otrzymali
Nardoni i in. (2016), ktorzy analizowali pylek pszczeli pod katem obecnosci grzybow
plesniowych. Wyniki wykazaty obecno$¢ rodzajow Cladosporium, Alternaria, Humicola,
Acremonium oraz Penicillium. Natomiast, Gonzalez i in. (2005), w badanym materiale,
wyizolowali drozdze i Penicillium spp., ktore byty dominujacymi grzybami. Kac¢aniova i in.
(2011) w swoich badaniach wykazali, Ze najczgstszymi izolatami grzybow plesniowych

obecnych w probkach pytku pszczelego byty Mucor mucedo (49 izolatow), Alternaria

25



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 3-4

alternata (40 izolatow), Mucor hiemalis (40 izolatow), Aspergillus fumigatus (33 izolaty)
I Cladosporium cladosporioides (31 izolatow). W badaniach wtasnych, w grupie najczgsciej
wystepujacych mykotoksyn byty ZEN (34%) i MAS (5%). Stezenia maksymalne ZEN i MAS
wynosily odpowiednio 1,25 pg/kg i 7,49 ng/kg. 3% badanego materiatu bylo zanieczyszczone
DON, NIV, DAS, T-2 i OTA. Analizowany materiat wolny byt od AF (Rys. 2).

Tabela 2. Ogolna liczba grzybéw w badanym materiale
Total number of fungi in the tested material

Ogodlna liczba grzybow Ogolna liczba plesni Ogodlna liczba drozdzy
[itk/g] litk/g] [itk/g]
Sredni 2,2 x 10* 7,7 x10° 1,4 x 104
redmia (22750,26 K) (7775,55 K) (14974,71 K)
Prébki pozytywne 36 36 34
Procent p(?zytywnych 95 95 89
probek
__ 120.00
oL 3
Z 10000 /7N
® 8000 N
g iggg B \
& - P ‘\ -~ \
g- 20.00 / \\. // \
“ 0.00 N —— - | —
’ DON NIV 3ADON MAS DAS T-2 HT-2 ZEN OTA
s Srednia 0.34 1.41 0.00 0.24 0.07 1.31 2.84 0.10 0.01
Max 13.00 5340 0.00 7.49 2.63 4980 108.00 1.25 0.40
ST 2.11 8.66 0.00 1.23 0.43 8.08 1752 0.25 0.06
= Srednia Max = SD

Rysunek 2. Stezenia mykotoksyn w suplementach diety na bazie pytku pszczelego
Concentrations of mycotoxins in bee pollen-based dietary supplements

Dodatkowo, zakupiony materiat podzielono pod katem jego formy przetworzenia, na 4
grupy: granulki (n=23), kapsutki (n=10), tabletki (n= 4), ptyn (n=1). Forma kapsutki byta
wolna od zanieczyszczen, pozostate formy suplementow diety bylty w 100% zanieczyszczone
grzybami plesniowymi (Rys. 3). Natomiast, w przypadku wystepowania mykotoksyn
w badanym materiale, to kapsultki byly najbardziej skazone (60%), a ptyn byl wolny od

skazenia tymi zwigzkami (Tab. 3) .
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4.00E+04
3.50E+04
3.00E+04
__ 2.50E+04
&0
= 2.00E+04
=
1.50E+04
1.00E+04
5.00E+03 -y ‘ -y
0.00E+00 A g
Ogolna liczba grzybow Ogolna liczba plesni Ogolna liczba drozdzy
™ Plyn 2,27E+03 6,10E+01 2,21E+03
Granulki 3.51E+04 1.07E+04 2,44E+04
= Kapsulki 3.54E+03 2,93E+03 6,13E+02
=™ Tabletki 5,09E+03 5,08E+03 9,75E+00

Rysunek 3. Srednie warto$ci grzybow w probkach
Average values of fungi in the samples

Tabela 3. Stezenia mykotoksyn w poszczegdlnych formach suplementéw diety na bazie
pytku pszczelego
Concentrations of mycotoxins in different forms of bee pollen-based dietary
supplements

Formy Stezenia DON NIV MAS DAS T2 HT2 ZEN OTA
Srednia [pg/kg] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,03 0,00
Max [ug/kg] 0 0 0 0 0 0 0,2 0
Granulki | Probki pozytywne 0 0 0 0 0 0 5 0
(n=23) Procent probek
pozytywnych 0 0 0 0 0 0 22 0
(%]
Srednia [pg/kg] 1,30 5,34 0,90 0,26 4,98 10,80 0,29 0,04
Max [ug/kg] 13 53,4 7,49 2,63 49,8 108 1,25 0,4
Kapsulki | Probki pozytywne 1 1 2 1 1 1 6 1
(n=10) Procent probek
pozytywnych 10 10 20 10 10 10 60 10
(%]
Srednia [pg/kg] 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,06 0,00
Max [ug/kg] 0 0 0 0 0 0 0,2 0
Tabletki | Probki pozytywne 0 0 0 0 0 0 2 0
(n=4) Procent probek
pozytywnych 0 0 0 0 0 0 50 0
(%]

Gonzaélez i in. (2005), badali potencjalng zdolnos¢ do wytwarzania OTA i aflatoksyn B,
B2, G1 1 Gz, przez hodowanie izolatow In vitro, a nastgpnie analiz¢ tych mykotoksyn
w ekstraktach hodowlanych metoda HPLC 2z detekcja fluorescencyjng. Stwierdzono,
ze odpowiednio 100%, 53,3%, 33,3% i 25% izolatow A. carbonarius, A. ochraceus,
P. verrucosum i A. niger wytwarzato OTA. Ponadto 28,6% izolatow z grupy A. flavus plus
A. parasiticus bylo zdolnych do wytwarzania aflatoksyny Bi. Aflatoksyn¢ B2 wykryto tylko

w 10% kultur. W badaniach wtasnych badany material byt wolny od AF, co zostato rowniez
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potwierdzone w pracach innych autoréw (Garcia-Villanova i in., 2004; Gonzalez i in., 2005;
Pitta i in., 2010; Valadares i in., 2015). OTA w prowadzonych badaniach byta oznaczona na
niskim poziomie, badz tez materiat wolny byt od tej toksyny, co rowniez potwierdza niska
zawartos¢ OTA (7%) w badaniach wiasnych (Keskin i Eyupoglu, 2023; Xue i in., 2014;
Garcia-Villanova i in., 2004). Dodatkowo potwierdzono obecno$¢ toksyn DON i T-2
w pigtnastu probkach pytku z Hiszpanii, ale zawarto$¢ tych mykotoksyn byta ponizej granicy
wykrywalnosci zastosowanej metody GC/MS (Rodriguez-Carasco i in., 2013). W tym samym
badaniu autorzy zbadali obecno$¢ kilku innych mykotoksyn, wytwarzanych przez rodzaj
Fusarium: 3AcDON, DAS, NIV i toksyng HT-2. Stwierdzono, ze czg¢$¢ probek byta
zanieczyszczona NIV, natomiast wszystkie inne badane toksyny byly ponizej granicy

wykrywalnosci.

WNIOSKI

Zwigkszajaca si¢ popularnos¢ suplementoéw diety na bazie roslin sktania producentow do
pozyskiwania coraz to nowszych zrodet surowcow, ktore przyciagnetyby nowych
konsumentéw. Porazenie zarodnikami grzybow plesniowych, produktéw spozywczych moze
przyczyni¢ si¢ nie tylko do znacznych strat ekonomicznych, ale przede wszystkim do
zagrozenia zdrowia konsumentow. Wysoki procent skazenia suplementéw diety grzybami
plesniowych i ich wtéornymi metabolitami, moze §wiadczy¢ zardwno o ztej jakosci surowca,
jak 1 produktu koncowego. Obecnie, kit pszczeli (propolis), pytek oraz pierzga pszczela,
produkty uboczne w przemysle pszczelarskim, staja si¢ produktami wysoce pozgdanymi
wsérod konsumentoéw, ze wzgledu na swoje prozdrowotne wilasciwosci. Otrzymane wyniki
badan, mykologicznych i mykotoksykologicznych, suplementow diety, u$wiadamiaja
konsumentow, ze produkt ten nie jest lekiem i moze by¢ zanieczyszczony niebezpiecznymi
substancjami. Swiadomy konsument daje przedsigbiorcom mozliwo$é ciagtego rozwoju rynku
przemystowego, podnoszenia jako$ci, higieny i bezpieczenstwa zywnosci, dziatajac zgodnie
z maksyma Europejskiego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Zywnosci — EFSA.

Dodatkowo, na bazie tych danych przedsigbiorcy moga opracowac zalecenia i wytyczne
dobrej praktyki higieny oraz kierunki zmian w zakresie norm handlowych i badawczych

stosowanych w odniesieniu do poszczegolnych grup suplementow diety.
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Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu sktadu mieszaniny gazéw w opakowaniu MAP
(80% O2 i1 20% CO2, 70% O2 i 30% CO; oraz 60% O2 i1 40% CO, oraz 50% O2 i 50% CO>) na
jako$¢ migsa wieprzowego. Ocen¢ jakosci migsa przeprowadzano co 3 dni, do 12 dnia
przechowywania. Wykonano pomiary zawartosci Oz i CO2 w opakowaniach MAP, oznaczono
ilo§¢ wycieku do opakowania, dokonano pomiaru pH oraz sktadowych barwy L*, a* i b*,
oznaczono wartos¢ wskaznika TBA badanego surowca.

Na podstawie uzyskanych wynikéw stwierdzono istotny (p < 0,05) wptyw sktadu
mieszaniny gazow MAP warto$ci wskaznika TBA badanego migsa wieprzowego oraz jasnos¢
barwy (skladowa barwy L*). W 12 dniu przechowywania migso pakowane w MAP 80/20
charakteryzowalo si¢ istotnie (p < 0,05) wyzszg wartoscig wskaznika TBA (0,9 mg MDA/kg
produktu) w stosunku do migsa pakowanego w MAP 50/50 (0,5 mg MDA/kg produktu).
Stwierdzono takze istotny wptyw czasu przechowywania na ilos¢ wycieku do opakowania,
pH, wartosci wskaznika TBA oraz sktadowe barwy L*, a* i b* migsa niezaleznie od sktadu

mieszaniny gazo6w w opakowaniu MAP.

Stowa kluczowe: wieprzowina, modyfikowana atmosfera, jako$¢ migsa

THE EFFECT OF THE GAS MIXTURE COMPOSITION IN THE MAP PACKAGING
ON THE QUALITY OF PORK MEAT

Summary

The aim of the study was to determine the effect of the gas mixture composition in the
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MAP packages (80% Oz and 20% CO2, 70% O and 30% CO2 and 60% O and 40% CO. and
50% O and 50% CO3) on the quality of pork meat. The quality of meat was evaluated every
3 days, until the 12th day of storage. The O, and CO> content in MAP packages, drip loss, pH,
L*, a* and b* color components, and TBA index value of raw material were determined.

Based on the obtained results, a significant (p < 0.05) effect of gas mixture composition
on the TBA index values and the lightness (L* color component) of pork meat was found.
On the 12th day of storage, meat packed in MAP 80/20 was characterized by a significantly
(p < 0.05) higher TBA index value (0.9 mg MDA/kg product) compared to meat packed in
MAP 50/50 (0.5 mg MDAV/kg of product). A significant effect of storage time on the amount
of drip loss, pH, TBA index values and L*, a* and b* color components of meat was also
found, regardless of the composition of the gas mixture in the MAP packaging.

Keywords: pork, modified atmosphere, meat quality

WSTEP

Konsumenci dokonuja wyboru migsa gltéwnie na podstawie takich cech ocenianych
wzrokowo jak barwa i marmurkowato$¢ oraz obecnos¢ wycieku w opakowaniu [Peng i in.
2019]. Na ich podstawie, a szczegdlnie barwy migsa, konsumenci okreslajg §wiezos¢ 1 jakos¢
nabywanego surowca. Jednym z ostatnich etapow produkcji migsa, na ktorym w pewien
sposob moze by¢ jeszcze ksztaltowana jego jakos$¢ jest etap pakowania [McMillin 2017, Lund
1 in. 2007]. Opakowanie nie tylko powinno odpowiednio eksponowa¢ zapakowany produkt,
ale takze chroni¢ go przed uszkodzeniami mechanicznymi oraz wydluzaé¢ jego termin
przydatnosci do spozycia przy zachowaniu jak najwyzszej jakosci [Ripoll i in. 2013].

W celu wydluzenia trwalosci 1 zahamowania niekorzystnych zmian zachodzacych
w migsie podczas przechowywania producenci stosuja rézne metody pakowania,
a najpopularniejsze z nich to pakowanie w atmosferze modyfikowanej (ang. Modified
Atmosphere Packaging — MAP) lub prozniowe (ang. Vacuum Packaging — VP) [Wang i in.
2019, McMillin 2017, McMillin 2008]. W opakowaniach z modyfikowang atmosfera
powietrze zastegpowane jest mieszaning gazdéw, o odpowiednio dobranym sktadzie [Bingol,
Ergun 2011]. Najczgsciej stosuje si¢ tlen, dwutlenek wegla 1 azot, a kazdy z nich peini
okreslong funkcje. W zaleznos$ci od rodzaju pakowanego produktu stosowane sa rdézne
mieszaniny gazow, w roznych kombinacjach i proporcjach. W przemysle migsnym do
pakowania w MAP migsa czerwonego najcze$ciej stosowana jest mieszanina gazow

sktadajaca si¢ z 80% O2 i 20% CO; [Rossaint i in. 2015, McMillin 2008]. Wysoka zawartosé
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tlenu w opakowaniu MAP powoduje, ze migso charakteryzuje si¢ atrakcyjng dla konsumenta
rézowo-czerwong barwa [Zouaghi, Cantalejo 2016, Lorenzo, Gomez 2012]. Z drugiej strony
wysoka zawarto$¢ tego gazu w atmosferze otaczajacej produkt moze powodowaé utlenianie
lipidow, wywolujac w ten sposdb negatywne zmiany smaku i zapachu, podczas gdy barwa
migsa jest nadal pozadana [Li 1 in. 2022]. W badaniach podj¢to probe okreslenia wptywu
sktadu mieszaniny gazow w opakowaniu MAP na jako$¢ migsa wieprzowego

przechowywanego przez 12 dni w warunkach chtodniczych.

MATERIAL | METODY BADAN
Material do badan i uklad doswiadczen

Material do badan stanowito migso wieprzowe — szynka wieprzowa bez skory 1 kosci
pozyskane w warunkach przemystowych. Badania wykonano w 3 seriach do§wiadczalnych na
surowcu pozyskanym z 3 rdéznych partii produkcyjnych. W kazdej serii wykorzystano
5 szynek o masie okoto 2 kg, ktére pocigto na plastry o masie okoto 200 g. Losowo wybrane
plastry surowca pakowano w modyfikowanej atmosferze (MAP) w czterech réznych
mieszaninach gazow (80% Oz i 20% CO, — MAP 80/20, 70% O i 30% CO2 — MAP 70/30,
60% O2 i 40% CO2 — MAP 60/40 oraz 50% Oz i 50% CO, — MAP 50/50). W tym celu plastry
migsa uktadano na sztywnych tackach (187x137x63 mm) wykonanych z PET (politereftalan
etylenu), a na kazdej tacce przed ulozeniem migsa umieszczano celulozowy wkiad, ktorego
rolg byto pochionigcie wycieku powstajacego z surowca w czasie przechowywania.
Opakowania z migsem wypelniano odpowiednia mieszaning gazow, przy zastosowaniu
maszyny pakujacej typu ,.tray - sealer” Multivac T250 firmy Multivac Sp. z. 0.0. wyposazone]
w mikser gazow MAP Mix 9001 ME - 3/200B firmy Mocon Europe A/S, a nastg¢pnie
zamykano poprzez zgrzanie tacek z folig gorng (OPALEN B62). W kazdej z 3 serii
eksperymentalnych przygotowano po 5 opakowan kazdego z wariantow MAP. Lacznie
przygotowano po 15 opakowan MAP 80/20, MAP 70/30, MAP 60/40 oraz MAP 50/50.
Zapakowany surowiec przechowywano w warunkach chtodniczych (0-4°C), bez dostgpu
Swiatta przez 12 dni. Oceng jako$ci migsa wieprzowego przeprowadzano bezposrednio przed
pakowaniem (dzien 0) oraz po 3, 6, 9 1 12 dniach przechowywania. W dniu 0, po
zapakowaniu surowca oznaczono wyjsciowa zawarto$¢ gazow w opakowaniach MAP
wypetnionych poszczegdlnymi mieszaninami gazow, przy uzyciu analizatora gazéw
CheckMate 3 firmy Mocon Europe A/S. Sktad mieszanin gazéw oznaczano takze w kazdym
dniu analiz. W poszczeg6élnych dniach analiz losowo wybierano po 1 opakowaniu z migsem

kazdego z wariantow MAP. Ocena jako$ci migsa obejmowala oznaczenie ilo$ci wycieku do

33



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 3-4

opakowania, pomiar pH 1 sktadowych barwy L*, a* i b*, a po rozdrobnieniu surowca w wilku
laboratoryjnym przy uzyciu siatki o $rednicy oczek 3 mm oznaczenie warto$ci wskaznika

TBA.

