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Wstep

Problem obecnosci patogennych bakterii w wiekszosci gatezi przemystu spozywczego
stanowi powazne, a zarazem niestabngce zagrozenie dla zdrowia i zycia konsumentéw (Zhao
iin., 2017; RASFF, 2022). Niepoprawnie prowadzone procesy mycia i dezynfekcji powierzchni
abiotycznych, niewtasciwy dobér srodkéw chemicznych lub ich stezen, brak wiedzy na temat
mikroorganizmoéw charakterystycznych dla konkretnych branz przemystu spozywczego
i wreszcie mechanizmy uodparniania sie drobnoustrojéw na stosowane substancje to
najwazniejsze z czynnikdéw odpowiedzialnych za taki stan rzeczy. Odzwierciedleniem skali
problemu zanieczyszczen mikrobiologicznych w zywnosci sg zgtoszenia do systemu RASFF,
ktdre jasno wskazujg, ze zagrozenie ze strony bakterii patogennych na przestrzeni ostatniej
dekady nie tylko nie stabnie, ale wrecz narasta (RASFF, 2022). Niepokojacy wydaje sie
szczegoblnie fakt, ze to wiasnie wobec zywnosci pochodzacej z Polski, w ciggu minionych
trzech lat, zgtoszonych zostato najwiecej uchybien w jakosci mikrobiologicznej (RASFF, 2010-
2022). Wobec tego, niezbedne jest poszukiwanie i wdrazanie nowych rozwigzan w obszarze
zarzadzania bezpieczenstwem mikrobiologicznym zywnosci na rzecz poprawy zaistniatego
stanu rzeczy.

Producenci zywnosci, funkcjonujgcy w polskich realiach rynkowych, kontrolowani sg przez
instytucje takie jak: Panstwowa Inspekcja Sanitarna, Inspekcja Weterynaryjna, Inspekcja
Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywczych oraz Panstwowa Inspekcja Ochrony Roslin
i Nasiennictwa. Organy te moga prowadzi¢ kontrole producentédw zywnosci, w razie
nieprawidtowosci naktadaé na nie sankcje, a w skrajnych przypadkach czasowo zamkngé
zaktad produkcyjny, w ktdrym razgco zaniedbano kwestie bezpieczenstwa zywnosci.
Dodatkowo, trudno wyobrazi¢ sobie funkcjonowanie producentéw zywnosci, bedacych
podmiotami rynku europejskiego, ktérzy nie wprowadzajg w swoich zakfadach
nieobowigzkowych norm branzowych, np.: z serii ISO. Pomimo to, problem zakazen zywnosci
nadal funkcjonuje, a jego skala na terenie naszego kraju jest alarmujgca, co moze wskazywadé
na problem nie tyle w obszarze samego zarzgdzania bezpieczenstwem mikrobiologicznym
zZywnosci, co w obszarze stosowanych srodkéw dezynfekujgcych.

W celu zmniejszenia stopnia zagrozenia mikrobiologicznego, wraz z prowadzeniem coraz
doktadniejszych kontroli oraz rozwijaniem wymagan systemdéw zarzgdzania (np.: ISO serii

22000, standardy GMP, GHP), jednym z dodatkowych, mozliwych sposobéw przeciwdziatania



wspomnianemu problemowi zanieczyszczen zywnosci jest poszukiwanie nowych,
skutecznych substancji, mogacych zastgpi¢ lub wspiera¢é powszechnie stosowane
w dezynfekcji zwigzki chemiczne. To wtasnie w tym obszarze, jak wskazano w jednej z czesci
niniejszej pracy doktorskiej, skupia sie tak duza liczba artykutéw naukowych traktujgcych
o srodkach dezynfekujacych.

Prace badawcze nad niekonwencjonalnymi, nowymi srodkami dezynfekujgcym, wydajg
sie nie tylko fascynujace, ale i niezbedne. Coraz czesciej zwraca sie uwage na nadmierne
stosowanie popularnych, biobdjczych zwigzkéw chemicznych, ktére uzywane w iZle
dobranym stezeniu przyczyniaja sie do wzmagania mechanizmdédw opornosci wsréd
mikroorganizmdéw. Dlatego tez zainteresowanie substancjami o odmiennym mechanizmie
dziatania niz chlor, czwartorzedowe sole amoniowe czy kwas nadoctowy jest tak duze
(Donaghy i in., 2019; Yim i in., 2021). Coraz wieksza cze$¢ badaczy wskazuje réowniez na
istotno$¢ aspektu ekologicznego w obszarze dezynfekcji i potrzebe poszukiwania rozwigzan
mniej szkodliwych dla zdrowia ludzi i Srodowiska, a przy tym niepowodujgcych korozji
urzadzen i maszyn, jak ma to miejsce w przypadku np.: zwigzkédw chloru (Fukuzaki, 2006;
Telesinski i in.,, 2016). Systematyczny przeglad literatury przeprowadzony w ramach
niniejszej rozprawy wskazuje na mozliwos¢ potencjalnego wykorzystania do dezynfekcji
nowatorskich rozwigzan, m. in.: wody elektrolizowanej, fagéow, enzymoéw i kwaséw
organicznych (Jeon, Kwon, i Yoon, 2018; Tomat i in., 2018; Ripolles-Avila i in., 2020;
Akbaii Cag, 2016). Obiecujagcymi, a przy tym niewptywajgcych na wytwarzanie
mechanizmdéw opornosci bakterii sg rowniez zwigzki pochodzenia naturalnego — olejki
eteryczne i ekstrakty pozyskiwane z roslin (Falcé i in., 2019). Wielokrotnie udowodniono ich
potencjat przeciwdrobnoustrojowy, mozna je fatwo wyizolowac z materiatu roslinnego, a do
tego z tatwoscig ulegajg rozktadowi w wodzie (Kavanaugh i Ribbeck, 2012).

Podazajgc tym nurtem, w niniejszej pracy doktorskiej, podjeto badania nad stworzeniem
formulacji $Srodka dezynfekujgcego mogacego stanowic¢ skuteczng alternatywe dla przemystu

spozywczego. W ramach dysertacji postawiono pytanie badawcze o to:

jakie sg mozliwosci wykorzystania substancji roslinnych jako czynnika dezynfekujgcego

w przemysle spozywczym,



natomiast za gtéwny cel obrano:

stworzenie formulacji skutecznego srodka dezynfekujacego dla przemystu spozywczego

z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych.

Zatozeniem byto zaproponowanie formulacji na tyle skutecznej, aby mogta spetniac
wymagania normatywne stawiane przed s$rodkami dezynfekujgcymi, stosowanymi
w przemysle spozywczym, a przy tym mniej obcigzajacej Srodowisko naturalne niz
tradycyjnie stosowane S$rodki biobdjcze, w mys$l tak zwanego ,ekoprojektowania”.

W nawigzaniu do pytania badawczego sformutowano nastepujace hipotezy:

H1: Ekstrakty roslinne charakteryzujg sie witasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi
i antybiofilmowymi w stosunku do mikroorganizméw stanowigcych najwieksze zagrozenie

w przemysle spozywczym,

H2: Formulacje srodkow dezynfekujgcych zawierajgce ekstrakty roslinne jako gtdwny czynnik
przeciwdrobnoustrojowy sg skuteczne w dezynfekcji powierzchni abiotycznych i moga
zosta¢ wuznane za skuteczny S$rodek dezynfekujacy zgodnie z norma PN-EN

13697+A1:2015,

H3: Skuteczna formulacja dezynfekujgca wykorzystujgca ekstrakty CO. charakteryzuje sie

najmniejszym obcigzeniem srodowiskowym sposrdod stworzonych wariantow,

H4: Opracowane preparaty dezynfekujgce charakteryzujg sie mniejszym wskaznikiem
obcigzenia Srodowiskowego liczonego z wykorzystaniem metody LCA, niz popularne
dezynfektanty dostepne w handlu (podchloryn sodu, kwas nadoctowy i kwas

nadmréwkowy).

Weryfikacje hipotez wspieraty nastepujgce cele szczegdtowe, ktérych realizacja znajduje

odzwierciedlenie w czesci badawczej niniejszej rozprawy doktorskie;j:

C1: Ocena witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych wybranych ekstraktow CO; i olejkéw

roslinnych dostepnych w handlu,
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C2: Ocena witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych i antybiofilmowych pozyskanych
laboratoryjnie roznymi metodami ekstraktow z roslin: gojnika (Sideritis Scardica), oregano

(Origanum vulgaris) oraz konopi (Cannabis S. Santhica i Cannabis S. Futura),

C3: Opracowanie formulacji srodka dezynfekujgcego zawierajgcego ekstrakty roslinne,

o najsilniejszym potencjale przeciwdrobnoustrojowym i antybiofilmowym,

C4: Ocena mozliwosci zastosowania opracowanego preparatu oraz zakwalifikowania go jako
skutecznego $rodka dezynfekujgcego w przemysle spozywczym wedtug normy: PN-EN

13697+A1:2015,

C5: Analiza cyklu zycia (LCA) opracowanych formulacji srodkéw dezynfekujgcych
zwierajgcych substancje roslinne i poréwnanie go pod tym wzgledem do $rodkdéw

dostepnych w handlu.

Praca zostata podzielona tradycyjnie na czes$¢ teoretyczng oraz empiryczng. Pierwsza,
teoretyczna, obejmowata kluczowe zagadnienia zwigzane z realizowanym tematem pracy.
W pierwszej kolejnosci przyblizono czytelnikowi czynniki fizyczne, chemiczne oraz przede
wszystkich biologiczne, mogace stanowié zagrozenie zdrowia i zycia konsumentow. Dalej
przeprowadzono analize zgtoszern do europejskiego systemu RASFF, dotyczgcych zagrozen
mikrobiologicznych. Scharakteryzowano takze wymagania prawne dotyczgce bezpieczenstwa
mikrobiologicznego zywnosci, wymagania branzowe, atakie procesy sktadajgce sie na
zapewnienie czystosci mikrobiologicznej wewnatrz zaktadéw produkcyjnych. Czesc
teoretyczna, poza funkcja poznawczg i opisowg poruszanego tematu, stanowita
argumentacje potrzeb prowadzenia badan w obszarze srodkéw do dezynfekcji. Na jej
podstawie wyodrebniono gtdwne determinanty poszukiwania nowych, alternatywnych
rozwigzan w zakresie neutralizowania zagrozen mikrobiologicznych w przemysle
spozywczym. Ponadto, w ramach czesci teoretycznej przeprowadzono réwniez
systematyczny przeglad literaturowy metodg SALSA, wskazujgcy kierunki najnowszych badan
w obszarze tradycyjnych i alternatywnych substancji dezynfekujgcych mogacych mieé
zastosowanie dla przemystu spozywczego. Schemat czeséci teoretycznej prezentowanej

rozprawy doktorskiej przedstawiono na rysunku W.1., zamieszczonym ponize;.
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zagadnienie teoretyczne realizowane na kolejnych
etapach pracy

wykorzystane metodyka
i narzedzia

Warstwa prawna
i zarzadzanie
jakoscig Zywnosci

Determinanty poszukiwania
altematywnych Srodkow
dezynfekujgcych w przemysle

Mechanizmy uodpamiania
sie mikroorganizmow na
stosowane Srodki

 rozporzadzenia, ustawy
« opracowania statystyczne
« normy zarzadzania

bezpieczenstwem Zzywnosci

spozywczym dezynfekujace « analiza literaturowa
Rosnaca liczba zakazen
mikrobiologicznych zywnosci
identyfikowanych w ramach
systemu RASFF
Obecnie wykorzystywane
metody oraz kierunki rozwoju
alterna
tyw « analiza statystyczna danych
Zagrozenia mikrobiologiczne z portalu RASFF
w przemysle spozywczym « systematyczny przeglad
i sposoby ich - literaturowy
ograniczania Substancje roslinne, Z wykorzystaniem metody
mechanizm dziatania SALSA

przeciwko drobnoustrojom,

podziat najpopulamigjszych

Zwiazkow identyfkowanych
w ekstraktach roslinnych

Koncepcja stworzenia
alternatywnego produktu
dezynfekujacego
z wykorzystaniem ekstraktow
roslinnych

Rysunek W.1. Schemat realizacji czesci teoretycznej

Zrédto: opracowanie wtasne

W czesci drugiej zaprezentowano zestawienie celéw szczegétowych oraz hipotez, a takze
metodyke eksperymentdw przeprowadzanych w celu zrealizowania koncepcji stworzenia
alternatywnego preparatu dezynfekujgcego. Nastepnie przedstawiono wyniki badan
empirycznych w kolejnosci ich rzeczywistego wykonywania zgodnie ze schematem

zamieszczonym na rysunku W.2.
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zagadnienie empiryczne realizowane na kolejnych wykorzystane metodyka

etapach pracy i narzedzia
Koncepcja stworzenia
alternatywnego produktu
dezynfekujacego
z wykorzystaniem ekstraktow
roslinnych
= ekstrakcja Soxhleta
» ekstrakcja z parg wodng
Pozyskiwanie ekstraktow « eksirakcja wspomagana
roslinnych ultradzwiekami
« eksirakcja w nadkrytycznym
CO,
P Badanie wiasciwosc
Oznaczenie ogaine] przeciwdrobnoustrojowych Badanie wiasciwosci
zawartosci zwiazkow A i
olifenolowveh ekstraktow i antybioflmowych
P Wy wyznaczanie wartosci MIC
« analizy instrmentaine

= analizy mikrobiclogiczne

Stworzenie formulacii
produkiu dezynfekujacego
Z wykorzystaniem wybranego
ekstrakiu i ocena
skutecznosci jego dziatania

4\

Ocena cyklu Zycia
produkiu stworzonego na
podstawie formulacji oraz + metoda LCA zgodna
porownanie przedmiotowej Z wytycznymi

oceny z cyklem Zycia ISO 14040:2009
populamych Srodkow
dezynfekujacych

Rysunek W.2. Schemat realizacji cze$ci badawczej

Zrédto: opracowanie wiasne

Pierwszy etap pracy doktorskiej realizowany w ramach czesci badawczej obejmowat
ocene wifasciwosci przeciwdrobnoustrojowych i antybiofilmowych zwigzkéw roslinnych.
W ramach badan pilotazowych analizie poddano olejki eteryczne i ekstrakty CO, dostepne
w handlu. Zakupione do badan produkty pochodzity z: lawendy, kadzidtowca, rozmarynu,
oregano, melisy, miety oraz olejki i ekstrakty CBD z konopi siewnych. Badania

z wykorzystaniem handlowych substancji miaty charakter pilotazowy, a ich celem byto
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wskazanie rodzajow roslin, z ktdérych pozyskane substancje majg najwiekszy potencjat
przeciwdrobnoustrojowy. Na podstawie badan pilotazowych, danych literaturowych a takze
prowadzonych réwnolegle oznaczen wybrano nastepujgce rosliny: oregano, gojnik i konopie
siewne w dwdch odmianach (Sideritis Scardica, Origanum vulgaris, Cannabis S. Santhica
i Cannabis S. Futura). Do ekstrakcji wykorzystano cztery rdéine metody: klasyczng
hydrodestylacje, ekstrakcje Soxhleta, ekstrakcje z wykorzystaniem CO; w stanie
nadkrytycznym oraz ekstrakcje w fazni ultradzwiekowej.

Drugi etap obejmowat badania pozyskanych ekstraktéw pod wzgledem ich potencjatu
przeciwdrobnoustrojowego i antybiofilmowego przeciw bakteriom patogennym
wystepujgcym w  przemysle spozywczym. Badania pozwolity na precyzyjne
wyznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego (MIC), a takze stezenia pozwalajacego na
zahamowanie i usuniecie biofilmu bakteryjnego z powierzchni abiotycznych.

W kolejnym, trzecim etapie, podjeto prébe opracowania formuty srodka dezynfekujgcego
z wykorzystaniem pozyskanych ekstraktéw roslinnych. Z uwagi na stosunkowo mate
skomplikowanie chemicznych formulacji preparatéw chemicznych tego rodzaju
wykorzystano podejscie OFAT (z ang. One Factor At a Time). Po ustaleniu wiasciwe] proporcji
pomiedzy alkoholem etylowym, stezeniem zwigzkéw roslinnych a woda, zbadano
wiasciwosci  przeciwdrobnoustrojowe oraz antybiofimowe stworzonego $rodka
dezynfekujgcego pod katem spetnienia wymagan normy: PN-EN 13697+A1:2015.

Ostatnim etapem pracy badawczej byta ocena cyklu zycia (LCA) proponowanych
formulacji srodkéw dezynfekujgcych, ktdre na poprzednich etapach uzyskaty status
skutecznych preparatéw, i poréwnanie wynikéw obcigzenia srodowiskowego (wyrazonego
w wartosci ekowskaznika ,single score”) do produktéw najczesciej wykorzystywanych do
dezynfekcji w przemysle spozywczym (podchloryn, PFA, PAA). Zgodnie z wytycznymi normy
ISO 14040, badanie LCA przeprowadzono metodg sktadajgcg sie z czterech nastepujgcych faz
(ISO 14040: 2009 Zarzadzanie srodowiskowe - Ocena cyklu zycia - Zasady i struktura # 4.2):
okreslenia celu i zakresu; analizy zbioru wejs¢ i wyjs¢ (LCl); oceny wptywu (LCIA) oraz fazy
interpretacji wynikéw. Cze$¢ empiryczna zwieniczona jest podsumowaniem, weryfikacjg

hipotez oraz wnioskami i wskazaniem ograniczen podjetych badan.
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Czesc teoretyczna

1. Zagroienia bezpieczenstwa zywnosci w przemysle spozywczym
1.1. Rozwa@j przemystu spozywczego w Polsce i Europie

Branza spozywcza jest jedng z najwazniejszych i najszybciej rozwijajacych sie gatezi polskiej
gospodarki. Jak wskazuje PARP (2022), z analizy przeprowadzonej przez ,Research and
Markets” w 2021 roku wynika, ze najpdzniej do 2025 r. rynek produktéw spozywczych
w Polsce przekroczy bariere 100 mld dolaréw. Jest to zarazem najbardziej stabilna branza, na
rozwoj ktorej nie miata wiekszego wptywu nawet pandemia COVID-19. Wedtug raportu
Data&Trends 2021 (2022) Polska jest czwartym z kolei producentem zywnosci w Unii
Europejskiej, zaraz po Francji, Niemczech i Hiszpanii. Powotujgc sie na dane Krajowego
Osrodka Wsparcia Rolnictwa (KOWR, 2022), wartos¢ eksportu polskiej zywnosci za granice
w 2022 r. wyniosta rekordowe 47,6 mld euro, co oznaczato wzrost o 26,7% w stosunku do
2021 r. Sprzedaz z Polski do panstw nalezgcych do Unii Europejskiej wzrosta w o 29%
i osiggneta poziom 35,3 mld euro (74,1% catosci sprzedazy). Natomiast eksport do panstw
spoza UE osiggnat wartos¢ 12,3 mid euro i, w poréwnaniu do ubiegtego roku (10,3 mld euro),
byt to wzrost 0 20,3% (35,9% catosci sprzedazy). Najwiekszym partnerem handlowym Polski,
podobnie jak w latach poprzednich, byty Niemcy. Warto$é polskiego eksportu na ten rynek
wyniosta 11,9 mld euro i, w poréwnaniu z tym samym okresem w 2021 r., byt to wzrost
025,4% (w 2021 r. — 9 472 mIn euro). Ponad 70% polskiego eksportu rolno-spozywczego
trafia na rynki unijne. Eksport do Niemiec stanowit blisko 25% wartosci polskiego eksportu
rolno-spozywczego. Na drugim miejscu uplasowata sie Wielka Brytania z udziatem na
poziomie 7,7%. Wartos¢ eksportu na rynek brytyjski wyniosta 3,7 mld euro, co oznaczato
wzrost 0 24,6% w poréwnaniu do 2021 r. Waznymi odbiorcami zywnosci z Polski byty takze:
Holandia (udziat 6,5%), Francja (6,1%), Wtochy (4,9%) oraz Republika Czeska (4,6%). Wartos$¢
importu artykutdéw rolno-spozywczych do Polski w 2022 r. wyniosta 32,1 mld euro, co
oznaczato wzrost o 28,6% w pordwnaniu do 2021 r. (25 mld euro). Importowane do Polski
artykuty rolno-spozywcze pochodzity gtownie z Niemiec (udziat w imporcie rolno-
spozywczym ogotem — 19%), Ukrainy (8,6%), Holandii (7,7%), Wtoch (5,3%) oraz z Hiszpanii
(4,8%). W konsekwencji w 2022 r.,, w Polsce odnotowano dodatnie saldo obrotow

handlowych towarami rolno-spozywczymi. Wyniosto ono 15,5 mld euro, co oznacza wzrost
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o blisko 23%. Wartos¢ catego sektora produkcji zywnosci, wiaczajagc produkcje na rynek
rodzimy, przekroczyta natomiast 374 mld zt (82,12 mld EUR), co stanowi wartos¢ ponad 26%
udziatu w produkcji przemystowej w Polsce (Rynek zywnosci w Polsce w roku 2022, 2023).

Formalnie rynek zywnosci obejmuje wszystkie produkty jadalne, ktére sg kupowane
i spozywane w celach odzywczych, w tym zaréwno $wiezg, jak i przetworzong zywnos¢.
Zwyczajowo dzieli sie go na 13 segmentdéw, na ktdre sktadajg sie nastepujgce kategorie:
produkty mleczne i jaja, produkty miesne, ryby i owoce morza, owoce i orzechy, warzywa,
pieczywo i produkty zbozowe, oleje i ttuszcze, sosy i przyprawy, zywnos¢ gotowa do
spozycia, smarowidta i stodziki, wyroby cukiernicze i przekaski, zywnos¢ dla niemowlat,
karma dla zwierzat. Odnoszgc sie do produkcji rodzimej, Polska jest najwiekszym
europejskim producentem niektdrych owocéw, takich jak: jabtka, maliny, czarne porzeczki,
boréwki, a zarazem najwiekszym producentem miesa drobiowego, przetwordw mlecznych
oraz pieczarek. Polska jest réwniez w czotéwce eksportu wyrobow czekoladowych, ziaren
zbdz i produktow zbozowych, sokéw owocowych i warzywnych (Eurostat, 2022; Rynek
zywnosci w Polsce w roku 2022; 2023).

Niewatpliwy sukces polskiego sektora branzy spozywczej nie bytby mozliwy bez
odpowiedniego poziomu zapewnienia jakosci i bezpieczeristwa produktow zywnosciowych
produkowanych na terenie naszego kraju. We wszystkich panstwach Unii Europejskiej (UE)
uchwalone normy prawne wprowadzity obowigzek wdrazania i stosowania systemow
zapewnienia bezpieczenstwa jakosci zywnosci. Do obligatoryjnych systemoéw nalezg: Dobra
Praktyka Higieniczna (GHP), Dobra Praktyka Produkcyjna (GMP) i System Analizy Zagrozen
i Krytycznych Punktéw Kontrolnych (HACCP). W Polsce koniecznos¢ wdrozenia GHP i GMP
w podmiotach produkujgcych wyroby spozywcze obowigzuje od 20 lipca 2000 roku, a od 1
maja 2004 roku takze systemu HACCP (Ustawa z 27 wrzesnia 2006 roku o bezpieczenstwie
zywnosci i zywienia, Dz.U. 2001, nr 31, poz. 265). Przedsiebiorstwa przemystu spozywczego,
obok obligatoryjnych systemdéw zarzgdzania jakoscia, mogg wdrozy¢ nieobligatoryjne
systemy, takie jak: system zarzadzania bezpieczenstwem jakosci wedtug normy ISO 22000,
zarzadzania jakoscig wedtug normy ISO 9001, zintegrowane systemy zarzgdzania jakoscig
(2SZ)), zaktadowe systemy zarzgdzania jakoscig oraz standardy British Retail Consortium
(BRC) i International Food Standard (IFS) (Laming 2005, Morkis, 2012). Aktualnie,
przedsiebiorstwa aspirujgce do wprowadzania swoich wyrobéw zywnos$ciowych na rynki

europejskie, w wiekszosci przypadkdw zmuszone sg do legitymowania sie certyfikatami

16



systemoOw zarzadzania jakoscia, a niejednokrotnie strategiczni klienci narzucajg dodatkowo
wtasne standardy. Wymagania te spowodowaty znaczgcy wzrost bezpieczenstwa zywnosci
w Polsce w ostatnich latach, co przektada sie na zaufanie Panstw cztonkowskich, dla ktérych
Polska jest partnerem handlowym. Nie oznacza to jednak, ze na zywno$¢ produkowang
w Polsce nie wptywajg skargi czy reklamacje. W roku 2022, NIK (Najwyzsza Izba Kontroli)
alarmowata o wzrastajacej liczbie alertow z systemu RASFF (z ang. Rapid Alert System for
Food and Feed) dotyczacych zywnosci pochodzgcej w Polski (Kontrola i audyt, 2022). Analiza
dostepnych danych wskazuje, ze ostrzezenia te nie sg bezpodstawne. Powotujgc sie na
raport RASFF (2022), w okresie ostatnich trzech lat najwiecej odnotowanych zgtoszen do
systemu dotyczyto zywnosci pochodzgacej z Polski. Nalezy pamietaé, ze duzy wptyw miata na
to skala produkcji zywnosci w naszym kraju, niemniej jest to niepokojgca tendencja, w ktorej
szczegoly i przyczyny warto sie zagtebid.

Podsumowujac, nalezy zwréci¢ uwage na fakt, iz sektor przemystu spozywczego w Polsce,
a takze w catej Europie jest rynkiem o stosunkowo duzej wartosci. Oznacza, to ze straty
dotykajgce poszczegdlnych gatezi przemystu spozywczego mogg powodowaé wymiernie
wysokie szkody dla catej gospodarki kraju i regionu. Branza spozywcza ponosi szczegdlnie
wysokie straty ze wzgledu na zagrozenia mikrobiologiczne. W roku 2022 tendencja
z ostatniej dekady nie ulegta zmianie. Za niemal potowe rocznych zgtoszen do systemu RASFF
odpowiadaty dwie kategorie scisle zwigzane z mikroorganizmami, tj.: mikroorganizmy
patogenne oraz mykotoksyny. Warto pamietaé, ze skazenie mikroorganizmami wykryte
w Zywnosci zazwyczaj wigze sie z dyskwalifikacjg catej partii produkcyjnej, a co za tym idzie,
rowniez kosztami wycofania produktu z rynku. Skazona mikrobiologicznie zywno$¢ nie moze
byé ponownie przetworzona ani wykorzystana, dlatego jedynym rozwigzaniem jest
utylizacja, ktéra zwykle generuje straty ekonomiczne i wizerunkowe dla producentéw. Przy
tak duzej wartosci europejskiego i krajowego rynku zywnosci szczegdlng uwage nalezy
zwracaé na kwestie zwigzane z czystoscig i bezpieczeistwem mikrobiologicznym zywnosci

(2022, Annual Report Alert i Cooperation Network).
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1.2. Charakterystyka gtdwnych zagrozen w przemysle spozywczym

Identyfikacja, znajomos¢ oraz umiejetnos¢ kwalifikacji zagrozen wystepujacych w zywnosci
s kluczowga wiedzg, ktdra pozwala na oferowanie konsumentom bezpiecznych produktéw
o odpowiedniej jakosSci. Podstawowymi zagrozeniami identyfikowanymi na etapach

produkgcji i obrotu zywnosci sg zagrozenia fizyczne, chemiczne oraz zagrozenia biologiczne.

Zagrozenia fizyczne

Grupa zagrozen fizycznych obejmuje ciata state, moggce dosta¢ sie nieoczekiwanie lub
intencjonalnie do produktu. Substancjami wymienianymi najczesciej w literaturze tematu sa:
piasek, kamyki, opitki metali, szkto, kosci, czesci odziezy personelu produkcyjnego, bizuteria
i wlosy (Kotozyn-Krajewska i Sikora, 2010). Ciata obce klasyfikowane sg na roéwni
z zagrozeniami mikrobiologicznymi pod wzgledem potencjalnego zagrozenia zycia i zdrowia
dla konsumenta, niemniej prewencja w walce z pojawieniem sie ciat obcych jest
zdecydowania prostsza, a kontrolery dziatajgce dzieki technologii rentgenowskiej X-ray
pozwalajg na wychwycenie i odrzucenie produktéw zanieczyszczonych wiekszoscig ciat

obcych o duzej gestosci (Haff i Toyofuku, 2008).

Zagrozenia chemiczne
Drugg grupe zagrozen stanowig te o charakterze chemicznym, ktére mogg powstawaé na
kazdym etapie taricucha zywnosciowego. W grupie tej mozna wyréznic:

e substancje toksyczne wystepujgce naturalnie w surowcu;

substancje powstajgce w wyniku proceséw produkcji i hodowli;

celowo dodawane substancje dozwolone, ktérych poziom zostat przekroczony;

pozostatosci po procesach mycia i dezynfekcji;

metale toksyczne; toksyny pochodzenia mikrobiologicznego;

skazenia radioaktywne;

e srodki dodawane w celu zafatszowania produktu.
Stosunkowo rzadko zdarza sie, aby jednokrotne spozycie zanieczyszczonej chemicznie
zywnosci wywotato objawy zatrucia. Dzieje sie tak ze wzgledu na fakt, iz pozostatosci
zwigzkdw chemicznych sg na ogoét na tyle niewielkie, iz mieszczg sie w limitach
dopuszczonych przez akty prawne. Nalezy jednak pamietaé, ze niektdére substancje, takie jak:

pestycydy, metale ciezkie lub wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) mogg
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kumulowac sie w organizmie, dajac objawy zatrucia nawet po latach (Kotozyn-Krajewska

i Sikora, 2010).