Metody badawcze

Pomiar zawartosci gazow w opakowaniach MAP
Pomiar zawartosci O2 i CO2 w opakowaniach MAP wykonano poprzez whbicie do
opakowania igly analizatora gazow CheckMate 3 firmy Mocon Europe A/S. Doktadnos¢

analizatora wynosita 0,01% dla tlenu oraz 0,8% dla dwutlenku wegla.

Oznaczenie ilosci wycieku do opakowania
Migso wieprzowe wazono po pokrojeniu na plastry. Nastepnie po okreslonych czasach
przechowywania ponowie wazono. [lo§¢ wycieku do opakowania obliczano w stosunku do

masy przed pakowaniem i wyrazano w %.

Pomiar pH

Pomiar pH migsa wykonywano pH-metrem firmy Testo (model testo 206) poprzez wbicie
elektrody urzadzenia bezposrednio w badany surowiec. Przed wykonaniem pomiarow
pH-metr kalibrowano w buforach o pH 4 i 7. Oznaczenie wykonywano w 2 powtorzeniach na

plastrze migsa, przyjmujac Srednig za wynik oznaczenia.

Pomiar sktadowych barwy L*, a*i b*

Pomiaru sktadowych barwy L*, a* i b* dokonywano metoda odbiciowa kolorymetrem
Konica Minolta model CR400 (wielko$¢ otworu gtowicy pomiarowej 8 mm, iluminant D65,
obserwator 10°). Kolorymetr kalibrowano na wzorcu bieli (Y: 95,5; x: 0,3159; y: 0,3326).
Pomiary wykonywano w roznych miejscach na powierzchni migsa w 3 powtorzeniach,

przyjmujac $rednig za wynik oznaczenia.

Oznaczenie wartosci wskaznika TBA

Oznaczenie przeprowadzano zgodnie z metodyka przedstawiong przez Shahidi [1990].
Do pomiaru absorbancji wykorzystywano spektrofotometr CampSpec M501 (CampSpec Ltd.,
Leeds, Wielka Brytania), przy dtugosci fali 532 nm wobec proby odczynnikowej zawierajace;j
5 ml TBA (kwasu 2-tiobarbiturowego) i 5 ml 10% TCA (kwasu trichlorooctowego).
Otrzymany wynik absorbancji mnozono przez wspdlczynnik przeliczeniowy wynoszacy 2,34.
Wynik wyrazano w mg MDA/kg produktu. Oznaczenie wykonywano w 2 powtorzeniach,

przyjmujac $rednig za wynik oznaczenia.
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Analiza statystyczna

Analize statystyczng wykonano w programie STATISTICA 13PL (StatSoft Inc., Tulsa,
OK, USA). Przeprowadzono jednoczynnikowa analiz¢ wariancji (One - Way ANOVA) oraz
test szczegdtowy Tukey’a HSD dla poziomu istotnosci a = 0,05. Okreslono wptyw sktadu
mieszaniny gazow w opakowaniu MAP oraz wplyw czasu przechowywania na wybrane

wyr6zniki jako$ci migsa wieprzowego.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zmiany w zawarto$ci O2 I CO2 w opakowaniach MAP z badanym migsem wieprzowym
zaprezentowano w Tabeli 1. Jak zaktadano, zawartos¢ O2 w opakowaniach MAP 80/20 byta
istotnie (p < 0,05) najwyzsza, a w opakowaniach MAP 50/50 istotnie najnizsza. Z kolei
zawarto§¢ COz w opakowaniach MAP 80/20 byta istotnie (p < 0,05) najnizsza,
a w opakowaniach MAP 50/50 istotnie najwyzsza. Roznice te utrzymywaty si¢ do ostatniego
dnia przechowywania surowca.

Istotny (p < 0,05) wplyw czasu przechowywania na zawartos¢ O2 w opakowaniach MAP
stwierdzono tylko w przypadku wypetnienia ich mieszaning gazow 80% O3 i 20% CO. (MAP
80/20) oraz 70% O2 i 30% CO2 (MAP 70/30). Wraz z wydluzeniem czasu przechowywania
badanego migsa wieprzowego pakowanego w MAP 80/20 lub MAP 70/30 obserwowano
systematyczne obnizanie si¢ zawartosci O2 w opakowaniach. Istotne obnizenie zawartosci Oz
w opakowaniach MAP 80/20 i MAP 70/30, w porownaniu z dniem 0 stwierdzono juz
w 3 dniu, natomiast najnizszg zawarto$¢ tego gazu obserwowano w ostatnim, tj. 12 dniu
przechowywania (Tabela 1).

Istotny (p < 0,05) wplyw czasu przechowywania na zawartos¢ COz stwierdzono
w przypadku wszystkich analizowanych sktadow mieszanin gazow MAP. Poczatkowo,
w dniu 3 obserwowano obnizenie zawartosci tego gazu w opakowaniach MAP w porownaniu
z dniem 0 (dla opakowan MAP 60/40 i MAP 50/50 byto ono istotne), a nast¢pnie stopniowy
wzrost, do poziomu obserwowanego w dniu pakowania (MAP 60/40 i MAP 50/50) lub
istotnie najwyzszego (dla opakowan MAP 80/20 i MAP 70/30) w 12 dniu przechowywania
(Tabela 1).

Poczatkowe obnizenie si¢ zawartosci CO2 w opakowaniach MAP moglo byc¢
spowodowane rozpuszczeniem si¢ czeSci tego gazu w powierzchniowych warstwach migsa
[Rossaint i in. 2014]. Im wyzsze stezenie CO2 w opakowaniach MAP tym lepszy efekt
bakteriostatyczny, jednak rozpuszczanie za duzej ilo$ci gazu w migsie moze powodowaé

zmniejszenie jego cisnienia w opakowaniu i w efekcie jego zapadniecie si¢ [Ye 1 in. 2020].
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Wzrost zawartosci CO2 w koncowych okresach przechowywania badanego surowca mogt by¢
z kolei spowodowany rozwojem i metabolizmem drobnoustrojow, ktére zuzywaja O2
i produkujag CO2 [Rossaint i in. 2014, Esmer i in. 2011]. Zblizone tendencje obserwowali
Conte-Junior 1 in. [2020], ktérzy stwierdzili istotne obnizenie zawarto$ci tlenu 1 wzrost
zawartosci dwutlenku wegla w czasie przechowywania w opakowaniach MAP (80% O2 i 20%
CO2 oraz 60% O i 40% CO2) migsa wotowego oraz Chmiel 1 in. [2019] dla migsa
drobiowego pakowanego w MAP (75% O3 i 25% COy).

Zmiany w jakosci badanego migsa wieprzowego podczas chtodniczego przechowywana
w opakowaniach MAP z réznymi mieszaninami gazow przedstawiono w Tabeli 2. Nie
stwierdzono istotnego (p > 0,05) wplywu sktadu mieszaniny gazow MAP na ilo$¢ wycieku do
opakowania, pH oraz wartosci wskaznika TBA (do 9 dnia przechowywania) badanego mig¢sa
wieprzowego. Zaobserwowano jedynie, w kazdym z analizowanych dni przechowywania,
nieznacznie wyzszy wyciek do opakowania oraz pH migsa pakowanego w mieszaninach
gazowych z wyzsza zawartoscig tlenu (MAP 80/20 i MAP 70/30) w poréwnaniu do
pakowanego w mieszaninach gazowych z nizsza zawartoscig tego gazu, a wyzsza CO2 (MAP
60/40 i MAP 50/50). Jak podaja Li i in. [2022] pakowanie migsa w atmosferze
modyfikowanej z wysoka zawarto$cig tlenu moze wplywac na utlenienie biatek, co powoduje
ograniczenie ich zdolnosci do budowy wigzan chemicznych z czasteczkami wody,
a w konsekwencji moze doprowadzi¢ do powstawania wigkszej ilosci wycieku. Z kolei
nieznacznie nizsze pH migsa pakowanego w MAP 60/40 oraz MAP 50/50 mogto by¢
spowodowane rozpuszczeniem si¢ czgsci CO2 w badanym surowcu. Tworzy si¢ wtedy staby
kwas weglowy, ktory obniza pH migsa [Rossaint i in. 2014].

Migso pakowane w MAP 80/20 charakteryzowato si¢ w dniach 0-9 nieznaczne wyzszymi
warto$ciami wskaznika TBA w pordwnaniu z oznaczanymi dla pozostatych MAP. Natomiast
w ostatnim, tj. 12 dniu przechowywania migso pakowane MAP 80/20 charakteryzowato si¢
istotnie (p < 0,05) najwyzsza warto$ciag wskaznika TBA (Tabela 2). Bao i Ertbjerg [2015]
wskazuja na istotny wzrost warto$ci wskaznika TBA migsa wieprzowego wraz ze wzrostem
zawartosci tlenu w opakowaniach MAP podczas 14 dni przechowywania. Podobnie jak
W niniejsze] pracy, najwyzsza zawartoscig aldehydu dimalonowego charakteryzowato sig
migso pakowane w mieszaninie gazow skladajacej si¢ z 80% Oz 1 20% CO2. Rowniez Wang
1 in. [2019] obserwowali istotny wplyw skladu mieszaniny gazow MAP na wartosci
wskaznika TBA wieprzowiny. Wraz ze wzrostem st¢zenia tlenu w opakowaniach wartos¢
wskaznika TBA istotnie wzrastala. Najwyzsza wartos¢ wskaznika TBA autorzy stwierdzili

w migsie zapakowanym w MAP z 80% zawartos$cig Oa.
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Czas chtodniczego przechowywania miat istotny (p < 0,05) wptyw na ilo$¢ wycieku do
opakowania, pH oraz wartosci wskaznika TBA badanego migsa wieprzowego. Wraz
z uptywem czasu przechowywania ilo$¢ wycieku do opakowan MAP wzrastata i badane
migso wieprzowe w 12 dniu przechowywania charakteryzowalo si¢ najwyzsza iloscig
wycieku (Tabela 2). Wedlug Arvanitoyannis 1 Stratakos [2012] wydluzenie czasu
przechowywania ma negatywny wplyw na jako$¢ migsa, powodujac m.in. zwigkszong ilos§¢
wycieku do opakowania. Obecno$¢ wycieku w opakowaniu zwlaszcza, gdy przekracza
pojemnos¢ wkiadki pochtaniajacej, pogarsza wyglad pakowanego migsa i przez to wplywa na
decyzje konsumentow o zakupie migsa a takze ogranicza jego stabilno$¢ mikrobiologiczna.

Migso przechowywane w MAP 80/20 i MAP 70/30 charakteryzowalo si¢ stabilnym pH
na poziomie 5,6-5,8 do 9 dnia przechowywania, natomiast migsa w MAP 60/40 i MAP 50/50
do dnia 6. Po tym czasie obserwowano istotne (p > 0,05) obnizenie si¢, w pordwnaniu
z dniem 0, pH migsa do poziomu 5,5 lub 5,3 (Tabela 2). Podobne tendencje obserwowali
Chmiel i in. [2019] w badaniach nad wptywem czasu przechowywania w opakowaniach MAP

na jakos$¢ migsa drobiowego.
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Tabelal. Zmiany w zawarto$ci gazow w opakowaniach MAP w czasie chlodniczego przechowywania badanego migsa wieprzowego
($rednia+odchylenie standardowe)
Changes in gas content in MAP packages during cooling storage of analyzed pork (mean+tstandard deviation)

02 [%] CO2 [%]
Wyrdznik

MAP 80/20 MAP 70/30 MAP 60/40 MAP 50/50 MAP 80/20 MAP 70/30 MAP 60/40 MAP 50/50
dzien 0 79,32°+0,3 69,380+0,2 60,2%%+1,1 50,1P2+0,9 20,7702 29,6B%+0,2 39,4%0+0,6 48,7°°+0,8
dzien 3 77,17%40,5 67,582£0,8 60,0%4+0,2 50,6°%+0,7 20,37%+0,3 27,9%410,3 36,9%+1,0 45,6°2+0,4
dzien 6 76,0442, 1 66,55%+1,3 60,1%%+0,4 50,3P%+1,1 21,24%10,3 28,283+1 2 37,5%%+0,4 47,3P°+0.4
dzien 9 74,2842 4 64,582+1,5 60,5%+0,5 50,5%+1,0 22,17%+0,5 30,58+1,0 38,4%+0,5 48,4P0+] 1
dzien 12 74,0420 63,082£1,6 59,8%%+0,7 50,8%+1,3 23,5%¢ +0,3 32,08°+£0,8 39,8%h+1,2 49,2012 1

A B, CD

wyroznika, oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05

— wartosci $rednie w wierszu, dla danego wyréznika, oznaczone réznymi literami r6znig sie istotnie przy p < 0,05; P - wartosci $rednie w kolumnie, dla danego

Tabela 2. Zmiany w jako$ci badanego migsa wieprzowego przechowywanego w MAP z réznymi mieszaninami gazow (Sredniatodchylenie
standardowe)
Changes in quality of analyzed pork stored in MAP with different gas mixture composition (meanxstandard deviation)
Tlo$¢ wycieku do opakowania [%] pH TBA [mg MDA/kg produktu]
Wyroéznik
MAP80/20 | MAP70/30 | MAPG60/40 | MAPS50/50 | MAP80/20 | MAP70/30 | MAP60/40 | MAPS0/50 | MAP80/20 | MAP70/30 | MAP60/40 | MAP50/50
dzie 0 5,8%0, 1 0,2%0,1
dzien 3 4,2%50,4 4,310,3 4,000,7 3,8%:0,4 5,7A30+0, 1 5,7/30+0, 1 5,672+0,1 5,67+0,1 0,30, 1 0,2/2+0,2 0,2%2+0,1 0,2%2+0,1
dzien 6 5,3%0+0,5 5,440£0,5 4,9°0+0,8 4,6°%0+0,3 5,77%0,2 5,770, 1 5,672+0,1 5,67+0,1 0,420, 1 0,370, 1 0,2%2+0,1 0,2%2+0,1
dzien 9 5,6£0,9 5,84%£0,6 5420404 5,28040,4 5,6°+0,1 5,6°+0,1 5,540, 1 5,540, 1 0,7420+0,3 0,6":0,2 0,5%20,2 0,4420+0,2
dzien 12 6,5%c+0,5 6,1°°:1,0 5,940:0,5 5,8"040,3 5,570, 1 5,570, 1 5,370, 1 5,370, 0,9%+0,1 0,77%+0,2 | 0,6°%+0,1 0,570, 1
A B, C D

wyrdznika, oznaczone réznymi literami roznia si¢ istotnie przy p < 0,05

— wartosci $rednie w wierszu, dla danego wyrdznika, oznaczone réznymi literami réznia sie istotnie przy p < 0,05; ° - wartosci $rednie w kolumnie, dla danego

¥-€ AU /) 1 §£207 032zomAzodg-oujoy npsdwazig 1130j0uyda] 1 1ynvN Addjsod
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Wraz z wydhuzeniem czasu przechowywania wartosci wskaznika TBA badanego migsa
wieprzowego wzrastaly. Istotny wzrost w poréwnaniu z dniem 0 obserwowano w 12 dniu
przechowywania, niezaleznie od sktadu mieszaniny gazéw w opakowaniach MAP (Tabela 2).
Takze Rotabakk 1 in. [2006] w badaniach nad wplywem sposobu pakowania na jako$¢
mig$ni piersiowych, wykazali zwigzek miedzy wydluzaniem czasu przechowywania,
a zwickszajacymi sie wartosciami wskaznika TBA.