Zagrozenia biologiczne

Ostatnig, zwykle najszerzej opisywang przez autoréw opracowan, a jednocze$nie
najgrozniejszg dla zdrowia ludzi grupa zanieczyszczen, sg te o podifozu biologicznym,
obejmujgce mikroorganizmy, pasozyty i szkodniki. Choé kategoria ta zawiera w sobie
pasozyty i szkodniki takie jak: roztocza, nicienie, owady i gryzonie, to pozbycie sie ich poprzez
procesy: mycia, dezynfekcji, dezynsekcji, deratyzacji czy podniesienia temperatury wydaje
sie by¢ stosunkowo proste w porédwnaniu z eliminacjg zagrozen ze strony niewidocznych
gotym okiem mikroorganizméw (Kotozyn-Krajewska i Sikora, 2010). Szkodniki (wegorek
pszenicy, wotek zbozowy, mole i karaczany) przewaznie odpowiedzialne sg za zniszczenia
zapasoéw magazynowych. Grozniejsze dla zdrowia i zycia ludzi sg pasozyty takie jak tasiemce,
glisty ludzkie czy wtosienie krete, bytujgce gtdwnie w przewodach pokarmowych zwierzat
hodowlanych i ludzi. Zrédtem transferu pasozytéw jest zakazone mieso zwierzat spozywane
przez ludzi lub rosliny uprawiane na polach nawozonych odchodami. Jednak to
mikroorganizmy patogenne odpowiedzialne za psucie produktéw spozywczych, zatrucia
pokarmowe i choroby zakazne bedgce wynikiem konsumpcji skazonej zywnosci, sg uwazane
za najpowazniejsze zagrozenie dla zdrowia i zycia ludzi (Schirone i in., 2017). W sktad
omawianej grupy mikroorganizméw zalicza sie bakterie, grzyby i wirusy (Kotozyn-Krajewska
i Sikora, 2010). Wirusy sg bezwzglednymi pasozytami wewnatrzkomoérkowymi, ktére do
rozmnazania i dalszej infekcji wymagajg komérek gospodarza - zywiciela. Z tego wzgledu
zwykle nie sg uznawane za organizmy zywe. Zewnatrzkomodrkowa zakazna czgstka zwana
wirionem jest ze strukturalnego punktu widzenia bardzo prosta i sktada sie z: kwasu
nukleinowego, jednoniciowego (ss) lub dwuniciowego (ds) i DNA lub RNA, otoczonego
ptaszczem biatkowym. Ze wzgledu na obecnos¢ lub brak otoczki lipidowej pochodzacej z bton
komodrkowych gospodarza i biatek wirusowych, wirusy klasyfikuje sie jako otoczone
i nieotoczone. Na podstawie ich wielkosci i ksztattu, sktadu nukleotyddéw i struktury genomu,
a takze sposobu replikacji, wirusy dzieli sie dalej na rodziny (King i in., 2012). Z punktu
widzenia produkcji zywnosci najniebezpieczniejszymi wirusami sg: norowirus oraz hepatitis
A. Szacuje sig, ze jeden na pie¢ przypadkéw ostrego zapalenia jelit lub zotgdka wywotane jest

wiasnie przez wspomniane wirusy (Bosch i in, 2018). Bakterie sg najmniejszymi znanymi
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istotami zywymi, nalezacymi do grupy organizméw jednokomodrkowych (Prokaryota).
Najmniejsze z nich majg rozmiary 0,15 - 0,2 um. Z kolei grzyby wystepujgce w zywnosci dzieli
sie na drozdze (jednokomodrkowe) i plesnie (grzyby strzepkowe), ktére sg organizmami
wielokomdérkowymi (Eucaryota). Przecietnie majg rozmiary 2 - 8 um szerokosci i do 10 um
dtugosci (Kotozyn-Krajewska i Sikora, 2010).

Zagrozenia mikroorganizmami obecnymi w zywnos$ci mozna podzieli¢ na dwie grupy.
Pierwsza dotyczy drobnoustrojéw saprofitycznych, ktére powodujg pogorszenie cech
produktéw, czesto prowadzac do zepsucia sie zywnosci. Drugg grupa s3 mikroorganizmy
patogenne, ktére mogg wywotywaé choroby, prowadzi¢ do zatru¢ pokarmowych, a nawet
$mierci oséb spozywajacych skazong zywnos$¢. Zrédtem lub powodem zanieczyszczen
mikroorganizmami w przemysle spozywczym sg najczesciej: surowce uzyte do produkcji,
personel oraz infrastruktura zaktadu produkcyjnego, dostep i ruch swiezego powietrza oraz
zte zarzadzanie procesami: produkcyjnymi, magazynowymi oraz procesami mycia
i dezynfekcji (Kotozyn-Krajewska i Sikora, 2010; Breza-Boruta i Szala, 2016). W niektorych
gateziach przemystu, o ile to mozliwe, drobnoustroje, ktére dostang sie do produktu
w trakcie procesu produkcyjnego, mogg zostaé inaktywowane w procesach takich jak np.:
pasteryzacja, napromieniowanie czy suszenie. Nalezy jednak pamieta¢, ze toksyny
wytwarzane przez mikroorganizmy patogenne bywajg odporne na inaktywacje wysoka
temperatura. Przyktadem moze by¢ enterotoksyna gronkowcowa wytwarzana przez bakterie
z gatunku Staphylococcus aureus, ktére mogg przetrwaé procesy obrébki termicznej
w zywnosci. (Podkowik, 2015). Oznacza to, ze pomimo braku wykrywalnosci patogendw,
w produkcie gotowym mozemy mie¢ do czynienia z wyrobem niebezpiecznym, co jest
spowodowane obecnoscig toksycznych metabolitow drobnoustrojéw. Zatem, dla
zapewnienia maksymalnego poziomu bezpieczeistwa mikrobiologicznego zywnosci,
konieczne jest skupienie sie na procesach prewencyjnych, mogacych ograniczyé dostep
zywych komodrek mikroorganizméw w obszarze produkcyjnym, gtéwnie poprzez
odpowiednig higiene oraz skuteczne procesy mycia i dezynfekcji (Wolf-Hall i Nganje, 2017).
Drobnoustroje bytujgce w Zzywnosci majg kompleksowy wptyw na wiele aspektéw
jako$ciowych zywnosci. Czesto obok terminu ,bezpieczeristwo mikrobiologiczne” zywnosci
pojawia sie szersze zagadnienie ,jakosci mikrobiologicznej” zywnosci. Obejmuje ono
zarébwno aspekt bezpieczeAstwa produktu, jak rdéwniez aspekt jego trwatosci

mikrobiologicznej, akceptowalnosci sensorycznej oraz wartosci dietetycznej (Kotozyn-
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Krajewska i Sikora, 2010). Podejscie to ma wiele zalet, poniewaz zakazenie
mikroorganizmami moze ujawnic sie dopiero po pewnym czasie stopniowo wptywajac na
smak, teksture czy konsystencje produktéow spozywczych, jak rowniez na zawarto$¢ makro

i mikroelementéw (Rysunek 1.1.).

JAKOSC MIKROBIOLOGICZNA PRODUKTOW ZYWNOSCIOWYCH

Bezpieczerstwo Trwatos¢ Akceptowalnosc Wartos¢
zdrowotne mikrobiologiczna sensoryczna dietetyczna

Rysunek 1.1. Skiadowe jakosci produktu Zywnosciowego bezposrednio lub posrednio
wynikajace z jego jakosci mikrobiologicznej

zrédto: opracowanie wtasne na podstawie (Kotozyn-Krajewska i Sikora, 2010)

Finalnie, jakos¢ mikrobiologiczna koricowego wyrobu zalezy od stopnia zanieczyszczenia
surowca wykorzystanego do produkcji, potencjatu rozwoju mikroorganizméw w trakcie
przechowywania surowcéw oraz koncowego produktu oraz mozliwosci przedostania sie ich
do wyrobu w procesie przetwarzania i produkcji. Nie bez znaczenia jest takie rodzaj
mikroorganizmow, ich tempo i warunki wzrostu, a takze dostepnos¢ sktadnikéw odzywczych
i tlenu. Znajomos¢ granicznych warunkdw wzrostu poszczegélnych drobnoustrojow moze
pomdc w zidentyfikowaniu problemu oraz podjeciu skutecznych dziatan zapobiegawczych.
Do najwazniejszych czynnikdéw wzrostu mikroorganizmoéw zaliczane s3: temperatura, pH,
aktywnos¢ wodna, wilgotnos$é, dostepnos¢ tlenu, potencjat oksydacyjno-redukcyjny,
zawarto$¢ i dostepnos¢ skfadnikdéw odzywczych oraz obecnos¢ innych zwigzkow
chemicznych w otoczeniu wzrostu bakterii, moggcych dziataé hamujgco na wzrost mikrobdéw
(np.: antybiotyki). Najwazniejsze z czynnikdw umieszczono, wraz z zakresami granicznymi

wzrostu poszczegdlnych typéw mikroorganizméw, w tabeli 1.1.
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Tabela 1.1. Warunki graniczne wzrostu wybranych grup mikroorganizmoéow

Rodzaj mikroorganizmow | Czynniki
Temperatura w °C
0 |10 |20 |30 |40 | 50 | 60 | 70 | 80 | 90

Bakterie termofilne
Bakterie mezofilne
Bakterie psychrofilne
Grzyby plesniowe

Aktywno$¢ wodna

1 0,9 0,8 0,7
Bakterie
Drozdze
Grzyby plesniowe

pH

Bakterie
Grzyby plesniowe i drozdze

% zawartosci tlenu
100 80 60 40 20 0

Aeroby

Wzgledne anaeroby
Mikroaerofile
Anaeroby

zrédto: opracowanie wtasne na podstawie (Kotozyn-Krajewska i Sikora, 2010)

Producenci zywnos$ci, w dzisiejszych realiach rynkowych, muszg mieé na uwadze przede
wszystkim bezpieczerstwo konsumentéw. Kazdy wykryty przez konsumenta defekt,
niedoskonatos¢ lub, w skrajnych przypadkach, zatrucie spoziytg zywnoscig prowadzi
w konsekwencji do olbrzymich strat finansowych i wizerunkowych. Zapewnienie nalezytego
stopnia bezpieczeristwa wymaga znajomosci zagrozen, przed ktorymi staje kazda z branz.
Analiza ryzyka w obszarze wspomnianych wczes$niej czynnikéw fizycznych, chemicznych
i biologicznych jest jednym z poczatkowych etapéw precyzyjnie budowanego systemu
zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci w zaktadach przemystowych. W dalszej czesci pracy
zaprezentowano analize najczestszych czynnikdw powodujacych dyskwalifikacje produktow

spozywczych na terenie Europy, powotujac sie na dane z systemu RASFF.

1.3. Analiza zagrozen bezpieczenstwa zywnosci wedtug systemu RASFF

Odpowiadajgc na potrzeby szybkiego reagowania i zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci,
w ramach kazdej we wspomnianych grup zagrozen (fizycznych, chemicznych, biologicznych),

powofano System Wczesnego Ostrzegania o Niebezpiecznej Zywnoéci i Paszach — RASFF.
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System ten obliguje kraje cztonkowskie Unii Europejskiej do powiadamiania pozostatych
panstw cztonkowskich o produktach, w ktérych wykryto zagrozenie dla zdrowia.
Powiadomienie zawiera szczegétowe informacje dotyczagce samego produktu oraz
deklaracje, jakie dziatania zostaty podjete w celu wyeliminowania zagrozenia. Szybka reakcja
oraz udostepnienie informacji pozwalajacych zidentyfikowaé i wysledzi¢ produkt pozwala na
skuteczne kontrolowanie kryzysowych sytuacji, takich jak potrzeba poinformowania opinii
publicznej lub pilne wycofanie produktu z rynku.

Analiza zgtosze do systemu RASFF daje mozliwos$¢ wyciggania wnioskéw na podstawie
danych historycznych, pozwala zobrazowac¢ profil najczestszych probleméw, z ktérymi
borykaja sie zaktady produkujgce zywnos¢ w Unii Europejskiej, a co za tym idzie — skuteczniej
im przeciwdziata¢. Przywotujagc dane podsumowujace miniong dekade (2010-2022),
przedstawione na wykresie 1.1., warto zauwazyé, ze blisko 50% wszystkich zgtoszen
dotyczacych zywnosci skupia sie w trzech gtdwnych kategoriach: mikroorganizmy patogenne,
pozostatosci pestycyddw i mykotoksyny (tgcznie w systemie przewidziano 29 kategorii, co

znacznie rozbudowuje tradycyjne podejscie z podziatem na trzy grupy).

100%
B mikroorganizmy patogenne
W pozostatosci pestycydow
90% B mykotoksyny
m nieprawidtowy skad
80% M alergeny
B dodatki/barwniki
70% metale
M ciata obce
60% zafatszowana zywnosé
m staba/niewystarczajaca kontrola
50% M zanieczyszczenie mikrobami
nieznana Zywnosc
0% lpoz-ostaioscmrt-jdl-'(ow me-dycznych
M zanieczyszczenia srodowiskowe
W aspekty organoleptyczne
30% W toksyny
M zanieczyszczenie pasoZytami
20% W zanieczyszczenia biologiczne
W nieprawidtowe opakowanie/opis
10% nie okreslono/inne

W genetyczne modyfikacje
B defekty opakowan

2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 mradioaktywnost

Wykres 1.1. Procentowy rozkfad zgtoszen do systemu RASFF w latach 2010 — 2020 wedtug
kategorii zagrozenia

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych z systemu RASFF
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Powyzsze podsumowanie w formie wykresu warstwowego jasno wskazuje, iz najwieksze
zagrozenie w zywnosci spowodowane jest przez mikroorganizmy. Blisko jedna piata
wszystkich zagrozen dotyczy mikroorganizméw patogennych, natomiast trzecia co do
liczebnosci kategoria, czyli mykotoksyny, to metabolity grzybow strzepkowych, zatem
pochodzenie zagrozenia jest w obydwu przypadkach tozsame. Wskazuje to na gtéwny
obszar, w obrebie ktérego skupienie uwagi i wysitkdw mogtoby dac¢ najbardziej wymierne
efekty. Jest to kierunek konieczny, tym bardziej, ze rozpatrujagc dane rok do roku,
procentowy udziat zanieczyszczen mikroorganizmami patogennymi wzrasta pomimo licznych
kontroli oraz coraz bardziej restrykcyjnych norm miedzynarodowych i branzowych.
Zanieczyszczenia zywnosci mikroorganizmami chorobotwdrczymi stanowig powazine
zagrozenie dla zdrowia i zycia konsumentéw, jak réwniez przyczyniajg sie do znaczgcych strat

ekonomicznych przedsiebiorstw spozywczych.
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Wykres 1.2. Liczba zgtoszen do systemu RASFF w latach 2010-2022 w sekcji zagrozen
patogennymi mikroorganizmami*

* Liczba zgloszen zostata zawezona do zywnosci przeznaczonej do spozycia przez ludzi, nie rozpatrywano

natomiast pasz
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych z systemu RASFF
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Nadzieje na poprawe sytuacji dajg dane za minione dwa lata — 2021 i 2022r. Powotujac sie
na wykres 1.2., bezwzgledna liczba zgtoszen dotyczacych omawianej kategorii spadta
wzgledem roku 2019 i 2020. Trudno jednoznacznie stwierdzi¢, czy ma to zwigzek z wiekszg
dbatosciag o bezpieczernstwo mikrobiologiczne zywnosci w tancuchu produkcji i dostaw, czy
tez sg to anomalne obserwacje zwigzane z wptywem pandemii COVID-19, zaréwno na
zwiekszong higiene w kazdym obszarze funkcjonowania ludzi, jak i na zmiany rynku
zywnosci. Niezaleznie od spadku liczby zgtoszen w ostatnich dwdch latach, nadal to
patogenne mikroorganizmy stanowity najliczniejszg grupe powodujacg zanieczyszczenia
Zywnosci.

System RASFF daje wskazéwke nie tylko przeciwko jakiej kategorii zagrozen nalezy
podejmowac najbardziej zdecydowane kroki, ale réwniez w ktérych krajach dochodzi do
najczestszych zaniedban w produkcji zywnosci. Na podstawie dostepnych danych stworzono
kartogramy (wykres 1.3. i wykres 1.4.) dla liczebno$ci zgtoszen pochodzgcych z krajéw Unii
Europejskiej oraz krajéw cztonkowskich systemu RASFF, zwigzanych z obecnoscig
patogennych mikroorganizméw w zywnosci. Z danych przedstawionych na wykresie 1.3
wynika, ze panstwami najczesciej zgtaszajgcymi problem z bakteriami wykrytymi
w produktach spozywczych s3 odpowiednio: Niemcy (1115 zgtoszen), Witochy (1076
zgtoszen) i Francja (1005 zgtoszen). Polska znajdowata sie na czwartym miejscu, zgtaszajac
w ciggu ostatnich 10 lat 720 przypadkéw wykrytego zagrozenia. Wyniki te mogg wskazywac
na fakt dokfadniejszych kontroli w wymienionych krajach, dzieki czemu konsumenci mogg
czuc sie bezpieczniej. Nie bez wptywu jest tez sama ilos¢ importowanej przez wymienione
panstwa zywnosci. Niemcy i Francja plasowaty sie w roku 2021 odpowiednio na pierwszym

i trzecim miejscu (Zywnos$¢ w Polsce- Raport, 2022).
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Wykres 1.3. Liczba zgtoszen do systemu RASFF w latach 2010-2022 w podziale na kraje
cztonkowskie zgtaszajgce wykryte nieprawidtowosci

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie danych z systemu RASFF

Zapewnienie bezpieczeistwa mikrobiologicznego zywnosci jest jednym z gtéwnych
wyzwan ostatnich lat, przed ktérymi stojg organy regulacyjne, stuzby kontrolne oraz
producenci zywnosci. Dane na wykresie 1.4 pokazujg, ze w latach 2010-2022 to wfasnie
wzgledem zywnosci produkowanej w Polsce zgtoszono najwiecej alertéw w ujeciu globalnym
(1709 zgtoszen). Na kolejnych miejscach znajdowaty sie: Brazylia (1171 zgtoszen) oraz Francja

(875 zgtoszen).
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Wykres 1.4. Liczba zgtoszen do systemu RASFF w latach 2010-2022 w podziale na kraje produkujace zanieczyszczong mikrobiologicznie
Zywnos¢

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych z systemu RASFF
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Jak wskazano w dalszej czesci analizy (wykres 1.5), rozpatrujgc zagrozenia
w przemysle spozywczym jeszcze bardziej szczegdtowo, za przewazajgcy czesé wszystkich
zgtoszen odpowiadajg bakterie z rodzaju Salmonella sp., wystepujace przede wszystkim

w przemysle miesnym, a doktadniej w przemysle drobiarskim.

mieso drobiowe i produkty miesne [ NRNNNIEIEGEGDGEGEE 7
migso i produkty migsne (inne niz drobiowe) | NRRE-EINEGIBNB;zBNEE 1:3°
orzechy inasiona | NI 1017
ryby i owoce morza || NN 529
kakao, kawa, herbata, przyprawy, ziota | IINNNHIIE <25
owoce iwarzywa |GG 66°
mleko i produkty mleczne | 537
produkty gotowe, sosy, dodatki do zywnosci [l 227
inne [l 126
jajai pochodne l 111
pieczywo i produkty zhozowe [ 59

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Wykres 1.5. liczba zgtoszen do systemu RASFF w kategorii zagroien patogennymi
mikroorganizmami w podziale na produkty, w latach 2010-2022

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych z systemu RASFF

Taki rozktad zgtoszen ttumaczytby wystepowanie Polski i Brazylii na dwdch pierwszych
miejscach (wykres 1.4.), poniewaz to wtasnie te kraje odpowiedzialne sg za najwiekszg
produkcje drobiu odpowiednio w Europie i Ameryce Potudniowej. Niemniej jednak, nie
mozna ttumaczy¢ tak powaznych zagrozen jedynie skalg produkcji. Jesli branza spozywcza w
Polsce ma sie rozwija¢ zgodnie z prognozami, niezbedne jest petne zaufanie partneréw
handlowych, natomiast aby to osiggnac¢ nalezy zwréci¢ szczegdlng uwage na poprawe

bezpieczenstwa mikrobiologicznego zywnosci.
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1.4. Najczesciej wystepujgce zagrozenia mikrobiologiczne w przemysle spozywczym

wedtug systemu RASFF

Mikroorganizmy wystepujgce w kazdej gatezi przemystu spozywczego mogg przedostawac
sie do produktéw spozywczych i obniza¢ ich jakosé. Szczegdlnie niebezpieczne sa
zanieczyszczenia bakteriami odpowiedzialnymi za choroby przenoszone przez zywnosé, ktore
w zaleznosci od gatunku i szczepu mikroorganizmu mogg prowadzi¢ do ostrych zatrué
pokarmowych, krwotocznego zapalenia zotgdka i jelit, posocznicy Ilub infekcji
ogdlnoustrojowych, a w konsekwencji nawet do smierci osdb, ktére spozyly skazona
zywnos¢ (Zhao i in., 2017). Do patogennych bakterii najczesciej przenoszonych przez
zywnos¢ nalezg: Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Yersinia enterocolitica,
enterokrwotoczne i enterotoksyczne szczepy Escherichia coli, Listeria monocytogenes oraz
w mniejszym stopniu Bacillus cereus, Clostridium perfringens, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae, Cronobacter spp., Pseudomonas spp. (ECDC i EFSA, 2018) , WHO, 2015, RASFF,
2022). Wedtug raportéw WHO, choroby bakteryjne przenoszone przez zywnos¢, pomimo
wdrozenia licznych systemoéw kontroli jakosSci i bezpieczerdstwa zywnosci (m.in.: dobrych
praktyk produkcyjnych i higienicznych GHP i GMP, systemu HACCP, restrykcyjnych systeméw
ISO serii 22000), sg nadal istotnym problemem zdrowia publicznego zaréwno w krajach
rozwinietych, jak i rozwijajgcych sie (WHO, 2015). Dane RASFF (wykres 1.5.) wskazujg, ze
najwiecej zgtoszen w kategorii zanieczyszczenia zywnosci mikroorganizmami patogennymi
dotyczyto sektora produkcji miesa drobiowego, stanowigc 3177 odnotowanych zawiadomien
sktadajgcych sie na jedna trzecig wszystkich alertow w rozpatrywanym okresie. Drugim
sektorem pod wzgledem liczebnosci byta produkcja miesa innego niz drobiowe (1539
zgtoszen), ktére wraz z miesem drobiowym sktadato sie na ponad potowe wszystkich
zgtoszen. Na dalszych miejscach odnotowano sektory produkcji: orzechéw i nasion, ryb
i owocdw morza oraz suchych produktéw takich jak: kawa, herbata, ziota i przyprawy
(odpowiednio: 1017, 929 oraz 925 zgtoszen).

Ograniczenie przypadkow zanieczyszczenia zywnosci patogennymi mikroorganizmami
wymaga odpowiedniej strategii, do ktérej zbudowania niezbedna jest wiedza na temat
mikroorganizmoéw typowych dla danego przemystu. Mikroorganizmy majg swoje preferencje
dotyczace Srodowiska wystepowania, substancji odzywczych i warunkéw do zycia. Rdznig sie

zdolnoscig adhezji do podtoza, a takze wrazliwoscig na poszczegdlne zwigzki chemiczne
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uzywane w procesach mycia i dezynfekcji. Niektore rodzaje zdolne s do wytwarzania
przetrwalnikéw — form opornych, zdolnych do przetrwania ekstremalnych warunkoéw, inne
z kolei posiadajg zdolno$¢ formowania biofilmu czyli wielokomdrkowych struktur, w obrebie
ktorych mikroorganizmy mogg sie komunikowad i wymieniaé¢ geny opornosci na substancje
aktywne zawarte w srodkach dezynfekujgcym (Yuan i in., 2020). Dlatego wtasnie kluczowa
jest znajomos¢ najczesciej wystepujacych mikroorganizméw w poszczegélnych gateziach
przemystu spozywczego.

Z wykorzystaniem danych systemu RASFF w niniejszej pracy stworzono dendrogramy
przedstawiajgce liczbe zgtoszen dotyczacych konkretnych patogenéw w poszczegdlnych
branzach, moggcych stanowi¢ podpowiedZ dotyczgcg wystepowania w nich konkretnych
mikroorganizmdéw. Wykresy pogrupowano tematycznie. Na wykresie 1.6. potgczono branze

produkcji miesa, w tym miesa drobiowego jak i pozostatych rodzajéw, a takze ryby i owoce

morza.
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Wykres 1.6. Zgtoszenia zagrozen mikrobiologicznych w produkcji miesnej w latach 2010 -
2022

Zrédto: opracowanie wiasne na podstawie danych z systemu RASFF
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tacznie trzy wspomniane gatezie przemystu stanowity ponad 60% wszystkich zgtoszen
dotyczacych zanieczyszczenia zywnosci przez patogeny lub ich toksyny (5647 zgtoszen). Sg to
zatem branze, w obrebie ktdérych nalezy zwrdci¢ szczegdlng uwage na czystosé
mikrobiologiczng, odpowiednie zarzadzanie bezpieczenstwem zywnosci oraz skutecznos¢
procesOw mycia i dezynfekgji.

W przypadku miesa najczestszg przyczyng zgtoszenia byly bakterie z rodzaju Salmonella
(odpowiednio: 2977 i 744 zgtoszenia). Bakterie nalezace do rodzaju Salmonella sg wzglednie
beztlenowymi, Gram-ujemnymi pateczkami. Sposréd wszystkich bakterii z tego rodzaju,
ponad 99% chordb wsrdd ludzi wywotywanych jest przez gatunek Salmonella enterica (Chen
i in., 2013, EFSA, 2018). W kontekscie zagrozen w przemysle spozywczym najwazniejsze sg
dwa typy serologiczne tego drobnoustroju — Salmonella enterica ser. Enteritidis
(przenoszona gtdwnie przez dréb) i Salmonella enterica ser. Typhimurium (przenoszona
rowniez przez swinie i bydto) (Antunes i in., 2016). Salmonelloza, ktérg wywotujg opisywane
bakterie, powoduje zespoty zapalenia zotgdka i jelit, ktérych objawami pojawiajgcymi sie po
4-72 godzinach s3: biegunka, goragczka i béle brzucha (Chen i in., 2013). Drobnoustroje
z rodzaju Salmonella tworzg biofilm na wiekszosci abiotycznych powierzchni uzywanych
w przemysle spozywczym oraz, co istotne, z tatwoscig przyczepiajg sie do miesa lub innych
produktdéw, zwiekszajgc ryzyko krzyzowych zakazen poza zaktadem przetwérstwa zywnosci
(Wang i in., 2013). De Oliviera (2014) wykazat, ze ponad 98% izolatow Salmonella sp.
pochodzacych z miesa drobiu, uzytych do badan, wytwarzato biofilm na przynajmniej jednej
z badanych powierzchni (tworzywo sztuczne, guma, cement, szkto) w zakresie temperatur od
16 do 35°C. Bakterie z rodzaju Salmonella wykorzystujg fimbrie w celu adhezji do podtoza,
nastepnie tworzg macierz ztozong gtéwnie z celulozy. Budowany biofilm ma strukture
wielowarstwowg, ktéra pozwala przetrwac¢ zyjagcym w nim bakteriom do roku, nawet
w warunkach niskiej aktywnosci wodnej (Galié i in., 2018). Najnowsze badania in vitro
dotyczace unieszkodliwiania biofilmu tych bakterii wskazujg, iz Srodki dezynfekujgce
uzywane w przemysle spozywczym powodujg nadekspresje gendéw odpowiedzialnych za
zjadliwos¢ i zdolnos¢ tworzenia biofilmu, stad wazne jest poszukiwanie nowych sposobdéw
kontroli tego zagrozenia, w szczegdlnosci w przemysle miesnym (Romeu i in., 2020).

W przemysle miesnym innym niz przemyst drobiarski, a takie przemysle mlecznym
(wykresy 1.6 i 1.7.) powaznym zagrozeniem sg takze bakterie z gatunku Escherichia coli (462

zgtoszenia). E. coli to, podobnie jak S. enterica, Gram-ujemna, wzglednie beztlenowa
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bakteria. W przeciwienstwie jednak do bakterii z rodzaju Salmonella wiekszo$¢ szczepdw
E. coli jest naturalng czescia mikrobioty jelita grubego cztowieka oraz zwierzat
statocieplnych. Przenoszone przez zywnosc¢ sg oznaka jej ztej jakosci, skazenia zwigzanego
przewaznie z brakiem higieny i mogg by¢ niebezpieczne dla zdrowia i zycia konsumentéw.
Szczepy E. coli, ktére uwazane sg za bezwzglednie niebezpieczne dla zdrowia i zycia ludzi to
szczepy enterotoksyczne i enterokrwotoczne (Galié i in., 2018). Najbardziej niebezpieczne
w kontekscie przemystu spozywczego sg szczepy produkujgce toksyne Shiga (najczesciej
identyfikowany serotyp to 0157:H7) (Karch i in., 1999). Juz stosunkowo niewielka liczba,
okoto 50 komérek E. coli STEC (z ang. Shiga toxin-producing E. coli) - wywotuje zaburzenia
funkcjonowania uktadu pokarmowego moggce prowadzi¢ do biegunek, a w ciezkich
przypadkach do krwotocznego zapalenia jelit (Karch i in., 1999). Galié i inni (2018) wskazujg
przy tej okazji na szczegdlne zagrozenie wytwarzanym przez te bakterie biofilmem, bowiem
nawet niewielka jego czes$¢, przedostajgc sie do zywnosci, moze mie¢ powazne
konsekwencje dla zdrowia konsumenta. Dodatkowym niebezpieczenstwem jest fakt, iz
bakterie STEC zyjace w biofilmie s3 wysoce odporne, w poréwnaniu z innymi bakteriami
z rodzaju Escherichia, na dziatanie wysokiego ci$nienia hydrostatycznego oraz popularnych
w przemysle spozywczym srodkéw do dezynfekcji (Chagnot i in., 2014). Tworzac biofilm,
komorki  bakterii STEC przyczepiajg sie do powierzchni zaréwno biotycznych jak
i abiotycznych wykorzystujgc flagelle i fimbrie (Carter iin., 2016). Sita adhezji, juz na
poczgtkowym etapie formowania sie biofilmu, jest na tyle duza, ze procesy mycia, na
przyktad warzyw, nie usuwajg komaérek z ich powierzchni (Silagyi i in., 2009).

Znacznie mniejszg liczbe przypadkdéw zakazenia zywnosci odnotowano z udziatem bakterii
Campylobacter jejuni. W wiekszym stopniu zanieczyszczenie tym mikroorganizmem
wystepowato jedynie w przemysle drobiarskim (104 zgtoszenia), dla ktérego jest bardzo
charakterystyczna. C. jejuni to Gram-ujemna, mikroaerofilna bakteria czesto wywotujaca
zatrucia pokarmowe uludzi. Oprécz infekcji zotgdkowo-jelitowych, w niektérych
przypadkach, C. jejuni moze powodowac rozwéj zespotu Guillaina-Barrégo, czyli zaburzenia
autoimmunologicznego obwodowego uktadu nerwowego (Oh, Irews i Jeon, 2018). Patogen
ten nie jest znany z efektywnego tworzenia biofilmu bakteryjnego. Jak wskazujg badania, aby
mikroorganizm ten skutecznie mogt skolonizowaé srodowisko produkcyjne, niezbedna jest
wczesniejsza obecnos$é innych, szybciej tworzacych biofilm mikroorganizmoéw, takich jak

P. aeruginosa, Salmonella sp. czy E. coli (Teh, Lee i Dykes, 2019). Niedopuszczanie do
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powstania biofilmu poprzez starannie wykonywane procesy mycia i dezynfekcji s3
w przypadku C. jejuni najskuteczniejszym sposobem eliminacji bakterii z obszaréw produkc;ji

Zywnosci.
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Wykres 1.7. Zgtoszenia zagrozen mikrobiologicznych w produkcji mleczarskiej, piekarniczej
oraz produkgcji jaj w latach 2010 - 2022

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych z systemu RASFF

Przemyst rybny i branza owocow morza (557 zgtoszen), a takze szeroko pojety sektor
mleczarski (333 zgtoszenia, co stanowito blisko 50% wszystkich odnotowanych w sektorze —
wykres 1.7.) najczesciej spotykajg sie natomiast z zagrozeniem zwigzanym z obecnoscig
bakterii z gatunku L. monocytogenes. L. monocytogenes to powszechnie wystepujaca
w srodowisku, wzglednie tlenowa pateczka Gram-dodatnia, zdolna do wzrostu w szerokim
zakresie temperatur (1 do 45°C) i pH (4 do 9), co czyni jg szczegdlnie niebezpieczng dla
zywnosci przechowywanej w warunkach chtodniczych z wykorzystaniem lodu (Mgretrg

i Langsrud, 2004). Spozycie zywnosci skazonej przez bakterie L. monocytogenes mozie
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prowadzi¢ do listeriozy, szczegdlnie niebezpiecznej dla noworodkdw, kobiet w cigzy i oséb
starszych. Czestos$¢ wystepowania listeriozy jest zdecydowanie nizsza niz w przypadku innych
choréb bakteryjnych, niemniej choroba ta charakteryzuje sie wysokim wspdtczynnikiem
Smiertelnosci (Camargo i in., 2017). W warunkach produkcyjnych L. monocytogenes moze
przetrwa¢ miesigce, a nawet lata. Jej siedliskiem sg przede wszystkim powierzchnie
i elementy wyposazenia zaktadu produkcyjnego. Wynika to gtéwnie ze zdolnosci bakterii do
przetrwania w warunkach ekstremalnych takich jak: mata ilos¢ substancji odzywczych,
temperatury chtodnicze, wysoka zawarto$é soli, niska aktywno$é wodna oraz z uwagi na
zdolnosc¢ efektywnego formowania biofilmu bakteryjnego (Rodriguez-Lépeziin., 2018).