Zmiany w warto$ciach sktadowych barwy L*, a* i b* badanego migsa wieprzowego
podczas przechowywana w opakowaniach MAP zaprezentowano w Tabeli 3. Jasno$¢ barwy
migsa pakowanego w MAP z 50, 60 1 70 1 80% zawartos$cia tlenu w poczatkowych dniach
przechowywania byla zblizona. Istotny wplyw sktadu mieszaniny gazow na warto$ci
sktadowej barwy L* stwierdzono dopiero w 9 i 12 dniu przechowywania. Migso MAP 80/20
charakteryzowato si¢ istotnie wyzsza wartoscia tej skladowej barwy, a wigc wyzszg jasnoscig
w poroéwnaniu do migsa MAP 60/40 i MAP 50/50. Stwierdzono istotny (p < 0,05) wplyw
czasu chlodniczego przechowywania na wartosci sktadowej barwy L* badanego migsa
wieprzowego pakowanego w MAP z wyzsza zawartoscig tlenu, tj. MAP 80/20 i MAP 70/30.
Istotny wzrost jasno$ci barwy, w poréwnaniu z dniem 0 obserwowano w dniu 3, w kolejnych
dniach przechowywania wartosci utrzymywaty si¢ na zblizonym poziomie. W przypadku
migsa pakowanego w MAP z nizszg zawartoscig tlenu (MAP 60/40 1 MAP 50/50)
obserwowano, w porownaniu z dniem 0 niewielki wzrost jasnosci barwy w dniu 3,
a nastgpnie jej stopniowe obnizenie w kolejnych dniach. Zmiany te nie byly natomiast istotne.
Wedlug Wang 1 in. [2019] wartosci skladowej barwy L* migsa wieprzowego pakowanego
w MAP z 0, 20, 50, 80% zawarto$cig Oz byty zblizone. Kamenik i in. [2014] podaja, zZe
warto$ci sktadowej barwy L* w migsie wotlowym pakowanym w MAP 80% O i 20% CO»
wzrastaty w czasie przechowywania.

Nie stwierdzono istotnego (p > 0,05) wplywu sktadu mieszaniny gazéw MAP na wartos$ci
sktadowej barwy a* (okreslajacej udzial barwy czerwonej) 1 b* (okreslajacej udziat barwy
z6Mtej) badanego miesa wieprzowego w kazdym z analizowanych dni przechowywania.
Obserwowano jedynie tendencje do przyjmowania wyzszych wartos$ci tych sktadowych
barwy w przypadku migsa pakowanego w mieszaninach gazowych z wyzsza zawarto$cig

tlenu, a wiec MAP 80/20 i MAP 70/30 (Tabela 3).
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Tabela 3.

Zmiany w barwie badanego migsa wieprzowego przechowywanego w MAP z réznymi mieszaninami gazow (Sredniatodchylenie
standardowe)
Changes in color of analyzed pork stored in MAP with different gas mixture composition (meantstandard deviation)

a* b*
Wyroznik
MAP 80/20 MAP 70/30 MAP 60/40 MAP50/50 | MAP80/20 | MAP70/30 | MAPG60/40 | MAP50/50 | MAP80/20 | MAP70/30 | MAPG60/40 | MAP 50/50
dzien 0 46,312 8,24+0,4 5,3%1,2
dzien 3 52,3"+0,6 51,0°+1,7 50,1*4+3,0 49,1742 8 11,5°4+0,9 11,1°4£1,2 10,3%+0,4 9,0#+£1,8 10,3"+0,9 10,2°4+0,7 9,9°A£1,2 10,1°+1,0
dzien 6 52,9°A+1,9 51,3%Ax1,6 49,2°%A+1,8 48,4°4+1,7 10,8°4+1,1 9,6"+0,3 8,2%A+1,0 7,9%440,7 9,7°4+0,7 9,0°4+0,3 8,9"+0,7 9,0°4+0,5
dzien 9 53,0°8+2.2 51,0°48+1.9 48,0%+1,7 47,3%+1 4 9,5%x1,5 8,5%+0,6 7,1%%1,6 6,8°1,8 9,3"+1,0 8,4"+0,2 8,3"+0,4 8,5"+0,9
dzien 12 53,2%8+1,9 52,5%+2.3 46,6%+1,4 45,4440 4 9,4%+1 4 7,8%44+1,1 6,9%%1,2 6,1%+1,9 9,3°4+0,9 8,6°4+0,7 7,8°4+0,9 8,6°4+0,7
A B C D _

wyroznika, oznaczone réznymi literami r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05

wartoéci $rednie w wierszu, dla danego wyréznika, oznaczone réznymi literami roznig si¢ istotnie przy p < 0,05; ® ° - wartosci $rednie w kolumnie, dla danego

¥-€ AU /) 1 §£207 032zomAzodg-oujoy npsdwazig 1130j0uyda] 1 1ynvN Addjsod
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Wang i in. [2019] podaja, ze przechowywanie migsa w atmosferze modyfikowanej
istotniec wplywa na wartosci sktadowej barwy b*. Najwyzszymi wartosciami tej sktadowej
barwy charakteryzowato si¢ migso pakowane w MAP z 80% zawarto$cig tlenu. Li i in. [2022]
badali wptyw roznej zawartosci tlenu w MAP (MAP 80% Oz i 20% CO2, MAP 60% O2, 20%
CO2120% N2 oraz MAP 40% O3, 20% CO2 i 40% N2) na warto$ci sktadowej barwy a* migsa
wieprzowego. Autorzy nie stwierdzili istotnego wptywu zawarto$ci tlenu w opakowaniach
MAP na wartosci tej skladowej barwy. Ponadto, zasugerowali, ze juz 40% tlenu
w opakowaniach MAP jest wystarczajace, aby utrzymaé¢ pozgdang barwe wieprzowiny
(o typowym udziale barwy czerwonej).

Zaobserwowano istotny (p < 0,05) wplyw czasu przechowywania na wartosci
sktadowych barwy a* i b* migsa wieprzowego pakowanego w MAP. W przypadku sktadowej
barwy a* istotny wzrost, w poréwnaniu z dniem 0 obserwowano w 3 i 6 dniu
przechowywania w opakowaniach MAP 80/20 i MAP 70/30, a wigc z wyzsza zawarto$cig
tlenu, a takze tylko w dniu 3 dla mi¢sa przechowywanego w MAP 60/40. W kolejnych dniach
przechowywania warto$ci tej sktadowej barwy obnizaty si¢ (Tabela 3). W przypadku migsa
MAP 50/50 obserwowano podobne tendencje, jednak zmiany te nie byly istotne.

W 3 dniu przechowywania migso pakowane w MAP charakteryzowato si¢ istotnie
wyzszymi wartoSciami sktadowej barwy b* w porownaniu z dniem 0. Nie stwierdzono
istotnego (p > 0,05) wptywu czasu przechowywania w dniach 3-12 na wartosci tej sktadowe;j
barwy. Obserwowano jedynie tendencj¢ do obnizania wartosci tej sktadowej barwy wraz
z uptywem czasu przechowywania. Z kolei w badaniach Peng i in. [2019] wartosci sktadowe]
barwy b* poledwiczek wieprzowych pakowanych w MAP 80/20 osiagnety najwyzsza wartos¢
w 3 dniu przechowywania, a nast¢pnie w miar¢ uplywu czasu przechowywania wartosci tej
skladowej barwy obnizaly sig.

Poczatkowy wzrost wartosci sktadowych barwy L*, a* i b*, w poroéwnaniu z dniem 0
(a wiec przed pakowaniem) zwigzany byt z wptywem tlenu na barw¢ migsa. Po zapakowaniu
migsa mioglobina przeksztatcala si¢ w utlenowang form¢ oksymioglobiny, a migso
charakteryzowato si¢ r6zowo-czerwong barwa. W czasie dluzszego przechowywania moze
dochodzi¢ rowniez do utlenienia zelaza wchodzacego w sktad czasteczki mioglobiny, przez

co udzial formy utlenionej, tj. brazowo-szarej metmioglobiny wzrasta [Alvarenga i in. 2019].

WNIOSKI

Przeprowadzone badania wykazaty, ze sktad mieszaniny gazéw w opakowaniach MAP
miat istotny wplyw tylko na takie wyrdzniki jakosci migsa wieprzowego jak warto$¢
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wskaznika TBA oraz jasno$¢ barwy (sktadowa barwy L*). Wraz z wydluzeniem czasu
przechowywania migsa wieprzowego ilo§¢ wycieku do opakowania oraz wartosci wskaznika
TBA wzrastaly, natomiast pH migsa obnizalo si¢, niezaleznie od skladu zastosowanej
mieszaniny gazow MAP. Natomiast zmiany w wartosciach sktadowych barwy byly rozne
w zaleznosci od sktadu mieszaniny gazow MAP. Uzyskane wyniki wskazujg zatem, iz to czas
chtodniczego przechowywania, a nie sklad mieszaniny gazéw w opakowaniach MAP

determinuje analizowane wskazniki jako$¢ migsa.
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Streszczenie

Celem badan bylo okreslenie wptywu wysokich ci$nien (HPP; 100, 300 i 500 MPa/5
min/10°C) na wybrane wyrdzniki jako$ci marynowanego migsa wieprzowego. Badania
przeprowadzono po 24 h marynowania migsa W temperaturze 4-6°C. Obejmowaly one
oznaczenie absorpcji marynaty, wskaznika TBARS, ilosci wycieku podczas obrobki cieplne;,
a takze pomiary pH, parametréw barwy i tekstury oraz ocen¢ sensoryczng. Na podstawie
uzyskanych wynikéw stwierdzono, ze zastosowanie HPP przyczynilo si¢ do zwigkszenia
absorpcji marynaty w migsie wieprzowym (od 25 do 70%). Surowe migso marynowane, ktore
poddano dziataniu cisnienia 300 i 500 MPa roznito si¢ istotnie (p < 0,05) pod wzgledem
barwy od migsa kontrolnego oraz migsa poddanego dziataniu cisnienia 100 MPa (AE > 20).
Nie stwierdzono natomiast istotnego wptywu HPP na barwe marynowanego mi¢sa poddanego
obrébee cieplnej (AE < 2). Wykazano, ze w przypadku marynowanego mig¢sa wieprzowego
powinno stosowac si¢ cisnienia nizsze niz 500 MPa, ze wzgledu na istotne zwiekszenie jego

twardos$ci, co bylo negatywnie postrzegane W 0cenie Sensorycznej.

Stowa kluczowe: migso wieprzowe, marynowanie, wysokie ci$nienia, barwa, utlenianie

lipidow
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EFFECT OF HIGH PRESSURE PROCESSING ON SELECTED QUALITY
CHARACTERISTICS OF MARINATED PORK

Summary

The aim of the study was to determine the effect of high pressures (HPP; 100, 300 and
500 MPa/5 min/10°C) on selected quality characteristics of marinated pork. The study was
conducted after 24 h of meat marinating at 4-6°C. Marinade absorption, TBARS index,
thermal drip were determined, as well as pH, color and texture parameters were measured.
Sensory quality was also evaluated. Based on the obtained results, it was found that the use of
HPP contributed to an increase in the absorption of marinade in pork (from 25 to 70%). Raw
marinated meat pressurized at 300 and 500 MPa differed significantly (p < 0.05) in color from
control meat and meat pressurized at 100 MPa (AE > 20). In contrast, there was no significant
effect of HPP on the color of heat-treated marinated meat (AE < 2). It has been shown that
pressures lower than in case of marinated pork 500 MPa should be used, due to the significant

increase in hardness, which was negatively perceived in sensory evaluation.

Keywords: pork, marination, high pressures, color, lipid oxidation

WSTEP

Produkcja zywnosci wygodnej jest jednym z najbardziej dynamicznie rozwijajacych sig
sektorow przemystu spozywczego. Wynika to z duzego zapotrzebowania na produkty
0 wysokim stopniu dyspozycyjnosci, z ktorych mozna szybko i tatwo przygotowaé positek
w warunkach domowych. Do takich produktow zalicza si¢ marynowane wyroby migsne, ktore
przed spozyciem nalezy tylko podda¢ obrobce cieplnej [Pietrzak 2010, Nikmaram i in. 2018,
Siroli i in. 2020]. Marynowanie stosuje si¢ W celu poprawy cech sensorycznych migsa,
nadania pozadanej barwy, smaku, zapachu, kruchosci i soczystosci, ale roéwniez, zeby
zwickszy¢ wydajno$¢. Tradycyjny sposdb marynowania polega na zanurzeniu migsa
w marynacie, jednak trwa on dtugo - od kilkudziesigciu minut nawet do kilku dni. W celu
przyspieszenia tego procesu coraz czesciej wykorzystuje si¢ wieloiglowe nastrzykiwarki oraz
mieszarki topatkowe lub bebnowe, co dodatkowo umozliwia rownomierne rozprowadzanie
marynaty w migsie. Sklady marynat oraz metody marynowania sg caty czas doskonalone
i dostosowywane do potrzeb produkcji oraz przeznaczenia surowca [Alvarado, McKee 2007,
Williams 2012, Latoch i in. 2023, Ehsanur Rahman i in. 2023].

Jako$¢ marynowanych wyrobow migsnych zalezy od wielu czynnikéw, m.in.: jakosci

surowcow, zastosowanej metody marynowania, warunkow higienicznych podczas produkcji
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oraz pdzniejszego przechowywania. W przypadku tego typu wyrobow powazny problem
moga stanowi¢ wtdrne zanieczyszczenia poprodukcyjne [Pietrzak 2010]. Rozwiazaniem
mogloby by¢ uzycie nietermicznej metody utrwalania, w ktorej wykorzystuje si¢ ci$nienia
rzedu 400-600 MPa (w temperaturze otoczenia lub nizszej), okre$lanej w skrocie jako HPP
(High Pressure Processing). Dzieki zastosowaniu HPP mozna zwigkszy¢ bezpieczenstwo
i przedluzy¢ trwalos$¢ réznych produktow miesnych, bez wpltywu na ich warto$¢ odzywcza
oraz cechy sensoryczne [Nguyen i in. 2010, Kruk i in. 2011, Huang i in. 2017, Bolumar i in.
2021, Rajendran i in. 2022]. Metoda ta jest szczegolnie zalecana do zapakowanych prozniowo
produktéw migsnych gotowych do spozycia (m.in. wedlin, wyroboéw garmazeryjnych), ktore
moga by¢ wtornie zanieczyszczone podczas porcjowania lub pakowania [Pietrzak i in. 2010,
Wang i in. 2016, Meloni 2019].

HPP ma jednak tez pewne wady, ktore moga ograniczaé jej zastosowanie w przemysle
miesnym — przede wszystkim, moze wptywaé na barwe i teksture produktow migsnych oraz
przyspiesza¢ utlenianie lipidow [Cheftel, Culioli 1997, Bajovic i in. 2012, Ma, Ledward 2013,
Bolumar i in. 2021]. Zmiany barwy sa szczegélnie widoczne w przypadku wyrobow
zZ surowego migsa, ale moga by¢ ograniczone jesli dziataniu wysokich ci$nien bedzie
poddawane migso marynowane [O’Neill i in. 2019a, O’Neill i in. 2019b, Uyarcan, Kayaardi
2019, Rajendran i in. 2022]. Jednocze$nie wiele sktadnikow marynat wykazuje silne
wlasciwosci przeciwutleniajgce [Latoch i in. 2023], co mogloby tez w pewien sposob
wplyna¢ na ograniczenie niekorzystnych zmian oksydacyjnych, ktore zachodza w migsie
poddawanym dzialaniu wysokich cisnien (> 400 MPa). Zastosowanie HPP mogloby
dodatkowo utatwi¢ réwnomierne rozprowadzenie marynaty w migsie oraz zwigkszyé
intensywno$¢ smaku i wptyna¢ w korzystny sposob na teksture, co jest szczegolnie wazne
w przypadku wyrobow migsnych z obnizong zawarto$cig soli kuchennej, na ktore w ostatnich
latach popyt wyraznie si¢ zwigkszyt [Grossi i in. 2012, Rodrigues i in. 2016].

W badaniach podjeto probe okreslenia wpltywu wysokich cisnien (100, 300 i 500 MPa)

na wybrane wyrdzniki jako$ci marynowanego migsa Wieprzowego.

MATERIAL | METODY BADAN

Material do badan i uklad doswiadczen

Materiat do badan stanowilo migso wieprzowe - migsien najdtuzszy grzbietu (musculus
longissimus dorsi), ktore pozyskiwano bezposrednio z zakltadow migsnych. Badania

wykonano w 3 seriach doswiadczalnych na surowcu pochodzacym z réznych partii
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produkcyjnych. Migso dzielono na plastry o grubosci okoto 2,5 cm, ktéore po zwazeniu
umieszczano w woreczkach polietylenowych, dodawano marynate (w/s 4:1 — migso :
marynata) i pakowano prozniowo (200 mBar) przy uzyciu pakowarki Multivac C200 firmy
Multivac Sp. z 0.0. Do marynowania mi¢sa wykorzystano gotowg mieszanke przypraw firmy
Prymat ,,Marynata do migs PIKANTNA”, o nastepujagcym sktadzie: sol, papryka stodka,
czosnek (14%), cebula, gorczyca biata, kolendra, chili (5%), cukier, majeranek, regulator
kwasowosci: kwas cytrynowy, owoc jatowca, pieprz czarny (1,4%), rozmaryn. Zgodnie
z zaleceniem producenta podanym na opakowaniu, marynat¢ wczesniej wymieszano
z odpowiednig ilo$cig oleju rzepakowego. Zapakowane probki migsa z marynatg poddawano
dziataniu wysokich ci$nien — 100 MPa, 300 MPa i 500 MPa przez 5 min w temperaturze
10°C. Proces cisnieniowania przeprowadzono przy uzyciu urzadzenia UNIPRESS
PASKALIZATOR U5000/120, o pojemnosci komory 3000 cm3 w ktérym czynnikiem
roboczym byta woda. Podczas ci$nieniowania obserwowano wzrost temperatury w komorze,
srednio o 3°C na 100 MPa. Po cisnieniowaniu probki marynowanego mig¢sa pozostawiano na
24 h w chtodni (w temperaturze 4-6°C), bez dostepu Swiatla.

W kazdej z 3 serii do§wiadczalnych przygotowywano po 2 probki marynowanego migsa
dla kazdego z wariantow HPP — 100 MPa (M_100), 300 MPa (M_300) i 500 MPa (M_500)
oraz dodatkowo 2 probki marynowanego migsa, ktore nie byty cisnieniowane (KM). Oceng
wybranych wyr6znikow jakosci migsa przeprowadzano po 24 h marynowania. Po jednej
probee z kazdego wariantu po wyjeciu z opakowania umieszczano na stojaku z drutu ze stali
nierdzewnej na 5 min (aby umozliwi¢ ociekanie nadmiaru marynaty), a nast¢pnie wazono
w celu oznaczenia absorpcji marynaty. Z migsa odkrawano plaster o masie okoto 40 g, ktory
rozdrabniano 1 mieszano. Tak przygotowana probka migsa postuzyla do oznaczenia
wskaznika TBARS oraz pomiaru pH. Na przekroju migsa przeprowadzano pomiar
parametréw barwy. Pozostale migso wazono i poddawano obrobce cieplnej w piecu
konwekcyjno-parowym (Rational, Niemcy) w temperaturze 80°C (przy pelnym zaparowaniu)
do osiggniecia w centrum geometrycznym temperatury 72°C. Po wystudzeniu migso
ponownie wazono w celu oznaczenia ilo$ci wycieku podczas obrobki cieplnej, a nastgpnie
wykonano pomiary sity cigcia oraz parametrOw barwy na przekroju. Druga probka migsa

postuzyta do przeprowadzenia oceny sensoryczne;.
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Metody badawcze

Oznaczenie absorpcji marynaty

Migso dzielono na plastry, ktore po zwazeniu (z doktadnoscig do 0,01 g) umieszczano
w woreczkach polietylenowych, dodawano marynate, zamykano prozniowo i poddawano
HPP. Nastepnie po 24 h marynowania mi¢so wyjmowano z opakowania i ponowie wazono,
usuwajac wcezesniej nadmiar marynaty z powierzchni migsa. Absorpcje marynaty obliczano

w stosunku do masy migsa przed marynowaniem i wyrazano w %.

Pomiar parametrow barwy

Parametry barwy L*, a* i b* mierzono metoda odbiciowa przy uzyciu kolorymetru
Konica Minolta model CR400 (wielko$¢ otworu glowicy pomiarowej 8§ mm, iluminant D65,
obserwator 10°). Urzadzenie przed pomiarem kalibrowano na wzorcu bieli (Y: 95,5; x:
0,3159; y: 0,3326). Pomiary wykonywano na przekroju migsa w 5 roznych miejscach,
przyjmujac $rednig za wynik oznaczenia. Obliczano takze bezwzgledne roznice barwy migdzy

wyrobem kontrolnym (KM) oraz wyrobami poddanymi HPP wedlug wzoru:

AE= [(LF =L)+(a* —a) + (b* —b),
gdzie:
AE — bezwzgledna roznica barwy,
L*, a*, b* — warto$ci parametréw barwy wyrobu kontrolnego,

L, a, b — wartosci parametrow barwy wyrobow poddanych HPP.

Interpretacj¢ uzyskanych wynikéw AE przeprowadzono w oparciu o ponizsze kryteria
[Mokrzycki, Tatol 2011]: jezeli 0 < AE < 1 - obserwator nie zauwaza rdznicy w barwie,
1 < AE <2 - tylko do$wiadczony obserwator moze zauwazy¢ réznice w barwie, 2 < AE < 3,5
- niedo$wiadczony obserwator rOwniez zauwaza rdznice w barwie, 3,5 < AE <5 - zauwazalna

jest wyrazna roznica w barwie, AE > 5 - obserwator zauwaza dwie rézne barwy.

Oznaczenie wskaznika TBARS

Oznaczenie przeprowadzano wedlug metodyki opisanej przez Shahidi [1990].
Absorbancje mierzono przy uzyciu spektrofotometru CampSpec M501 (Wielka Brytania),
przy dtugosci fali 532 nm wobec proby odczynnikowej (5 cm® 0,02 M roztworu kwasu
2-tiobarbiturowego i 5 cm® 10% kwasu trichlorooctowego). Otrzymany wynik absorbancji
mnozono przez wspoOlczynnik przeliczeniowy wynoszacy 2,34 1 wyrazano w mg MDA/kg
produktu. Oznaczenie wykonywano w 2 powtorzeniach, przyjmujac $rednig za wynik
oznaczenia.
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Pomiar pH

Do zlewki nawazano 10 g rozdrobnionego migsa, dodawano 30 cm?® destylowanej wody
I po wymieszaniu odstawiano na 10 minut. Pomiary pH mi¢sa wykonywano przy uzyciu
pH-metru CP-411 firmy Elmetron, wyposazonego w elektrode szklano-kalomelowga. Przed
wykonaniem pomiaru pH-metr kalibrowano w buforach o pH 4 i 7. Pomiar wykonywano

w 2 powtdrzeniach, przyjmujac $rednig za wynik oznaczenia.

Oznaczenie ilosci wycieku podczas obrobki cieplnej
Migso wazono (z doktadnoscig do 0,01 g) przed obrobka cieplng, a nast¢gpnie ponownie
po przeprowadzonej obrobcee cieplnej 1 wystudzeniu do 20°C. Ilo$¢ wycieku podczas obrobki

cieplnej obliczano w stosunku do masy migsa przed obrobka cieplng i wyrazano w %.

Pomiar sily cigcia

Site cigcia mierzono przy uzyciu urzadzenia ZWICKI typ 1120 (Niemcy), wykorzystujac
element tngcy typu Warnera-Bratzlera. Probki do badan przygotowywano poprzez wycigcie
z poddanego wczesniej obrobce cieplnej migsa (wzdluz wildkien) prostopadtosciandw
o wymiarach 1 x 1 cm i dlugosci okoto 5 cm. Pomiar wykonywano w 4 powtorzeniach,

przyjmujac $rednig za wynik oznaczenia.

Ocena sensoryczna

Migso do oceny sensorycznej poddawano obrdbce cieplnej w piecu konwekcyjno-
parowym (Rational, Niemcy) w temperaturze 180°C do osiggniecia w centrum
geometrycznym temperatury 72°C (okoto 20 minut). Po wystudzeniu migso pokrojono na
réwne plastry o szerokosci okoto 0,3 cm. W ocenie wzigto pod uwage takie wyrdzniki, jak:
barwa na przekroju, zapach, smak, twardo$¢ oraz ogdlna pozadalnos¢. Ocena sensoryczna
zostala przeprowadzona przez zespot sktadajacy si¢ z 10 przeszkolonych osob. Wykorzystano
niestrukturyzowana 9 stopniowa skale graficzng z wartosciami brzegowymi: dla barwy na
przekroju: ,,zbyt jasna” i ,,zbyt ciemna”, dla zapachu: ,,niewyczuwalny” i ,,zbyt intensywny”,
dla smaku: ,,stabo wyczuwalny, mato wyrazisty” 1 ,,zbyt intensywny”, dla twardosci: ,,zbyt
migkka” 1 ,,zbyt twarda”, dla ogo6lnej pozadalnosci: ,,najmniej pozadana” 1 ,,najbardziej

pozadana”.

Analiza statystyczna

Do przeprowadzenia analizy statystycznej wykorzystano program STATISTICA 13PL
(StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA). Wykonano jednoczynnikowg analiz¢ wariancji (One-Way
ANOVA) oraz test szczegdtowy Tukey’a HSD dla poziomu istotnosci o = 0,05. Okreslono
wplyw wysokosci zastosowanego ci$nienia na wybrane wyrdzniki jakosci marynowanego

49



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 3-4

migsa wieprzowego.

WYNIKI I DYSKUSJA

Zmiany w jako$ci marynowanego migsa Wieprzowego poddanego HPP przedstawiono
w Tabeli 1. Po 24 h marynowania stwierdzono przyrost masy we wszystkich prébkach migsa.
Mozna jednak zauwazy¢, ze absorpcja marynaty w probkach migsa, ktore poddano HPP
(M_100, M_300, M 500) byta wigksza niz w migsie kontrolnym (KM), odpowiednio o 25, 40
i 70%. Przy zastosowaniu wyzszych cisnien (300 i 500 MPa) byly to istotne rdznice
(p < 0,05). O’Neill i in. [2019a, 2019b] wykazali, ze stosujac odpowiednie parametry HPP
mozna przyspieszy¢ dyfuzje marynaty z powierzchni migsa do wngtrza w wyniku powstatego
gradientu stezenia sktadnikoéw marynaty, co zostato potwierdzone w niniejszych badaniach.

Nie stwierdzono istotnego (p > 0,05) wptywu HPP na pH oraz wartosci wskaznika
TBARS w marynowanym migsie wieprzowym (Tabela 1). Mozna jednak zauwazy¢ tendencje
do zwigkszania si¢ zarowno pH miesa, jak i wartosci wskaznika TBARS wraz ze wzrostem
stosowanego cis$nienia. Zwigkszanie si¢ pH produktéw migsnych, ktére poddano dzialaniu
HPP w por6éwnaniu z wyrobem kontrolnym obserwowano réwniez w badaniach innych
autoréw [Wang i in. 2015, O’Neill i in. 2019a, Dong i in. 2020], ktorzy ttumaczyli to zjawisko
zmniejszajacy si¢ liczbg dostepnych grup kwasowych w wyniku zmian konformacyjnych, do
ktérych dochodzi podczas denaturacji biatek.
Tabelal. Wplyw HPP na wybrane wyrdzniki jako$ci marynowanego migsa wieprzowego

(Sredniatodchylenie standardowe)
Effect of HPP on selected quality properties of marinated pork (mean+tstandard

deviation)
Wyroézniki KM M 100 M 300 M 500

Absorpcl[&r?ary”aty 192405 2.5ab+0.,6 2.8b40.7 3.4bt1,1

oH 5.2040,2 5.2040,2 5.3240,3 5.5240,3
TBARS [mg MDA/kg]  0,3a0, 1 0.4240,2 0.420,1 0.5240,1

L 50,0452 49.6a+4.6 69.9b-3.7 73.2b43.1

a* 4,020, 4,72+0.5 6.9b41,0 4.12+0.3

b* 47217 4,42+0.7 10,1b40.8 11,7b42.8

AE 0.9 21.9 23.8

a, b - wartoéci $rednie w wierszu oznaczone roznymi literami rdznig si¢ istotnie przy p < 0,05
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Wedtug wielu autorow [Kruk i in. 2011, He i in. 2012, Ma, Ledward 2013, Kantono i in.
2020], zastosowanie wysokich cisnien (> 300 MPa) przyspiesza utlenianie lipidow
w produktach migsnych. Przyczyna moze by¢ denaturacja biatek hemowych wywotana
ci$nieniem, ktora prowadzi do uwalniania jonow Fe(ll) lub Cu(ll) katalizujacych proces
utleniania lipidéow [Cheftel, Culioli 1997, Medina-Meza i in. 2014]. Uzyskane w niniejszej
pracy wyniki sg zbiezne z wynikami badan O’Neill i in. [2019a], ktorzy rowniez wykazali, ze
w marynowanym migsie wieprzowym poddanym HPP (300-500 MPa) proces utleniania
lipidow zachodzit szybciej niz w wyrobie kontrolnym, a wzrost warto$ci wskaznika TBARS
byt wprost proporcjonalny do wysokosci zastosowanego cisnienia. Mozna jednak zauwazy¢,
ze w warto$ci wskaznika TBARS oznaczone w migsie poddanym HPP nie przekraczaty
0,5 mg MDA/Kg, a dopiero powyzej tego poziomu wystepuje zjetczaty smak, ktory moze byé
wyczuwany przez konsumentéw [Wood i in. 2008].

Jasno$¢ barwy marynowanego migsa wieprzowego poddanego dziataniu ci$nienia 100
MPa byta zblizona do barwy migsa kontrolnego. Natomiast zastosowanie wyzszych cisnien
przyczynito si¢ do istotnego (p < 0,05) zwigkszenia warto$ci parametru barwy L* migsa.
Warto$ci parametru barwy a* (okreslajacego udzial barwy czerwonej) migsa poddanego
dziataniu ci$nienia 300 MPa byly istotnie (p < 0,05) wyzsze niz w pozostalych wariantach
migsa. Natomiast w przypadku parametru barwy b* (okreslajacego udzial barwy zoltej)
obserwowano podobng tendencje, jak przy jasnosci - istotnie (p < 0,05) wyzsze wartosci tego
parametru barwy charakteryzowaty migso poddane dziataniu ci$nienia 300 i 500 MPa.
Podsumowujac uzyskane wyniki mozna stwierdzi¢, ze zastosowanie ci$nienia > 300 MPa
przyczynito si¢ do istotnego rozjasnienia barwy na przekroju marynowanego migsa,
a obliczone AE wskazuja, ze roznice byly na tyle duze (Fot. 1), ze przecietny obserwator mogt

je zauwazy¢ [Mokrzycki, Tatol 2011].