Wykres 1.7. pokazuje réwniez, ze w produktach pochodzacych od jaj kurzych oraz
w przypadku samych jaj zgloszenia zawsze dotyczg bakterii z rodzaju Salmonella sp.
W przemysle piekarniczym natomiast bakterie Salmonella sp. odpowiadajg za najwieksza
liczbe zgtoszen, wyprzedzajac liczbe zgtoszen dotyczacych bakterii L. monocytogenes, E. coli
i B. cereus.

Ostatni z wymienionych mikroorganizméw, B. cereus, jest szczegdlnie warty uwagi ze
wzgledu na umiejetno$¢ wytwarzania form przetrwalnikowych. Ruchliwa, tlenowa,
mezofilna, Gram-dodatnia pateczka bardzo szybko wytwarza struktury wydtuzonych
zarodnikdw odpornych na ekstremalne warunki $rodowiskowe takie jak ogrzewanie,
zamrazanie, suszenie i promieniowanie ultrafioletowe. Ze wzgledu na zdolno$é
przetrwalnikowania, bakteria ta zdolna jest przetrwac warunki pasteryzacji (Kotiranta, 2020).
B. cereus izolowany jest gtéwnie z produktéw miesnych i ryzu, rzadziej wystepuje
w produktach mlecznych. Objawami zatrucia pokarmowego wywotanego przez ten patogen
moga by¢ biegunka i wymioty. Pomimo zdolnosci wytwarzania przetrwalnikdw B. cereus nie
stanowi tak duzego zagrozenia w przemysle spozywczym jak bakterie Salmonella sp. czy
L. monocytogenes, czego jedng z gtdwnych przyczyn moze by¢ brak zdolnosci efektywnego
tworzenia biofilmu.

W przypadku przetworstwa owocdédw i warzyw (wykres 1.8.) najczesciej wystepujgcym
patogenem, tak jak w wiekszosci przypadkow, byly bakterie z rodzaju Salmonella (531
przypadkéw sposréd 669 zgtoszen), nastepnie Listeria (55) i Escherichia (32). Zgtoszenia
dotyczgce produktéw takich jak orzechy i nasiona zostaly natomiast catkowicie

zdominowane przez bakterie wywotujgce salmonelloze (1005 przypadkéw sposréd 1017).
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Wykres 1.8. Zgtoszenia zagrozen mikrobiologicznych w przetwoérskie owoco-warzynym,
opraw produkcji nasion i orzechéw w latach 2010 — 2022

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych z systemu RASFF

Ostatnim obszarem, w ktérym zgtaszano znaczaca liczbe alertéw byty gatazie przemystu
produkujgcego suche produkty takie jak: kakao, kawa, herbata, ziota i przyprawy (wykres
1.9.). Odnotowano 925 przypadkéw zaniedban, z czego ponad 90% dotyczyto bakterii
zrodzaju Salmonella. Drugg grupa pod wzgledem liczebnosci byly zgtoszenia dotyczace
bakterii B. cereus (63 przypadki), natomiast inne przypadki stanowity ponizej 1% wszystkich
zgtoszen w sektorze. Pozostate dwie gatezie zaprezentowane na wykresie 1.9. tj.: produkty

gotowe do spozycia, sosy, dodatki do zywnosci, barwniki spozywcze, suplementy diety,
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Wykres 1.9. Zgtoszenia zagrozen mikrobiologicznych w produkcji kawy, herbaty, ziét i przypraw; zywnosci specjalnego przeznaczenia oraz
dan gootwych, a takze produktéw pozostatych, niezawartych w innych gateziach, w latach 2010 — 2022

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie danych z systemu RASFF
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zywnos¢ dietetyczna specjalnego przeznaczenia, zywnosc¢ dla niemowlat, zupy oraz pozostate
produkty spozywcze nieujete w innych kategoriach stanowity razem grupe 353 przypadkéw
sposrod 9316 odnotowanych przez system RASFF w latach 2010-2022 w kategorii
zanieczyszczen przez mikroorganizmy patogenne lub ich toksyny.

Warto wspomnieé, ze niektére infekcje mikroorganizmami patogennymi sg scisle
zwigzane z wystepowaniem zjawiska biofilmu (Zhao i in., 2017). Bakterie tworzgce biofilm sg
szczegblnie niebezpieczne w obszarze produkcji zywnosci i wykazujg zwiekszong odpornosé
na srodki dezynfekujgce (Yuan i in., 2020). Biofilmem nazywane jest zorganizowane skupisko
zagregowanych, zywych komdérek mikroorganizméw, osadzonych w samodzielnie
wytworzonej matrycy ztozonej z zewnatrzkomdrkowych substancji polimerowych (EPS —
z ang. extracellular polymeric substances). W sktad biofilmu, wraz z zywymi komdérkami oraz
EPS, wchodzg réwniez: bakteriocyny, komérki eukariotyczne, enzymy oraz w 90-97% woda.
Struktura biofilmu osigga od kilkunastu mikrometréw do nawet kilku milimetréw grubosci,
tworzagc w naturalnych warunkach stabilny rezerwuar dla mieszanych szczepéw
mikroorganizmdéw (Brooks i Flint 2008, Rabin i in., 2015).

Niepozgdane mikroorganizmy mogg zanieczyszcza¢ produkt spozywczy poprzez
bezposredni kontakt biofilmu z produktem, jak rowniez posrednio. Dzieje sie tak, gdy
podczas procesdw czyszczenia i dezynfekcji cze$¢ biofilmu zostaje oderwana od powierzchni
niemajgcej kontaktu z zywnoscig, i w konsekwencji moze zostac transferowana do produktu
koncowego (Wagner i in.,, 2020). Dodatkowo, nalezy podkreslic, ze do czynnikdéw
etiologicznych chordb przenoszonych za posrednictwem zywnosci przynalezg zaréwno same
mikroorganizmy, jak réwniez wytwarzane przez nie metabolity, w tym toksyny, ktére moga
by¢ zawarte w biofilmie (np. toksyna Shiga) (Galié i in., 2018). Zrozumienie roli biofilmu
w funkcjonowaniu bakterii w przestrzeni produkcyjnej jest nieodzowne w celu zapewnienia
nalezytej czystoéci mikrobiologicznej zywnosci. Swiadomo$¢ zagrozenia niesionego przez
opisane zjawisko powinno mieé odzwierciedlenie w prawidtowo prowadzonych procesach
mycia i dezynfekcji, aby poza usunieciem komérek bakteryjnych zniszczyé, a nastepnie nie

doprowadzi¢ do ponownego utworzenia sie biofilmu.
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2. Zarzadzanie bezpieczenstwem zywnosci

Kazde przedsiebiorstwo produkujgce i wprowadzajgce do obrotu zywnos¢ na terenie Polski
funkcjonuje w ramach okreslonych realiéw, aktéw prawnych, norm i zasad branzowych.
Przedsiebiorstwa zobowigzane sg do respektowania wiekszosci z nich, szczegdlnie tych
zwigzanych z prawem krajowym i miedzynarodowym. Jednakze, aby zbudowac silng,
rozpoznawalng marke, wspdtpracujaca z najwiekszymi podmiotami na rynku, niezbedne jest
wdrozenie nieobowigzkowych standardéw i norm. W niniejszym rozdziale pracy
przedstawiono zarowno obowigzkowe jak i nieobowigzkowe zbiory regulacji w przemysle

spozywczym.

2.1. Uwarunkowania prawne bezpieczenstwa zywnosci w Polsce

Prawo zywnosciowe w Polsce obliguje kazdy z podmiotéw produkujgcych artykuty rolno-
spozywcze na terenie kraju do zapoznania sie i przestrzegania wielu aktéw prawnych
ograniczajacych badZz regulujacych kwestie kluczowe dla zapewnienia bezpieczenstwa
i jakosci zywnosci, uczciwej konkurencji czy odpowiedniego znakowania produktow
posrednio lub bezposrednio przeznaczonych do spozycia przez ludzi i zwierzeta. Aktualnie
petna lista aktdw prawnych zawiera 9 ustaw i 12 rozporzadzen o zasiegu krajowym oraz
nadrzedne 23 rozporzadzenia unijne. Czes¢ z nich dotyczy wszystkich producentéw zywnosci
bez wzgledu na rodzaj produkowanych wyrobdéw zywnosciowych, natomiast czes$é
przeznaczona jest dla okreslonych branz lub okreslonych grup produktowych. Ponizej
zamieszono tabele 2.1., w ktérej zebrano liste aktédw prawnych dotyczgcych wszystkich
producentéw zywnosci okrojong do tych dotyczacych zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci.

Kontrole spetnienia wymogdw prawnych zawartych w powyzszych aktach sprawujg
w Polsce 4 instytucje: Panstwowa Inspekcja Sanitarna, Inspekcja Weterynaryjna, Inspekcja
Jakosci Handlowej Artykutéw Rolno-Spozywczych oraz Panstwowa Inspekcja Ochrony Roslin
i Nasiennictwa. Organy te mogg prowadzi¢ kontrole producentéw zywnosci, w razie
nieprawidtowosci naktadaé na nie sankcje, a w skrajnych przypadkach czasowo zamkngé

zaktad produkcyjny, w ktérym razgco zaniedbano kwestie bezpieczenstwa zywnosci.
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Tabela 2.1. Akty prawne regulujgce dziatanie kazdego przedsiebiorstwa produkujacego
2Zywnos¢ na terenie Polski

Akty prawne dotyczace bezpieczenstwa zywnosci obowigzujgce w Polsce

Akty prawa krajowego

Ustawa

Ustawa z dnia 14 marca 1985 r. o Panstwowej Inspekgcji Sanitarnej, Dz.U. 2019, poz. 59 z
pdin. zm.

Ustawa z dnia 21 grudnia 2000 r. o jakosci handlowej artykutéw rolno-spozywczych, Dz.U.
2019, poz. 2178 z pdzn. zm.

Ustawa z dnia 25 sierpnia 2006 r. o bezpieczenstwie zywnosci i zywienia, Dz.U. 2020, poz.
2021 z pdzn. zm.

Rozporzadzenie

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 16 wrze$nia 2010 r. w sprawie substancji
wzbogacajacych dodawanych do zywnosci, Dz.U. 2010, nr 174, poz. 1184

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 31 marca 2011 r. w sprawie naturalnych wéd
mineralnych, wéd zrédlanych i wod stotowych, Dz.U. 2011, nr 85, poz. 466

Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 23 grudnia 2014 r. w sprawie
znakowania poszczegdlnych rodzajow srodkéw spozywczych, Dz.U. 2015, poz. 29.

Akty prawa unijnego

Rozporzadzenie

Rozporzadzenie (WE) nr 178/2002 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 28 stycznia 2002
r. ustanawiajgce ogodlne zasady i wymagania prawa zywnosciowego, powotujgce Europejski
Urzad ds. Bezpieczeristwa Zywnosci oraz ustanawiajgce procedury w zakresie

bezpieczeristwa zywnosci

Rozporzadzenie (WE) nr 853/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 29 kwietnia 2004
r. ustanawiajgce szczegdlne przepisy dotyczace higieny w odniesieniu do zywnosci
pochodzenia zwierzecego

Rozporzadzenie (WE) nr 1924/2006 Parlamentu Europejskiego i Rady z dnia 20 grudnia 2006
r. w sprawie oswiadczen zywieniowych i zdrowotnych dotyczgcych zywnosci

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie Prawo zywnoéciowe. Portal informacyjny o prawie zywnoséciowym

(2023) dostep: 21.06.2023
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Powotujgc sie na wnioski raportu NIK (Najwyzsza Izba Kontroli) z 2022 roku, dotyczacego
skutecznosci urzedowych kontroli prawa zywnosciowego w Polsce (BIP, 2022, dostep
20.06.2023) nalezy zaznaczy¢, ze gtdwnym gwarantem bezpieczestwa zywnosci, szczegdlnie
w obliczu jego nieczestych nowelizacji, nie jest prawo zywnosciowe obowigzujgce na danym
obszarze, czy tez ryzyko skuteczniejszych kontroli urzedowych lecz przede wszystkich
wewnetrzne systemy zapewnienia jakosci i bezpieczenstwa zywnosci wprowadzone przez

same przedsiebiorstwa.

2.2. Normy i podejscie systemowe w zarzadzaniu jakoscia mikrobiologiczng
Zywnosci

Aby zapewni¢ odpowiedni poziom czystosci mikrobiologicznej w procesie produkcji
zywnosci, szczegdlnie w Swietle przedstawionych we wczesdniejszej czesci danych
dotyczacych zanieczyszczenn zywnosci, wazne jest konsekwentne zarzadzanie ryzykiem
mikrobiologicznym na kazdym etapie produkcji. Zgodnie z obowigzujgcymi praktykami
odpowiednia procedura zarzgdzania czystoscig mikrobiologiczng w zakfadzie produkcyjnym
powinna obejmowac nastepujace kroki: (1) zapobieganie powstawaniu zanieczyszczenia
mikrobiologicznego, (2) usuwanie istniejgcego zagrozenia mikrobiologicznego, (3) kontrola
i prewencja po procesie mycia i dezynfekcji (rysunek 2.1.) (Ptaza 2017; Zhao i in. al.2017, ISO
22000:2018). Aby skutecznie zapobiega¢ powstawaniu zanieczyszczern mikrobiologicznych
zywnosci, zgodnie z Kodeksem Zywnoéciowym, kazdy producent zywnosci jest zobowigzany
do wdrozenia zasad HACCP, ktére sprowadzajg sie do okresSlenia punktéw krytycznych,
okreslenia dla nich mierzalnych kryteriow oraz ich statego monitorowania (Kodeks
Zywnosciowy). Czesto takimi punktami krytycznymi sg procesy pasteryzacji lub sterylizacji
produktdéw, a takze procesy mycia i dezynfekcji. Aby poprawnie zidentyfikowac zagrozenia
mikrobiologiczne, niezbedna s3 odpowiednia wiedza i $wiadomos¢, z jakimi
mikroorganizmami mozna spotkac¢ sie na réznych etapach produkcji w zaleznosci od gatezi
przemystu spozywczego. Oprécz obowigzujgcych zasad HACCP, producenci zywnosci coraz
czesciej decydujg sie na wdrozenie dobrej praktyki produkcyjnej lub/i higienicznej (GMP,
GHP). Czesto stanowig one podstawe dla bardziej wymagajgcych norm w branzy spozywczej,
takich jak miedzynarodowa norma zarzadzania bezpieczerstwem zywnosci ISO: 22000, czy
standardy branzowe, takie jak IFS Food (z ang. International Food Standard), BRC (z ang.

British Retail Consortium) czy nawet bardziej szczegétowe — prywatne standardy partnerow

40


https://bip.brpo.gov.pl/pl/content/rpo-kontrola-zywnosci-problemy-mz
https://bip.brpo.gov.pl/pl/content/rpo-kontrola-zywnosci-problemy-mz

biznesowych. Normy te, oprécz wymagan dotyczacych identyfikacji i monitorowania
punktéw kontrolnych, zobowigzujg firmy do systematycznej, udokumentowanej dezynfekcji
z uzyciem odpowiedniego srodka sanityzujgcego, prowadzenie pomiaréw kontrolnych po
zakonczonych procesach oraz wdrazanie dziatan korygujgcych w przypadku nieskutecznego
mycia i dezynfekcji (ISO 22000:2018). Powyzsze zasady, standardy oraz odpowiednia higiena
utrzymywana podczas procesu produkcji zywnosci pozwalajg skutecznie zapobiegac
i ograniczac skale strat wynikajgcych z zagrozenia mikrobiologicznego.

Standardy i normy nie mogg jednak zapewnié absolutnego bezpieczenstwa. Niezbedne
jest zaplanowanie i systematyczne przeprowadzanie procesdw czyszczenia i dezynfekcji
z uzyciem odpowiednio dobranych srodkéw odkazajacych (Yuan i in., 2020; Zhao i in., 2017).
Po dezynfekcji nalezy przeprowadzi¢ procedure kontrolng, aby upewnic sie, ze wybrane
srodki dezynfekujgce sg skuteczne. Zmniejszajaca sie skuteczno$¢ moze Swiadczyé
o uodpornieniu drobnoustrojéw na stosowane s$rodki dezynfekcyjne. Aby unikngé tego
zjawiska, konieczna jest rotacja srodkow dezynfekcyjnych i uzupetnienie tradycyjnych
rozwigzan metodami alternatywnymi o innym mechanizmie biobdjczym (Donaghy i in.,
2019). Stabsze efekty dezynfekcji mogg byé rowniez spowodowane innymi czynnikami,
czesto ludzkimi, dlatego wazne jest, aby znalez¢ przyczyne w przypadku niepetnej dezynfekcji
i wprowadzi¢ dziatania korygujace przed kolejnym procesem. Odpowiednie zarzadzanie
ryzykiem i bezpieczenstwem zywnosci poparte wiedzg i odpowiednio dobranymi srodkami
myjacymi i dezynfekujagcymi sg w stanie zapewni¢ niemal catkowite bezpieczenstwo

mikrobiologiczne produktéw spozywczych.
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PLANOWANIE

Zapobieganie powstawaniu zanieczyszczen mikrobiologicznych poprzez:
- utrzymywanie odpowiedniego poziomu higieny

- dobre praktyki produkcyjne

- rozpoznanie 1 zrozumienie zagrozenia mikrobiologicznego

- Zaplanowanie strategii kontroli zagrozenia mikrobiologicznego

- spelnienie norm i standardow zarzadzania bezpieczenstwem zywnosci

DZIALANIE
Usuwanie zanieczyszczen mikrobiologicznych poprzez: w
- prowadzenie procesow mycia zgodnie z harmonogramem i metodyka E
- wybor odpowiednich srodkaw myjacych | dezynfekujacych E‘
metody 5
fizyczne X
w
) N ~ metody (@]
- efektywne prowadzenie procesow dezynfekcji —% chemiczne LIDJ
metody 3]
biologiczne <
(&}

SPRAWDZANIE

Kontrola oraz usprawnienia po procesach mycia | dezynfekcji poprzez:

- rotacje srodkow dezynfekujacych oraz uzupeinienie tradycyjnych metod
tymi o innym mechanizmie dziatania

- kontrole czystosci powierzchni po procesach mycia 1 dezynfekcji

- poprawe procesu w razie wykrycia pozostalosci po ww. procesach

- poszukiwanie zrodel ewentualnych pozostalosci zanieczyszczen

Konstrola higieny, HACCP, GMP, GHP, 1S0:22000 oraz inne normy i standardy branzowe

Rysunek 2.1. Schemat modelowego podejscia do zarzadzania bezpieczeristwem zywnosci w przemysle spozywczym

zrédto: opracowanie wiasne na podstawie (Ptaza 2017; Yuaniin., 2020; Zhao i in., 2017; ISO 22000:2018)



3. Procesy mycia i dezynfekcji w przemysle spozywczym

Bakterie chorobotwdrcze mogg stanowié zagrozenie niemal na kazdym etapie faicucha
produkcji wyrobdw spozywczych, generujac coraz wiekszg liczbe zachorowan przenoszonych
przez zywno$¢ w réznych regionach swiata (Zhao i in., 2017). Problem zanieczyszczenia
zywnosci mikroorganizmami zwykle zaczyna sie od zanieczyszczenia powierzchni
abiotycznych. Powszechnie, aby zapewni¢ odpowiedni poziom higieny produkcji, stosuje sie
codzienne procesy mycia i dezynfekcji w celu kontroli i usuwania zanieczyszczen
bakteryjnych. Schemat blokowy takiej procedury przedstawiono na schemacie 3.1. (lfiiguez-
Moreno i in., 2017). Proces czyszczenia wstepnego usuwa resztki jedzenia, zabrudzenia
i materie organiczng, ktdre gromadzg sie na powierzchniach podczas produkcji. Procesy
mycia pozwalajg usung¢ do 90% bakterii, jednak bez ich zabijania, dlatego daje to tylko efekt
tymczasowy (lfiiguez-Moreno i in., 2017; Yuan i in., 2020). Kluczowy dla zapewnienia jakosci
mikrobiologicznej w przemysle spozywczym jest proces dezynfekcji. Ma to bezposredni
wptyw na jakosc i bezpieczenstwo produktu w catym jego cyklu zycia (Cuggino i in. 2020;
Meireles, Giaouris i Simdes 2016). Na skutecznos¢ tego procesu wptywa szereg powigzanych
ze sobg czynnikdéw, takich jak: rodzaj i charakter czyszczonej powierzchni, zawartosc¢ i rodzaj
materii organicznej pozostajgcej na dezynfekowanej powierzchni, rodzaj mikroorganizmoéw
typowych dla danej branzy, temperatura, pH, czas ekspozycji na Srodek dezynfekujacy,
stezenie i co najwazniejsze — rodzaj Srodka dezynfekujgcego (Cuggino i in., 2020; Ma i in.,

2019; Posada-lzquierdo i in., 2013; Yim i in., 2021).
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POCZATEK

Wstepne czyszczenie -
zimna woda usuniecie zanieczyszczen
statych
ciepta woda
Mycie z wodg >50°C +
i detergentem™ wybrany
detergent
zimna woda Plukanie po myciu

wybrany
srodek

dezynfekujacy

Dezynfekcja

Ptukanie po
dezynfekcji**

zimna woda

Kontrola procesu
mycia i dezynfekgciji

Kontrola skutecznosci Kontrola pozostatosci
dezynfekcji np.: metodami biofizykochemicznych
bioluminescenc;ji lub PCR po dezynfekcji np.:
w czasie rzeczywistym [1] kontrola PH

Czy spetniono
zatozone
parametry?

NIE

Czy spetniono TAK
zatozone
parametry?

Rysunek 3.1. Schemat blokowy procedury czyszczenia, mycia i dezynfekcji w przemysle
spozywczym
zrédto:  opracowanie wtfasne na podstawie (Wirtanen i Salo, 2003; Sansemastiano i in., 2007)

[1] (Rajapaksha, 2019)
*wybrany detergent moze naleze¢ do grupy alkalicznych lub kwasnych. Mozna takze stosowaé mycie

obydwoma, z zachowaniem dodatkowe ptukania pomiedzy ich stosowaniem.
**ptukanie po dezynfekcji ma zastosowanie wtedy, kiedy pozostatosci Srodka dezynfekujgcego mogg dostac sie
do produktu spozywczego, zagrazaé personelowi lub powodowac korozje urzadzen.
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Zgodnie z oficjalnymi metodami analizy AOAC, standard odkazania w zakresie redukcji
zanieczyszczenia powierzchni abiotycznych majgcych kontakt z Zzywnoscig jest ogdlnie
akceptowany jako 99,999% (redukcja o 5 log) osiggniety w 30 sekund (Cuggino i in. 2020).
Proces dezynfekcji odgrywa kluczowa role w inaktywacji i eliminacji bakterii
chorobotwérczych do poziomu akceptowalnego przez organy kontrolne i normy
bezpieczenstwa.

Jak juz wspomniano, proces dezynfekcji odgrywa kluczowg role w zwalczaniu
mikroorganizmdéw z abiotycznych powierzchni produkcyjnych, stanowigc zdecydowanie
najskuteczniejszg sposréod wszystkich strategii walki z zagrozeniami mikrobiologicznymi.
Warto jednak pokresli¢, ze dla zapewnienia statego, kompleksowego bezpieczeristwa
mikrobiologicznego w procesie produkcji zywnosci wazne sg rowniez inne czynniki, takie jak:
utrzymanie higieny pracownikéw, dbato$é¢ o jakos¢ mikrobiologiczng surowcéw, a takze
nadzorowane, przetestowane i udoskonalane procesy mycia (zgodnie z kotem Deminga
przedstawione w normach zarzgdzania jakoscig zywnosci 1ISO:22000), a takze ocena, kontrola

i zarzadzanie ryzykiem mikrobiologicznym (Farber i in., 2021; Filteriin., 2021).

3.1. Systematyczny przeglad literatury w obszarze srodkow dezynfekujacych

w przemysle spozywczym

W celu udzielenia odpowiedzi na pytania, jakie strategie ograniczania i monitorowania
zagrozen mikrobiologicznych sg obecnie stosowane w przemysle spozywczym oraz jakie sg
kierunki rozwoju srodkéw dezynfekujgcych przeprowadzono przeglad literatury bedacy
podsumowaniem badan w tym zakresie z ostatnich szesciu lat. W niniejszym przegladzie,
bedgcym jednoczesnie rozdziatem pracy doktorskiej, skupiono sie réwniez na Srodkach
dezynfekcyjnych, w tym skutecznosci ich dziatania na powierzchniach abiotycznych (stal
nierdzewna, HDPL, szkto), spektrum aktywnosci i mozliwosci zastosowania w przemysle
spozywczym. Podsumowano réwniez badania nad nowoczesnymi $rodkami dezynfekcyjnymi
zawierajgcymi substancje naturalne, ktére mogg stanowi¢ alternatywe dla obecnie
stosowanych srodkéw.

Systematyczny przeglad literatury oparty zostat na metodzie SALSA (wyszukiwanie, ocena,
synteza, analiza — z ang.: Search, Appraisal, Synthesis, Analysis) (Booth, 2016) i procedurze

kuli s$nieznej (Jalali i Wohlin 2012). W przeglagdzie uwzgledniono oryginalne artykuty
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badawcze oraz artykuty przegladowe na temat strategii kontroli drobnoustrojéw, metod
i uzywanych srodkéw dezynfekujgcych z ostatnich 5 lat (2016-2022). Kompleksowy przeglad
literatury zostat przeprowadzony w pazdzierniku 2022 r. przy uzyciu internetowej bazy
danych Scopus (Elsevier). Uwzgledniono w nim tylko prace opublikowane w jezyku
angielskim. Schemat procesu badawczego zostat zaprezentowany na rysunku 3.2. Na
poczatku zidentyfikowano tgcznie 455 (N) artykutdéw. W kolejnym kroku usunieto artykuty
nieanglojezyczne, co pozwolito zredukowac liczbe artykutéw do N=440. Nastepnie dokonano
oceny tresci na podstawie tytutdw i abstraktow, co zaowocowato wyborem najwazniejszych
(N=92) artykutéw i prac przeglagdowych. Na podstawie analizy tresci wykluczono publikacje
dotyczace dezynfekcji powierzchni biotycznych, a takze publikacje, w ktdrych badane
substancje byty dodawane bezposrednio do produktu w celu dziatania konserwujacego
(N=83). Na drodze analizy petnych tresci artykutdéw wytgczono jeszcze 6 artykutéw z uwagi na
ich niepetng dostepnosé. W niniejszej publikacji wykorzystano réwniez kilka artykutow
i innych Zzrédet wykraczajacych poza ten zakres (N=11). Zostaty one wigczone do analizy na
podstawie metody kuli $nieznej, co skutkowato w rezultacie finalnej bazy artykutow
wykorzystanych do przeprowadzenia systematycznego przegladu literatury (N=73). Wybrane
artykuty zostaty przeanalizowane pod katem poszukiwania odpowiedzi na postawione
pytania badawcze:

e Jakie sg trendy w Swiatowej literaturze naukowej w obszarze tradycyjnych

i alternatywnych srodkéw dezynfekujgcych w ostatnich latach?
o Jaka skutecznos¢ dezynfekcji i przy jakich warunkach uzyskano dla substancji badanych
w ramach analizowanych artykutéw?