KM M 100 M 300 M 500

Fotografial. = Wptyw HPP na barw¢ marynowanego migsa wieprzowego
Effect of HPP on the color of marinated pork
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Wysokie cisnienia (> 150 MPa) mogg powodowaé niekorzystne zmiany barwy
produktéw migsnych, szczegdlnie tych, ktore nie byly poddawane obrobee cieplnej.
Przyczyng moze by¢ denaturacja globiny badZz przemieszczanie si¢ lub uwalnianie hemu
z czasteczki mioglobiny, a przy wyzszych cisnieniach (> 400 MPa) rowniez utlenianie
mioglobiny do metmioglobiny, ale nie mozna wykluczy¢ tez czeSciowej denaturacji
barwnikow migsniowych [Marcos i in. 2010, Sazonova i in. 2017]. Rozjasnienie barwy
wyrobow marynowanych poddanych dzialaniu HPP obserwowali réwniez inni autorzy,
dotyczyto to zaréwno migsa wieprzowego [O’Neill i in. 2019a], wotowego [Uyarcan,
Kayaardi 2019], jak i drobiowego [Dong i in. 2020]. Podobnie jak w niniejszych badaniach
zmiany barwy migsa byty tym bardziej widoczne, im wyzsze ci$nienie zastosowano. \Wang
i in. [2015] nie stwierdzili natomiast istotnego wptywu HPP (350-600 MPa) na parametry
barwy mierzone na powierzchni marynowanego migsa wieprzowego. Wedtug tych autorow,
zastosowanie miodowo-czosnkowej marynaty przyczynito si¢ do zamaskowania
potencjalnych przebarwien migsa spowodowanych dziataniem wysokich ci$nien.
Jednoczesnie wykazano, ze W marynowanym migsie poddanym dzialaniu ci$nienia > 450
MPa udato si¢ wydtuzy¢ okres przydatnosci do spozycia z 10 do 31 dni.

W tabeli 2 przedstawiono wpltyw HPP na zmiany wybranych wyrdznikow jakosci
marynowanego migsa wieprzowego poddanego obrobce cieplnej. Nie wykazano istotnych
roznic w ilosci wycieku podczas obrobki cieplnej badanego migsa. Mozna jednak zauwazyc,
Ze wraz ze wzrostem zastosowanego cisnienia, ubytki masy podczas obrobki cieplnej migsa
byty coraz wigksze. Brak istotnego wptywu HPP na ilo§¢ wycieku podczas obrobki cieplnej
stwierdzono takze w przypadku marynowanych kotletow wieprzowych [O’Neill i in. 2019a]
oraz migsa wolowego [Rodrigues i in. 2016].

Tabela 2. Wptyw HPP na wybrane wyr6zniki jako$ci marynowanego migsa wieprzowego
poddanego obrobcee cieplnej (Sredniatodchylenie standardowe)

Effect of HPP on selected quality properties of heat-treated marinated pork
(mean=zstandard deviation)

Wyrézniki KM M_100 M_300 M_500

Ilos¢ wycieku podczas

obrébhi cieplne [%] 16,5a+3,2 16,9a+4,9 19,5a+3,3 21,5a42,9
L* 71,3a+0,9 69,9a+3,9 68,4a+5,1 72,3a+4,5
ax 3,5a+0,8 3,7a+0,4 4,6a+1,1 2,8a+0,2
b* 11,32£1,8 12,2a+1,4 13,1a43,6 12,0a+1,3
AE 17 1,9 14
Sila ciecia [N] 51,2a+4,4 57,6ab+9,7 59,3ab+23,1 70,5b+11,3

a, b - wartoéci $rednie w wierszu oznaczone réznymi literami rdznia si¢ istotnie przy p < 0,05
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Zastosowanie HPP nie miato takze istotnego wplywu na barwg¢ marynowanego migsa
wieprzowego poddanego obrobcee cieplnej. Warto$ci parametrow barwy (L*, a*, b*) migsa
ci$nieniowanego ksztattowaty si¢ na zblizonym poziomie jak w migsie kontrolnym (Tabela
2). Na podstawie obliczen AE mozna stwierdzi¢, ze w przypadku migsa poddanego obrobce
cieplnej, roznice w barwie wywotane dziataniem wysokich cisnien moga by¢ widoczne tylko

dla os6b majacych doswiadczenie w ocenie barwy (Fot. 2).

Fotografia2. Wpltyw HPP na barw¢ marynowanego migsa wieprzowego poddanego
obrdbce cieplnej
Effect of HPP on the color of marinated heat-treated pork

Weczesniejsze badania wykazaly, ze parametry barwy (L*, a*, b*) gotowanego migsa
wieprzowego poddanego przed obrobka cieplng dziataniu cisnienia 300 i 600 MPa nie roznity
si¢ istotnie w porownaniu z probkag kontrolng migsa. Na podstawie wizualnej oceny
stwierdzono, ze mig¢so poddane HPP - po przeprowadzeniu obrobki cieplnej charakteryzowato
si¢ barwa typowa dla migsa gotowanego. Uznano wigc, ze zmiany barwy migsa W wyniku
dzialania wysokich cisnien nie maja znaczenia w przypadku dalszego jego przetwarzania
[Sazonova i in. 2018]. Natomiast O’Neill i in. [2019a] wykazali, Zze marynowane kotlety
wieprzowe poddane HPP cechowaly si¢ po obrdbce cieplnej istotnie wyzszymi warto$ciami
parametru barwy L* w poréwnaniu z probka kontrolng migsa. Nie stwierdzono natomiast
istotnych réznic w przypadku parametrow barwy a* i b* badanych wyroboéw miesnych, co
mogto wynika¢ z obecno$ci na ich powierzchni marynaty o specyficznym, ciemnym
zabarwieniu.

Marynowane migso wieprzowe poddane HPP charakteryzowata wyzsza sila cigcia niz
migso kontrolne, ale istotne (p < 0,05) réznice stwierdzono tylko w przypadku zastosowania
cisnienia 500 MPa (Tabela 2).

HPP moze wywotywa¢ zmiany konformacji bialeck w migsie i powodowac ich
denaturacje, zelowanie lub agregacje, co z kolei ma wptyw na tekstur¢ mig¢sa. Zmiany te

zalezg od uktadu biatek w migsie oraz warunkow prowadzenia procesu — czasu, ci$nienia
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i temperatury [Sun, Holley 2010]. Badania innych autorow, wykazaly, ze istotny wzrost
twardo$ci marynowanego migsa wotowego [Rodrigues i in. 2016] oraz kotletow wieprzowych
[O’Neill i in. 2019a] nastepowat jesli zastosowano ci$nienie > 500 MPa, co potwierdzaja
wyniki uzyskane w niniejszej pracy. Natomiast Wang i in. [2015] nie zaobserwowali istotnego
wptywu HPP (350-600 MPa) na wartos$ci sity cigcia marynowanego mi¢sa wieprzowego.

W Tabeli 3 przedstawiono wplyw HPP na wyniki oceny sensorycznej marynowanego
migsa wieprzowego poddanego obrébee cieplne;.

Nie wykazano istotnych réznic pod wzgladem barwy na przekroju, zapachu i smaku
migsa. Stwierdzono natomiast, ze mig¢so poddane dziataniu ci$nienia 500 MPa oceniono
istotnie (p < 0,05) nizej za ogb6lng pozadalnos¢, co moze by¢ zwigzane z jego tekstura.
Wedlug oceniajacych, migso to bylo istotnie (p < 0,05) twardsze w poréwnaniu z pozostaltymi

wariantami migsa, co potwierdzaja réwniez wyniki instrumentalnych pomiaréw tekstury

(Tabela 2).

Tabela 3. Wptyw HPP na wyniki oceny sensorycznej marynowanego migsa wieprzowego
poddanego obrobcee cieplnej (Sredniatodchylenie standardowe)
Effect of HPP on the results of sensory evaluation of heat-treated marinated pork
(mean=xstandard deviation)

Wyroézniki KM M 100 M 300 M 500
Barwa na przekroju 6,3a+1,1 6,5a+1,0 6,3a+1,0 6,la+1,1
Zapach 6,9a+0,7 6,5a+1,0 6,6a+0,7 6,6a+1,4
Smak 6,6a+1,0 6,0a£1,6 6,3at1,4 5,6a+2,1
Twardos$¢ 6,9a+1,1 6,8at1,3 7,4a+1,0 8,6b+0,9
Ogolna pozadalnosé 7,6b+0,9 7,1b+0,8 7,4b+0,8 4,8a+0,6

a, b - wartosci $rednie w wierszu oznaczone roéznymi literami r6znig si¢ istotnie przy p < 0,05

Uzyskane w niniejszej pracy wyniki sg zbiezne z wynikami badan Sazonovej 1 in. [2018],
ktorzy poddawali dzialaniu wysokich ci$nien (300 i 600 MPa) surowe migso wieprzowe.
Wykazali oni rowniez, ze przy wyzszych cisnieniach nastgpuje zwigkszenie twardosci migsa,
co przeklada si¢ na mniejszg jego akceptacje przez oceniajagcych. W przypadku
marynowanego migsa wieprzowego, ktore poddano dziataniu wysokich ci$nien (300, 400
i 500 MPa) nie stwierdzono istotnych réznic w ogolnej pozadalnosci w pordwnaniu

z wyrobem kontrolnym, ale bylo ono réwniez nizej oceniane za teksturg [O’Neill i in. 2019a].
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WNIOSKI

Przeprowadzone badania wykazaly, ze zastosowanie wysokich ci$nien przyczynito si¢ do
zwickszenia absorpcji marynaty w migsie wieprzowym. Barwa marynowanego migsa
wieprzowego, ktore poddano HPP rdznita si¢ istotnie od barwy migsa kontrolnego, a réznice
byly tym bardziej widoczne, im wyzsze ci$nienie zostalo uzyte. Nie stwierdzono natomiast
istotnego wplywu zastosowania wysokich cisnien na barwe migsa poddanego obrobce
cieplnej, co wskazuje na mozliwo$¢ wykorzystania tej metody w produkcji marynowanych
wyrobow miesnych, ktore przed spozyciem powinny by¢ poddane obrobece cieplnej.
Stosowane cisnienie powinno by¢ jednak nizsze niz 500 MPa, ze wzgledu na istotne

pogorszenie tekstury miesa, ktore byto negatywnie postrzegane w ocenie SENSOrycznej.

Badania do niniejszej publikacji zostaly wykonane przy uzyciu aparatury zakupionej
w ramach projektu ,, Centrum zZywnosci i zywienia - modernizacja kampusu SGGW w celu
stworzenia ~ Centrum  Badawczo-Rozwojowego  Zywnosci i  Zywienia  (CZiZ)”
wspolfinansowanego przez Unig Europejskq ze srodkéw Europejskiego Funduszu Rozwoju
Regionalnego w  ramach  Regionalnego  Programu  Operacyjnego  Wojewddztwa

Mazowieckiego na lata 2014-2020 (nr projektu RPMA.01.01.00-14-8276/17).

PISMIENNICTWO

1. Alvarado C., McKee S. (2007). Marination to improve functional properties and safety of
poultry meat. J. App. Poult. Res., 16, 113-120

2. Bajovic B., Bolumar T., Heinz V. (2012). Quality considerations with high pressure
processing of fresh and value added meat products. Meat Sci., 92, 280-289

3. Bolumar T., Orlien V., Sikes A., Aganovic K., Bak K.H., Guyon C., Stiibler A.S., de
Lamballerie M., Hertel C.A., Briiggemann D.A. (2021). High-pressure processing of
meat: Molecular impacts and industrial applications. Compr. Rev. Food Sci. Food Saf.,
20, 332-368

4. Cheftel J.C., Culioli, J. (1997). Effects of high pressure on meat: A review. Meat Sci., 46,
211-236

5. Dong. K., Luo. X,, Liu L., An F., Tang D., Fu L., Teng H., Huang Q. (2020). Effect of
high-pressure treatment on the quality of prepared chicken breast. Int. J. Food Sci. Tech.,
56, 1597-1607

55



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 3-4

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Ehsanur Rahman S.M., Islam S., Pan J., Kong D., Xi Q., Du Q., Yang Y., Wang J., Oh
D.H., Han R. (2023). Marination ingredients on meat quality and safety - A review. Food
Quial. Saf., 7, fyad027

Grossi A., Seltoft-Jensen J., Knudsen J.C., Christensen M., Orlien V. (2012). Reduction
of salt in pork sausages by the addition of carrot fibre or potato starch and high pressure
treatment. Meat Sci., 92, 481-489

He Z., Huang Y., Li H.,, Qin G., Wang T., Yang J. (2012). Effect of high-pressure
treatment on the fatty acid composition of intramuscular lipid in pork. Meat Sci., 90,
170-175

Huang HW., Wu S.J., Lu J.K., Shyu Y.T., Wang C.Y. (2017). Current status and future
trends of high-pressure processing in food industry. Food Control, 72, 1-8

Kantono K., Hamid N., Oey I., Wu Y.C., Ma Q., Farouk M., Chadha D. (2020). Effect of
high hydrostatic pressure processing on the chemical characteristics of different lamb
cuts. Foods, 9, 1444

Kruk Z.A., Yun H., Rutley D.L., Lee E.J., Kim Y.J,, Jo C. (2011). The effect of high
pressure on microbial population, meat quality and sensory characteristics of chicken
breast fillet. Food Control, 22, 6-12

Latoch A., Czarniecka-Skubina E., Moczkowska-Wyrwisz M. (2023). Marinades based
on natural ingredients as a way to improve the quality and shelf life of meat: A review.
Foods, 12, 3638

Ma H.J., Ledward D.A. (2013). High pressure processing of fresh meat — Is it worth it?
Meat Sci., 95, 897-903

Marcos B., Kerry J.P., Mullen A.M. (2010). High pressure induced changes on
sarcoplasmic protein fraction and quality indicators. Meat Sci., 85, 115-120
Medina-Meza 1.G., Barnaba C., Barbosa-Canovas G.V. (2014). Effects of high pressure
processing on lipid oxidation: A review. Innov. Food Sci. Emerg., 22, 1-10

Meloni D. (2019). High-hydrostatic-pressure (HHP) processing technology as a novel
control method for Listeria monocytogenes occurrence in Mediterranean-style dry-
fermented sausages. Foods, 8, 672

Mokrzycki W.S., Tatol M. (2011). Colour difference AE — a survey. Mach. Graph. Vis.,
20, 383-411

Nguyen L.T., Tay A., Balasubramaniam V.M., Legan J.D., Turek E.J., Gupta R. (2010).
Evaluating the impact of thermal and pressure treatment in preserving textural quality of
selected foods. LWT-Food Sci. Technol., 43, 525-534

56



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 3-4

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

217.

28.

29.

30.

Nikmaram N., Budaraju S., Barba F.J., Lorenzo J.M., Cox R.B., Mallikarjunan K.,
Roohinejad S. (2018). Application of plant extracts to improve the shelf-life, nutritional
and health-related properties of ready-to-eat meat products. Meat Sci. 145, 245-255
O’Neill C.M., Cruz-Romero M.C., Duffy G., Kerry J.P. (2019a). Improving marinade
absorption and shelf life of vacuum packed marinated pork chops through the application
of high pressure processing as a hurdle. Food Packag. Shelf Life, 21, 100350

O'Neill C.M., Cruz-Romero M.C., Duffy G., Kerry J.P. (2019b). Comparative effect of
different cooking methods on the physicochemical and sensory characteristics of high
pressure processed marinated pork chops. Innov. Food Sci. Emerg., 54, 19-27

Pietrzak D. (2010). Perspektywy stosowania wysokich ci$nien w produkcji zywnosci
wygodnej z miesa drobiowego. Zywn. Nauka Technol. Jako$é, 2(69), 16-28

Rajendran S., Mallikarjunan P.K., O’Neill E. (2022). High pressure processing for raw
meat in combination with other treatments: A review. J. Food Process. Preserv, 46,
e16049

Rodrigues 1., Trindade M. A., Caramit F.R., Candogan K., Pokhrel P.R., Barbosa-Canovas
G.V. (2016). Effect of high pressure processing on physicochemical and microbiological
properties of marinated beef with reduced sodium content. Innov. Food Sci. Emerg., 38,
328-333

Sazonova S., Galoburda R., Gramatina I. (2017). Effect of high pressure processing on
raw pork colour and water holding capacity. In: Proceedings of 63rd International
Congress of Meat Science and Technology, Cork, Ireland, 610-611

Sazonova S., Galoburda R., Gramatina I., Straumite E. (2018). High pressure effect on
the sensory and physical attributes of pork. Research for Rural Development, 1, 227-232
Shahidi F. (1990). The 2-tiobarbituric acid (TBA) methodology for the evaluation of
warmed over flavor and rancidity in meat products. In: Proceedings of 36th International
Congress of Meat Science and Technology, Havana, Cuba,1008-1014

Siroli L., Baldi G., Soglia F., Bukvicki D., Patrignani F., Petracci M., Lanciotti, R.
(2020). Use of essential oils to increase the safety and the quality of marinated pork loin.
Foods, 9, 987

Sun X.D., Holley R.A. 2010: High pressure effects on the texture of meat and meat
products. J. Food Sci., 75, 17-23

Uyarcan M., Kayaardi S. (2019). Effects of high pressure and marination treatment on
texture, myofibrillar protein structure, color and sensory properties of beef loin steaks.
Ital. J. Food Sci., 31, 573-592

57



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 3-4

31.