Odpowiedzi na powyzsze pytania wraz z podsumowaniem metod dezynfekcji przedstawiono
w tabelach 3-5. Substancje podzielono zgodnie z klasyfikacjg zaproponowang przez Ihiguez-
Moreno i in. (2017) na: chemiczne, fizyczne i biologiczne. W ponizszej charakterystyce,
opracowanej na podstawie przeprowadzonego przegladu literatury, zestawiono najczesciej
stosowane substancje uwzgledniajgc szczegdétowe informacje dotyczace zakresu i efektu

oddziatywania oraz stosowanych stezen.
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Badania wstepne: wybér
odpowiednie] bazy artykutow:
Scopus

Poszukiwanie: wybdr publikacji
W oparciu o tytuly, abstrakly oraz
slowa kluczowe 7 lat 2016-2022

(z wykorzystaniem komendy
szukajace] zamieszczone] obok)

N=455

Eliminacja nieanglojezycznych
artykutow n= 461

N=440

Eliminacja artykutow
nieodpowiadajacych tytuami lub
abstraktami profilowi badan n = 21

N=83

Eliminacja artykutow z uwagi na
niepetng dostepnost n = 6

N=T7

Artykuty dotyczace: kontroli
bezpieczenistwa mikrobiclogicznego,
zarzadzania i zapewnienia jakosci
mikrobiologiczne] produktow
spozywezych, tradycyjnych oraz
nowych srodkéw dezynfekujacych iich
efektywnosci, mozliwosci
zastosowania oryginalnych srodkow
dezynfekujacych i kierunkiich rozwoju

N=11
/

Synteza i analiza: finalny zbior artykutow
0 wyodrebnionej tematyce:

-Srodki dezynfekujace bazujace na
substancjach roalinnych n = 20

-woda elekirolizowana n = 15

-Srodki dezynfekujace bazujace na
Zwiazkach chlorun = 4

-rodki dezynfekujace bazujace na
Zwiazkach azotu n=4

-Kwasy organiczne i nieorganiczne n = 3
fagin=5

-pordwnanie roznych typow rodkow
dezynfekujacychn =5

-inne, oryginalne érodki dezynfekujace n =9

Rysunek. 3.2. Uproszczony schemat wykorzystanej metodologii SALSA

zrédto: opracowanie wtasne na podstawie (Szutowska, 2020)

3.2. Chemiczne metody dezynfekcji

Arykuty przegladowe oraz
badawcze wiaczone do
analizy na podstawie
metody kuli $nieznej

Chemiczne zwigzki przeciwdrobnoustrojowe, takie jak: chlor, nadtlenek wodoru, kwas

nadoctowy czy czwartorzedowe zwigzki amoniowe znane ze swojej skutecznosci sg szeroko

stosowane od wielu lat. Niestety, preparaty chemiczne majg rowniez istotne wady, poniewaz

uzywane w zbyt wysokich stezeniach mogg by¢ odpowiedzialne za korozje urzadzen i linii

produkcyjnych (Fukuzaki, 2006) i zwykle sg toksyczne dla Srodowiska i ludzi. Szacuje sie, ze

okoto 25% stosowanych czwartorzedowych soli jonowych dostaje sie do Srodowiska gtéwnie

ze Sciekami po dezynfekcji. Cierpiag na tym szczegdlnie wrazliwe na zanieczyszczenia

organizmy wodne, natomiast, gdy wspomniane zwigzki dostang sie do gleby, skutkuje to
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pojawieniem sie w roslinach stresu oksydacyjnego. Ludzie wystawieni na ekspozycje QAC
narazeni sg na kontaktowe zapalenie skéry, podraznienie drég oddechowych oraz alergie
(Telesinski i in., 2016). Ponadto, powszechne stosowanie chemicznych $rodkéw
dezynfekcyjnych prowadzi do wzrostu tolerancji i odpornosci wielu mikroorganizmow.
Przyktadowo, bakterie z gatunku L. monocytogenes mogg rozwingc¢ tolerancje wzgledem
klasycznych srodkéw dezynfekujacych, takich jak kwas nadoctowy czy czwartorzedowe
zwigzki amoniowe, w miare ich stosowania (Baranowska i Rodziewicz 2008; Bridle i in. 2011;
Fagerlund i in. 2017; Yuan i in. 2020). Znanym jest rowniez mechanizm uodparniania sie
bakterii Gram-ujemnych na zwigzki chloru, w tym najskuteczniejszy - podchloryn sodu. Co
wiecej, stosowanie zwigzkdw chloru wzmaga odpowiedz bakterii i stymuluje ich mechanizmy
antybiotykoodpornosci (da Cruz i in., 2020). Istnieje zatem konieczno$¢ opracowania
nowego, niewywotujgcego mechanizmdédw antybiotykoodpornosci, przyjaznego dla
srodowiska, srodka dezynfekujgcego, ktéry bedzie w stanie inaktywowac drobnoustroje
chorobotwércze bez negatywnego wptywu na zdrowie konsumentéw i bezpieczernstwo
srodowiska. Niemniej, chemiczne preparaty do dezynfekcji s3 nadal najczesciej
wykorzystywane sposrdéd wszystkich dostepnych zwigzkéw, a w pracach naukowych nad
alternatywami sg zwykle punktem odniesienia dla nowych zwigzkéw czy sposobow
ograniczania wystepowania zagrozenia mikrobiologicznego. Ponizej zamieszczono tabele

3.1., w ktorej podsumowano srodki dezynfekujgce skategoryzowane jako chemiczne.

Tabela 3.1. Zwiazki chemiczne potencjalnie lub realnie wykorzystywane w dezynfekcji
zaktadow przemystu spozywczego bedace przedmiotem badan w latach 2016-2022,
wyodrebnionych w ramach systematycznego przegladu literaturowego

Stezenie/

srodek dezynfekujagcy =~ Mikroorganizm warunki Zaobserwowany efekt Zrédto
Lekko kwasna woda Znaczna redukcja biofilmu L. .
. . . . . . (Jeon, Kwon, i
elektrolizowana L. innocua 70 ppm/5min innocua na powierzchniach
. . L Yoon 2017)
(SAEW) majgcych kontakt z zywnoscia
o . E
Kwasna woda E. coli, NaCl stezenie Redukcja b.IOfI|mU 0 67% (dla .
. . coli), 52% (dla V. (Haniin.,
elektrolizowana V.parahaemolyticus 3.0g/L arahaemolyticus) 82% i (dla L 2017)
(AEW) L. monocytogenes 5 min p y ol :
monocytogenes)
40, 60, 80, 100 Redukqé B. subtilis i B. cereus po
B. cereus i 120 mg/L kontakcie z AEW o: 0,36-4,45 log (Zhang i in
AEW oraz SAEW B.subtilis 1213 minw CFU/ml, podczas gdy po uzyciu 2016) Y
’ ! 22°C SAEW 0 0,47-6,86 log w zaleznosci

od stezenia i warunkow
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Redukcja populacji

0-50 mg/L mikroorganizméw o od 4,45 do (N. W. Li, Liu,
AEW B. cereus 0-20 min 2 S -
0,54 log CFU/cm? w zaleznosci od i Liu 2017)
pH 2.73-6.00 .o .
stezenia i warunkéw
20, 40, 60, 80, Redukcja populacji B. cereus o od (Hussain,
SAEW B. cereus 100i 140 mg/L 7,19 do 0,2 CFU/ml w zaleznosci Tango, i Oh
0-10 min od czasu kontaktu i stezenia 2019)
Redukcja liczebnosci bakterii 0 5,8
log CFU/ml, zmniejszono wzgledng (Ding i in
SAEW S. aureus 1 min aktywnos¢ dehydrogenazy TTC o 20g16) v
65,84%, wyciek biatka na poziomie
108,34%
100, 75, 25, 5 i We wszy§tleh badanych
. warunkach uzycia NEW znaczaca
Neutralizowana woda . 1% o .. .
. E. coli redukcja liczby bakterii (np. w (Yamaneri
elektrolizowana temperatura R . .
B. cereus e temperaturze 22°C w ciggu 1 in., 2016)
(NEW) 22i50°C, ) . .
1315 min minuty o 8,5 log jtk/ml dla E. coli i
! 6,3 log jtk/ml dla B. cereus
Uzycie SAEW spowodowato
wieksze zmniejszenie L. .
. 50-200 mg/L ) (Possasiiin.,
NEW i SAEW L. monocytogenes 0-6 min monocytogenes: 2,30 do 5,64 log 2021)

CFU/cm?, w poréwnaniu z NEW:
1,55 do 5,22 log CFU/cm?2

950-W, 20-kHz

Jednoczesne zabiegi

AEW + ultrasonikacja B. cereus 301200 u.Itradzwugkowe I.AEW przez 30 (Lviin., 2020)
mg/mL minut doprowadzity do redukcji o
30 min 2,29 log CFU/ml
Woda aktywowana 200 ppm Redukcja 0 2,691 log jtk/mli 2,119 (Wilsmann i
elektrochemicznie S. Heidelberg 5i10 minw log jtk/ml, odpowiednio dla 5i 10 .
(ECA) 25°C min in., 2020)
Woda ozonowana 0, 1’12rln£ilnppm Redukcja 0 0,9 log CFU - 4,1
0, 100, 200 i
QAC 400 ppm Redukcja o0 2,6-3,6 log CFU
1 min
0,100 200 (Korany iin.,
chlor L. monocytogenes ppm Redukcja 0 2,0-3,1 log CFU 2018)
1 min
dwutlenek chloru 0, 2i5n|ﬂ5npm Redukcja o0 2,4-3,8 log CFU
0, 80, 160 200
PAA ppm Redukcja log CFU o 3,6-4,8
1 min
50 ppm podchlorynu sodu (pH 7),
Podchloryn 1 ppm podchlorynu wapniai 1
sodu 1-3000 ppm QAC catkowicie
Podchloryn sodu ppm, 0,1- wyeliminowaty komérki w stanie L
. (Yimiin.,
(pH=7), podchloryn B. anthracis podchloryn wegetatywnym (>6 log CFU / ml). 2021)
wapnia i QAC wapnia 300 3000 ppm podchlorynu sodu (pH
ppm i QAC0.5- 7)i300 ppm podchlorynu wapnia
50000 ppm znacznie wyeliminowaty zarodniki

bakterii (>7 log CFU / ml)
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Izopropyl + QAC

Salmonella sp.

IPAQ/
30s,1mini5
min

Srednia redukcja o 6,0-log

(Kaneiin.,
2016)

11 komercyjnych

srodkéw

dezynfekcyjnych na
zawierajgcych kwasy,

QAC lub chlor

L. monocytogenes

86-6302
ppm/1-3 min

Do srodkow dezynfekcyjnych
zawierajacych pojedyncze
substancje czynne
redukcja biofilmdw L.
monocytogenes na powierzchni ze
stali nierdzewnej wynosita od 2,3
do 4,6 log CFU. Catkowitg redukcje
komérek biofilmu L.
monocytogenes osiagnieto za
pomoca mieszaniny srodkéw
dezynfekujacych, takich jak QAC z
nadtlenkiem wodoru lub PAA z
nadtlenkiem wodoru i kwasem
oktanowym w stezeniu 25 lub 50%
zalecanego stezenia

(Dhowlaghar i
in., 2018)

Podchloryn sodu z
izotiocyjanianem

benzylu (BITC)

S. enterica

BITC: 20, 40,
6080 mg/L.
Stezenie
wolnego
chloru 50, 100,
150i 200
(mg/1)

Srednia redukcja o 2,5 log jtk/g.
Optymalna kombinacja: 160 mg/I
wolnego chloru i 40 mg/I BITC

(Cugginoiin.,
2020)

E. coli 0157:H7

20 ppmv/0-30

Redukcja o 1,88 — 2,31 log na
powierzchni szklanej dla ClO2 w 25
°C przez 20 min. Na powierzchni ze

(Park i Kang,

Dwutlenek chloru Lsr'ntélzg(l:nﬁ'tzngnmes mlgg\icﬁ ! stali nierdzewnej redukcja o 1,25 - 2018)
’ ytog 1,61 log CFU/cm?w zaleznosci od
warunkéw i mikroorganizméw
Redukcja E. coli 0157: H7 o
2
Synergistyczne PA (0%, 0.1%, z 6'5. log CFU / em? przy
. . potaczeniu 0,4% PA z 3-4% NaCl. L
dziatanie kwasu . 0.2%, 0.4% . . . (Kim i Rhee,
) . E. coli 0157:H7 Ani samo PA, ani NaCl nie byty tak
fitynowego i chlorku NaCl (0%, 1%, . 2016)
sodu 2%, 3%, 4%) skuteczne (PA, redukcja o 1,6-2,7
P log CFU/cm?; NaCl, redukcja 0 0,5
log CFU/cm?)
Redukcja E. coli o0 >6 log CFU/cm?
.. 0 . .
Siarczan kwasu . 0.1,1,i3%/ przy ste;zenl.u (.)'1/) na po.W|erzchn| (Weerarathne
sodowego E. coli 0-480 min ze stali nierdzewnej. Na fin., 2021)
& powierzchni HDPE ten sam efekt v
osiggnieto przy stezeniu 1%
. . GA99% i GO Redukcja P. fluorescens >5 log (Fernies,
B.
Kwas I?g:?;?réyo()GA) I p f/uf)ergesbc,;s 40%/1-30 min  CFU/ml przez GA przy 1000 ug/ml i Gomes, i
& ’ in 25°C przez GO przy 15000 pg/ml Simdes 2020)

Kwas kaprylowy (CA) i
nadtlenek wodoru

(HP)

S. enterica
E. coli

L. monocytogenes

S. aureus

0.05-3%/15
min

Bakterie Gram (-) byty hamowane
przez HP i CA w stezeniu 0,5%, a
Gram (+) przez 2% roztwér. CA
wykazata mniejszg skutecznosé niz
HP przeciwko E. coli.

(Vyrostkova i
in., 2020)
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PAA, przy maksymalnym badanym

Cl. tyrobutyricum, PAA 30-220  stezeniu 220 mg/l, wyeliminowano (Mora,
Kwas nadoctowy L . ; . o .
. Cl. propionicum mg/L i PFA 30- 6/30 szczepow Clostridium, Veijalainen, i
(PAA) i kwas . .
nadmréwkowy (PFA) cl. 120 mg/L 5-10 podczas gdy PFA catkowicie Heinonen-
y malenominatum min wyeliminowat 26/30 w stezeniu Tanski 2018)
120 mg/I
Profoam, Kwiksan 22 i Topactive
0,0156-25,6% DES hamowaty wzrolst ba!<ter||.
6 komercyjnych dla $rodkéw Pozostate trzy srodki
. YJ y . dezynfekujgce (Dairy Chlor 12,5%, (Lajhar,
srodkéw , dezynfekujgcyc . . . . L
. . E. coli 026 ) Envirosan i Maxifoam) nie byty Brownlie, i
dezynfekujgcych i 4 hi0,64-65,536
skuteczne. MIC kwasu octowego, Barlow 2017)
kwasy pg/ml dla . -
kwasow propionowego, mlekowego i
cytrynowego w zakresie od 1024
do 4096 pg/ml
Usuniecie biofilmu wynosito 41-
84% w zaleznosci od czasu,
uzytych kwasow i ich stezenia.
Kwasy organiczne . Kwas cytrynowy byt tak silny jak .
. . 1% i 2%/5-20 . . ) (Akbas i Cag,
(cytrynowy, jabtkowy, B. subtilis . chlor w zapobieganiu i usuwaniu
min N . . 2016)
czosnkowy, kwasy) biofilmdéw. Dziatanie
antybiofilmowe kwasu jabtkowego
byto wyzsze niz kwasu galusowego
i mniejsze niz kwasu cytrynowego.
Wartosci MIC: 0,75 1,5% dla SBS
Wodorosiarczan sody oraz 0,5, 1i 2% dla nizyny. .
. . . . . (Bodieiin.,
(SBS), nizyna i L. monocytogenes 0.75-2% Zmniejszenie stezenia jtk/ml o 2019)
ich kombinacja 1,23-2,66 log w zaleznosci od
stezenia
. Wartos¢ MIC w zakresie 64-1,5
trzecio- | 200-400 ppm/ ul/ml w zaleznosci od czasu
pigciorzedowe QAC, 5-15 min kontaktu i stezenia
Wartos¢ MIC w zakresie 16384-
20000 5- .
Nadtlenek wodoru 1p5pm/ 8192 ul/ml w zaleznosci od czasu
kontaktu
E. coli
. j W ¢ M kresie 256-64 Ifi -
Enzymy nadtlenku 5 ente{’lca 1000 i 8000 artosc CV\.’ Za, r.eS|e >6-6 ( nlgue.z.
wodoru P. aeruginosa opm/5-15 ul/ml w zaleznosci od czasu Morenoiin.,
S. aureus kontaktu 2017)
L. monocytogenes
Warto$¢ Ml kresie 1024-12
organiczny ekstrakt z 2000 ppm/5- artl?;cl w far;;:og:isfd cozasu 8
pestek grejpfruta 15 H

kontaktu

podchloryn sodu 200 ppm/5-15

zrédto: opracowanie wiasne

Warto$¢ MIC wynosita 64 pl/ml
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3.2.1. Srodki dezynfekujace zawierajgce zwigzki chloru

Obecnie najpopularniejszymi i jednymi z najskuteczniejszych srodkéw dezynfekujgcych s3 te
zawierajgce w swoim sktadzie zwigzki chloru (najczesciej podchlorynu sodu). NaOCl zwykle
stosuje sie w stezeniu 50-200 mg/l uwzgledniajac czas kontaktu w granicach 1-3 minut
(Pablos i in., 2018). Srodki te cieszg sie popularnoscia gtéwnie ze wzgledu na niskie koszty,
tatwos¢ aplikacji oraz szerokie spektrum dziatania. Przyktadowo, Yim i in. (2021) wykazali, ze
komercyjne s$rodki dezynfekcyjne chlorowe, przygotowane w stezeniu 200 ppm, s3
skuteczniejszymi srodkami dezynfekujgcymi niz zwigzki czwartorzedowych soli amoniowych
i alkoholu przeciwko bakteriom z gatunku B. cereus. Do podobnego wniosku doszli Laban i in.
(2019), ktorzy poréownali komercyjne srodki dezynfekujace zawierajgce zwigzki chloru lub
amonu na réznych powierzchniach, na ktérych znajdowaty sie bakterie C. jejuni. Chlorowe
srodki dezynfekujgce sg réwniez szeroko stosowane przeciwko innym powszechnie
wystepujgcym patogenom w przemysle spozywczym, takim jak S. Typhimurium, E. coli czy
L. monocytogenes (Park i Kang 2018). Mimo niewatpliwych zalet, chlorowe srodki
dezynfekujgce majg réwniez wiele wad, ktére zmuszajg badaczy do poszukiwania alternatyw.
Przede wszystkim zwigzki chloru indukujag mechanizmy opornosci mikroorganizméw na
srodki dezynfekcyjne, co stanowi ogromne zagrozenie XXI wieku (Donaghy i in., 2019; Yim
iin., 2021). Nalezy réwniez podkresli¢, ze chlor, reagujac z materig organiczng, moze
uwalniaé¢ zwigzki rakotworcze, takie jak: trihalometany i chloraminy, prowadzi takze do
korozji urzadzen ze stali nierdzewnej, wnika w produkt zmieniajac jego walory sensoryczne,
takie jak smak i zapach oraz stwarza zagrozenie dla konsument (Cuggino i in. 2020; Pablos

iin. 2018).

3.2.2. Srodki dezynfekcyjne zawierajace czwartorzedowe sole amoniowe (QAC)

Czwartorzedowe zwigzki amoniowe (QAC) to kationowe S$rodki powierzchniowo czynne,
z ktérych najczesciej stosowanymi sg chlorek benzalkoniowy, chlorek benzetoniowy i chlorek
cetylopirydyniowy (Meireles, Giaouris i Simdes 2016). QAC wykazujg dziatanie stabsze od
podchlorynu, wymagajg tez wyzszego stezenia (200-400 mg/L), mimo to stanowig jedne
z najczesciej spotykanych srodkdw dezynfekujgcych na rynku. Ich popularnosé¢ wynika m.in.
z faktu, ze w przeciwienstwie do zwigzkéw chloru nie powodujg korozji urzadzen, sa

bezwonne, nietoksyczne dla uzytkownikdw i mniej szkodliwe dla $rodowiska. Ich

52



antybakteryjne dziatanie opiera sie na mechanizmie blokowania pobierania pokarmu przez
bakterie poprzez wigzanie z kwasnymi fosfolipidami w s$cianie komdrkowej bakterii (Wang
iin. 2018). QAC s wysoce skuteczne przeciwko bakteriom Gram-dodatnim w szerokim
zakresie pH i temperatury (Meireles, Giaouris i Simdes 2016). W przypadku niektérych gatezi
przemystu spozywczego uzasadnione jest stosowanie srodkéw dezynfekcyjnych zwierajgcych
QAC zamiast Srodkéw zawierajacych zwigzki chloru z uwagi na rodzaj mikroorganizméw
stanowigcych dominujgce zagrozenie. Takie podejscie sprawdza sie przede wszystkim
w gateziach przemystu, w ktorych giédwnym zagrozeniem s3 bakterie z gatunku
L. monocytogenes. Potwierdzajg to badania, m.in. przeprowadzone przez Silve i in. (2017),
ktérzy udowodnili, ze komercyjny srodek dezynfekujacy na z QAC miat znacznie silniejsze
dziatanie przeciwko L. monocytogenes niz preparaty chlorowe. Warto jednak zauwazy¢, ze
wadg QAC jest mniejsza aktywnos$é biobdjcza w twardej wodzie oraz zakaz bezposredniego

stosowania w zywnosci (Meireles, Giaouris i Simdes 2016).

3.2.3. Woda elektrolizowana

Woda Elektrolizowana (EW) to stosunkowo nowy srodek dezynfekujacy, ktdry zostat
dopuszczony do stosowania w przemysle spozywczym w UE w 2018 roku. Do jego
wytworzenia potrzebna sg jedynie woda i sél (NaCl lub KCI). Dziatanie elektrolizowanej wody
opiera sie na zasadzie elektrolizy membranowej soli. Gtédwng substancjg aktywng powstajacg
w tym procesie jest kwas podchlorawy (HOCI), ktéry odpowiada za dziatanie bakteriobdjcze
(Orejel i CanoBuendia 2020). W procesie elektrolizy mozna otrzyma¢ wode elektrolizowang
kwasng, obojetng lub zasadowa. Kazda z nich charakteryzuje sie innym pH oraz potencjatem
oksydacyjno-redukujgcym (ORP), ktérych wartos¢ wskazuje na zdolnos¢ do utleniania lub
,odbierania” elektronéw od innych zwigzkéw chemicznych. Wysokie wartosci ORP sprawiaja,
ze EW jest doskonatym srodkiem dezynfekujgcym (Jiménez-Pichardo i in. 2016; Orejel
i CanoBuendia 2020). Han i in. (2017) stwierdzili, ze sposdb ten jest nie tylko skuteczny
w dezynfekcji, ale takze doskonale usuwa biofilm bakterii chorobotwérczych (np.:
L. monocytogenes). Zwracajy tez uwage na fakt, ze elektrolizowana woda nie powoduje
wtornych zanieczyszczen i jest bezpieczna dla ludzi i Srodowiska, co oznacza, ze moze stac sie
alternatywnym  $rodkiem dezynfekujgcym dla dotychczasowych sSrodkéw. Orejel
i CanoBuendia (2020) wskazujg ponadto, ze technologia wytwarzania EW jest ekologiczna

i prosta, a przy tym mozna jg przeprowadzi¢ na miejscu, co pozwala znacznie obnizy¢ koszty
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transportu. Co wiecej, EW jest skuteczna niezaleznie od temperatury, co pozwala na
stosowanie jej zarowno w warunkach chtodniczych, jak i w podwyzszonych temperaturach.
Warto réwniez zwréci¢ uwage na fakt, ze EW po zuzyciu powraca do swojej naturalnej
postaci, nie obcigza srodowiska naturalnego i nie wymaga unieszkodliwiania (Rahman, Khan
i Oh 2016), dlatego sugeruje sie, ze EW nie sprzyja wzrostowi opornosci bakterii (Hricova,
Stephan i Zweifel 2008). Badania wskazujg, ze EW ma szerokie spektrum dziatania przeciwko
mikroorganizmom, w tym mikroorganizmom chorobotwdérczym i moze by¢ z powodzeniem
stosowana jako srodek dezynfekujgcy w niemal kazdej gatezi przemystu spozywczego
(Rahman, Khan i Oh 2016). Yamaner i in. (2016) udowodnili skuteczno$¢ 5% zneutralizowane;j
wody elektrolizowanej wobec bakterii B. cereus, a jako zalete zastosowanego S$rodka
dezynfekcyjnego wskazali brak dziatania korozyjnego i brak kosztéw magazynowania. Z kolei
Ding iin. (2016) wykazali, ze przy 1-minutowym czasie kontaktu lekko octowa EW w stezeniu
30 mg/L okazata sie skuteczniejszym Srodkiem dezynfekujgcym przeciwko bakteriom
z gatunku S. aureus niz NaOCl i HCl. Jeon, Kwon i Yoon (2018) wykazali réwniez, ze
5 minutowe mycie powierzchni 70 mg/L EW skutecznie usuwa biofilm wytworzony przez
bakterie L. innocua. Nie mozna jednak zapominaé¢ o wadach wody poddanej elektrolizie,
poniewaz jej stosowanie wymaga duzego jednorazowego kosztu zwigzanego z zakupem
urzadzen, a w trakcie przechowywania traci ona swojg skuteczno$é¢ dezynfekcyjng. Ponadto
powoduje podobne problemy jak konwencjonalne chlorowe s$rodki dezynfekcyjne —
podraznia skére pracownikéw, powoduje podraznienie drég oddechowych u operatoréw
generatorow, a przy zbyt niskim pH powoduje korozje urzadzen stalowych (Rahman, Khan
iOh 2016). Mimo to woda elektrolizowana jest polecana jako alternatywny srodek
dezynfekcyjny dla przemystu spozywczego, gtownie ze wzgledu szerokie spektrum dziatania

oraz brak udowodnionego wptywu na mechanizmy odpornosci mikroorganizmadw.

3.2.4. Srodki dezynfekcyjne zawierajace kwasy

Stabe kwasy organiczne to zwigzki otrzymywane w sposéb naturalny lub syntetyzowane
chemicznie. Najczesciej stosowane sg kwas cytrynowy, octowy i mlekowy, a takze dziatajgcy
W znacznie nizszych stezeniach kwas nadoctowy (PAA) (Meireles, Giaouris i Simdes 2016). Ich
sposdb dziatania opiera sie na zakwaszeniu cytoplazmy, zaburzeniu sity napedowej
protondéw, stresie osmotycznym i hamowaniu syntezy makroczgsteczek (Carpenter

i Broadbent, 2009). Gtéwnymi zaletami stosowania kwaséw organicznych jako s$rodkéw
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odkazajgcych sa: brak toksycznych produktédw ubocznych podczas stosowania oraz naturalne
pochodzenie (Meireles, Giaouris i Simdes 2016). Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze sg to
zazwyczaj zwigzki bardzo skuteczne w dziataniu bakteriobdjczym i usuwaniu biofilmu. Akbas
i Cag (2016) =zbadali skutecznos¢ czterech metod leczenia kwasami organicznymi
(cytrynowego, jabtkowego i galusowego) w stezeniach 1% i 2% w zapobieganiu i usuwaniu
biofiiméw wytworzonych przez bakterie B. subtilis. W badaniach najsilniejsze dziatanie
wykazat kwas cytrynowy, usuwajgc komorki bakteryjne i biofilm réwnie skutecznie jak chlor
w dedykowanym stezeniu. Lajhar, Brownlie i Barlow (2017) osiggneli najlepsze wyniki
w eliminacji szczepdw E. coli dla kwasu octowego i propionowego, okreslajgc minimalne
stezenie hamujgce na poziomie 1024 pg/ml. Mora, Veijalainen i Heinonen-Tanski (2018)
zbadali skuteczno$¢ dwdch nadtlenkéw organicznych; kwas nadoctowy (PAA) i kwas
nadmréwkowy (PFA) wzgledem 30 szczepdw bakterii z rodzaju Clostridium. PAA w stezeniu
220 mg/l wyeliminowat tylko 6/30 szczepdw, podczas gdy PFA catkowicie wyeliminowat
26/30 szczepdw Clostridium w stezeniu 120 mg/l, stad tez PFA wydaje sie by¢ silniejszym
srodkiem dezynfekujgcym niz czesciej stosowany PAA. Kwasy organiczne majg jednak swoje
ograniczenia. Przyktadowo, PAA moze drazni¢ pracownikow i powodowac¢ korozje, podczas
gdy dziatanie przeciwdrobnoustrojowe PAA jest optymalne tylko w podwyziszonych
temperaturach, przy kwasnym pH i przy braku materiatu organicznego (Weerarathne i in.,
2021). Kwasy nieorganiczne sg rowniez dobrze znane jako potencjalne srodki odkazajace,
a kwasny siarczan sodu (SAS) wydaje sie by¢ najbardziej obiecujgcym srodkiem do
dezynfekcji powierzchni abiotycznych. Weerarathne i in. (2021) udowodnili skutecznos¢ SAS
w tworzeniu biofilmu E. coli na powierzchniach ze stali nierdzewnej i HDPE. Uzycie kwasnego
siarczanu sodu (w stezeniach 1% i 3%) byto bardziej skuteczne niz stosowanie QAS, PAA lub
chloru. Bodie i in. (2019) oraz Dittoe i in. (2019) wykazali skutecznos¢ SAS w zwalczaniu
bakterii L. monocytogenes i Salmonella sp. Skuteczno$¢ dziatania sprawia, ze
zainteresowanie kwasami organicznymi w kontekscie ich zastosowania jako $rodkéw
odkazajacych wzrasta, jednak nalezy mieé na uwadze ich ograniczenia w stosowaniu. Dla
wiekszosci z nich potencjat jest wiekszy w zastosowaniu do produktéw spozywczych niz przy
zastosowaniu do dezynfekcji powierzchni majgcych kontakt z zywnoscig (np. kwas mlekowy)

(Stanojevié-Nikoli¢ i in., 2016).
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3.3. Biologiczne i fizyczne metody dezynfekcji

Do grupy metod biologicznej dezynfekcji w przemysle spozywczym zaliczane sg przede
wszystkim: dziatanie bakteriofagami, enzymami, bakteriocynami, ale réwniez zwyczajowo
wiacza sie w te grupe fitochemikalia, czyli zwigzki wytwarzane naturalnie przez rosliny w celu
walki gtéwnie z mikroorganizmami. Tabela 3.2. zawiera podsumowanie metod biologicznych
analizowanych w toku przeprowadzonego przegladu. Do metod tych wigczono takze metody
fizyczne, z uwagi na ich matg liczebnos¢ wystepowania w artykutach z badanego okresu
i obszaru. Poza wskazanymi metodami fizycznymi istniejg takze metody dziatania zimng
plazmg, wysokg temperaturg czy mozliwos¢ zastosowania zamrazania, jednak ich
przydatnos¢ w procesach dezynfekcji powierzchni abiotycznych w zaktadach produkcji

zywnosci wydaje sie by¢ mocno ograniczona.

Tabela 3.2. Zwiazki biologiczne oraz alternatywne metody fizyczne potencjalnie lub realnie
wykorzystywane w dezynfekcji zakladow przemystu spoiywczego bedace przedmiotem
badan w latach 2016-2022, wyodrebnionych w ramach systematycznego przegladu
literaturowego

. . . . Stezeni s
srodek dezynfekujagcy Mikroorganizm qzenle/ Zaobserwowany efekt Zrédto
warunki
Olejki eteryczne:
(Eriocephalus africanus
L., Artemisia
absinthium L.
o ,0-1,0% dI (s .
Santolina 0,0 ,Oé dia MIC dla réznych olejkdw
. olejkow
chamaecyparissus L., . eterycznych od 0,05 do ponad
Mentha longifolia (L) eterycznych | 1%. Naturalny srodek
. E.coliO157:H7  0,25-2,5% dla . L (Falcoiin.,
L., Thymbra capitata . , . odkazajacy zawierajacy 2,5%
. . S. enterica Srodkow . 2019)
(L.) Cav., Citrus limon odkazaiacvch T.capitata EO byt skuteczny
(L.) Osbeck, Citrus . J_&l ¥ przeciwko E. coli (redukcja > 3
. . zawierajacych . .
reticulata Blanco i , log ale miat ograniczony wptyw
T. capitata .
Eucalyptus na S. enterica
camaldulensis Dehnh i
sanitizer based on T.
capitata
S. Typhimurium Strefa zahamowania dla (Ishaq i in
Ekstrakt z gozdzikow E. coli 0.25-1.50% S. typhimurium wynosita od 8,8 20(19) Y
L. monocytogenes do 13,73 mm
Produkty uboczne C. jejuni 0.075 mg/mL MICi MBC od 0,15 do 0,30 (Roilaiin.,
oliwy z oliwek C. coli to 5 mg/mL mg/ml 2019)
Dla OVEO redukcja biofilmu
OVEO (10i 5 S. aureus o 1,0-3,0 log
Olejek eteryczny z S aureus puL/mL), CAR (51 CFU/cm?, dla CARo0 1,5-3,1log (Rodriguesiin.,
oregano i karwakrol ' 2.5uL/mL)/ 10i CFU/cm? Dtuzsza ekspozycja i 2018)
15 min wyzsze stezenie powodowaty

wyzsze wartosci redukcji
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S. aureus

MIC olejku eterycznego od

. . . B. cereus 28,7-114,7 ul / ml w zaleznosci (Mahboubi i
Satureja khuzistanica .
Jamzad - ekstrakt E. coli 0-100 pg/ml od szczepu. Dla ekstraktu Kazempour
S. enterica etanolowego MIC wynosit 80- 2018)
Sh. flexneri 640 pl/ml
Olejek eteryczny z oregano
hamuje tworzenie biofilmu
Origanum vulgare — szczepow P. fluorescens i (Rossiiin.,
olejek eteryczny P. fluorescens  0.075-40 l/ml zmienia ich ruchliwo$é. 2016)
MIC = 0,63 pl/ml, podczas gdy
MBC = 5,0 pl/ml
Proantocyjanidyny z .
chinskiej jagody S. epidermidis n.d. MIC = 320 pl/mI, natomiast

(Zou i in., 2020)

MBC = 640 pl/ml
bayberry ul/m
S. aureus
MIC =2 | iwk
Ekstrakt acetonowy P. aeruginosa €=25 ”.’g/m Przeciwko (Abouzeediin.,
o 100-6,25 mg/ml S. aureus i 100 mg/ml dla
rodzynek S.typhimurium . " 2018)
E. coli innych badanych bakterii

Olejki eteryczne
pozyskiwane z:
Enteromorpha linza,

MIC i MBC wszystkich czterech  (Patra i Kwang-

L. t .d. lejké hod12,5- H Baek
Undaria pinnatifida, monocytogenes n.d olejkéw eterycznych od 12,5 yun Bae
S L 25,0 mg/ml 2016)
Laminariajaponica, i
Porphyra tenera
. Srednice strefy zahamowania .
. P. aeruginosa . ... (Kaskatepeiin.,
Olejek cynamonowy .. n.d. odpowiednio dla A. baumannii i
A. baumanii , . 2016)
P. aeruginosa 44 i 35 mm
Dla bakterii Gram(+) srednica
8 strefy zahamowania wynosit od
c cereus 14,33+0,58 mm do 16,67+0,58
s ) aurzu: mm, MIC od 3,0 mg/ml do 10,0
Ekstrakty z czarnej - sapropayticus mg/ml dla ekstraktu -
L. monocytogenes (Patil i in.,
herbaty . n.d. metanolowego
o ) P. vulgaris ) o 2016)
(Camelliasinensis) . (najskuteczniejszego). Dla
P. aeruginosa ..
. bakterii Gram(-) strefa
P. putida -
zahamowania od 12,3340,58
S. marcescens
mm do 17,33+,058 mm, MIC od
5,0 mg / mldo 13,0 mg / ml
E. coli
P. mirabilis
S. enteritidis MIC i MBC dla bakterii
P. aeruginosa Gram(-) odpowiednio od 1,25- (Stanojevic-
Kwas mlekowy S. aureus 5-100 mg/mL 2,5 do 2,5-5,0 mg / ml, podczas Nikoli¢iin.,
E. faecalis gdy dla szczepoéw Gram(+) 1,25- 2016)
L. monocytogenes 18,75i25,5-37,5 mg / ml
B. cereus
B. megaterium
Redukcja komadrek biofilmu o 7
L t 100i 2 2j 2
Lauric arginate monocy qgenes 50, 100 200 log CFU/cm |?>,5 IF)g CFU/cm (sadekuzzaman
ester (LAE) E. coli ppm odpowiednio na iin., 2017)
Salmonella spp. 2h powierzchniach ze stali v

nierdzewnej i gumy
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Nizyna i monolauryna S. aureus

MIC nizyny i monolauryny

0.1-100 przeciwko S. aureus

mg/mL
mg/ml

odpowiednio: 10 mg/ml i 100

(Sadigiin.,
2016)

Preparat enzymatyczny
(amylaza, proteaza i
lipaza)

n.d.

Czyszczenie enzymatyczne

mieszankg amylazy, proteazy i

lipazy powoduje >82%
zmniejszenie zywotnosci
bakterii i zawartosci
polisacharydéw EPS na
powierzchni PET. Na
powierzchni SS redukcja
bakterii >82%, zawartos¢ EPS
zmniejszyta sie 0 45%

30 min/ 45-55°C

(Tsiaprazi-
Stamouiin.,
2019).

S. enterica
C. sakazakii

Enzymy

dwie formuty
enzymatyczne
(proteaza 5-
10%; Lipaza 0,5-
1%; amylaza 2,5-
5%) 45-50°C

Obrdbka enzymatyczna
wykazata znaczace
zmniejszenie o 2-3 log
(jtk/cm2) w komérkach
biofilmu

(Ripolles-Avila i
in., 2020)

E. coli
L. monocytogenes
S. enterica

Swiatto ultrafioletowe

289370 nm/1-

Redukcja log od 0,06 do 4,33 w
zaleznosci od czestotliwosci i
dtugosci fali. Diody UV o
dtugosci fali UV przy okoto 280
nm okazaty sie
najskuteczniejsze pod
wzgledem inaktywacji bakterii

Ekspozycja na
UV 259, 268,

500

(Greeniin,,
2018)

Cl4s, L1, LL15,i V9 -

bakteriofagi E. coli O157:H7

Fagi mogg by¢
komplementarnie obecne w
chlorze wolnym od 100 ppm i
kwasie nadoctowym 100 ppm,
co czyni je jeszcze bardziej
skutecznymi srodkami
dezynfekujgcymi

>108 PFU/ml

(Jagannathan i
in., 2020)

PhilPLA-RODI -

bakteriofagi 5. aureus

Wartosci MIC (dla fagéw) dla
chlorku benzalkoniowego,
triklosanu, chlorheksydyny i
nadtlenku wodoru wynosity
odpowiednio 1 pug/ml, 0,25
pg/ml, 2 ug/mli0,6 mM.
Chlorek benzalkoniowy byt
najbardziej odpowiedni do
stosowania w miejscach, w
ktorych nalezy stosowac fagi

10° PFU/ml

(Aguniin.,
2018)

DT1-DT6 bakteriofagi

E. coli
E.coli

107-108 PFU/ml

Wysoki poziom przezycia fagéw
w 100% etanolu, w 10 ppm
podchlorynu sodu, preparaty
fagowe mogaq przetrwac ponad
1 rok w warunkach
przechowywania

(Tomatiin.,
2018)

Produkty komercyjne
oparta na fagach:
ListShield™ i Listex™
P100

Zrédto: opracowanie wiasne

L. monocytogenes

MIC dla Listex™ P100 wynosit
2,8 *10%-3,7 * 105, dla
ListShield™ 2,1 * 10°-2,1 * 10’
PFU / ml

n.d.

(Gutiérreziin.,

2017)

n.d. — nie dotyczy
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3.3.1. Bakteriofagi jako srodki dezynfekujgce

Bakteriofagi, potocznie znane jako fagi, to wirusy bakteryjne, ktére atakujg i replikujg sie
w komérkach bakterii, a w przypadku faga litycznego zaktécajg metabolizm bakteryjny, ktéry
powoduje lize bakterii. Bakteriofagi s3 obecnie uwazane za obiecujacg alternatywe dla
antybiotykow i srodkéw dezynfekujgcych (Agun i in., 2018). W ostatnich latach ich
zastosowanie w przemysle jako $rodkéw dezynfekujacych lub dodatkéw byto czesto
kwestionowane ze wzgleddw bezpieczenstwa, jednak obecnie wiele z nich uzyskato status
GRAS (z ang. Generally Recognized As Safe - powszechnie uznawany za bezpieczny) i zostato
dopuszczonych do stosowania w przemysle spozywczym jako s$rodek wspomagajacy
utrzymanie bezpieczenstwa zywnosci (Jagannathan i in., 2020). Fagi wykazujg obiecujgce
rezultaty w zwalczaniu bakterii chorobotwérczych, przeciwko ktérym sg przeznaczone. Ich
selektywnos¢ dziatania mozna uznac zaréwno za plus, jak i minus — gtéwnie ze wzgledu na
brak szerokiego spektrum dziatania. Jagannathan i in. (2020) wykazali skuteczno$¢ fagéw
wyizolowanych z katu bydlecego przeciwko enterokrwotocznym szczepom E. coli 0157: H7.
Autorzy zasugerowali jednak, ze znacznie lepsze efekty synergii mozna uzyska¢ dodajac
bakteriofagi do tradycyjnych srodkéw dezynfekujgcych, takich jak chlor czy kwas nadoctowy.
Jest to mozliwe, poniewaz fagi przezywajg stezenia do 100 mg/L obu tych substancji. Agun
iin. (2018) doszli do podobnych wnioskéw, badajac fagi antygronkowcowe — doszli do
wniosku, ze potaczenie koktajlu fagowego i chlorku benzalkoniowego bytoby najbardziej
odpowiednie do zastosowania w warunkach, w ktérych majg byé stosowane fagi. Potgczenie
bakteriofagdw z innymi tradycyjnymi srodkami dezynfekujgcymi moze zapewni¢ mozliwos$é
odwrdcenia mechanizméw inaktywacji mikroorganizméw, a tym samym znaczgco zmniejszyé
problem opornosci na powszechnie stosowane zwigzki (Tomat i in., 2018). Komercyjne
srodki fagowe mogg eliminowaé bakterie chorobotwdrcze typowe dla danego przemystu
(np.: L. monocytogenes w przemysle rybnym). Efekt ten moze byé niezwykle przydatny,
szczegblnie tam, gdzie powtarzajg sie infekcje tym samym szczepem bakterii. Warto réowniez
zaznaczyé, ze preparaty zawierajgce fagi zachowujg skutecznos$¢ takze przez wiele dni po
zakonczeniu procesu dezynfekcji (nawet do 14 dni), co oznacza, ze mozna je stosowad
uzupetniajgco raz na kilka cykli (de Oliveira i in., 2020). Naukowcy s3 jednak zgodni co do

tego, ze potrzebne sg dalsze badania w celu przetestowania dziatania preparatéw
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bakteriofagowych w miejscu aplikacji podczas dezynfekcji przemystowej (Agun i in., 2018;

Jagannathaniin., 2020; Pinto, Almeida i Azeredo 2020).

3.3.2. Srodki dezynfekujace zawierajace olejki i ekstrakty roslinne

Jednymi z obiecujgcych alternatyw wsréd zwigzkéw biologicznie czynnych, ktére moga
rozwigzac niektdre problemy tradycyjnych $rodkédw dezynfekujgcych, sg olejki eteryczne,
ekstrakty roslinne i ich bioaktywne sktadniki (Orhan-Yanikan i in., 2019). Substancje roslinne
o wysokiej aktywnosci biologicznej sg obecnie popularne wsréd badaczy i konsumentdw.
Utatwiony dostep do informacji i trendy proekologiczne skutkujg poszukiwaniem nowych
rozwigzan dla silnie zanieczyszczajgcych srodowisko srodkéw dezynfekujgcych. Takimi
zwigzkami sg oleje i ekstrakty roslinne, ktdre sg substancjami catkowicie naturalnymi,
nieindukujgcymi mechanizmoéw opornosci mikroorganizmow i moga by¢ z powodzeniem
stosowane w przemysle spozywczym do zwalczania mikroorganizmdéw i usuwania ich
biofilméw (Falcé i in., 2019). Olejki eteryczne wielu roslin znane sg ze swoich witasciwosci
biobdjczych wobec bakterii planktonowych, a sktadniki olejkow, takie jak karwakrol, eugenal,
tymol czy wanilina, zostaty przebadane pod katem ich zastosowania jako S$rodkéw
dezynfekujgcych i usuwajgcych biofilm wobec bakterii typowych dla przemystu spozywczego
(Orhan -Yanikan i in. 2019). Karwakrol i tymol hamowaty wzrost bakterii chorobotwdrczych
E. coli i Acinetobacter baumanni w najnizszych testowanych stezeniach, 0,1-0,2 mg/ml,
a takze skutecznie usuwaty dojrzaty biofilm. Medina-Rodriguez i in. (2020) wykazali, ze
ekstrakt cytrusowy w stezeniu 2,5% byt tak samo skuteczny jak podchloryn sodu w usuwaniu
bakterii L. monocytogenes, E. coli i Pseudomonas putida na powierzchni stalowej. Choi i in.
(2021) stwierdzili, ze dodanie ekstraktéw z prosa rézgowego do 70% etanolu spowodowato
catkowity eliminacje zywotnych komoérek E. coli i S. Typhimurium w czasie kontaktu 10
minut, co moze stanowié alternatywe dla srodkéw dezynfekujacych zawierajgcych zwigzki
chloru i QAC. Romeu, Rodrigues i Azeredo (2020) réwniez stwierdzili, ze karwakrol jest
w stanie z powodzeniem usuwac¢ mtody i dojrzaty biofilm i wykazali, ze podobny efekt
wykazuje réwniez olejek eteryczny z oregano. Inni badacze z powodzeniem stosowali
ekstrakt z nasion papai, ekstrakt z pestek winogron, ekstrakt z kocimietki Faassena, ekstrakt
z lisci Moringa oleifera, ekstrakt z gozdzikow, oliwe z oliwek, olejek eteryczny z oregano, sluz
suma, ekstrakty z ryzyny, m.in. olejki eteryczne z linzy, olejek cynamonowy i czarna herbata

(Abouzeed i in., 2018; Dhowlaghar i in., 2018; Ishaq i in., 2019; Jianu i in., 2021; Kaskatepe
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iin., 2016; P. Liiin., 2021; de Oliveira i za I. 2020; Roila i in. 2019). Niewatpliwie substancje
ziotowe i roslinne wymagajg dalszych badan, a ze wzgledu na swojg skutecznos¢ mogg stac
sie substytutem lub uzupetnieniem obecnie stosowanych srodkéw dezynfekujgcych. Jednak,
jak wszystkie Srodki dezynfekujace, majg one réwniez swoje wady. Przede wszystkim sg
bardzo lotne, a wiekszos¢ z nich ma silny zapach, ktéry moze powodowac migracje zwigzkdw
lotnych do produktu, zmieniajac jego specyficzne cechy sensoryczne. Ponadto ich pozyskanie
jest stosunkowo drogie. Istotne jest rowniez przeprowadzenie wiekszej liczby badan
skupiajgcych sie na mozliwosci zastosowania wyzej wymienionych zwigzkéw w dezynfekcji
powierzchni abiotycznych zgodnie z przyjetymi normami, gdyz dopiero Falcé i in. (2019) oraz
Medina-Rodriguez i in. (2020) badali przygotowane srodki tak, jakby byty dostepnymi
w handlu srodkami dezynfekujgcymi.

W tym miejscu warto zaznaczy¢ istotno$é tych fitozwigzkéw, ktére sg bezposrednio
odpowiedzialne za site dziatania przeciwdrobnoustrojowego kazdej z rosli. Sposréd tych
zwigzkéw, jednymi z najczesciej oznaczanych grup sg fenole. Na ich sume sktadajg sie:
zawarto$¢ zwigzkéw polifenolowych, kwaséw fenolowych, lignandéw, stilbenéw, kumaryn
i flawonoiddw (Tarko i in., 2013). Polifenole znane sg szerzej gtéwnie jako przeciwutleniacze,
dzieki czemu zyskujg popularnos¢ w medycynie ze wzgledu na mozliwos¢ eliminowania
wolnych rodnikéw. Niemniej, wybranym grupom fenoli, a takie innym zwigzkom
wystepujgcym  w  roslinach, przypisuje sie silne dziatanie przeciwbakteryjne

i przeciwgrzybicze (Chuniin., 2005).

3.3.3. Enzymy

Enzymy sg uwazane za ekologiczne s$rodki zaradcze przeciwko tworzeniu sie biofilmu
w przemysle spozywczym ze wzgledu na ich biodegradowalnosc¢ i niskg toksycznos$é. To czyni
je potencjalnymi alternatywnymi srodkami dezynfekujgcymi dla przemystu spozywczego.
Zastosowanie enzymoOw jest szczegdlnie skuteczne w usuwaniu biofilméw bakteryjnych,
poprzez niszczenie zewngtrzkomdrkowej matrycy polimerowej. Tsiaprazi-Stamou i in. (2019)
wykazali, ze enzymy byly bardzo skuteczne w usuwaniu biofilmu, zwtaszcza na
powierzchniach stalowych. Traktowanie preparatem tgczacym amylaze, proteaze i lipaze
z 1 godzinnym czasem kontaktu skutecznie zmniejszyto catkowitg mase biofilmu mieszanego,
zywotnos¢ bakterii i zawartos¢ polisacharyddéw w biofilmie. Ripolles-Avila i in. (2020), ktérzy

badali mozliwos¢ wykorzystania enzymoéw przeciwko tworzeniu biofilmu przez bakterie
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S. Typhimurium i Cronobacter sakazakii, stwierdzili, ze zastosowanie metod enzymatycznych
moze by¢ skutecznym rozwigzaniem na etapie przyczepiania biofilmu. Autorzy zasugerowali,
ze enzymy moga wspomagaé proces dezynfekcji, ale ostatecznie nie s3 uwazane za Srodek
odkazajgcy. Gtdownym ograniczeniem w stosowaniu enzymow w dezynfekcji s3: wysokie
koszty, wymagany dtugi czas kontaktu (zwykle powyzej 1 godziny) oraz skutecznos¢ tylko

w okreslonych, wysokich temperaturach (45-55°C).

3.3.4. Inaktywacja fotodynamiczna

Inaktywacja fotodynamiczna (PDI z ang.: Photodynamic inactivation) to technologia oparta
na wykorzystaniu promieniowania widzialnego (VIS) do inaktywacji réznego rodzaju
zanieczyszczen bakteryjnych. Metoda ta prowadzi do powstawania reaktywnych form tlenu,
ktore sg szkodliwe dla komodrek i powodujg ich Smier¢. Zdecydowanymi zaletami takiego
rozwigzania sg3: mozliwo$é zastosowania do dowolnej powierzchni bez jej uszkodzenia, brak
toksycznosci, a takie mozliwos¢ synergistycznego pofaczenia z tradycyjnymi metodami
dezynfekcji (Angarano i in., 2020). Autorzy zbadali cztery rézne kolory swiatta VIS na trzech
roznych powierzchniach (stal nierdzewna, aluminium, guma) zanieczyszczonych przez
P. fluorescens. Wyniki pokazaty, ze fiolet byt jedyng barwg swiatta, ktéra powodowata
jakakolwiek inaktywacje komédrek planktonowych P. fluorescens w zawiesinie. W przypadku
pojedynczych komérek na abiotycznej powierzchni aluminiowej swiatto fioletowe byto
rowniez jedynym kolorem, ktéry mogt skutkowaé petng inaktywacjg w ciggu 30 minut
naswietlania. Po dodaniu czynnika stresu temperaturowego, Swiatto niebieskie réwniez
okazato sie skuteczne. Mimo to, wykorzystanie sSwiatta do dezynfekcji powierzchni
produkcyjnych wydaje sie trudne do osiggniecia, gtéwnie ze wzgledu na konstrukcje maszyn
i linii produkcyjnych. Ich konstrukcja czesto uniemozliwia dotarcie Swiatta we wszystkie
miejsca, co moze uczyni¢ te metode nieskuteczng (Meireles, Giaouris i Simdes 2016).

Jak wynika z powyzszej analizy, zwigzki chloru nadal wydajg sie by¢ najbardziej
powszechnymi i najskuteczniejszymi sposréd omdéwionych srodkéw dezynfekcyjnych. Mimo
to przedstawiony przeglad wskazuje na wiele mozliwych kierunkéw rozwoju alternatywnych
srodkéw dezynfekcyjnych dla powierzchni abiotycznych w przemysle spozywczym.
Podsumowujgc dokonany przeglad mozna stwierdzi¢, ze najpopularniejsze badania dotycza
mozliwosci wykorzystania na wiekszg skale wody poddanej elektrolizie oraz fitochemikaliow

wystepujgcych w olejkach i ekstraktach roslinnych. Catkowite odejscie od tradycyjnych
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srodkéw dezynfekujgcych, takich jak chlor i QAC, jest obecnie niemozliwe, ale uzupetnienie
procesOw dezynfekcji innymi, alternatywnymi metodami wydaje sie by¢ w zasiegu reki.
Stosowanie zwigzkéw pochodzenia naturalnego, takich jak olejki eteryczne czy ekstrakty
ro$linne, wskazywatoby na potencjalne korzysci dla srodowiska naturalnego. Najbardziej
optymalnym sposobem zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci w przemysle spozywczym jest
podejscie mieszane obejmujgce: wykorzystanie wiedzy pracownikdw i menedzeréw,

doswiadczenie, podejscie systemowe oraz skuteczne procesy mycia i dezynfekcji.
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Czes¢ empiryczna
4. Cele i hipotezy badawcze

Biorgc pod uwage powyzsze implikacje z analizy literatury przedmiotu, w niniejszej rozprawie
podjeto probe pozyskania s$rodkow pochodzenia roslinnego oraz zastosowania ich
w formulacji srodka dezynfekujgcego, mniej obcigzajacego $rodowisko naturalne niz
tradycyjnie stosowane preparaty, przeznaczonego dla przemystu spozywczego. W celu
ukierunkowania planowanych prac, w ramach rozprawy sformutowano nastepujgce pytanie

badawcze: Jakie sa mozliwosci wykorzystania substancji roslinnych jako czynnika

dezynfekujgcego w przemysle spoiywczym? W nawigzaniu do postawionego pytania

badawczego sformutowano cel gtéwny badan, ktérym byto stworzenie formulacji

skutecznego srodka dezynfekujacego dla przemystu spozywczego z wykorzystaniem

ekstraktow roslinnych. Cel gtdwny zrealizowano w oparciu o cele szczegétowe zawarte

w tabeli 4.1.

Tabela 4.1. Zestawienie celow szczegétowych wyznaczonych w ramach niniejszej rozprawy
doktorskiej

3 Odniesienie
Lp. Cel szczegétowy .
W rozprawie

1 Ocena wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych wybranych ekstraktow CO:2 i olejkow 61
roslinnych dostepnych w handlu o

Ocena witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych i antybiofilmowych pozyskanych 62

2 | laboratoryjnie réznymi metodami ekstraktow z roslin: gojnika (Sideritis Scardica), 6.2.3

oregano (Origanum vulgaris) oraz konopi (Cannabis S. Santhica i Cannabis S. Futura)

Opracowanie formulacji Srodka dezynfekujgcego zawierajgcego ekstrakty roslinne,
o najsilniejszym potencjale przeciwdrobnoustrojowym i antybiofilmowym

Ocena mozliwosci zastosowania opracowanego preparatu oraz zakwalifikowania go
4 | jako skutecznego $rodka dezynfekujgcego w przemysle spozywczym wedtug normy: 6.3.
PN-EN 13697+A1:2015

Analiza cyklu zycia (LCA) opracowanych formulacji sSrodkdw dezynfekujgcych 641

5 | zwierajgcych substancje roslinne i poréwnanie go pod tym wzgledem do srodkéw 6.4

dostepnych w handlu.

Zrédto: opracowanie wtasne
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W nawigzaniu do postawionych celéow i w oparciu o analize literatury sformutowano

hipotezy badawcze przedstawione w tabeli 4.2.

Tabela 4.2. Hipotezy badawcze sformutowane w ramach niniejszej rozprawy doktorskiej

Odniesienie w

nadoctowy i kwas nadmréwkowy)

Symbol Hipoteza badawcza (H) .
rozprawie
Ekstrakty roslinne charakteryzujg sie wtasciwosciami
H1. przeciwdrobnoustrojowymi i antybiofilmowymi w stosunku do 6.2.2.
' mikroorganizmdw stanowigcych najwieksze zagrozenie w przemysle 6.2.3.
spozywczym
Formulacje srodkéw dezynfekujgcych zawierajgce ekstrakty roslinne jako
Ho: gtéwny czynnik przeciwdrobnoustrojowy sg skuteczne w dezynfekc;ji 6.3
' powierzchni abiotycznych i mogg zostac uznane za skuteczny $rodek o
dezynfekujgcy zgodnie z normg PN-EN 13697+A1:2015
Skuteczna formulacja dezynfekujgca wykorzystujgca ekstrakty CO: 6.4.1
H3: charakteryzuje sie najmniejszym obcigzeniem $rodowiskowym sposréd 6.4'2.
stworzonych wariantéw T
Opracowane preparaty dezynfekujgce charakteryzujg sie mniejszym
Ha: wskaznikiem obcigzenia sSrodowiskowego liczonego z wykorzystaniem metody 6.4.1.
' LCA, niz popularne dezynfektanty dostepne w handlu (podchloryn sodu, kwas 6.4.2.

Zrédto: opracowanie wtasne.
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5. Metodyka badawcza

5.1. Materiat badawczy, odczynniki, mikroorganizmy wskaznikowe

Materiat roslinny

Swieze rosliny gojnika (Sideritis Scardica), oregano (Origanum vulgaris) oraz konopi
(Cannabis S. Santhica i Cannabis S. Futura) zostaty zakupione w sklepach internetowych
w roku 2021 bezposrednio od plantatoréw (po 1 kg). Materiat roslinny zostat nastepnie
poddany suszeniu (36°C w suszarce z obiegiem $wiezego powietrza przez 48h)
i przechowywany (w temperaturze pokojowej, w opakowaniach barierowych z tworzywa
sztucznego) do czasu rozpoczecia dalszych etapéw badan. Bezposrednio przed
przeprowadzeniem ekstrakcji materiat roslinny poddawano rozdrobnieniu z wykorzystaniem

mtynka laboratoryjnego.

Wykaz odczynnikow

Wszystkie wykorzystane odczynniki byly przechowywane w przystosowanym do tego celu
pomieszczeniu zgodnie z zaleceniami producenta zamieszczonymi na opakowaniu. Ponizej
zamieszczono wykaz odczynnikéw chemicznych, uzytych w trakcie realizacji pracy doktorskiej

(tabela 5.1.).

Tabela 5.1. Odczynniki chemiczne wykorzystane w trakcie pracy badawczej

L.p. Odczynnik Producent

1. Chloroform cz.d.a. Chempur, Polska

2. CO2 Air Products Sp, Polska
3. DMSO (Dimetylosulfotlenek) Sigma Aldrich, Niemcy
4, Etanol 99,8% Chempur, Polska

5. Fiolet krystaliczny 0,1% Sigma Aldrich, Niemcy
6. Heksan cz.d.a. Chempur, Polska

7. kwas galusowy Sigma Aldrich, Niemcy
8. kwas octowy 30% Chempur, Polska

9. Metanol cz.d.a. Chempur, Polska

10. | odczynnika Folin-Ciocalteu Sigma Aldrich, Niemcy
11. | weglanu sodu 20% POCH, Polska

12. | Bufor fosforanowy 0,25 mol/I Sigma Aldrich, Niemcy

Zrédto: opracowanie wtasne
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Ekstrakty i olejki handlowe

Ekstrakty i olejki handlowe, wykorzystane na poczatkowym etapie badan zakupiono

w sklepie internetowym producenta sktadnikéw do produkcji kosmetykdw ECOSPA. Ponizej

zamieszczono tabele z produktami handlowymi marki

wykorzystanymi w badaniach (tabela 5.2.).

ECOSPA

i AromatherapyOils

Tabela 5.2. Olejki i Ekstrakty CO, zakupione w celu przeprowadzenia badan pilotazowych

Olejek/Ekstrakt CO2 Pochodzenie Producent
Olejek i Ekstrakt CO2 Lavandula Angustifolia ECOSPA
Olejek i Ekstrakt CO2 Rosmarinus Officinalis L ECOSPA
Olejek i Ekstrakt CO2 Boswellia Serrata ECOSPA
Ekstrakt CO> Origanum vulgare ECOSPA
Olejek Origanum vulgare AromatherapyOils
Olejek i Ekstrakt CO2 Cannabis Sativa CBD ECOSPA
Ekstrakt CO> Melissa officinalis ECOSPA
Olejek Melissa officinalis AromatherapyOils
Ekstrakt CO> Mentha piperita ECOSPA
Olejek Mentha piperita AromatherapyOils

Zrédto: opracowanie wiasne

Mikroorganizmy wskaznikowe

Mikroorganizmy wskaznikowe pochodzity z kolekcji ATCC (ang. American Type Culture

Collection). Dtugoterminowo wszystkie mikroorganizmy byty przechowywane w fiolkach

kriogenicznych MicrobankR (ProlLab, Kanada) w temperaturze -22°C. Przed wykonaniem

badan dotyczacych wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowych i antybiofilmowych ekstraktow

roslinnych mikroorganizmy namnazano na odpowiednim podtozu i inkubowano przez 24

godziny w odpowiednich warunkach. Szczegétowe informacje dotyczgce mikroorganizméw

wskaznikowych przedstawiono w tabeli 5.3.
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Tabela 5.3. Mikroorganizmy wskaznikowe wykorzystane w trakcie pracy badawczej

Warunki
L.p. Mikroorganizm (te:':lsjatr)zftj;ra/ Podtoze mikrobiologiczne
atmosfera)
Bakterie Gram-dodatnie
Bacillus subtilis ATCC®
1. 37°C/tl
11774™ /tlenowa Standards Methods (Plate Count Agar) (Biomaxima,
Staphylococcus aureus o Polska)
2. ATCC® 33869™ 37°C/tlenowa
3. Listeria monocytcTJgenes 37°C/tlenowa
ATCC® 1911 ) . . .
- Brain Heart Infusion (Biomaxima, Polska)
4 Enterococcus faecalis 37°C/tlenowa
) ATCC® 19433™
H ®
5 Micrococcus /uTt'\(;I:’us ATCC 30°C/tlenowa
4698 . . . .
— - Tripticasein Soy Agar (Biomaxima, Polska)
6 Clostridium perfringens 37°C/tlenowa
' ATCC® 13124™
Bakterie Gram-ujemne
— - p
7. Escherlgglzalcé% ATCC 37°C/tlenowa
- Standards Methods (Plate Count Agar) (Biomaxima,
Pseudomonas aeruginosa Polska)
8. ATCC® 37°C/tlenowa
9027™
Campylobacter jejuni .
9. ATCC® 33291™ 37°C/tlenowa
Salmonella enterica ser. Brain Heart Infusion (Biomaxima, Polska)
10. Enteritidis ATCC® 37°C/tlenowa
13076™

Zrédto: opracowanie wiasne.

5.2. Otrzymywanie ekstraktow roslinnych

Procedury otrzymywania ekstraktéw z roslin gojnika (Sideritis Scardica), oregano (Origanum
vulgaris) i konopi (Cannabis S. Santhica i Cannabis S. Futura) opracowano w oparciu o dane
literaturowe, wprowadzajgc modyfikacje dotyczace m.in. wyboru rozpuszczalnika. Za
kryterium wyboru metod, warunkéw i kierunkéw optymalizacji proceséw przez autoréow
publikacji, na ktére powotano sie w dalszej czesci, wybrano otrzymanie jak najwiekszej
zawartosci ogdlnej zwigzkéw polifenolowych. Ponizej zamieszczono opis wykorzystanych

metod.