32.

33.

34.

Wang C.Y., Huang HW., Hsu C.P., Yang B.B. (2016). Recent advances in food
processing using high hydrostatic pressure technology. Crit. Rev. Food Sci. Nutr., 56,
527-540

Wang H., Yao J., Ginzle M. (2015). Effect of pressure on quality, protein functionality,
and microbiological properties of honey garlic pork chops. In: Proceedings of 61st
International Congress of Meat Science and Technology, Clermont-Ferrard, France
Williams B.J. (2012). Marination: Processing Technology. In: Handbook of meat and
meat processing (ed. by Y.H. Hui), CRC Press, New York, 495-503

Wood J.D., Enser M., Fisher A.V., Nute G.R., Sheard P.R., Richardson R.I., Hughes S.I.,
Whittington F.M. (2008). Fat deposition, fatty acid composition and meat quality:
A review. Meat Sci., 78, 343-358

58



Postepy Nauki i Technologii Przemystu Rolno-Spozywczego 2023 t. 77 nr 3-4

SWIADOMOSC KONSUMENCKA WYBRANEJ GRUPY STUDENTOW

WOBEC NAPOJOW ENERGETYZUJACYCH

Jolanta Krél, Aneta Brodziak, Kamil Krol
Uniwersytet Przyrodniczy w Lublinie
Katedra Oceny Jakosci i Przetworstwa Produktow Zwierzecych
ul. Akademicka 13, 20-950 Lublin

jolanta.krol@up.lublin.pl

Otrzymano: 5 stycznia 2024
Poprawiono: 19 stycznia 2024
Zaakceptowano: 23 stycznia 2024

Streszczenie

Rynek napojow energetyzujacych jest dynamicznie rozwijajacg si¢ branza o weigz duzym
potencjale wzrostu. Na polskim rynku dostgpnych jest wiele r6znorodnych marek napojow
energetyzujacych, poczawszy od znanych $wiatowych marek takich, jak Red Bull,
a skofczywszy na markach wiasnych sieci handlowych i stacji benzynowych. Gtownymi
konsumentami napojow energetyzujacych w Polsce, jak rowniez w innych krajach, sa osoby
mtode, w tym studenci. Celem badan byta ocena swiadomosci konsumenckiej studentow na
temat napojow energetyzujacych z uwzglednieniem preferencji, przyczyn 1 czestotliwosci ich
spozywania. Badania przeprowadzono w 2021 roku, przy wykorzystaniu autorskiej ankiety,
ktora skierowano do 110 studentow Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Stwierdzono,
ze w grupie ankietowanych napoje energetyzujace spozywato przynajmniej raz w zyciu ponad
94% studentow. Ankietowani si¢gali po napoje energetyzujace przede wszystkim w celu
zmniejszenia uczucia sennosci (75,3%) oraz dostarczenia organizmowi energii (48,2%). Przy
wyborze napojow energetyzujacych najczesciej zwracali uwage na smak (70%), ceng (62,4%)
oraz marke (42,8%). Ponad 82% respondentéw byta §wiadoma, Zze napoje energetyzujace
majg szkodliwy wptyw na zdrowie, jak rowniez, ze mozna si¢ od nich uzalezni¢. Co wazne,
u ponad 34% ankietowanych, ktorzy kiedykolwiek spozywali takie napoje, wystapity

niekorzystne objawy, ktore moga swiadczy¢ o negatywnym ich wplywie na zdrowie.

Stowa kluczowe: napoje energetyzujace, prawo, sktad, kofeina, tauryna, wptyw na zdrowie
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CONSUMER AWARENESS OF ASELECTED GROUP OF STUDENTS TOWARDS
ENERGY DRINKS

Summary

The market of energy drinks is a dynamically developing industry with still high growth
potential. There are many different brands of energy drinks available on the Polish market,
ranging from world-famous brands such as Red Bull to own brands of retail chains and gas
stations. The main consumers of energy drinks in Poland, as well as in other countries, are
young people, including students. The aim of research was to assess the consumer awareness
of students about energy drinks, taking into account the preferences, reasons and frequency of
their consumption. The research was conducted in 2021, using an original survey addressed to
110 students of the University of Life Sciences in Lublin. It was found that over 94% of the
respondents consumed energy drinks at least once in their lives. Respondents most often
drank energy drinks to reduce the feeling of drowsiness (75.3%) and provide the body with
energy (48.2%). When choosing energy drinks, they predominatingly paid attention to the
taste (70%), price (62.4%) and brand (42.8%). Over 82% respondents were aware that energy
drinks have a harmful effect on health and that they can become addicted to them.
Importantly, over 34% of respondents who had ever consumed such drinks experienced

unfavourable symptoms that may indicate their negative impact on health.

Keywords: energy drinks, law, composition, caffeine, taurine, impact on health

WPROWADZENIE

Definicja i podstawy prawne

Termin napoje energetyzujace, okreslane rowniez jako napoje energetyczne, byt przez
lata roznie definiowany. Poczatkowo okreslano je jako $rodki specjalnego przeznaczenia
zywieniowego, ktorych zadaniem jest pobudzenie psychofizyczne organizmu oraz
zwigkszenie jego efektywnosci w warunkach dlugotrwatego wysitku fizycznego
i psychicznego [Hoffmann i Swiderski 2008]. Definiowano je jako bezalkoholowe napoje
funkcjonalne, ktére posiadajag w swoim skladzie szereg aktywnych biologicznie substancji
dzialajacych pobudzajaco na osrodkowy uktad nerwowy, zwalczajac objawy zmeczenia oraz
poprawiajac koncentracje [Wybieralska 2014].

Napoje energetyzujace to bezalkoholowe napoje nalezace do zywno$ci funkcjonalnej
(o ukierunkowanym dziataniu na organizm czlowieka) ze wzgledu na zawartos¢ aktywnych

sktadnikow takich, jak kofeina, tauryna, witaminy z grupy B, L-karnityna, glukonolakton czy
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kombinacje sktadnikoéw, przyktadowo: guarany, korzenia zen-szenia, inozytolu czy innych
[Czernecki i Sosnowska 2015]. Nazwa ,,napoje energetyzujace” jest jednak tylko terminem
handlowym, niezakwalifikowanym prawnie przez UE i odnosi si¢ do réznego rodzaju
gazowanych 1 pobudzajacych napojow bezalkoholowych. Dotychczas brak odpowiedniej
regulacji byl powodem zroznicowanej klasyfikacji w obrgbie panstw Unii. Przyktadowo
Belgia, Francja, Niemcy, a takze Polska zaliczaty je do segmentu napojow orzezwiajacych.
Kilka krajow wprowadzito $rodki regulujace etykietowanie, dystrybucje i sprzedaz napojow
energetycznych zawierajacych znaczne ilosci kofeiny. Przepisy europejskie [Rozporzadzenie
1169/2011] wymuszaja dodatkowe oznakowanie kofeiny w przypadku napojow
energetyzujacych zawierajagcych co najmniej 150 mg/l kofeiny. W zalgczniku III ww.
rozporzadzenia, w odniesieniu do napojow, ktére zawieraja kofeing w proporcji
przewyzszajacej 150 mg/l nalezy w oznakowaniu umiesci¢ ostrzezenie: ,, Wysoka zawartos¢
kofeiny; nie zaleca sie stosowania u dzieci, kobiet w cigzy i kobiet karmigcych piersiq”.
Napoje energetyzujace mozna obecnie sprzedawaé we wszystkich panstwach
cztonkowskich UE, chociaz niektorzy prawodawcy krajowi zdecydowali si¢ przyjaé bardziej
szczegotowe podejscie regulacyjne, w tym poprzez okreslenie zasad sprzedazy nieletnim. Na
przyktad w Szwecji, Norwegii, Danii 1 Islandii, z uwagi na wysoka zawarto§¢ kofeiny
1 tauryny, mozna je dosta¢ tylko 1 wyltacznie w aptekach. We Wloszech 1 Francji
wprowadzenie na rynek energy drinkdw wymaga zezwolenia Ministra Zdrowia [Garus-
Pakowska i in. 2015]. Z kolei, na Wegrzech w 2012 r. przyjeto ,,podatek na zdrowie
publiczne”, ktéory ma zastosowanie do napojow energetyzujacych zawierajacych kofeing,
a takze szeregu innych produktow i sktadnikow odzywczych. Z uwagi na wysokg zawartos¢
kofeiny 1 tauryny, Polska réwniez na wzdr innych krajéw europejskich, wprowadzita
obostrzenia przy wprowadzaniu na rynek napojow z dodatkiem kofeiny lub tauryny [Ustawa
z dnia 17 sierpnia 2023 r. o zmianie ustawy o zdrowiu publicznym oraz niektdrych innych
ustaw]. Od 1 stycznia 2024 r. zgodnie z ustawg begdzie obowigzywat zakaz sprzedazy napojow
z dodatkiem kofeiny lub tauryny osobom ponizej 18. roku zycia; na terenie jednostek systemu
o$wiaty oraz w automatach. Wedlug ustawy, za nap6j z dodatkiem kofeiny lub tauryny uwaza
si¢ wyrdb w postaci napoju bedacy srodkiem spozywczym, ujety w Polskiej Klasyfikacji
Wyrobow i Ustug w klasie 10.89 oraz w dziale 11, w ktérego sktadzie znajduje si¢ kofeina
w proporcji przewyzszajacej 150 mg/l lub tauryna, z wylgczeniem substancji wystepujacych
W nim naturalnie. W mysl cytowanej ustawy, producent lub importer napoju z dodatkiem

kofeiny lub tauryny jest obowigzany do oznaczenia opakowania jednostkowego wyrobu
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widoczng, czytelng oraz umieszczong w sposob nieusuwalny i trwaty informacja o tresci

., Napoj energetyzujgcy” IUb ,, Napoj energetyczny”.

Rynek i spozycie napojow energetyzujacych w Polsce

W Polsce napoje energetyzujace staty si¢ popularne w latach dziewiecdziesigtych XX
wieku, co zapoczatkowane bylo pojawieniem si¢ na rynku europejskim w 1987 roku napoju
0 nazwie Red Bull. Od tego momentu, rynek produkujacy napoje energetyzujace rozrastat sig
w bardzo szybkim tempie [Hoffmann i Swiderski 2008, Pazdzior i Szymanska 2016]. Obecnie
istnieje okoto 500 firm zajmujacych si¢ produkcjg i dystrybucja tej grupy napojow, ktore sa
sprzedawane w ponad 100 krajach na calym $wiecie. W Polsce rynek napojow
bezalkoholowych (w tym energetyzujacych) jest do§¢ rozbudowany. Na rynku dostgpnych
jest wiele roznorodnych marek, poczawszy od znanych $wiatowych marek takich, jak Red
Bull, a skonczywszy na markach wlasnych sieci handlowych (Kong Strong, BePower, Rapid)
1 stacji benzynowych (Lotos Dynamic, Verva). Z raportu Euromonitora dla ,,Rzeczpospolitej”
wynika, ze w 2021 r. warto$¢ polskiego rynku napojow energetyzujacych wynosita 2,22 mld
zt, natomiast w 2023 r. wzrosta o ponad 40% (3,26 mld zt). Napoje z tej kategorii zanotowaty
w 2022 roku wzrost wartosci o 21% w catym panelu detalicznym w poréwnaniu do roku
poprzedniego. W okresie tym ilo$¢ sprzedanych napojow wzrosta o jedng trzecia, osiagajac
283 mlin litréw. Szacunki Nielsena [2018] wskazuja natomiast, ze rynek napojow
energetyzujacych 1 izotonicznych w Polsce tacznie ma wartos¢ 3,8 mld zt. Przecigtna osoba
w Polsce wypija rocznie ponad 3 litry energetykow. Wedtug raportu Narodowego Instytutu
Zdrowia Publicznego — Panstwowego Instytutu Badawczego [Sto$ i in. 2021], juz dzieci
w wieku 3-9 lat siegajg po napoje energetyzujace (2,1%), a czgsto$¢ spozycia tych produktow
ro$nie wraz z wiekiem. W grupie nastolatkow (10-17 lat) wynosi od 27,4% wsrdd dziewczat

do 35,7% wsrod chlopcow.

Sklad napojow energetyzujacych

Glownymi skladnikami napojow energetyzujacych sa najczesciej: woda, cukry
(sacharoza, glukoza, syrop glukozowo-fruktozowy, fruktoza, maltodekstryny), substancje
biologicznie aktywne, a takze substancje dodatkowe — regulatory kwasowosci (np. kwas
cytrynowy, cytrynian sodu), aromaty, barwniki (np. bigkit brylantowy, antocyjany),
substancje konserwujace (sorbinian potasu, benzoesan sodu), przeciwutleniacze (kwas
askorbinowy) i dwutlenek wegla. Napoje typu light zawieraja natomiast substytuty cukru

(acesulfam K, aspartam) [badania wtasne] — Tabela 1.
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Za pozadany efekt pobudzenia po spozyciu napojow energetyzujacych odpowiadaja
dodane substancje aktywne. Do najczgsciej stosowanych naleza: kofeina, tauryna, inozytol,
L-karnityna, glukuronolakton, ale rbwniez guarana, gorzka pomarancza (Citrus aurantium),
zen-szen (Panax ginseng), ekstrakty z mitorzebu japonskiego (Ginko biloba), Yerba mate
z liSci ostrokrzewu paragwajskiego (llex paraguariensi) i hibiskusa (Hibiscus) lub liscie koki

(Erythroxylon coca) [badania wtasne].

Tabela 1. Sktad wybranych napojow energetyzujacych dost¢gpnych na rynku
Composition of selected energy drinks available on the market

Producent/ Zawarto$é Wartosé .
Nazwa dvstrvbutor kofeiny odiywcza Inne skladniki czynne
ystry (mg/100 ml) | (kcal/100 ml)
Adrenaline . 38 ., .
Adrenaline Rush PepsiCo 80 133 ekstrakt z zen-szenia
BE! Power Jeronimo Martins 30 16 i
(Biedronka) Polska S.A.
Black Food Care 32 46 tauryna
Blow Premium 32 47 .
Beverages
Burn Coca-Cola 37 47 -
. witaminy: By, Bg, B12
. Marcelin . P e
Energia Lecha Management 32 46 niacyna, kwas pantotenowy,
tauryna
N-GINE Food Care 32 46 ekstrakt z zen-szenia
tauryna, L-karnityna,
Olimp Dominator Olimp Labs 33 49,5 tiamina, witaminy Bs I Bz,
folacyna, kwas pantotenowy,
niacyna, biotyna, witamina C
tauryna (400 mg), niacyna,
Ozone Eko-Vit 32 47 witaminy: Bz, B, B12, kwas
pantotenowy
Red Bull Red Bull 32 tauryna, glukuronolaktan,
Energy Shot Red Bull GMBH 133 45 witaminy z grupy B, inozytol
tauryna (0,4%), inozytol
0 ;
Tiger Maspex 30 6 _ (0,02%), ryboflawina,
niacyna, kwas pantotenowy,
witaminy Be i B2
Green Up Herbapol 32 35 wyciag z guaran
Green Up Power Plus P 48 50 yclag z guarany

Zrodto: Badania wlasne
Source: Own study
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Podstawowymi sktadnikami bioaktywnymi sg jednak kofeina (pochodzaca z kawy
1 guarany), wykazujaca dziatanie pobudzajace (zazwyczaj 0,03% skladnikéw napoju)
i tauryna (endogenny aminokwas niebiatkowy syntetyzowany w organizmie cztowieka),
wplywajaca na koncentracje, czas reakcji i samopoczucie (zazwyczaj 0,4% sktadnikow).

Maksymalna ilo$¢ kofeiny w zalecanej dziennej porcji w suplementach diety, okreslona
w Uchwale nr 16/2019 Zespotu ds. Suplementow Diety z dnia 25 pazdziernika 2019 r.
[Uchwata 2019], wynosi do 400 mg na dobg, w porcjach podzielonych, pod warunkiem,
iz produkt nie zawiera innych skladnikéw o synergistycznym dzialaniu, a porcja kofeiny
spozywana jednorazowo nie moze przekracza¢ 200 mg. Natomiast u dzieci spozycie kofeiny
nie moze by¢ wyzsze niz 2,5 mg/kg masy ciata w ciggu doby [Wierzejska 2012]. Puszka
napoju energetyzujacego (250 ml) zawiera 80-120 mg tego zwigzku. Kofeina wchiania sig¢
bardzo szybko z przewodu pokarmowego, a jej maksymalne stezenie we krwi jest osiggane
juz po ok. 45 min. Spozywana w matych dawkach — 12,5-100 mg/dobe (1-3 mg/kg masy
ciata) znosi zmeczenie, poprawia nastrdj, zmniejsza sennos¢, poprawia reakcje wzrokowe
i stuchowe oraz zwigksza pewno$¢ siebie, wydajnos¢, wytrzymatos¢, kreatywno$¢, zdolnos¢
koncentracji i zapamigtywania [Czernecki i Sosnowska 2015]. Jednak nawet w dawce uznanej
za bezpieczng (250-300 mg/dobg) moze przyczyni¢ si¢ do bezsennosci, nerwowosci,
niepokoju, przyspieszenia oddechu, podraznienia §luzéwki zoladka, wystgpienia nudnosci,
wymiotow, drzenia, hiperglikemii 1 tachykardii [Bojarowicz 1 Przygoda 2012, Czernecki
1 Sosnowska 2015, Rodak i in. 2021]. Spozywanie duzych ilosci kofeiny (stymulant), rOwniez
w polaczeniu z duzymi ilosciami etanolu (depresant), przyczynia si¢ do wzrostu incydentéw
sercowych [Said 1 in. 2020, Zheng 1 in. 2022]. Wedlug EFSA [2015], spozycie kofeiny
w ilosci 3 mg/kg masy ciata/dobe moze stuzy¢ jako podstawa do okreslenia pojedynczych jej
dawek 1 bezpiecznego dziennego spozycia. Kofeina znalazta réwniez zastosowanie
w medycynie, m.in. do leczenia migren czy tez chorob o podtozu neurologicznym, ale takze
ma potencjal we wspomaganiu oddychania u noworodkow [Czernecki 1 Sosnowska 2015,
Miziak i in. 2023, Rodak i in. 2021].

Tauryna, pomimo naturalnego wystepowania w organizmie, musi by¢ dostarczana wraz
z pozywieniem. Najlepszym zrodlem tego aminokwasu sg produkty pochodzenia
zwierzecego, np. ostrygi lub migso indycze. Dawki terapeutyczne moga wynosi¢ 3 g/dobe,
poniewaz aminokwas ten wolno wchlania si¢ z przewodu pokarmowego [Della 2002].
W napojach energetyzujacych ilos$¢ tauryny wynosi najczesciej 400 mg/100 ml. Warto jednak
podkresli¢, ze najwyzsza dawka bezpieczna zostala ustalona na poziomie 1000 mg/kg

masy ciata/dobg. Tauryna posiada wlasciwosci przeciwutleniajace, przeciwzapalne
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1 immunomodulujgce [Surai 1 in. 2021]. U zdrowych oséb odgrywa kluczowa role w regulacji
metabolizmu glukozy i lipidéw, homeostazy ci$nienia krwi i otytosci, gtownie ze wzgledu na
jej dziatanie cytoprotekcyjne, przeciwutleniajace i przeciwzapalne [Guan i Miao 2020]. Moze
zatem chroni¢ przed dyslipidemia, otyto$cig, nadci$nieniem i cukrzyca [Bae i in. 2022]. Jest
neuroprzekaznikiem, ktory stymuluje komorki nerwowe do wzmozonej pracy. Zmniejsza
rébwniez strat¢ serotoniny, odpowiedzialnej za poczucie uspokojenia i relaksu, podczas
wzmozonej aktywno$ci fizycznej, dlatego tez czgsto stanowi skladnik napojow
dedykowanych sportowcom [Sikora 2008]. Podczas wysitku fizycznego zmniejsza st¢zenie
mleczanow 1 wolnych kwasow thuszczowych, zwigkszajac tym samym wydolno$é fizyczna
[Czernecki i Sosnowska 2015].

Guarana stanowi ekstrakt z rosliny Paulinia guarana, ktora wystepuje w Brazylii oraz
Wenezueli. W jej nasionach znajduje si¢ kofeina, ktorej przypisuje si¢ dziatanie pobudzajace.
W guaranie jest kilkakrotnie razy wigcej kofeiny niz w ziarnach kakaowca. Na etykietach
napojéw energetyzujacych, ktorych sktadnikiem jest guarana, nie podaje si¢ informacji na
temat ilosci kofeiny znajdujacej si¢ w guaranie. W zwigzku z tym petna zawarto$¢ kofeiny
w napoju bedzie wyzsza niz ta, podana na opakowaniu. Dodatek 1 g guarany moze zwigkszy¢
zawarto$¢ kofeiny o okoto 40 mg [Cichocki 2012].

Waznym skladnikiem bioaktywnym napojow energetyzujacych jest inozytol, okreslany
jako witamina Bs. Wystepuje naturalnie w surowcach i produktach pochodzenia zwierzecego
1 roslinnego. W puszce napoju energetyzujacego (250 ml) jest ok. 50 mg inozytolu, natomiast
dzienne zapotrzebowanie wynosi zazwyczaj 1000 mg (500-2000 mg). Uczestniczy
w prawidlowym przewodzeniu impulsOw nerwowych oraz metabolizmie lipidow, w tym
cholesterolu. Wskazuje si¢ rowniez na dziatanie uspokajajace, przeciwnowotworowe,
przeciwcukrzycowe, przeciwutleniajace i przeciwzapalne [Chatree i in. 2020, Liu i in. 2020].
Moze powodowaé podwyzszenie ilosci fosforu, dlatego tez osoby, ktore spozywaja produkty
bogate w inozytol, powinny pamigta¢ o suplementacji wapnia w celu zachowania réwnowagi
fosforanowo-wapniowej [Hoffman i Swiderski 2008]. Niedobory inozytolu w organizmie
moga przyczyni¢ si¢ do wystapienia bezsenno$ci, nerwowos$ci, nadmiernej pobudliwosci,
wypadania wlosow czy bezptodnosci [Czernecki i Sosnowska 2015].

Glukuronolakton to sktadnik réwniez czesto dodawany do napojow energetyzujacych.
Wystepuje naturalnie w niektorych produktach spozywczych, np. w czerwonym winie.
Uczestniczy w wydalaniu toksyn z organizmu, obniza senno$¢ oraz poprawia koncentracje
1 samopoczucie [Godala i in. 2013]. Moze rowniez ogranicza¢ mozliwo$¢ pojawienia si¢

kamieni w woreczku zotciowym [Cichocki 2012]. W badaniach na zwierzgtach wskazano
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jednak na potencjalne dziatanie szkodliwe w nerkach (zapalenie brodawek nerkowych
u szczuréw) [Rubio i in. 2022].

L-karnityna jest substancja organiczng, ktora powstaje w watrobie, nerkach oraz mozgu.
Dzienne zapotrzebowanie organizmu na L-karnityne wynosi ok. 15 mg. Jej gldéwng funkcja
jest metabolizm lipidéw, dlatego moze powodowaé zmniejszenie zawarto$ci tkanki
thuszczowej, hamowaé rozwdj otylosci 1 wystgpowanie miazdzycy. Wykazuje réwniez
dziatanie detoksykujace i antyoksydacyjne [Alhasaniah 2023, Czernecki i Sosnowska 2015].

Popularnym sktadnikiem sg rowniez witaminy z grupy B, tj. witamina Bz (PP, niacyna) —
sktadnik koenzyméw NAD oraz NADP, witamina Bs (kwas pantotenowy) — sktadnik
koenzymu A, witamina Bs (pirydoksyna) — prekursor licznych enzyméw, niezbgdna do
prawidtowego funkcjonowania uktadu nerwowego i1 witamina B1» — niezbedna do produkcji
erytrocytow, leukocytow 1 ptytek krwi. Ogoélnie witaminy z grupy B uczestnicza
w metabolizmie weglowodanow, ttuszczoéw 1 biatek, wspomagaja prace uktadu nerwowego,
dziataja pobudzajaco i likwiduja uczucie zmeczenia [Munteanu i Schwartz 2024, Pazdzior
1 Szymanska 2016].

Coraz bardziej popularnym dodatkiem sg réwniez wyciagi z roslin, np. zen-szenia
(wptywa na poprawe¢ kondycji i wytrzymalo$¢ organizmu, pobudza zdolnosci intelektualne
mozgu 1 opdznia wystgpienie objawdw zmeczenia psychicznego), mitorzgbu japonskiego
(stymuluje krazenie krwi, wzmacnia 1 uszczelnia naczynia krwiono$ne, zwigksza zdolnos¢
zapami¢tywania) czy zielonej herbaty, zawierajacej teing 1 teaning¢ (dzialanie
przeciwnowotworowe 1 przeciwutleniajace, dziata pobudzajaco, wplywa na poprawe
koncentracji). Stanowig one zdrowsza alternatywe w sktadzie napojow energetyzujacych,

zwlaszcza dla oséb spozywajacych duze ilosci tych napojow.

Wplyw napojow energetyzujacych na zdrowie czlowieka

Napoje energetyzujace stosowane zgodnie z przeznaczeniem przynosza wiele korzysci:
pobudzaja uktad nerwowy, skracaja czas reakcji, poprawiaja funkcje poznawcze oraz
mobilizuja organizm do dtuzszego wysilku psychicznego i fizycznego [Hoffmann i Swiderski
2008]. Niestety nadmiernie ich spozywanie moze prowadzi¢ do niebezpiecznych
konsekwencji dla organizmu. Niekorzystny wptyw napojéw energetyzujacych zwigzany jest
przede wszystkim z naduzywaniem znajdujacej si¢ w nich kofeiny. Udowodniono, Ze napoje
tego typu mogg powodowac¢ odwodnienie, arytmi¢ serca oraz zwickszac ci$nienie tetnicze.
Ponadto, prawdopodobnie wywotuja bezsennos¢, bole glowy, zaburzenia neurologiczne,

insulinoopornos$¢ czy nasilaja dziatanie innych uzywek, np. alkoholu [Mehwish i in. 2018,
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Tarragon i in. 2021]. Badania Wierzbickiej i in. [2013], przeprowadzone na grupie mtodziezy
szkolnej, wskazaly na zaburzenia snu, niepokoj i lgk u wiekszosci respondentow czesto
siggajacych po energetyki. Z powodu duzej zawarto$ci cukru, napoje tego typu moga takze
przyczynia¢ si¢ do rozwoju nadwagi i otylosci [Bleich i Vercammen 2018] oraz nadcisnienia,
obnizenia poziomu cholesterolu HDL, a takze zwigkszenia prawdopodobienstwa wystgpienia
choroby niedokrwiennej serca czy prochnicy [Klosiewicz-Latoszek i Cybulska 2011].
Wskazano takze na negatywny wplyw dhlugotrwalego 1 nadmiernego spozycia napojow
energetyzujacych na stan morfofunkcjonalny watroby [Kutia 1 in. 2020], opisujac
prawdopodobne mechanizmy dzialania ich podstawowych sktadnikéw (cukrow, kofeiny,
tauryny, D-glukuronolaktonu, witaminy Bs) na morfologi¢ i funkcjonowanie watroby oraz
taczenie stosowania napojow z alkoholem. Rubio i in. [2022] rozwazali réwniez ekspozycje
i ryzyko nie tylko ze strony kofeiny, ale takze innych skalnikow (D-glukuronolaktonu
1 tauryny), wskazujac na potrzebe wprowadzenia obowigzkowego podawania ich zawartosci.

Nalezy podkresli¢, iz napoje energetyzujace nie majg na celu nawodnienia organizmu,
lecz wywotaé okreslony efekt biologiczny — gléwnie pobudzenie, dodanie energii, zniesienie
sennosci 1 poprawe koncentracji. Zalecane sa do spozycia dla osob bgdacych w okresie
wzmozonego wysitku fizycznego Iub intelektualnego, zwtaszcza dla sportowcow,
menedzerow, kierowcoOw czy studentoéw podczas sesji.

W zwigzku z tym celem badan byla ocena Swiadomosci konsumenckiej studentow na
temat napojow energetyzujacych z uwzglednieniem preferencji, przyczyn i czestotliwosci ich

spozywania.

MATERIAL | METODY BADAN

Badania przeprowadzono w 2021 roku, z wykorzystaniem autorskiej ankiety,
weryfikujacej] znajomos¢ sktadu, preferencji 1 determinantOw spozywania napojow
energetyzujacych oraz czestotliwosci spozycia. Kwestionariusz umieszczony zostat na
popularnym portalu spotecznosciowym, ktory zrzesza szerokie grono mtodych ludzi. Ankieta
skladala si¢ z 15 pytan. Miaty one charakter zamknigty, jednokrotnego, badZ wielokrotnego
wyboru. Ankiete skierowano do studentow Uniwersytetu Przyrodniczego w Lublinie. Probe

badang stanowito 110 osob, z czego 71,8% stanowity kobiety, a 28,2% mezczyzni.
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WYNIKI I DYSKUSJA

Uzyskane wyniki wskazuja, ze ponad 94% ankietowanych przynajmniej raz w zZyciu
spozywalo nap6j energetyzujacy. Sposrod nich najwiecej osob (41,9% ankietowanych)
odpowiedziato, ze pije napoje energetyzujace kilka razy w roku, 19,8% kilka razy w miesigcu
oraz 18,6% kilka razy w tygodniu. Codziennie spozywalo je 5,8% badanych (rysunek 1).
W badaniu Suwaty [2011], na grupie studentow Uniwersytetu Ekonomicznego w Krakowie,
zadna z 0sob nie wskazata codziennego spozycia napojow energetyzujacych. Co wigcej, 17%
badanych odpowiedziato, ze nigdy nie spozywato tego typu napojow. Sposrdéd osob
deklarujacych spozywanie napojow energetyzujacych, najczesciej (37%) wskazywano na
konsumpcj¢ kilka razy w roku. Spozywanie napojow energetyzujacych kilka razy w miesiacu
zadeklarowato 21% studentow. Nalezy jednak zaznaczy¢, Zze okres migdzy badaniami Suwaly
i wlasnymi wynosit 10 lat. Na podstawie tych badan mozna wig¢c zauwazy¢ zmiany
w preferencjach i zachowaniu wspotczesnych studentow na rynku. W innym badaniu
preferencji konsumenckich - prowadzonym przez Pazdzior i Szymanska [2016] wzi¢to udziat
106 uczestnikoéw, sposrod ktorych najwigcej, bo 57% ankietowanych, deklarowalo
spozywanie napojow energetyzujacych rzadziej niz raz w miesigcu, a 32% - raz lub kilka razy
w miesigcu. Jedynie 1% respondentow wskazat codzienne spozycie tych napojow.
W badaniach Garus-Pakowskiej i in. [2015] do konsumpcji napojow energetyzujacych
przyznato si¢ 75% ankietowanych, ktorymi byli studenci dwdch uczelni medycznych.
Zdecydowana wigkszos¢ respondentéw siggata po napoje energetyzujace okazjonalnie
(rzadziej niz raz w miesigcu) - 42%, a przynajmniej raz w tygodniu - 14% ogotu
ankietowanych. Spozywanie napojow energetyzujacych prawie codziennie zadeklarowato 2%
studentow. Taki sam odsetek wskazal, ze sigga po nie nawet kilka razy dziennie. Rowniez
studenci z innych krajow [Mintel Market Report 2022, Pavlovic 1 in. 2023, Protano i in. 2023]
deklarowali czeste spozywanie napojow energetyzujacych. Wsrdd studentéw medycyny
i stomatologii w Nigerii az 80% ankietowanych potwierdzilo spozywanie tych napojow.
Jednak odnotowuje si¢ zdecydowanie wigksze zainteresowanie napojami energetyzujacymi
wsérod konsumentow w USA, bowiem az 52% z nich spozywa je kilka razy w tygodniu lub