Metoda ekstrakcji Soxhleta
Do ekstrakcji metodg Soxhleta wykorzystano protokét opisany przez Karami i in., (2015)
z modyfikacjami. Odwazony, rozdrobniony i wysuszony materiat roslinny o masie

10 g umieszczono w gilzie a nastepnie wprowadzono do kolumny ekstrakcyjnej. Jako
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rozpuszczalniki ekstrakcyjne zastosowano heksan oraz metanol, ktére wprowadzano do
kolby kulistej w ilosci 250 ml. Ekstrakcje prowadzono z wykorzystaniem dwdch
rozpuszczalnikdw: metanolu i heksanu. Kolbe z rozpuszczalnikiem ogrzewano w tazni wodnej
doprowadzajgc rozpuszczalniki do wrzenia (68,7°C i 64,7°C odpowiednio dla heksanu
i metanolu). Ekstrakcje prowadzono przez 6h. Po zakonczeniu ekstrakcji roztwér
pozostawiono do ochtodzenia, a nastepnie zlewano do probdéwki wiréwkowej typu Falcon

(50 ml) i przechowywano w temperaturze -20°C do dalszej analizy.

Metoda ekstrakcji w tazni ultradZwiekowej (UAE Ultrasound assisted extraction)

Ekstrakcje wspomagang ultradzwiekami przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej metody
Hossain i in., (2012) w tazni ultradZzwiekowej ,Elmasoic P”. Wysuszony i rozdrobniony
materiat roslinny odwazono po 10 g, umieszczono w naczyniu ekstrakcyjnym i zalano 50 ml
mieszaniny ekstrakcyjnej w trzech wariantach (wodg destylowang; mieszaning wody
destylowanej i metanolu w proporcji 1:1; metanol). Naczynia umieszczono nastepnie w fazni
i ekstrahowano w temperaturze 35°C, przy czestotliwosci 50 KHz, w trzech cyklach po 15
minut. Kazdorazowo po zakonczonym cyklu dolewano kolejng porcje 50 ml mieszaniny
ekstrakcyjnej. Po zakonczonym procesie ekstrakty zostaty odsgczone pod zwiekszonym
cisSnieniem na lejku Buchnera z pozostatosci statego materiatu roslinnego, zebrane do
probéwki wiréwkowej typu Falcon (50 ml) i przechowywane w temperaturze -20°C do

dalszej analizy.

Metoda ekstrakcji gazem w stanie nadkrytycznym

Ekstrakcje przy uzyciu ukfadu ekstrakcji ptynem nadkrytycznym, SC-CO,, przeprowadzono
zgodnie z procedurg opisang przez Uwineza i in. (2021) oraz zoptymalizowang przez Zitek
iin. (2021). Zmielone i wysuszone rosliny odwazono po 10 g i umieszczono w nhaczyniu
ekstrakcyjnym o pojemnosci 25 ml a nastepnie ekstrahowano w temperaturze 50°C przy
statym cisnieniu 250 baréw. Szybkos¢ przeptywu CO2 ustawiono na poziomie 4 ml/min,
a jako wspodtrozpuszczalnik zastosowano 1 ml/min metanolu (o czystosci 99,5%). Proces
ekstrakcji rozpoczynat sie automatycznie po osiggnieciu przez system ustalonych warunkéow
i trwat 180 min w kazdym przebiegu eksperymentu, na ktdry sktadaty sie trzy fazy: pierwszy
czas dynamiczny — 45 min, czas statyczny — 15 min i drugi czas dynamiczny — 120 min.

Ekstrakty roslinne zebrano w kolbach umieszczonych w module do zbierania frakcji, przelano
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do proboéwek wiréwkowych typu Eppendof (50 ml) i przechowywano w temperaturze -20°C

do dalszej analizy.

Metoda ekstrakcji z parq wodng

Ekstrakcje z parg wodng przeprowadzono wedtug Castillo-Herrera, G. A. (2007). Do procesu
wykorzystano wysuszony i rozdrobniony materiat roslinny o masie réwnej 25 g. Susz
umieszczono w kolbie dwuszyjnej okrggtodennej i zalano wodg destylowang w ilosci 200 ml.
Kolbe z materiatem roslinnym i wodg ogrzewano do wrzenia. Proces prowadzono przez 2,5h,
w miedzyczasie uzupetniajgc wode destylowang w kolbie. Po wystudzeniu produktu
destylacji zawartos¢ kolby przeniesiono do nowego wkraplacza i zalano 100 ml chloroformu.
Nastepnie zawartos¢ wkraplacza wytrzgsano aby na dalszym etapie dolng faze przenies¢ do
czystej kolby. Procedure wytrzasania z chloroformem powtdrzono dwukrotnie. Zawartos$¢
kolby destylacyjnej przelano do probéwki wiréwkowej typu Falcon (3 ml) przechowywano

w temperaturze -20°C do dalszych badan.

Przygotowanie ekstraktow do badan

Pozyskane ekstrakty roslinne kazdorazowo poddane zostaty odparowaniu rozpuszczalnika
przy uzyciu wyparki rotacyjnej. Pozostatos¢ po odparowaniu zwazono a nastepnie
rozpuszczono w dwéch rozpuszczalnikach (metanolu i DMSO), doprowadzajac do stezenia na
poziomie 16 mg ekstraktu/1 ml rozpuszczalnika. Ekstrakt metanolowy wykorzystano do
oznaczenia catkowitej zawartosci zwigzkéw polifenolowych, natomiast z uwagi na wysoka
lotnos¢ oraz toksycznosé tego rozpuszczalnika, a takze metodyke badan mikrobiologicznych,
do badan wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych oraz antybiofiimowych wykorzystano
ekstrakty rozpuszczone w DMSO.

W przypadku ekstraktow i olejkéw handlowych niemozliwe byto oznaczenie stezenia samego
ekstraktu roslinnego, przez co w analizie przyjeto, ze substancje roslinne wraz
z rozpuszczalnikiem traktowane bedg jako 100% stezenie. Ekstrakty handlowe przebadano
w celach pilotazowych, nie oznaczano zawarto$ci zwigzkéw polifenolowych a jedynie

wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowe i antybiofilmowe.

5.3. Oznaczenie catkowitej zawartosci zwigzkéw polifenolowych

Catkowitg zawartos¢ polifenoli (TP) w badanych ekstraktach roslinnych oznaczono metoda

z zastosowaniem odczynnika Folina-Ciocalteu, zgodnie z wymaganiami normy ISO 14502-
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1:2005 (ISO 14502-1:2005). Gtéwnym zatozeniem metody jest wykorzystanie zdolnosci
zwigzkéw polifenolowych do tworzenia barwnej reakcji z odczynnikiem Folina-Ciocalteu.
Metoda polega na pomiarze absorbancji kompleksu powstatego na skutek redukcji soli
heteropolikwaséw fosforowolframomolibdenowych, zawartych w odczynniku Folina-
Ciocalteu. Obecne w prébce zwigzki fenolowe ulegajg utlenieniu, natomiast sole kwasdéw
fosfomolibdenowego i fosfowolframowego redukcji w srodowisku zasadowy, co skutkuje
powstaniem produktu reakcji o charakterystycznej, niebieskiej barwie. W celu
przeprowadzenia analizy 0,5 ml przygotowanej prébki ekstraktu lub olejku roslinnego
rozpuszczonego uprzednio w metanolu dodawano do mieszaniny zawierajgcej 2,5 ml 10%
odczynnika Folina-Ciocalteu z 2 ml 7,5% Na;COs. Po uptywie 1h zmierzono absorbancje
roztworu przy dtugosci fali 765 nm. Uzyskane wartosci absorbancji przyréwnano do krzywej
wzorcowej o réwnaniu:
y=0,11745x + 0,1765
(R?2=0,995).
Wyniki oznaczen przedstawiono jako ilos¢ rdwnowaznika kwasu galusowego w 1 g suszu

roslinnego uzytego do pozyskania ekstraktu (mg GAE/1 g s.m.).

5.4. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe ekstraktow

W niniejszej pracy doktorskiej oznaczono potencjat przeciwdrobnoustrojowy handlowych
olejkdw oraz ekstraktéw roslinnych, a takze ekstraktéw roslinnych pozyskanych samodzielnie
w warunkach laboratoryjnych. W ramach oznaczen okreslono minimalne stezenie hamujace
ekstraktow roslinnych lub procentowe zahamowanie wzrostu, a takze ich wtasciwosci
antybiofilmowe. Opracowane formulacje srodka dezynfekujgcego zostaty réwniez poddane

ocenie skutecznosci wedtug normy PN-EN 13697+A1:2015.

5.4.1. Oznaczenie minimalnego stezenia hamujacego (MIC) ekstraktow roslinnych

MIC (z ang.: Minimal Inhibitory Concentration) badanych ekstraktéw i olejkdw oznaczono
metodga seryjnych rozcienczen na mikroptytkach opisang przez Gwiazdowski i in. (2018).
Rozcienczenia ekstraktow przygotowano w 96-studzienkowych mikroptytkach wykonanych
ze stali nierdzewnej oraz tworzywa sztucznego HD-PE. W tym celu do kazdej studzienki
wprowadzano 80 pl pozywki MHB (z ang.: Mueller-Hinton Broth). Do pierwszej studzienki

wprowadzano badany ekstrakt lub olejek w ilosci 80 pl, mieszano i przenoszono do kolejnej
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studzienki. Powtarzajgc czynnos¢ uzyskano serie dwukrotnych rozcieficzen badanego
roztworu. Koncowe stezenie badanych ekstraktéw ustalono w przedziale 0,04-8 mg/ml.
Stezenie DMSO w prdébach kontrolnych ustalono w zakresie 0,2-25%. Po seryjnym
rozcienczeniu ekstraktéow w studzienkach, do kazdej z nich dodano 80 ul roztworu
mikroorganizmoéw. Roztwory mikroorganizmow przygotowywano w pozywce MHB ustalajgc
gestos$c roztworu w densytometrze na poziomie 0,5 w skali MacFarlanda. Ptytki zaszczepione
bakteriami przykryto i inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 30°C lub 37°C,
w zaleznosci od mikroorganizmu. Jako kontrole negatywng zastosowano pozywki hodowlane
zawierajgce ekstrakty roslinne bez inokulum drobnoustrojéw, natomiast czyste kultury
bakterii bez ekstraktéw zastosowano jako kontrole pozytywna. Po inkubacji zbadano
absorbancje prébek bakterii przy dtugosci fali 600 nm uzywajgc czytnika mikroptytek BioTek
Epoch 2. Wartos¢ MIC zdefiniowano jako najnizsze stezenie ekstraktu, ktérego uzycie
skutkowano co najmniej 90% zahamowaniem wzrostu. Eksperyment przeprowadzono
w trzech niezaleznych powtdrzeniach. W przypadku handlowych olejkow i ekstraktéw
warto$¢ MIC przedstawiono jako procentowe zahamowanie wzrostu, bez wskazywania

stezerh hamujacych.
5.4.2. Wtasciwosci antybiofilmowe ekstraktow

Opis metodyki badania wtasciwosci antybiofilmowych substancji roslinnych podzielono na
czesci odwzorowujgce poszczegbélne etapy postepowania we wiasciwej kolejnosci:
formowanie biofilmu; oznaczanie wtasnosci antybiofilmowych substancji roslinnych jako
czynnik zapobiegajacy formowaniu oraz jako czynnik usuwajgcy biofilm; ilosciowe oznaczanie

biofilmu.

Formowanie biofilmu

Doswiadczenia dotyczgce tworzenia biofilmu przez wybrane bakterie: P. aeruginosa,
S. eneteritidis i L. monocytogenes przeprowadzono wedtug zmodyfikowanej metody opisanej
przez Somrani (2020). Na pozywkach ptynnych, dobranych odpowiednio dla poszczegdlnych
mikroorganizméw, przygotowano standaryzowane hodowle bakterii o stezeniu 106 CFU/ml.
Nastepnie, tak przygotowane zawiesiny bakterii, w objetosci 150 ul wprowadzano do kazdej
studzienki 48-dotkowej mikroptytki ptaskodennej i inkubowano w temperaturze 37°C przez
24 godziny. Po inkubacji zawiesiny bakterii ostroznie usunieto z ptytki, a studzienki

przeptukano trzykrotnie wodg, aby usungé nieadherentne komérki i pozostatosci pozywki. Po
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usunieciu ostatnich pozostatosci wody po ptukaniu, ptytki suszono na powietrzu przez 2

godziny, do catkowitego wyschniecia. Badania przeprowadzono w trzech powtdérzeniach.

Oznaczanie wtasciwosci antybiofilmowych badanych ekstraktow (formowanie i usuwanie)
Aktywno$é antybiofilmowa ekstraktédw roslinnych badano w dwéch kierunkach: jako czynnik
zapobiegajacy tworzeniu sie biofilmu i jako czynnik usuwajgcy biofilm. W pierwszym
przypadku ekstrakty dodawano do studzienek przed inkubacjg drobnoustrojéw, natomiast w
drugim przypadku ekstrakty stosowano po utworzeniu sie biofilméw, w celu ich usuniecia.

Aby okredli¢ efekt testowanego ekstraktu lub formulacji proponowanego srodka
dezynfekujgcego na zdolnos$¢ tworzenia biofiiméw bakteryjnych, przygotowano roztwory
ekstraktow roslinnych. Do kazdej studzienki ptaskodennej 48-dotkowej ptytki dodano 150 ul
ekstraktu oraz 150 pl zawiesiny bakteryjnej przygotowanej jak opisano w punkcie
dotyczacym formowania biofilmu. Ptytki inkubowano przez 24 godziny w temperaturze 37°C.
Koricowe stezenia badanych ekstraktow byly rowne wartosciom 0,5*MIC, 1*MIC oraz
2*MIC. Jako kontrole ujemng zastosowano DMSO. Po inkubacji zawiesine bakteryjna
usunieto z ptytek i studzienki przeptukano trzykrotnie wodga. Ptytki suszono nastepnie na
powietrzu przez 2 godziny.

Okreslenie wptywu badanych ekstraktéw roslinnych oraz formulacji opracowanego $rodka
dezynfekujgcego na usuwanie komoérek dojrzatego biofilmu, badano przez dodanie 150 pl
wody i 150 pl zawiesiny bakteryjnej w kazdym dotku i inkubacje przez 24 godziny
w temperaturze 37°C. Nastepnie, po przeptukaniu wodg i wysuszeniu na powietrzu, biofilm
przemywano trzykrotnie 300 pl ekstraktu w odpowiednim stezeniu. Po 15 minutach badane

substancje usuwano, ptytki przemywano wodg i suszono na powietrzu przez 2 godziny.

Barwienie i ilosciowe oznaczanie biofilmu

Biomase biofilmu oznaczono za pomocy zmodyfikowanej metody O'Toole'a (2011)
z wykorzystaniem fioletu krystalicznego. Wysuszone ptytki z utworzonym biofilmem
zalewano 250 ul 0,1% roztworu fioletu krystalicznego i pozostawiano na 15 minut. Nastepnie
ptytki przemywano wodg i suszono przez noc na powietrzu. Po tym czasie,
w celu ilosciowego oznaczenia biofilmu dodawano 250 ul 30% kwasu octowego do kazdego
dotka i pozostawiono w temperaturze pokojowej na 10-15 minut. Zawartos$¢ studzienek

przenoszono nastepnie na nowg mikroptytke i oznaczano gesto$s¢ optyczng barwnej
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mieszaniny powstatej w kazdym dotku. Gesto$¢ optyczng oznaczano spektrofotometrycznie
przy dtugosci fali 550 nm przy uzyciu czytnika mikroptytek BioTek Epoch 2. Jako prdébe
zerowq zastosowano 30% roztwor kwasu octowego w wodzie. Prébki badano réwnolegle
w trzech powtdrzeniach powtdrzenia. Wyniki wyrazono jako procent hamowania lub

usuwania biofilmu.

5.4.3. Ocena skutecznosci dezynfekcji proponowanych formulacji wedtug normy

Okreslenie skutecznos$ci dezynfekcji formulacji opracowanego s$rodka dezynfekujacego
przeprowadzono metodg standaryzowang przez PN-EN 13697+A1:2015 z pewnymi
modyfikacjami. Modyfikacja dotyczyta wyboru szczepdw wskaznikowych, ktére wybrano
z puli szczepow zakupionych z kolekcji ATCC i przechowywanych w kolekcji laboratorium
Katedry Przyrodniczych Podstaw Jakosci Uniwersytetu Ekonomicznego w Poznaniu. Wyniki
oceny skutecznosci dezynfekcji zaprezentowano w sekcji poswieconej rezultatom
eksperymentow jako pozytywne lub negatywne zakwalifikowanie proponowanej formulacji

jako srodka do dezynfekcji wedtug normy.

5.5. Opracowanie sktadu S$rodka dezynfekujgcego zawierajacego pozyskane

substancje roslinne

Optymalny sktad proponowanego srodka dezynfekujgcego zawierajgcego zbadane ekstrakty
roslinne zostat wybrany na podstawie podejscia OFAT (One Factor At a Time). Polegato ono
na analizowaniu wptywu skfadu projektowanego preparatu na skutecznos$¢ dezynfekcji przy
zmianie tylko jednego czynnika, przy pozostawieniu pozostatych niezmiennych. Zmiennymi
w procesie byty: ekstrakty (Origanum vulgaris, Cannabis S. Santhica i Cannabis S. Futura),
stezenie ekstraktu (0,5*MIC, 1*MIC i 2*MIC) oraz procentowa zawartos¢ alkoholu etylowego
(30%, 40%, 50%). Opracowane w ten sposéb kombinacje trzech zmiennych niezaleznych
przebadano pod katem skutecznosci dziatania srodkdw dezynfekujacych dla przemystu

spozywczego zgodnie z punktem 5.4.3 niniejszej rozprawy doktorskiej.
5.6. Ocena cyklu zycia (LCA)

Badanie LCA przeprowadzono metodg zgodng z wytycznymi normy ISO 14040 sktadajaca sie
z czterech nastepujgcych faz, szczegdétowo opisanych w dalszym tekscie (ISO 14040: 2009

Zarzadzanie srodowiskowe - Ocena cyklu zycia - Zasady i struktura # 4.2).
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5.6.1. Okreslenie celu i zakresu

Zasadniczym celem podjetej analizy LCA (Life Cycle Assessment) byta ocena potencjalnego
wptywu na S$rodowisko w cyklu zycia stworzonych formulacji $rodkéw dezynfekujgcych
bazujgcych na ekstraktach roslinnych i zidentyfikowanie $rodowiskowych punktéw
krytycznych. W dalszej kolejnosci dokonano poréwnania stworzonych formulacji oraz ich
alternatywnych wariantéw z preparatami odkazajgcymi najczesciej stosowanymi
w przemysle spozywczym.

Warianty testowanych formut srodkow dezynfekujgcych réznity sie miedzy sobg stezeniem
alkoholu etylowego (30% i 50%) oraz metoda otrzymywania ekstraktu roslinnego: ekstrakcja
Soxhleta, ekstrakcja w tazni ultradzwiekowej oraz ekstrakcja w nadkrytycznych CO..
W przypadku s$rodkéw dezynfekujgcych zawierajgcych substancje roslinne pozyskane
dwiema pierwszymi metodami wybrano te ekstrahowane czystym metanolem. Srodkami
dezynfekujgcymi wybranymi do oceny porédwnawczej byty: podchloryn sodu, kwas
nadoctowy (PFA) i kwas nadmrowkowy (PAA). Za wariant bazowy w badaniu wybrano cykl
zycia formulacji stworzonej na bazie ekstraktu konopnego pozyskanego metodg ekstrakcji
Soxhleta, rozpuszczonego w 50% roztworze alkoholu etylowego. Wszystkie analizowane
warianty (kazdorazowo z podziatem na faze produkcji oraz uzytkowania i utylizacji)

zamieszczono w ponizszej tabeli 5.4.

Tabela 5.4. Warianty formulacji preparatu dezynfekujgcego analizowane w ramach oceny
cyklu zycia

Metoda otrzymywania/ stezenie alkoholu etylowego
nazwa $rodka do dezynfekcji ¢ ¥ 8
1 ) 30%
— Ekstrakcja Soxhleta
2 50%
3 . . L . 30%
— Ekstrakcja w tazni ultradzwiekowej
4 50%
5 ) 30%
— Ekstrakcja w nadkrytycznym CO>
6 50%
7 podchloryn sodu n.d.
8 PFA n.d.
9 PAA n.d.

Zrédto: opracowanie wiasne
n.d. — nie dotyczy
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Analize przeprowadzono z uwzglednieniem nastepujacych etapow cyklu zycia:

= produkcja Srodka dezynfekujacego — etap ten obejmowat pozyskanie surowcéw (kotyska)
oraz wytwarzania i transport srodka dezynfekujgcego na bazie proponowanej formulacji;

» uzytkowanie $Srodka dezynfekujacego — obejmowat produkcje etanolu (dotyczy tylko
formulacji autorskich), produkcje wody (do przygotowania roztworu o zalecanym
stezeniu), ale takze emisje bezposrednie (wynikajgce z ulatniania sie do powietrza
etanolu, kwasu nadoctowego, kwasu nadmrowkowego czy chloru) oraz oczyszczanie
Sciekow.

System wyrobu obejmowat cykl zycia zaréwno samych srodkéw dezynfekujgcych, jak

i poszczegdlnych materiatdw pomocniczych. Uzyskane wyniki bedg sie zatem odnosity do:

» wydobycia/pozyskania surowcéw naturalnych, z ktérych powstajg poszczegdlne srodki
dezynfekujgce (rolnictwo - konopie, sektor wydobywczy - gaz ziemny), energia
elektryczna (sektor wydobywczy - wegiel kamienny, gaz ziemny, ropa naftowa), woda
(rzeki), bioetanol (rolnictwo - trzcina cukrowa, buraki);

= przetwarzania i produkcji srodkéw dezynfekujacych (procesy wytwarzania preparatéw
na bazie konopi w warunkach laboratoryjnych, procesy produkcji rynkowych $rodkdéw
dezynfekujgcych w skali przemystowej), generowania energii cieplnej i elektrycznej
(dziatalnos¢ elektrowni i cieptowni), produkcji wody kranowej (dziatalno$¢ firm
wodociggowych), produkcji etanolu,

» transport Srodkéw dezynfekujacych na rynek (cyk zycia paliwa oraz cykl zycia
samochodu),

» uzytkowanie (dezynfekcja i koniec zycia - emisje podczas dezynfekcji, oczyszczenia
Sciekdw).

Funkcjg analizowanych produktéow byta chemiczna dezynfekcja powierzchni rozumiana jako
skuteczna dezynfekcja powierzchni abiotycznych wedtug normy PN-EN 13697+A1:2015. Jako
jednostke funkcjonalng (JF) przyjeto zdezynfekowanie 1 m? powierzchni. Na podstawie
instrukcji stosowania oraz kart charakterystyki rynkowych srodkéw dezynfekujgcych
okreslono nastepujgce strumienie odniesienia (ilosci wyrobéw potrzebne do realizacji
jednostki funkcjonalnej):

» Srodek na bazie konopi, ekstrakcja w nadkrytycznym CO,, etanol 30% — 0,25 g ekstraktu,
0,1136 g etanolu, 336 g wody;
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» Srodek na bazie konopi, ekstrakcja w nadkrytycznym CO,, etanol 50% — 0,25 g ekstraktu,
0,18936 g etanolu, 240 g wody;

» Srodek na bazie konopi, ekstrakcja w ftazni ultradzwiekowej, etanol 30%
— 8 g ekstraktu, 0,1136 g etanolu, 336 g wody;

» Srodek na bazie konopi, ekstrakcja w fazni ultrad?wieckowej, etanol 50%
— 8 g ekstraktu, 0,18936 g etanolu, 240 g wody;

» Srodek na bazie konopi, ekstrakcja Soxhleta, etanol 30% - 8 g ekstraktu,
0,1136 g etanolu, 336 g wody;

= Srodek na bazie konopi, ekstrakcja Soxhleta, etanol 50% — 8 g ekstraktu,
0,18936 g etanolu, 240 g wody;

= Podchloryn sodu — 5,55 g preparatu; 494,45 g wody;

= Kwas nadoctowy (PFA) - 3,5 g preparatu; 496,5 g wody;

= Kwas nadmrowkowy (PAA) - 5,55 g preparatu; 494,45 g wody.

5.6.2. Analiza zbioru wejs¢ i wyjsc¢

Inwentaryzacji wej$¢ i wyj$¢ dokonano przy uzyciu danych pochodzgcych z dwéch zrodet:

» Danych pierwotnych — obejmowaty informacje o rodzaju i zuzyciu materiatéw oraz
energii potrzebnych do uzyskania w warunkach laboratoryjnych srodkéw
dezynfekujacych na bazie konopi;

= Danych wtdrnych — obejmowaty informacje pobrane z publikacji (Rodon, 2017), z bazy
danych ecoinvent 3.8 oraz z kart charakterystyki rynkowych s$rodkéw
dezynfekujacych.

Ze wzgledu na rdéznice w zrédtach danych (pierwotne, wtérne), w jakosci danych (wtfasne
pomiary vs usrednione dane wtérne) oraz w skali produkcji (laboratoryjna vs przemystowa),

uzyskane wyniki poréwnawcze nalezy traktowac szacunkowo.

5.6.3. Ocena wptywu na srodowisko

Oceny wptywu na s$rodowisko dokonano przy uzyciu metody EF 3.0 method (adapted).
Stanowi ona zaadaptowang do potrzeb programu SimaPro wersje metody EF 3.0 method,
ktora zostata opracowana przez Wspdlne Centrum Badawcze Komisji Europejskiej (JRC, Joint
Research Centre) w ramach projektu dotyczgcego sladéw srodowiskowych i opublikowana

w fazie przejSciowe] tego projektu (Komisja Europejska — zalecenia, 2021). Przy uzyciu tej
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metody mozliwe jest iloSciowe okreslenie wptywu na srodowisko w ramach 16 kategorii

wptywu (kategoria wptywu to ,klasa reprezentujgca rozpatrywane kwestie srodowiskowe,

do ktérych mogg by¢ przypisane wyniki analizy zbioru wejs¢ i wyjsé cyklu zycia” 1SO

14040:2009 # 3.39). Wykaz kategorii wptywu zaprezentowano w tabeli 5.5.

Tabela 5.5. Kategorie wptywu w metodzie EF 3.0

Kategoria oddziatywania
sladu weglowego

Wskaznik kategorii oddziatywania

Jednostka

Zmiana klimatu ogétem

wspotczynnik globalnego ocieplenia
(GWP100)

kilogram ekwiwalentu CO2

Zubozenie warstwy

potencjat niszczenia ozonu (ODP)

kilogram ekwiwalentu CFC-11

- inne niz rakotwodrcze

ozonowej
Dziatanie toksyczne dla ludzi poréwnawcza jednostka toksycznosci
. . CTUh
- rakotworcze dotyczaca ludzi (CTUh)
Dziatanie toksyczne dla ludzi poréownawcza jednostka toksycznosci CTUR

dotyczaca ludzi (CTUh)

Czastki state

wptyw na zdrowie ludzi

Zachorowalnosé

Promieniowanie jonizujace,
zdrowie cztowieka

skutecznos¢ narazenia ludzi dotyczaca
U235

kilobekerel ekwiwalentu U235

Fotochemiczne
powstawanie ozonu,
zdrowie cztowieka

wzrost stezenia ozonu w warstwie
przyziemnej

kilogram ekwiwalentu NMLZO

Zakwaszenie

skumulowane przekroczenie

ekwiwalent mola H+

Eutrofizacja lgdowa

skumulowane przekroczenie

ekwiwalent mola N

Eutrofizacja wdd stodkich

frakcja substancji biogennych docierajgca
do wad stodkich (P)

kg ekwiwalentu P

Eutrofizacja wéd morskich

frakcja substancji biogennych docierajgca
do wdd morskich (N)

kg ekwiwalentu N

Ekotoksycznosc¢ dla wody
stodkiej

poréwnawcza jednostka toksycznosci w
przypadku ekosystemow (CTUe)

CTUe

Uzytkowanie gruntow

Wskaznik jakosci gleby

Wielkos$¢ bezwymiarowa (pt)

Zuzycie wody

potencjat pozbawienia uzytkownika wody
(zuzycie wody wazone pozbawieniem)

ekwiwalent ilosci dostepnej wody
po odjeciu zapotrzebowania w m3

Wykorzystywanie zasobdw,
mineraty i metale

zubozenie zasobow abiotycznych
(koricowe zasoby ADP)

kg ekwiwalentu Sb

Wykorzystywanie zasobdw,

surowce kopalne

Zubozenie zasobow abiotycznych —

paliwa kopalne (ADP — surowce kopalne)

megadzul

2021r.

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie na podstawie zaleceri komisji (UE) 2021/2279z dnia 15 grudnia
w sprawie stosowania metod oznaczania $ladu Srodowiskowego do pomiaru efektywnosci

Srodowiskowej w cyklu zycia produktow i organizacji oraz informowania o niej

78



W tabeli 5.5. wykazano jednostki odnoszgce sie do tzw. charakteryzowanych wynikéw LCIA.
W dalszej czesci pracy, oprocz wynikéw charakteryzowanych, dla cyklu zycia poszczegdlnych
formulacji i $rodkéw dezynfekujgcych zostanie takze zaprezentowany skumulowany
pojedynczy ekowskaznik tzw. single score. Jest to wynik uzyskiwany na poziomie wazonych
wynikéow LCIA i wyrazony bedzie w punktach (Pt). Bez wzgledu na poziom wynikéw LCIA,
zawsze obowigzuje ta sama zasada interpretacyjna - im wyzszy dodatni wynik wskaznika,
tym gorzej, bowiem oznacza to wieksze negatywne potencjalne oddziatywanie na

Srodowisko.