czesciej [Mintel Market Report 2022].
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Kilka mzy wroku [ 1 o
Raz na miesiac _ 9.39%
Kilka razy w miesiacu _ 19.8%
Raz w tygodniu - 4.7%
Kilka razy w tygodniu _ 18.6%
Codziennie - 5.8%
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Rysunek 1. Czgstotliwos$¢ spozycia napojow energetyzujacych w badanej grupie studentow
Frequency of consumption of energy drinks in the study group of students
Wigkszos¢ ankietowanych twierdzita, Zze siega po napoje energetyzujace w celu
zmniejszenia uczucia sennosci (75,3%), a 48,2% z powodu dostarczenia organizmowi energii.
Okoto 39% respondentow odpowiedziato, ze spozywa je, aby poprawi¢ koncentracje, a 25,9%
chcialo w ten sposob zaspokoi¢ pragnienie. Pozostali studenci zaznaczyli, ze kierujg si¢
innymi powodami, m.in. namowg znajomych lub checig zwickszenia wydolno$ci fizycznej
przed treningiem (rysunek 2). Jako gtowny powdd stosowania napojow energetyzujacych
réwniez mtodzi ludzie z Malopolski 1 Podkarpacia wskazali zmniejszenie sennosci (44,20%),
w dalszej kolejnosci gaszenie pragnienia (26,70%) 1 poprawe wydolnosci fizycznej (13,75%)
[Blaszczyk-Bebenek i in. 2018]. Z kolei, studenci uczelni medycznych [Garus-Pakowska i in.
2015] wskazali, iz najczesciej spozywali napoje w sytuacjach odczuwania zmeczenia (35%)
lub przy wzmozonym wysitku intelektualnym (32%). Ponad 35% badanej grupy
zadeklarowato zwigkszenie ilosci spozywanych napojow energetyzujacych podczas sesji
egzaminacyjnej. Rowniez studenci uczelni wyzszych w Lublinie [Zagroda 1 in. 2011]
wskazali, iZ napoje energetyzujace w glownej mierze stosujg w czasie sesji egzaminacyjnej
(34%) 1 kolokwium (26% badanych). Wedtug Zucconi i in. [2013], konsumpcja napojow
energetyzujacych jest zwigzana ze sportem, gdyz okolo 52% dorostych 1 41% nastolatkow
potwierdzita spozywanie napojow podczas uprawiania sportu. Podobne wyniki uzyskano
wséréd studentow Akademii Wychowania Fizycznego [Joachimiak 1 Szottysek 2013].
Zaledwie 3% deklarowato, ze nie prébowalo ,.energy drinkow”. Majac do wyboru napoje
energetyzujace 1 izotoniczne po intensywnym wysitku fizycznym, 73% respondentow
wskazato, ze siggaja czesciej po napoje energetyzujace dajace krotkotrwaty przyptyw energii,
a nie po napoje izotoniczne, ktore uzupelniaja niedobory elektrolitow po treningu.
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Zdecydowana wigkszo$¢ badanych spozywala napoje w trakcie lub tuz po zakonczeniu
wysitku fizycznego (65%). Badania chorwackie [Pavlovic i in. 2023] rowniez wskazuja,

ze studenci uprawiajacy sport znacznie czesciej spozywali napoje energetyzujace.
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Rysunek 2. Powody spozywania napojow energetyzujacych
Reasons for consumption of energy drinks

Dla wigkszo$ci ankietowanych w badaniach wilasnych (70%) kluczowym czynnikiem
przy wyborze napojow energetyzujacych byt smak — rysunek 3. Kierowanie si¢ ceng
zaznaczylo 62,4% respondentow. Z kolei, dla 42,8% badanych studentow wazna byta marka.
Najmniej ankietowanych przy zakupie napojow energetyzujacych zwracato uwage na
opakowanie, badZ reklam¢. W badaniach Suwaty [2011] najwazniejszym czynnikiem dla
studentow rowniez okazaly si¢ walory smakowe i cena. W dalszej kolejnosci ankietowani
wybierali: pojemnos$¢ opakowania, dostepnos¢ produktu na rynku, rodzaj opakowania, opini¢
znajomych oraz promocje. Najmniej istotnym czynnikiem okazata si¢ reklama. Podobnie
Pazdzior 1 Szymanska [2016] wskazali, iz kluczowa role w konsumpcji danego napoju
energetyzujacego odgrywa smak i cena. Parametry takie, jak zawarto$¢ kofeiny, zapach,
kaloryczno$¢ oraz marke oceniono jako wazne. W badaniach Zucconi 1 in. [2013] wsrod
czynnikéw decydujacych o zakupie energetyka najczesciej pojawial si¢ smak napoju (40%).
Z Kkolei, z raportu Mintel Market Report [2022] wynika, ze Amerykanie przy zakupie napojow
energetyzujacych w 2022 roku kierowali si¢ gléwnie smakiem (40%), cena (30%)
1 zawartoscig kofeiny (28%). Tradycyjny nap6j energetyczny (np. Monster, Red Bull) w ciggu
ostatnich trzech miesiecy spozywato 25% konsumentow.

Walory smakowe oraz cena byly gtéwnymi determinantami wyboru w badaniach Garus-
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Pakowskiej 1 in. [2015]. Jednoczes$nie, posiadanie ulubionej marki napoju energetyzujacego
zadeklarowato 43% ankietowanych. Ws$réd marek wymienianych przez respondentow
znalazty si¢: Green up, Red bull, Tiger, Mona vie, Black, Burn, Level up, Blow, Be Power,
Bullit 1 Adrenaline. W badaniach wtasnych kazdy z ankietowanych byt w stanie wymienié¢
cho¢by jedng marke napoju energetyzujacego. Najwicksza grupe stanowili respondenci
znajacy od 2 do 4 marek omawianych napojow (57,1%) (rysunek 4). W badaniach innych
autoréw [Blaszczyk i in. 2013, Semeniuk 2011] ankietowana mtodziez rowniez rozpoznawata
kilka marek napojow energetyzujacych, przy czym dla wigkszo$ci z nich ulubiong marka byt
Tiger oraz Red bull. Nalezy podkresli¢, ze przy zakupie napojow energetyzujacych kierowali

si¢ gldwnie ceng, smakiem oraz opinig o producencie/produkc;ji.
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Rysunek 3. Kryteria wyboru napojow energetyzujacych
Criteria for selecting of energy drinks

5,5%

37,4%

Q) m1 m2-4 ©powyzej 4

Rysunek 4.  Znajomo$¢ marek napojow energetyzujacych
Knowledge of brands of energy drinks
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Miejscami, w ktorych studenci najczesciej dokonuja zakupu napojow energetyzujacych
byly supermarkety lub hipermarkety (60,7%) oraz sklepy osiedlowe (32,1%). Rzadziej
ankietowani wskazywali na stacje benzynowe (6%) i lokale gastronomiczne (1,2%) — rysunek
5. W badaniach Wielgus i Nowickiej-Pajor [2020] zdecydowana wigkszos¢ respondentow
(ok. 82%) jako miejsce zakupéw napojow bezalkoholowych preferowata tzw. nowoczesny
handel (hiper- i supermarkety). Tylko 4% ankietowanych tego rodzaju zakupéw dokonywata
w restauracji/barze. Wedlug raportu KPMG [2016], do najpopularniejszych kanalow
dystrybucji napojow energetyzujacych nalezg hiper- i supermarkety, dyskonty, sklepy
spozywcze oraz stacje benzynowe. Mniejsze znaczenie maja sklepy monopolowe, sklepy
internetowe, hotele, restauracje czy bary. Dodatkowo, coraz wigksza rolg odgrywaja maszyny

I automaty vendingowe.

1.2956.0%

60.7%

32.1%

u Supermarket/Hipermarket
= Sklep osiedlowy
= Kiosk

Lokal gastronomiczny

® Stacja benzynowa

Rysunek 5. NajczeSciej wybierane miejsca zakupu napojow energetyzujacych
Most frequently chosen places to purchase of energy drinks
Zdecydowana wigkszos¢ respondentow  (85,9%) najchetniej wybierata napoje
energetyzujace w puszce, natomiast 10,6% w butelce plastikowej, a zaledwie 3,5% w szklanej
(rysunek 6). Rowniez w innych badaniach [Suwata 2011] ponad 50% respondentow wybrato
puszke jako preferowany rodzaj opakowania. Szata graficzna 1 design opakowania nie byly

czynnikami decydujacymi, ale tez nie byty catkowicie nieistotne.
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Rysunek 6. Preferencje studentow dotyczqgce opakowania napojow energetyzujgcych
Preferences of students regarding the packaging of energy drinks

Na pytanie odno$nie zwracania uwagi na sktad napoju energetyzujacego, jedynie 21%
ankietowanych odpowiedziato twierdzaco. W badaniu Kopacz i in. [2012] na sktad napoju
energetyzujacego zawsze zwracato uwage 30,6%, a czasami — 43,6% studentow. Ankietowani
najprawdopodobniej byli $wiadomi zagrozen wynikajagcych z konsumpcji napojow
energetyzujacych, poniewaz wigkszos¢ (77,8%) uwazala, iz sa one niebezpieczne dla zdrowia.
W badaniach wilasnych zdecydowana wigkszo$¢ ankietowanych (82,4%) odpowiedziata,
Ze spozywanie napojow energetyzujacych jest szkodliwe dla zdrowia. Na brak niekorzystnego
ich wplywu na organizm wskazato 11%, a pozostate osoby (6,6%) nie miaty na ten temat

zdania (rysunek 7).

6.6%

®Tak ®WNie = Niewiem

Rysunek 7. Opinia ankietowanych na temat szkodliwosci napojow energetyzujgcych
Opinion of respondents on the harmfulness of energy drinks
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W odpowiedzi na pytanic o wystepowanie objawoOw niepozadanych po spozyciu
napojow energetyzujacych 50% ankietowanych stwierdzilo, ze nigdy nie wystapity u nich
niepozadane objawy. Pozostali odczuwali rozne negatywne nastgpstwa konsumpcji napojow
energetyzujacych, tj. kolatanie serca (28,6% respondentow), drzenie rak (26,2%) oraz
bezsennos¢ (20,2%) — rysunek 8. W badaniach Kopacz 1 in. [2012] najczgstszymi objawami
po wypiciu napoju energetyzujacego byly: pobudzenie (72,9%), kotatanie serca (32,2%) oraz
bezsennos¢ (25,8%). Pobudzenie organizmu (54,6%) 1 bezsenno$¢ (23,6%) odczuwata
najczesciej mtodziez z terenu Bieszczadow [Btaszczyk i1 in. 2013]. W wielu badaniach
[Pavlovic 1 in. 2023, Protano 1 in. 2023, Semeniuk 2011] najczesciej zglaszanymi dziataniami
niepozagdanymi po spozyciu napojow energetyzujacych przez ankietowanych byty:
przyspieszenie akcji serca, pobudzenie, nerwowos¢, zaburzenia snu, zawroty glowy, trudnosci
w skupieniu uwagi, zaburzenia zotadkowo-jelitowe oraz bezsenno$¢. Studenci uczelni
medycznych [Garus-Pakowska i in. 2015] zanotowali takze negatywne nastgpstwa
konsumpcji napojow energetyzujacych. Najczesciej bytlo to kotatanie serca (26%) oraz
drzenie rak (16%). Na wzrost ci$nienia krwi wskazalo 5% studentéw, a 3% na zawroty glowy.
Amerykaniskie Centra Kontroli Zatru¢ oraz Amerykanska Agencja ds. Zywno$ci i Lekow
(USFDA) powiazaty spozywanie napojow energetyzujacych nawet z mozliwymi skutkami

smiertelnymi [Gummin 1 in. 2020].

Kolatanie serca _ 28.8%
Drzenie rak _ 26.2%
Drazliwoéé - 4.8%
Bezsennosc _ 20,2%
Zaden z wymienionych _ 50.0%

0.0% 10.,0% 20,0% 30.0% 40.0% 50.,0% 60.0%

Rysunek 8.  Wystepowanie objawow niepozgdanych po spozyciu napojow energetyzujgcych
Occurrence of adverse symptoms after consumption of energy drinks

Coraz bardziej popularne w ostatnich latach staty si¢ drinki, ktore stanowia potaczenie

napoju energetycznego i alkoholu. Zjawisko to wystepuje zwilaszcza wsrdd ludzi mtodych
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[Motyka 1 Marcinkowki 2015, Protano i1 in. 2023]. Napdj energetyczny przyspiesza czas
wchlaniania alkoholu oraz blokuje jego dzialanie uspokajajace, co sprzyja agresywnym
zachowaniom. Moze sta¢ si¢ rowniez powodem odwodnienia organizmu, co skutkuje migdzy
innymi boélem glowy, biegunka, zme¢czeniem i skurczami migéni [Pennay i in. 2011].
W badaniach wtasnych 34,1% ankietowanych przyznalo, ze zdarzato im si¢ taczy¢ napoje
energetyzujace z alkoholem, a 65,9% zaprzeczylo (rysunek 9). W innych badaniach
przeprowadzonych wsrod studentow [Garus-Pakowska i in. 2015, Pawlas i in. 2017] prawie
polowa ankietowanych spozywajacych napoje energetyzujace zadeklarowata, iz zdarzato im
si¢ taczy¢ taki napoj z alkoholem, pomimo znajomosci niekorzystnych skutkéw. Zucconi i in.
[2013] wskazali juz 10 lat temu, Ze jednoczesne spozycie napojow energetyzujacych wraz
z alkoholem jest bardzo wysokie, wynoszac 56% u dorostych i 53% u nastolatkow. W USA
w badaniach przeprowadzonych na 606 przypadkowo wybranych studentach wykazano,
ze ponad 70% ankietowanych spozywato takie drinki. Udowodniono, ze wsrod tej grupy
pojawialy si¢ niebezpieczne zachowania, a byly to m.in. prowadzenie pojazdu w stanie
nietrzezwym, wypadki powodujace wszelkiego rodzaju urazy, a nawet wicksza sktonno$¢ do

nieostroznych praktyk seksualnych [Berger 1 in. 2013].

B Tak ®Nie

Rysunek 9.  Spozywanie napojow energetyzujgcych w polaczeniu z alkoholem
Consumption of energy drinks in combination with alcohol
Na pytanie dotyczace mozliwosci uzaleznienia si¢ od napojow energetyzujacych
najwiecej respondentdw (79,1%) odpowiedziato twierdzaco, 11% nie wiedziato, a 9,9%
zaprzeczylo mozliwosci uzaleznienia si¢ od tych napojow. Nalezy podkresli¢, iz w ostatnich
latach wzrasta liczba doniesien o problemach zwigzanych z uzaleznieniem od kofeiny 1 jej

odstawieniem [Subaiea i in. 2019].
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WNIOSKI

. Wsrod badanej grupy studentow niemal kazdy (94%) przynajmniej raz w zyciu spozywat
napdj energetyzujacy, a najczestszym powodem spozywania byta che¢ zmniejszenia
uczucia sennosci oraz dostarczenie organizmowi energii.

. Kluczowymi czynnikami przy wyborze napojow energetyzujacych dla ankietowanych
byly: smak, cena oraz marka.

Ponad 82% respondentéw byto swiadomych, ze napoje energetyzujagce majg szkodliwy
wplyw na zdrowie, jak réwniez, ze mozna si¢ od nich uzaleznic.

U ponad 34% respondentow, ktorzy kiedykolwiek spozywali takie napoje, wystapity
niekorzystne objawy konsumpc;ji, $wiadczace o negatywnym ich wplywie na zdrowie.

. Zuwagi na rosnace zjawisko spozywania i naduzywania napojow energetyzujacych przez
studentow, istnieje potrzeba prowadzenia dalszych badan z udziatem wigkszej ich grupy.
Istotne jest zatem zaangazowanie S$rodowiska akademickiego w realizacj¢ badan

i upowszechnianie wiedzy w tym zakresie.
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