5.6.4. Interpretacja wynikéw

Uzyskane wyniki poddane zostaty interpretacji. Wykorzystano procedure identyfikacji

znaczacych kwestii opracowang przez JRC na potrzeby metodyki sladow srodowiskowych

produktéw i organizacji (Komisja Europejska, 2021). W pewnym uproszczeniu, procedura ta

obejmowata nastepujace kroki:

= Krok 1. Identyfikacje znaczacych kategorii wptywu — obejmuje te kategorie wptywu,
ktdre tgcznie odpowiedzialne sg za co najmniej 80% oddziatywania wyrazonego w postaci
skumulowanego ekowskaznika (identyfikacja oparta na wazonych wynikach LCIA,
wszystkie kategorie wptywu uwzglednione);

= Krok 2. Identyfikacja znaczgcych etapéw cyklu zycia - obejmuje te etapy, ktére tacznie
odpowiedzialne sg za co najmniej 80% oddziatywania w ramach kazdej
z zidentyfikowanych w kroku 1 znaczgcych kategorii wptywu (identyfikacja oparta na
charakteryzowanych wynikach LCIA, tylko znaczgce kategorie wptywu uwzglednione).
W przypadku, gdy udziat etapu uzytkowania wynosi powyzej 50%, nalezy oddzielié
uzytkowanie od pozostatych etapdw i dokonaé ponownie identyfikacji;

= Krok 3. Identyfikacja znaczacych proceséw - obejmuje te procesy, ktére tacznie
odpowiedzialne s3 za co najmniej 80% oddzialywania w ramach kazdej
z zidentyfikowanych w kroku 1 znaczgcych kategorii wptywu (identyfikacja oparta na
charakteryzowanych wynikach LCIA, tylko znaczgce kategorie wptywu uwzglednione);

= Krok 4. Identyfikacja znaczacych strumieni elementarnych - obejmuje te strumienie,
ktore facznie odpowiedzialne s3 za co najmniej 80% oddziatywania w ramach kazdej
z zidentyfikowanych w kroku 1 znaczacych kategorii wptywu (identyfikacja oparta na

charakteryzowanych wynikach LCIA, tylko znaczgce kategorie wptywu uwzglednione).
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W celu uzyskania dodatkowych informacji, podjeto decyzje o zréznicowaniu scenariuszy dla
formulacji autorskich. Parametrami rdznicujgcymi byty nie tylko wspomniane wczesniej
rodzaje ekstrakcji (Soxhleta, w nadkrytycznym CO,, w fazni ultradZzwiekowej), stezenie
etanolu (30%, 50%), ale takze rodzaj energii pokrywajgcej zapotrzebowanie energetyczne
procesu wytwarzania preparatéw w laboratorium (przecietny miks energetyczny dla Polski,
energia wiatrowa, energia fotowoltaiczna) oraz pochodzenie etanolu (buraki cukrowe,

trzcina cukrowa).
5.7. Analiza statystyczna wynikéw badan

Wszystkie analizy przeprowadzono w trzech powtdérzeniach, a wyniki wyrazono jako sredniet
odchylenie standardowe. Jednokierunkowg analize wariancji (ANOVA) i test Tukeya
przeprowadzono przy uzyciu oprogramowania SPSS Statistics 25 (SPSS for Mac 10S: IBM SPSS

Inc., USA) w celu okreslenia réznic miedzy prébkami przy p < 0,05.
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6. Wyniki i dyskusja

6.1 Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe handlowych olejkow i ekstraktow

roslinnych

Pierwszym etapem badan realizowanych w ramach niniejszej pracy doktorskiej byto
okreslenie witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych handlowych olejkéw i ekstraktow
roslinnych. Badanie potraktowano jako pilotaz wskazujgcy potencjat substancji roslinnych
w hamowaniu wzrostu wybranych mikroorganizméw patogennych. Ocenie poddano tgcznie
12 réinych olejkdw i ekstraktéw roslinnych, rdéznigcych sie sposobem otrzymywania
(ekstrakcja CO2 Ilub hydrodestylacja), ktdérych spis wraz z nazwami rodzajowymi

zamieszczono w rozdziale 5.1. w czesci metodycznej (Tabela 5.1.).

Doktadne okreslenie minimalnych stezedn hamujgcych (MIC) handlowych olejkéw
i ekstraktow roslinnych nie byto mozliwe z uwagi na fakt, iz producenci nie podali informaciji
0 zawartosci substancji biologicznie czynnych w swoich wyrobach. W zwigzku z tym wyniki
oddziatywania przeciwdrobnoustrojowego przedstawiono jako procentowe zahamowanie
wzrostu poszczegdlnych bakterii wskaznikowych w zaleznosci od stezenia procentowego
badanego ekstraktu lub olejku. Wyjsciowy produkt handlowy potraktowano jako
stuprocentowe (100%) stezenie, a zakres stezen, w ktérym prowadzono badania, wynosit od
0,4% do 50%. Mikroorganizmy wskaznikowe do tej czesci badan wybrano sposréd gatunkdow
wymienianych najczesciej jako zagrozenie w przemysle spozywczym. Wyniki eksperymentu
przedstawiono w tabelach 6.1 — 6.10. Kolorem zielonym wskazano zahamowanie wzrostu
badanych bakterii na poziomie co najmniej dziewiecdziesieciu procent (>90%), do czego
odnosi sie zastosowane w opisie wynikow sformutowanie ,skuteczne zahamowanie

wzrostu”.

W tabeli 6.1 przedstawiono wptyw testowanych olejkdw i ekstraktéw na wzrost B. subtilis.
Jak wynika z danych, 50% roztwory wszystkich badanych substancji hamowaty wzrost tego
mikroorganizmu w co najmniej dziewiecdziesieciu procentach. Skutecznos¢ zahamowania
wzrostu B. subtilis przez nizsze stezenia zalezata natomiast od rodzaju rosliny uzytej do
produkgcji ekstraktu lub olejku, a takze od metody jej pozyskania. Najsilniejsze oddziatywanie
antybakteryjne wzgledem wykazywaty olejki i ekstrakty z oregano oraz konopi, a takze

ekstrakt CO, z kadzidtowca, dla ktérych skuteczne zahamowanie wzrostu B. subtilis
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obserwowano przy stezeniu 0,4%. Co ciekawe, olejek z kadzidtowca nie byt juz tak skuteczny
jak jego odpowiednik pozyskany metoda ekstrakcji nadkrytycznej (skutecznos¢ hamowania
na poziomie 12,5%). Warto jednak podkresli¢, ze zalezno$¢ pomiedzy sitg oddziatywania
antybakteryjnego a sposobem otrzymywania a nie byfa obserwowana dla pozostatych
handlowych olejkow i ekstraktéw. W przypadku lawendy i rozmarynu olejki pozyskane
metodg hydrodestylacji byty skuteczne, odpowiednio, w dwukrotnie i czterokrotnie nizszych
stezeniach (3,1% vs 6,3% i 1,6% vs 6,3%) w poréwnaniu z ekstraktami CO,. Najstabszym
dziataniem antybakteryjnym wobec bakterii B. subtilis charakteryzowaty sie olejki i ekstrakty
CO; pozyskane z miety i melisy.

Tabela 6.1. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktéw CO, wobec
B. subtilis (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

. . stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]
pochodzenie olejku/ekstraktu
500 | 250 [ 125 | 63 | 31 | 1,6 | 08 | 04
oregano 100% 100% 100% 100% 99% 94% 100% 100%
kadzidtowy 100% 100% 100% 65% 80% 86% 89% 85%
~ lawendowy 100% 100% 100% 99% 99% 88% 80% 63%
()
) rozmarynowy 100% 100% 100% 100% 100% 100% 15% 0%
° konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 92%
mieta 100% 80% 63% 26% 15% 30% 12% 0%
melisa 100% 60% 59% 12% 5% 5% 0% 0%
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 98%
N kadzidtowy 100% 100% 100% 100% 94% 91% 94% 91%
8 lawendowy 100% 100% 100% 100% 60% 59% 19% 24%
=}
fu rozmarynowy 100% 100% 98% 91% 85% 72% 60% 26%
2 | konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%  94%
w
mieta 95% 88% 81% 74% 41% 12% 0% 0%
melisa 91% 79% 74% 64% 28% 0% 0% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg Srednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
j,ednoéci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Podobne oddziatywanie badanych olejkdw i ekstraktéw obserwowano wzgledem bakterii
z gatunku S. aureus (tabela 6.2.). Najsilniejszg aktywnoscig antybakteryjng charakteryzowaty
sie zwigzki pozyskane z roslin oregano i konopi, hamujgc skutecznie wzrost badanego
mikroorganizmu nawet w najnizszym z badanych stezen (0,4%). Silne oddziatywanie
wykazywat réwniez olejek z rozmarynu oraz ekstrakt z lawendy, skutecznie hamujgc wzrost
bakterii S. aureus w stezeniu 1,6%. Znacznie nizszg wrazliwos¢ badanego mikroorganizmu
obserwowano na dziatanie olejku i ekstraktu z kadzidtowca (stezenie hamujgce na poziomie

>90% wynosito odpowiednio: 12,5% i 25%). W przypadku lawendy, silniejsze dziatanie
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wykazywat ekstrakt CO,, ktéry hamowat skutecznie wzrost S. aureus w dwukrotnie nizszym
stezeniu niz olejek pozyskany metodg hydrodestylacji (1,6% vs 3,1%), podczas gdy
w przypadku rozmarynu silniejsze dziatanie wykazat olejek, hamujgcy wzrost bakterii
w czterokrotnie nizszym stezeniu (olejek 1,6% vs ekstrakt 6,3%). Najstabsze oddziatywanie
wzgledem S. aureus, podobnie jak w odniesieniu do B. subtilis, wykazywaty olejki i ekstrakty
CO; z melisy i miety. Olejek pozyskany z miety skutecznie hamowat wzrost omawianego
mikroorganizmu w stezeniu 25% w przeciwienstwie do olejku z melisy, ktéry w najwyzszym
badanym stezeniu (50%) hamowat wzrost bakterii w mniej niz dziewiecédziesieciu
procentach. Ekstrakty CO; z miety i melisy byty skuteczne jedynie w najwyzszym badanych
stezeniu.

Tabela 6.2. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktow CO, wobec
S. aureus (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

pochodzenie olejku/ekstraktu stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]
50,0 \ 25,0 \ 12,5 \ 6,3 \ 3,1 \ 1,6 | 0,8 \ 0,4
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
kadzidtowy 100% 100% 100% 70% 43% 0% 0% 0%
~ lawendowy 100% 100% 93% 91% 90% 84% 56% 21%
é‘ rozmarynowy 100% 100% 100% 100% 100% 100% 64% 0%
konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 98% 94% 92%
mieta 100% 91% 84% 63% 54% 32% 11% 0%
melisa 86% 36% 21% 12% 4% 2% 0% 0%
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 99%
o kadzidtowy 100% 100% 72% 70% 41% 0% 0% 0%
8 lawendowy 100% 100% 100% 100% 99% 99% 0% 0%
% rozmarynowy 100% 100% 100% 97% 88% 84% 72% 73%
g konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 94% 91%
mieta 95% 84% 81% 73% 55% 34% 21% 0%
melisa 91% 78% 71% 31% 19% 0% 0% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg Srednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
jednosci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Wyniki zamieszczone w tabeli 6.3., dotyczace hamowania wzrostu bakterii z gatunku
C. perfringens wskazuja, iz najsilniejsze dziatanie wzgledem tego mikroorganizmu wykazaty
ekstrakty CO; i olejki z oregano i konopi (skuteczne hamowanie obserwowano juz w stezeniu
0,4%). Podobnie, silne dziatanie odnotowano dla ekstraktu CO, z kadzidtowca, ktéry
hamowat catkowicie wzrost bakterii w najnizszym stosowanym stezeniu, podczas gdy olejek z

tej rosliny wykazywat skuteczne dziatanie dopiero w stezeniu 12,5%. Silne oddziatywanie
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antybakteryjne wzgledem C. perfringens (ponad 90% zahamowanie wzrostu) wykazaty takze
olejki z rozmarynu i lawendy w stezeniu 3,1%, natomiast ekstrakty CO, z tych roslin byty
skuteczne dopiero w czterokrotnie wyzszym stezeniu (12,5%). Najnizszg aktywnosc
antybakteryjng wykazaty olejki i ekstrakty pozyskane z melisy i miety, ktére skutecznie
hamowaty wzrost C. perfringens w zakresie stezen 25 — 50%.

Tabela 6.3. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktéw CO, wobec
C. perfringens (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

pochodzenie olejku/ekstraktu stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]
50,0 ‘ 25,0 ‘ 12,5 ‘ 6,3 ‘ 3,1 ‘ 1,6 ‘ 0,8 ‘ 0,4
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 92% 90% 91%
kadzidtowy 100% 100% 96% 86% 70% 45% 17% 11%
~ lawendowy 100% 94% 99% 98% 98% 69% 14% 14%
%‘ rozmarynowy 100% 100% 100% 100% 100% 72% 67% 42%
konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 94%
mieta 100% 90% 71% 44% 32% 20% 7% 2%
melisa 100% 80% 61% 25% 19% 7% 0% 0%
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
o kadzidtowy 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
8 lawendowy 100% 100% 100% 89% 18% 17% 12% 12%
% rozmarynowy 100% 100% 93% 82% 71% 21% 2% 0%
g konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 94% 92%
mieta 100% 91% 71% 66% 44% 38% 24% 7%
melisa 100% 98% 83% 62% 41% 18% 2% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg S$rednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
j,ednoéci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Olejki z oregano i konopi oraz ekstrakty CO, z tych roslin, jak réwniez ekstrakt
z kadzidtowca, najsilniej sposréd badanych zwigzkéw hamowaty wzrost bakterii
L. monocytogenes (tabela 6.4.). Podobnie, jak w odniesieniu do B. subtilis i S. aureus,
hamowanie wzrostu przekraczajgce 90% obserwowano w catym badanych zakresie stezen.
Olejek lawendowy i rozmarynowy skutecznie hamowaty wzrost bakterii L. monocytogenes
w stezeniu 3,1%, co stanowito odpowiednio: dwukrotnie i czterokrotnie nizsze stezenie niz
w przypadku ekstraktéw CO; z tych roslin. Nieco stabsze dziatanie wykazat olejek
z kadzidtowca, hamujgcy wzrost mikroorganizmu na poziomie >90% w stezeniu 12,5%, co
stanowito trzydziestodwu-krotnie wyzsze stezenie w poréwnaniu z ekstraktem z tej rosliny.

Z kolei olejki i ekstrakty CO2 z melisy i miety nie wykazywaty skutecznej aktywnosci
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antybakteryjnej wzgledem L. monocytogenes (hamowanie wzrostu bakterii na poziomie

ponizej 90%).

Tabela 6.4. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktéw CO, wobec
L. monocytogenes (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

pochodzenie olejku/ekstraktu stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]
50,0 ‘ 25,0 ‘ 12,5 ‘ 6,3 ‘ 3,1 ‘ 1,6 ‘ 0,8 ‘ 0,4
oregano 100% 100% 100% 100% 92% 91% 90% 90%
kadzidtowy 100% 100% 96% 86% 70% 45% 17% 11%
~ lawendowy 100% 94% 99% 98% 98% 69% 14% 14%
g' rozmarynowy 100% 100% 100% 100% 100% 72% 67% 42%
konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 94%
mieta 81% 74% 52% 44% 31% 12% 2% 0%
melisa 67% 21% 21% 18% 14% 2% 0% 0%
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
o kadzidtowy 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
S lawendowy 100% 100% 100% 93% 18% 17% 12% 12%
% rozmarynowy 100% 100% 93% 82% 71% 21% 2% 0%
g konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 94% 92%
mieta 81% 74% 51% 50% 40% 38% 24% 11%
melisa 64% 55% 41% 12% 0% 0% 0% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg S$rednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
j,ednoéci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Wzrost bakterii E. faecalis byt skutecznie hamowany w catym badanym zakresie stezen
(0,4% - 50%) przez olejki i ekstrakty CO, z oregano i konopi (tabela 6.5.). Wysoka wrazliwosé
mikroorganizm ten wykazywat na dziatanie olejku lawendowego, ktéry skutecznie hamowat
wzrost patogenu w stezeniu 0,8%. Ekstrakt z lawendy hamowat wzrost bakterii na poziomie
>90% dopiero w stezeniu 6,3%, a wiec osmiokrotnie wyzszym. Podobng aktywnosc
antybakteryjng odnotowano dla olejku i ekstraktu z kadzidtowca, ktére hamowaty wzrost
E. faecalis na poziomie >90% w stezeniu 6,3%. Z kolei olejek i ekstrakt z rozmarynu wykazaty
takg aktywno$¢ w stezeniu 12,5%. Podobnie, jak w przypadku omawianych wczesniej
mikroorganizmodw, najmniejszg wrazliwos¢ bakterie E. faecalis wykazaty na dziatanie olejku
i ekstraktu CO; z miety i melisy, ktére skutecznie hamowaty wzrost w stezeniu: 50% (olejki

i ekstrakt CO2z melisy) i 25% (ekstrakt CO2 z miety).
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Tabela 6.5. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktéw CO, wobec
E. faecalis (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

pochodzenie olejku/ekstraktu stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]
50,0 \ 25,0 \ 12,5 \ 6,3 \ 3,1 | 16| 08 \ 0,4
oregano 100% 100% 100% 100% 99% 99% 98% 98%
kadzidtowy 100% 100% 95% 91% 89% 83% 79% 42%
~ lawendowy 100% 100% 98% 97% 94% 93% 91% 87%
% rozmarynowy 100% 100% 100% 77% 42% 11% 4% 3%
°© konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 99% 99% 97% 91%
mieta 100% 84% 71% 65% 45% 11% 3% 1%
melisa 91% 81% 55% 41% 32% 13% 0% 0%
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 98% 98%
N kadzidtowy 100% 100% 96% 95% 88% 83% 76% 67%
8 lawendowy 100% 100% 100%  98% 59% 13% 2% 0%
% rozmarynowy 100% 100% 93% 81% 74% 21% 0% 0%
g konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 99% 98% 91% 90%
mieta 100% 92% 71% 61% 32% 21% 18% 0%
melisa 90% 82% 62% 54% 23% 15% 0% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sa érednig z trzech réwnoleglych oznaczen, zaokraglona do
jgdnoéci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Tabela 6.6. przedstawia antagonistyczne oddziatywanie olejkow i ekstraktéw CO;
wzgledem M. luteus, ktory charakteryzowat sie najwiekszg wrazliwoscig na badane
substancje sposrdod bakterii Gram-dodatnich. Podobnie, jak w stosunku do pozostatych
bakterii z tej grupy, najsilniejsze hamowanie wykazywaty olejki i ekstrakty z oregano i konopi,
ktore skutecznie hamowaty wzrost M. luteus w najnizszym badanym stezeniu (0,4%). Olejki
zrozmarynu ilawendy byly skuteczne w stezeniu 3,1%, a ekstrakty COz z tych roslin
odpowiednio w stezeniach: 3,1% i 6,3%. Olejki i ekstrakty CO, pozyskane z kadzidtowca
skutecznie hamowaty wzrost bakterii M. luteus w stezeniu 6,3%, niezaleznie od metody ich
pozyskania. Najstabsze oddziatywanie wykazywaty ekstrakty i olejki z miety i melisy, ktére
w stezeniu 25% hamowaty wzrost mikroorganizmu w ponad dziewiecdziesieciu procentach,
przy czym byto to oddziatywanie silniejsze niz obserwowane wzgledem pozostatych bakterii

Gram-dodatnich.
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Tabela 6.6. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktéw CO, wobec
M. luteus (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

pochodzenie olejku/ekstraktu stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]

so,o\ 25,0\ 12,5\ 6,3‘ 3,1| 1,6| o,s\ 0,4

oregano 100% 100% 100% 100% 99% 97% 97% 96%
kadzidtowy 100% 100% 100% 100% 59% 21% 0% 0%

~ lawendowy 100% 100% 99%  98% 98% 51% 29% 11%
é‘ rozmarynowy 100% 100% 100% 100% 100% 32% 4% 0%
konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 97% 94%

mieta 100% 90% 88% 61% 23% 9% 0% 0%
melisa 100% 100% 90% 74% 44% 12% 0% 0%
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 99% 98% 97%

N kadzidtowy 100% 100% 95% 96% 71% 35% 26% 18%
8 lawendowy 100% 100% 100%  98% 41% 21% 0% 0%
% rozmarynowy 100% 100% 97% 93% 91% 74% 40% 21%
g konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 94% 90%
mieta 100% 100% 81% 74% 64% 43% 22% 4%
melisa 94% 90% 84% 54% 38% 14% 1% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg $rednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
jednosci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktéow CO2 oceniono réwniez wobec
wybranych bakterii Gram-ujemnych, w tym E. coli, C. jejuni, S. Enteritidis i C. perfringens.
W tabeli 6.7. przedstawiono wyniki aktywnosci antybakteryjnej wzgledem bakterii E. coli.
Najwiekszg wrazliwo$¢ badanego mikroorganizmu odnotowano przy zastosowaniu
ekstraktow CO; i olejkdw z oregano i konopi, ktére hamowaty wzrost E. coli na poziomie
>90% w catym zakresie stezen. Olejki i ekstrakty CO; z pozostatych roslin charakteryzowaty
sie zdecydowanie stabszym dziataniem przeciwdrobnoustrojowym wzgledem bakterii E. coli.
Ekstrakt CO, rozmarynowy skutecznie hamowat wzrost patogenu w stezeniu 6,3%,
z kadzidtowca w 12,5%, natomiast z lawendy dopiero w stezeniu 25%. Olejki z lawendy
i rozmarynu byty skuteczne w stezeniu 12,5%, natomiast z kadzidtowca dopiero w stezeniu
25%. Olejki i ekstrakty z miety, jak rowniez olejek z melisy, skutecznie hamowaty wzrost
bakterii jedynie w najwyzszym badanym stezeniu (50%). Z kolei ekstrakt z melisy nie

hamowat E. coli w badanym zakresie stezen na poziomie >90%.
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Tabela 6.7. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkow i ekstraktow CO, wobec
E. coli (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

pochodzenie olejku/ekstraktu stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]

50,0 \ 25,0 \ 12,5 \ 6,3 \ 3,1 | 1,6 | 0,8 | 0,4

oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 98%
kadzidtowy 100% 94% 80% 26% 15% 30% 20% 11%

~ lawendowy 98% 96% 95% 89% 79% 61% 51% 33%
E‘ rozmarynowy 100% 100% 97% 48% 46% 31% 15% (0%
© konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 92%
mieta 100% 78% 64% 54% 33% 30% 12% 0%
melisa 91% 55% 59% 12% 4% 2% 0% 0%
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 98%

N kadzidtowy 94% 94% 95% 88% 65% 61% 51% 21%
8 lawendowy 100% 99% 86% 12% 5% 5% 5% 2%
% rozmarynowy 100% 100% 98% 91% 79% 72% 60% 26%
g konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 99% 98% 91%
mieta 95% 74% 61% 55% 40% 34% 21% 0%
melisa 84% 78% 71% 54%  28% 0% 0% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg $rednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
jednosci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Z tabeli 6.8. wynika, ze bakterie z gatunku C. jejuni wykazaty najwiekszg wrazliwos¢ na
olejki i ekstrakty CO, z oregano i konopi, ktére, podobnie jak w omdwionych powyzej
przypadkach, hamowaty wzrost bakterii w catym zakresie badanych stezen. Silne dziatanie
antybakteryjne stwierdzono rowniez w przypadku olejku i ekstraktu CO; z rozmarynu oraz
ekstraktu CO2 z lawendy, ktore byty skuteczne w stezeniu 6,3%, natomiast nieco stabsza
aktywnos¢ odnotowano dla olejku i ekstraktu CO; z kadzidtowca oraz olejku z lawendy, ktére
hamowaty wzrost C. jejuni na poziomie >90% w stezeniu 12,5%. Badane olejki i ekstrakty
handlowe z miety wykazywaty aktywnos¢ hamujaca wzrost C. jejuni na poziomie >90%
jedynie w najwyzszym z badanych stezen (50%), natomiast dla substancji pozyskanych
z melisy nie stwierdzono odpowiedniej skutecznosci w zakresie badanych stezen

(hamowanie wzrostu C. jejuni ponizej 90%).
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Tabela 6.8. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktéw CO, wobec
C. jejuni (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

pochodzenie olejku/ekstraktu stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]
50,0 \ 25,0 \ 12,5 \ 6,3 \ 3,1 \ 1,6 | 0,8 \ 0,4
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
kadzidtowy 100% 100% 100% 17% 13% 4% 0% 0%
~ lawendowy 100% 100% 98% 22% 9% 0% 0% 0%
é‘ rozmarynowy 100% 100% 100% 100% 7% 5% 0% 0%
konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 98% 92%
mieta 100% 80% 62% 51% 31% 11% 3% 1%
melisa 71% 62% 49% 41% 31% 20% 7% 0%
oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 97%
o kadzidtowy 100% 95% 95% 30% 2% 0% 0% 0%
8 lawendowy 100% 100% 100% 100% 15% 0% 0% 0%
% rozmarynowy 100% 100% 100% 91% 77% 42% 18% 0%
g konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 94%
mieta 91% 74% 62% 41% 12% 0% 0% 0%
melisa 88% 70% 51% 12% 0% 0% 0% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg Srednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
jgdnoéci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Bakterie z rodzaju Salmonella okazaty sie bardziej wrazliwe na dziatanie testowanych
olejkéw i ekstraktéw niz bakterie z gatunkdéw E. coli i C. jejuni (tabela 6.9.). Bakterie te byty
hamowane przez olejki i ekstrakty CO, z oregano i konopi oraz przez ekstrakt CO;
z kadzidtowca ze skutecznoscig wyzszg niz 90% w catym badanym zakresie stezen (0,4% -
50%). Olejek i ekstrakt z lawendy wykazywaty skuteczne zahamowanie wzrostu S. Enteritidis
w stezeniu 6,3%, niezaleznie od metody ich pozyskania. Ekstrakt z rozmarynu w stezeniu
6,3% hamowat wzrost S. Enteritidis ze skutecznoscig 91%, natomiast olejek rozmarynowy
wtym samym stezeniu hamowat wzrost badanego mikroorganizmu zaledwie w 39%
(skutecznos¢ hamowania wzrostu na poziomie >90% uzyskano w stezeniu dwukrotnie
wyzszym — 12,5%). Bakterie S. Enteritidis wykazywaty natomiast najmniejsza wrazliwos¢ na
dziatanie olejkéw i ekstraktow CO, z miety i melisy, ktéore hamowaty wzrost bakterii,

odpowiednio, w stezeniach: 25% (mieta) i 50% (melisa).
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Tabela 6.9. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkéw i ekstraktéw CO, wobec
S. Enteritidis (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

zeni lejku/ekstraktu [¢
pochodzenie olejku/ekstrakty stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]

so,o\ 25,0\ 12,5 \ 6,3 \ 3,1 | 1,6| o,sl 0,4

oregano 100% 100% 100% 100% 100% 98% 99% 99%

kadzidtowy 100% 100% 92% 83% 43% 26% 19% 4%

~ lawendowy 100% 100% 99% 93% 72% 67% 46% 40%
()

o rozmarynowy 100% 100% 100% 39% 11% 4% 5% 3%
(@)

konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 99% 98% 91%

mieta 100% 91% 63% 51% 47% 41% 23% 11%

melisa 98% 88% 67% 58% 33% 14% 5% 0%

oregano 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 98%

o kadzidtowy 100% 100% 100% 99% 94% 94% 91% 91%

8 lawendowy 100% 100% 100% 100% 59% 41% 24% 19%
e}

;é rozmarynowy 100% 100% 100% 91% 77% 42% 18% 0%
=]

£ | konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 99% 99% 98% 98%

mieta 100% 98% 74% 45% 16% 1% 1% 0%

melisa 100% 81% 77% 64%  44% 12% 7% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg Srednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
jgdnoéci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Podobnie, jak w przypadku pozostatych bakterii, bakterie P. aeruginosa wykazaty
najwiekszg wrazliwos¢ na dziatanie olejkdéw i ekstraktéw CO, z oregano i konopi (tabela
6.10.), ktdre hamowaty wzrost mikroorganizmu na poziomie >90% w catym zakresie stezen.
Niemal we wszystkich przypadkach obserwowano niewielkie réznice pomiedzy wynikami
procentowego zahamowania wzrostu olejkdw i ekstraktow CO. pozyskanych
z poszczegdlnych roslin. Ustalono w zwigzku z tym jednakowe stezenia skutecznie hamujgce
wzrost mikroorganizmu dla olejkdw i ekstraktéw CO; z lawendy i rozmarynu (6,3%) oraz
z miety (50%). Jedynie w przypadku olejku i ekstraktu CO, z kadzidtowca odnotowano
roznice — olejek catkowicie hamowat wzrost P. aeruginosa w stezeniu 6,3%, natomiast
ekstrakt CO, hamowat wzrost bakterii na poziomie >90% w stezeniu 12,5%. Najmniejsza
wrazliwos¢ bakterie P. aeruginosa wykazaty na dziatanie olejku i ekstraktu z melisy, ktore
nawet w stezeniu 50% hamowaty wzrost mikroorganizmu na poziomie nieprzekraczajgcym

90%.
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Tabela 6.10. Antybakteryjne oddziatywanie handlowych olejkdéw i ekstraktow CO; wobec
P. aeruginosa (wyrazone jako procent zahamowania wzrostu)

zeni lejku/ekstraktu [?
pochodzenie olejku/ekstraktu stezenie wybranego olejku/ekstraktu [%]

so,o\ 25,0\ 12,5\ 6,3‘ 3,1| 1,6| o,sl 0,4

oregano 100% 100% 100% 100% 100% 99% 99% 99%

kadzidtowy 100% 100% 100% 100% 54% 10% 7% 0%

~ lawendowy 100% 100% 99% 96% 31% 11% 6% 0%
()

g rozmarynowy 100% 100% 100% 100% 10% 8% 7% 0%

konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 100% 97% 91%

mieta 100% 82% 62% 61% 55% 40% 17% 8%

melisa 82% 68% 41% 12% 2% 0% 0% 0%

oregano 100% 91% 100% 100% 100% 100% 100% 98%

o kadzidtowy 100% 99% 91% 75% 51% 41% 11% 2%

8 lawendowy 100% 100% 100% 97% 30% 11% 0% 0%
e}

;é rozmarynowy 100% 100% 100% 91% 77% 42% 18% 0%
=]

2 | konopny (CBD) 100% 100% 100% 100% 100% 99% 96% 93%
w

mieta 100% 61% 50% 41% 22% 9% 1% 0%

melisa 88% 74% 69% 37% 27% 6% 0% 0%

Wyniki procentowego zahamowania wzrostu sg Srednig z trzech réwnolegtych oznaczen, zaokraglong do
jgdnoéci
Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Przeprowadzone badania pilotazowe stanowity potwierdzenie mozliwosci wykorzystania
substancji roslinnych w formie olejkdw i ekstraktéw CO; w celu zahamowania wzrostu
mikroorganizmdéw patogennych, typowych dla przemystu spozywczego. Podsumowujgc
uzyskane wyniki badan witasciwosci przeciwdrobnoustrojowych mozna zauwazyé
zrdéznicowane dziatanie badanych zwigzkdw, zalezne przede wszystkim od ich pochodzenia,
ale réwniez metody pozyskania substancji aktywnych. Stwierdzono, ze najsilniejszym
oddziatywaniem charakteryzowaty sie roztwory z oregano i konopi, hamujgce wzrost
wszystkich mikroorganizméw wskaznikowych juz w najnizszym zastosowanym stezeniu
(0,4%). Warto przy tym zauwazy¢, ze rezultaty te uzyskano niezaleznie od metody
pozyskiwania substancji biologicznie czynnych. W przypadku czterech badanych gatunkow
bakterii: B. subtilis, C. perfringens, L. monocytogenes oraz S. Enteritidis skuteczne
zahamowanie wzrostu (= 90%) odnotowano takze dla ekstraktu CO, pozyskanego
z kadzidtowca. Olejek z kadzidtowca pozyskany metoda hydrodestylacji charakteryzowat sie
stabszg aktywnoscig, hamujgc wzrost badanych bakterii na poziomie 90% w stezeniach od

dwu- do os$miokrotnie wyzszych w porédwnaniu z ekstraktem, w zaleznosci od
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mikroorganizmu wskaznikowego. Bakterie z gatunku E. faecalis jako jedyne byty szczegdlnie
wrazliwe na dziatanie olejku z lawendy, ktéry skutecznie hamowat wzrost wspomnianego
patogenu w stezeniu 0,8%. W pozostatych przypadkach dla roslin kadzidtowca, lawendy
i rozmarynu uzyskiwano podobne wyniki, ustalajgc stezenia skutecznie hamujgce wzrost
bakterii na poziomie od 1,6% do 12,5%. Najstabsze dziatanie wykazaty olejki i ekstrakty CO;

z melisy i miety (stezenie skutecznie hamujgce uzyskiwano na poziomie od 25%).

Stezenie hamujgce wzrost wszystkich dziesieciu bakterii wskaznikowych w co najmniej
90% ustalono na poziomach: 0,4% dla olejkéw i ekstraktow CO, z oregano i konopi; 6,3% dla
olejku lawendowego; 12,5% dla olejkdw i ekstraktéw CO; z rozmarynu i kadzidtowca oraz
ekstraktu CO; lawendowego; >50% dla olejkow i ekstraktow CO, z miety i melisy. Uzyskane
wyniki nie wskazaty jednoznacznie, czy sposdb ekstrakcji wptywa na aktywnosé
przeciwdrobnoustrojowa. Jedynie w przypadku ekstraktu CO; i olejku z kadzidtowca mozna
wskaza¢ na wiekszy potencjat w hamowaniu wzrostu mikroorganizméw na korzysé

ekstraktow CO,.

Przeprowadzone badania pozwolity wskazaé ekstrakty CO; i olejki z oregano oraz konopi
jako produkty charakteryzujgce sie najsilniejszym oddziatywaniem antybakteryjnym sposrod
przebadanych preparatéw handlowych. W literaturze naukowej mozina znaleié wiele
opracowan dotyczacych aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej komercyjnych olejkéw
i ekstraktéw roslinnych, ktdre potwierdzajg ich oddziatywanie, jednakze wyniki podawane sg
zwykle w jednostkach masowych, a nie procentowych. Przyktadowo Van Vuuren i in., (2009)
ustalili wartos¢ MIC handlowych olejkéw eterycznych z rozmarynu na poziomie 6 mg/mi,
natomiast z miety pieprzowej na poziomie 8 mg/ml wobec S. aureus. Natomiast Bajera i in.,
(2017) ustalili wartos¢ MIC olejku rozmarynowego oraz mietowego na poziomie 10 mg/ml
wobec C. perfringens. W innej pracy naukowej, Van Vuuren i in., (2010) ustalili MIC dla
olejkéw z kadzidtowca w zakresach: 4-16 mg/ml (S. aureus); 1.5-8.3 mg/ml (B. cereus); 4.0—
12.0 mg/ml (E. coli); 2.0-12.8 mg/ml (P. vulgaris). Badacze Behbahani i Shahidi (2019) ustalili
natomiast minimalne stezenie ekstraktow z melisy hamujgce wzrost P. aeruginosa i E. coli na
poziomie 4 mg/ml. Z kolei de Rapper i in., (2013) uzyskali wartos¢ MIC =2 mg/ml w stosunku
do szczepdw E. faecalis, P. aeruginosa i S. aureus dla olejkdw lawendowych. Nalezy wzig¢ pod

uwage, ze komercyjne olejki czy ekstrakty CO; z tej samej roéliny mogg sie miedzy sobg réznic¢
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sktadem i zawartoscig poszczegdlnych substancji, a tym samym wykazywac inny poziom

aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej, na co réwniez wskazujg niektére prace.

Co wazne, wyniki procentowego stezenia produktéow roslinnych wybranych do
eksperymentu nie pozwolity na dokfadne okreslenie wartosci minimalnego stezenia
hamujacego (MIC) w stezeniu masowym ani objetosciowym, tak jak podajg to inni badacze w
przytoczonych badaniach. Z uwagi na ten fakt podjeto kroki w kierunku samodzielnego

pozyskania ekstraktéw roslinnych i precyzyjnego okreslenia ich wartosci MIC.

6.2. Wtasciwosci biologiczne otrzymanych ekstraktow

W oparciu o przeprowadzone badania pilotazowe wytypowano kilka roslin o duzym
potencjale antybakteryjnym wzgledem mikroorganizméw stanowigcych czeste zagrozenie
w przemysle spozywczym. Jednakze, ze wzgledu na brak mozliwosci okreslenia doktadnego
stezenia substancji biologicznie czynnych w handlowych produktach, niemozliwe byto ich
wykorzystanie do opracowania skutecznego s$rodka dezynfekujgcego. Niezbedne byto
samodzielne pozyskanie ekstraktéw z wybranych roslin i ustalenia ich doktadnego stezenia
w rozpuszczalniku celem opracowania formulacji Srodka dezynfekujgcego o sprecyzowanym

sktadzie.

Zgodnie z metodykg zamieszczong w rozdziale 5.3., przeprowadzono ekstrakcje
bioaktywnych substancji z roslin konopi w dwdch odmianach: Cannabis S. Santhica i Cannabis
S. Futura, z oregano (Origanum vulgaris), a takze gojnika (Sideritis Scardica). Konopie
i oregano zostaty wytypowane na podstawie badan pilotazowych, omdwionych powyze;j,
natomiast gojnik zostat witgczony do badan w oparciu o wyniki prowadzonych réwnolegle,
niepublikowanych badan dotyczgcych dziatania przeciwdrobnoustrojowego ekstraktéw CO,.
Ze wzgledu na brak handlowych olejkéw i ekstraktéw z tej rosliny niemozliwe byto wigczenie
ich w badania pilotazowe. Warto natomiast podkresli¢, ze gojnik, nalezagcy do rodziny
Lamiaceae, jest znany ze wzgledu na bogatg zawartos¢ olejkdw eterycznych. Nalezy do
naturalnych srodkéw wzmacniajgcych system immunologiczny i usprawniajgcych procesy
trawienne zachodzace w organizmie. Charakteryzuje sie przede wszystkim duzg zawartoscia
weglowodoréw monoterpenowych (a-pinen, 8-pinen, sabinen i limonen). Ponadto, ekstrakty

z gojnika bogate sg w zwigzki diterpenowe (Tadic i in., 2012).
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Lebiodka pospolita, rowniez nalezgca do rodziny Lamiaceae, powszechnie znana jako
oregano, wystepuje niemal na catym swiecie, przy czym kojarzona jest najbardziej z obszarem
Srédziemnomorskim. Za charakterystyczny zapach oregano oraz jego wtasciwosci biologiczne
odpowiadajg olejki eteryczne bogate w takie skfadniki jak: karwakrol i tymol, a takze
p -cymen, y-terpinen, kariofilen, spatulenol i germakren-D, przy czym ich procentowa
zawartos¢ moze sie znaczgco rézni¢ w zaleznosci od pochodzenia rosliny oraz warunkéw

uprawy (Teixeira i in., 2013).

Konopie siewne Cannabis sativa, ktére rowniez wykorzystano w pracy to szeroko
rozpowszechniony gatunek rosliny z rodziny Cannabaceae, ktéry mozna spotkaé na wielu
obszarach. Pierwsze wzmianki o uprawie tego gatunku w Chinach w celach wtékienniczych,
a nastepnie medycznych datowane sg na 4000 p.n.e., (Fathordoobady 2019). Nasiona konopi
cenione sg ze wzgledu na skfadniki bogate w wartosci odzywcze, natomiast aktualnie
najwiekszg uwage badaczy przycigga wysokie stezenie psychoaktywnego alkaloidu
A-9-tetrahydrokannabinolu, oraz niepsychoaktywnych kannabinoidéw takich jak CBD
(kannabidiol) i CBG (kannabigerol). Szczegdlnie ostatnie dwa zwigzki znajdujg szerokie
zastosowanie w biomedycynie czy kosmetyce ze wzgledu na dziatanie antybakteryjne

i przeciwzapalne (Fathordoobady 2019).

W niniejszej pracy wykorzystano cztery metody ekstrakcji: hydrodestylacje, ekstrakcje
w nadkrytycznym CO,, ekstrakcje wspomagang ultradzwiekami (przy trzech rdéinych
stezeniach rozpuszczalnika — metanolu) oraz ekstrakcje Soxhleta z dwoma réznymi
rozpuszczalnikami. tgcznie otrzymano 27 ekstraktéw, przebadanych nastepnie w zakresie
zawartosci  zwigzkéw  polifenolowych oraz  aktywnosci  przeciwdrobnoustrojowej
i antybiofilmowej. W tabeli 6.11 przedstawiono wykaz ekstraktéw uwzgledniajgcy sposdb ich

otrzymania oraz skréty, wykorzystane w opisach kolejnych wynikdw doswiadczen.
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Tabela 6.11. Warianty ekstraktéw roslinnych uzyskanych w trakcie eksperymentu oraz
skréty wykorzystane w wykresach i opisach w dalszej czesci pracy doktorskiej

Rosliny wykorzystane do ekstrakcji

metoda
ekstrakeji oregano konopie odm. Santhica  konopie odm. Futura gojnik
Soxhlet z metanolem SMO SMS SMF SMG
Soxhlet z heksanem SHO SHS SHF SHG
faznia ultradzwiekowa UWO UWS UWE UWG
(z woda)
faznia ultradZzwiekowa
. UMWO UMWSs UMWF UMWG
(z metanolem i wodg 1:1)
taznia ultradzwiekowa UMO UMS UMEF UMG
(z metanolem)
hydrodestylacja WO WS WF WG
w nadkrytycznym CO: co CS CF CG

Zrédto: opracowanie wiasne

6.2.1. Okreslenie catkowitej zawartosci zwigzkéw polifenolowych w otrzymanych

ekstraktach

W pozyskanych ekstraktach oznaczono zawartos¢ zwigzkdéw polifenolowych. Celem analizy
byto z jednej strony pordwnanie otrzymanych wynikdw z wynikami literaturowymi, aby
zweryfikowaé poprawnosc przeprowadzonego procesu ekstrakcji, a z drugiej sprawdzenie, na
ile zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych koreluje z wtasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi
ekstraktéw. Wielu autoréow podkresla, ze substancje te mogg mieé¢ znaczacy udziat
w aktywnosci antybakteryjnej czy przeciwgrzybiczej olejkdw eterycznych i ekstraktow

roslinnych (DZzamié i in., 2015).

Wyniki przedstawiajgce zawarto$é¢ zwigzkéw polifenolowych w badanych ekstraktach
zamieszczono w tabeli 6.12. Wyniki oznaczen przedstawiono jako ilos¢ rownowaznika kwasu

galusowego w 1 g suszu roslinnego uzytego do pozyskania ekstraktu (mg GAE/1 g s.m.).
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Tabela 6.12. Catkowita zawartos¢ zawigzkéw polifenolowych w pozyskanych ekstraktach

roslinnych

metoda ekstrakgji

roslin [mg GAE/1 g s.m.]

Catkowita zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych w ekstraktach z poszczegélnych

oregano konopie odm. konopie odm. oinik
& Santhica Futura g0l
Soxhlet z metanolem 3,82%A+0,13 3,63**+0,15 1,91 + 0,02 0,132 +0,01
Soxhlet z heksanem 3,138+ 0,16 0,848 + 0,03 0,918 + 0,06 0,018 + 0,00
faznia ultradzwigkowa 0,01°€ + 0,00 0,012+ 0,00 0,07 + 0,00 0,01% + 0,00
wodny
faznia ultradzwigkowa 0,65 + 0,03 0,79° + 0,04 0,4 + 0,03 0,06 + 0,01

metanolowo-wodny 1:1

taznia ultradZzwiekowa

1,28% + 0,06 2,12"°+0,17 2,68 +0,16 0,12% + 0,00

metanolowy
hydrodestylacja 0,17% + 0,01 0,16* + 0,01 0,01%F + 0,00 0,01 + 0,00
gazem w stanie 1,62% + 0,07 3,16 + 0,18 n.d. 0,97 + 0,01

nadkrytycznym

a — c: wartosci Srednie w wierszach, w ramach okreslonej metody otrzymywania, oznaczone réznymi literami,
réznity sie miedzy soba statystycznie istotnie (p < 0,05)

A — G: wartosci Srednie w kolumnach w obrebie kazdej rosliny, oznaczone réznymi literami, réznig sie miedzy
sobg statystycznie istotnie w (p < 0,05)

n.d. — nie dotyczy — ekstrakt w wymienionym wariancie nie zostat pozyskany ze wzgledu na ograniczenia
surowcowe

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan

Sposrdd badanych ekstraktow roslinnych, najwyzszg zawartoscig zwigzkoéw polifenolowych
charakteryzowaty sie ekstrakty SMO i SMS (odpowiednio 3,83 i 3,63 mg GAE/1 g s.m.).
Zblizone, choc istotnie nizsze, wartosci otrzymano dla ekstraktow SHO i CS. Z kolei najnizszg
zawartos¢ badanych zwigzkéw odnotowano w ekstraktach pozyskanych z gojnika.
Poréwnujac metody ekstrakcji mozna zauwazyé, ze najnizsze zawartosci zwigzkow
polifenolowych obserwowano w ekstraktach otrzymanych za pomoca ekstrakcji z parg wodng
oraz z wykorzystaniem fazni ultradzwiekowej i wody jako roztworu ekstrakcyjnego. Rodzaj
rozpuszczalnika miat duze znaczenie dla efektywnosci procesu ekstrakcji. Ekstrakcja w tazni
ultradzwiekowej z uzyciem roztworu woda-metanol skutkowata istotnie nizszym wynikiem
zawartosci polifenoli w poréwnaniu z ekstraktami pozyskanymi wytgcznie w metanolu
(Srednio o 61%). Ekstrakty pozyskane metodg Soxhleta rowniez rdznity sie istotnie pod

wzgledem zawartosci zwigzkéw polifenolowych w zaleznos$ci od uzytego rozpuszczalnika.
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W ekstraktach metanolowych odnotowano wyzszg zawarto$¢ polifenoli w poréwnaniu

z ekstraktami heksanowymi.

Dane literaturowe zasadniczo potwierdzajg uzyskane wyniki, jednakze nalezy zauwazy¢, ze
poszczegdlne ekstrakty, opisywane w pracach innych badaczy, réznig sie czesto warunkami
ekstrakcji, odmiang rosliny czy rozpuszczalnikiem. W przypadkéw ekstraktow z konopi wyniki
uzyskane w niniejszej pracy byty zblizone do wartosci otrzymanych przez Worobiej i in.
(2015), ktorzy wykazali zawartos¢ ogdlng zwigzkéw polifenolowych w nasionach konopnych
na poziomie 4,07 mg GAE/1g s.m. w ekstraktach z uzyciem buforu fosforanowego.
W przypadku zawartosci polifenoli w ekstraktach z oregano podobne wyniki prezentowali
Rodriquez-Solana i in. (2015) uzyskujgc wynik na poziomie 3,04 oraz 0,13 mg GAE/1g s.m.,
odpowiednio przy uzyciu ekstrakcji Soxhleta i ekstrakcji z uzyciem gazu w stanie
nadkrytycznym. Natomiast Dambolena i in. (2010) uzyskali wyniki od 8,84 do 18,21 mg
GAE/g s.m. metoda ekstrakcji aparatem Derynga, co znacznie przewyzsza wyniki uzyskane
W niniejszej pracy. Oreopoulou i in., (2020), po zoptymalizowaniu procesu ekstrakcji metodg
Soxhleta, uzyskali wynik powyzej 30 mg GAE/1 g s.m. w ekstraktach z oregano. Z kolei Giilcan
et al. (2022) w ekstraktach z Sideritis lanata, jednego z gatunkéw gojnika, odnotowali
zawartos¢ polifenoli na poziomie 12,25; 20,82 i 61.1mg GAE/g ekstraktu w zaleznosci od
zastosowanego rozpuszczalnika (odpowiednio: 70% etanol, heksan i octan etylu) Nalezy
jednak podkresli¢, ze zawarto$¢ zwigzkdw polifenolowych nie odzwierciedla w petni profilu
zwigzkow o dziataniu przeciwdrobnoustrojowym rosliny, na ktéry wptywa obecnosé innych
substancji takich jak np.: alkaloidy, kumaryny, terpeny, aldehydy, karotenoidy, karwakrol czy
zwigzki zawierajgce siarke (Vaou i in., 2021). Parametr ten zostat jednak w niniejszej pracy
wykorzystany przede wszystkim jako wskaznik prawidtowego procesu ekstrakcji. Warto
zauwazy¢, ze zawarto$¢ badanych zwigzkdéw zalezna jest od wielu czynnikdw, takich jak:
gatunek rodliny, sposdb i warunki jej uprawy, zawarto$¢ azotu w glebie czy warunki
atmosferyczne. Badania wskazujg, ze czynniki Srodowiskowe, takie jak poziom CO,,
dostepnos¢ wody, temperatura i promieniowanie stoneczne, mogg wptywaé na metabolizm
wtérny i stymulowaé produkcje bioaktywnych substancji chemicznych. Wptyw czynnikow
ekogeograficznych jak regionu zbioru na catkowitg zawartos¢ zwigzkéw polifenolowych
opisano m.in. dla Salvia argentea i Salvia officinalis (Ben Farha, 2013; Santos-Gomes,

Fernandes-Ferreira i Organ, 2001). ROwniez dziatanie wysokiej temperatury w trakcie

97



ekstrakcji moze mie¢ wptyw na stezenie zwigzkdw polifenolowych, co znaczaco utrudnia

poréownywalnos¢ wynikéw (Kazimierczak i in., 2011)

Podsumowujac, sposrod ekstraktow roslinnych badanych w niniejszej pracy najwyzsza
zawartoscig zwigzkow polifenolowych charakteryzowaty sie ekstrakty z oregano i konopi
odm. Santhica. Z kolei poréwnujgc metody ekstrakcji mozna zauwazy¢, ze najwyzsze wyniki
w zakresie omawianego parametru uzyskano za pomocg ekstrakcji Soxhleta z metanolem,
ekstrakcji w metanolu z uzyciem faini ultradZzwiekowej oraz ekstrakcji gazem w stanie
nadkrytycznym. Otrzymane wyniki znajdujg odzwierciedlenie w $wiatowej literaturze i cho¢
zawartos¢ badanych zwigzkdw moze sie znaczgco rézni¢c w zaleznosci od czynnikéw
niezaleznych od badacza, fakt otrzymania takich wynikéw swiadczyé moze o prawidtowym,
zblizonym do optymalnego przeprowadzeniu procesu ekstrakcji. Jest to istotny wskaznik,
poniewaz celem pracy nie byta optymalizacja proceséw chemicznych otrzymywania zwigzkéw
bedacych przedmiotem pracy, stagd decyzja o zaczerpnieciu metod oraz warunkéw, jakich
uzywano w literaturze. W dalszej czesci pracy zaprezentowano wyniki badan witasciwosci

przeciwdrobnoustrojowych oraz antybiofilmowych otrzymanych ekstraktéw.

6.2.2. Wtasciwosci przeciwdrobnoustrojowe otrzymanych ekstraktow roslinnych

Jednym z gtéwnych celdw niniejszej pracy doktorskiej byto okreslenie wtasciwosciowosci
przeciwdrobnoustrojowych otrzymanych ekstraktéw roslinnych. Aktywnosé antybakteryjng
otrzymanych substancji przebadano wzgledem tych samych mikroorganizméw, ktére
wykorzystano w badaniach pilotazowych i wyrazono jako minimalne stezenie hamujgce
wzrost wybranych bakterii. Zakres badanych stezen wynosit od 0,06 do 16 mg/ml, a jako
warto$¢ MIC przyjmowano hamowanie wzrostu mikroorganizméw wskaznikowych co
najmniej w 90%. W przypadku braku zahamowania wzrostu na takim poziomie
w najwyzszym badanym stezeniu uznawano, ze warto$s¢ MIC nalezy przyja¢ powyzej 16
mg/ml.

Wartosci MIC przedstawiono w trzech tabelach (6.13. — 6.15.), w tym dwie prezentujg
wyniki uzyskane dla bakterii Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, natomiast w trzeciej tabeli
znajdujg sie wartosci MIC dla obu grup bakterii oraz dla wszystkich badanych
mikroorganizmoéw. Wyznaczenie jednej wartosci dla kazdego ekstraktu byto niezbedne

z uwagi na ich wykorzystanie do opracowania preparatu dezynfekujgcego. Na podstawie

98



uzyskanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze wszystkie badane ekstrakty wykazywaty dziatanie
bakteriostatyczne w stosunku do badanych bakterii, jednak sita ich dziatania byta zmienna
i zalezna zaréwno od mikroorganizmu wskaznikowego, jak i metody ekstrakcji oraz gatunku
ro$liny wykorzystanej do pozyskania wybranego ekstraktu.

W grupie bakterii Gram dodatnich (tabela 6.13.) wartosci MIC ksztattowaty sie w petnym
badanym zakresie stezen, od 0,06 do 16 mg/ml, przy czym nie dla wszystkich zwigzkéw
ustalono minimalne stezenie hamujgce. Najsilniejsze witasciwosci antybakteryjne
odnotowano dla ekstraktdw otrzymanych z obu odmian konopi na drodze ekstrakcji
w nadkrytycznym CO;, ekstrakcji Soxhleta i ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami
z metanolem i mieszaning metanol:woda (1:1). Najnizszg warto$é MIC, na poziomie 0,06 do
0,125 mg/ml, ustalono dla ekstraktéw CO,. Nieco wyzsze wyniki, w granicach 0,25 do 1
mg/ml, w zaleznosci od badanego mikroorganizmu i uzytego rozpuszczalnika, odnotowano
dla ekstraktow z konopi pozyskanych metodg ekstrakcji Soxhleta oraz wspomaganej
ultradzwiekami z uzyciem metanolu i mieszaniny metanol:woda (1:1). Ekstrakty pozyskane
na drodze hydrodestylacji oraz ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami z uzyciem wody
charakteryzowaty sie stabszg aktywnoscig antybakteryjng. Minimalne stezenie hamujgce
ustalono dla tych ekstraktéw na poziomie 1 — 4 mg/ml (WF i WS) oraz 4 — 8 mg/ml (UWF
i UWS). Sposréd ekstraktdw z oregano najsilniejsze dziatanie wykazywaty ekstrakty
pozyskane w nadkrytycznym CO, oraz metodg Soxhleta, dla ktorych minimalne stezenie
hamujgce, w zaleznosci od mikroorganizmu i uzytego rozpuszczalnika, ksztattowato sie na
poziomie 0,5 — 2 mg/ml (CO) oraz 1 — 2 mg/ml (SMO) i 1 — 4 mg/ml (SHO). Najwyzsze
wartosci MIC, wskazujgce na najstabsze oddziatywanie, obserwowano w przypadku
ekstraktow z gojnika. Wyjgtek stanowit ekstrakt metanolowy otrzymany na drodze ekstrakcji
wspomaganej ultradZzwiekami, gdzie wartosci MIC ksztattowaty sie na poziomie od 0,5 do 1
mg/ml. Najstabsze rezultaty obserwowano dla ekstraktéw z oregano i gojnika pozyskanych
na drodze hydrodestylacji oraz ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami (z wodg), ktére nie
hamowaty wzrostu zadnej z bakterii Gram-dodatnich na poziomie >90% w badanym zakresie
stezen (MIC >16 mg/ml). Analizujgc dane w tabeli 6.13 mozina rdéwniez zauwazy¢
zroznicowang wrazliwos¢ badanych bakterii Gram-dodatnich na poszczegdlne ekstrakty.
Najwiekszg wrazliwo$¢ wykazywaty bakterie z gatunku M. luteus, z kolei najmniejszg
wrazliwoscig charakteryzowaty sie zwykle bakterie z gatunkdéw B. subtilis, C. perfringens oraz

E. faecalis.
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Tabela 6.13. Minimalne steienia hamujgce (MIC) badanych ekstraktéw roslinnych
wyznaczone wobec wybranych bakterii Gram-dodatnich

Warto$é MIC w mg/ml

w
Q
4 <
Wariant rozpuszczalnika 2 2 S > 2 2
Pochodzenie usvty w ekstrakcii Symbol s o _E’ § S ]
. ~ Q
ekstraktu/olejku vy ] 3 3 1) 3 S 2
P “ Q S W S
§; £
-
hydrodestylacja
oregano wo >16 >16 >16 >16 >16 >16
konopie Santhica WS 4 1 2 1 1 1
konopie Futura WF 4 2 4 1 2 1
gojnik WG >16 >16 >16 >16 >16 16
ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami
wodny uwo >16 >16 >16 >16 >16 >16
oregano metanolowo- wodny (1:1) umMwo >16 >16 >16 8 8 8
metanolowy umo 8 >16 8 4 8 1
wodny Uws 4 4 4 4 8 4
konopie Santhica metanolowo- wodny (1:1) UMWS 1 0,5 0,25 2 0,25 0,25
metanolowy UMsS 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25
wodny UWF 8 4 8 4 8 4
konopie Futura metanolowo- wodny (1:1) UMWF 1 1 0,25 0,5 0,25 0,25
metanolowy UMEF 0,5 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25
wodny UWG >16 >16 >16 >16 >16 >16
gojnik metanolowo- wodny (1:1) UMWG 4 >16 >16 8 8 4
metanolowy UMG 1 0,5 1 1 1 1
ekstrakcja metoda Soxhleta
metanolowy SMO 2 1 2 1 2 1
oregano
heksanowy SHO 2 1 4 1 4 1
metanolowy SMS 0,5 0,25 0,25 0,25 0,25 0,125
konopie Santhica
heksanowy SHS 0,25 0,25 0,5 0,25 0,5 0,125
metanolowy SMF 0,5 0,25 1 0,25 1 0,125
konopie Futura
heksanowy SHF 0,5 0,25 0,5 0,25 0,5 0,25
metanolowy SMG 8 4 8 8 8 4
gojnik
heksanowy SHG 4 1 4 2 4 4
ekstrakcja w nadkrytycznym CO:
oregano co 2 1 1 1 1 0,5
konopie Santhica cS 0,125 0,06 0,125 0,06 0,125 0,06
gojnik CG 4 4 2 2 8 4

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan
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Oddziatywanie antagonistyczne otrzymanych ekstraktéw wobec bakterii Gram-ujemnych,
w tym E. coli, C. jejuni, S. enterica i C. perfringens zestawiono w tabeli 6.14.. Zakres
otrzymanych wartosci MIC ksztattowat sie na poziomie od 0,125 do ponad 16 mg/ml
zarowno w zaleznosci od mikroorganizmu wskaznikowego jak i metody ekstrakcji. Najnizsze
stezenie hamujgce ustalono dla ekstraktu CO; z konopi odm. Santhica, ktére wobec
S. Enteritidis wynosito 0,125 mg/ml, a w stosunku do pozostatych bakterii Gram-ujemnych
0,25 mg/ml. Niskie wartosci MIC odnotowano réwniez dla ekstraktéw z obu odmian konopi
pozyskanych na drodze ekstrakcji Soxhleta, ktdére ksztattowaty sie w zakresie od 0,5 do 2
mg/ml oraz od 1 do 4 mg/ml odpowiednio dla ekstraktéw z konopi odm. Santhica i odm.
Futura. Ekstrakty metanolowe i metanolowo-wodne otrzymane metodg ekstrakcji
wspomaganej ultradZzwiekami charakteryzowaty sie nieco wyzszymi wartosciami MIC, ktére
w zaleznosci od mikroorganizmu wynosity od 1 do 8 mg/ml. Z kolei ekstrakty wodne
wykazaty stabszg aktywnos¢ antybakteryjng wzgledem bakterii Gram-ujemnych, a wartosci
MIC ksztattowaty sie na poziomie od 8 do >16 mg/ml.

Ekstrakty pozyskane z gojnika i oregano charakteryzowaty sie znacznie stabszym
dziataniem przeciwdrobnoustrojowym niz te pozyskane z konopi. Sposrdd ekstraktow
z oregano, najsilniejszymi wtasciwosciami bakteriostatycznymi wobec bakterii Gram-
ujemnych charakteryzowat sie ekstrakt CO;, w przypadku ktérego wartosé MIC ksztattowata
sie na poziomie od 1 do 2 mg/ml. Przy wykorzystaniu tej samej metody ekstrakcji, tj.:
z gazem w stanie nadkrytycznym, dla gojnika ustalono warto$é¢ MIC na poziomie od 1 do 8
mg/ml. Ekstrakty otrzymane na drodze hydrodestylacji oraz wodne i metanolowo-wodne
ekstrakty pozyskane metodg ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami nie byty skuteczne
wobec zadnej z badanych bakterii Gram-ujemnych w badanym zakresie stezen (MIC > 16
mg/ml). Sposrdd ekstraktdw metanolowych z tej grupy jedynie ekstrakt z gojnika wykazywat
silne dziatanie przeciwdrobnoustrojowe wobec S. Enteritidis oraz P. aeruginosa (MIC

odpowiednio 1i2 mg/ml).
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Tabela 6.14. Minimalne steienia hamujace (MIC) badanych ekstraktéw roslinnych
wyznaczone wobec wybranych bakterii Gram-ujemnych

Warto$é MIC w mg/ml
Pochodzenie Wariant rozpuszczalnika Symbol = g s D _g
ekstraktu/olejku uzyty w ekstrakcji ¥ ] ) 2 8 >
u S~ 28§
o 55 8
“ al
hydrodestylacja
oregano WO >16 >16 >16 >16
konopie Santhica WS 8 2 2 4
konopie Futura WF 8 2 4 4
gojnik WG >16 >16 >16 >16
ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami
wodny uwo >16 >16 >16 >16
oregano metanolowo- wodny (1:1) UMWO >16 >16 >16 8
metanolowy umMo >16 16 8 8
wodny Uws >16 8 4 16
konopie Santhica metanolowo- wodny (1:1) UMWS 4 2 1 8
metanolowy uMs 1 1 4 2
wodny UWF > 16 8 8 16
konopie Futura metanolowo- wodny (1:1) UMWEF 4 2 2 4
metanolowy UMF 2 1 2 4
wodny UWG >16 >16 >16 >16
gojnik metanolowo- wodny (1:1) UMWG >16 >16 >16 >16
metanolowy UMG >16 16 1 2
ekstrakcja metoda Soxhleta
metanolowy SMO 8 4 2 8
oregano
heksanowy SHO 4 4 4 2
metanolowy SMS 1 1 1 2
konopie Santhica
heksanowy SHS 2 0,5 0,5 2
metanolowy SMF 2 1 1 2
konopie Futura
heksanowy SHF 2 1 1 4
metanolowy SMG >16 8 8 >16
gojnik
heksanowy SHG 8 4 4 16
ekstrakcja w nadkrytycznym CO:
oregano co 2 1 1 2
konopie Santhica CS 0,25 0,25 0,125 0,25
gojnik CG 8 4 2 8

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan
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Analizujgc powyisze tabele mozna zauwazy¢, ze wartosci MIC wyznaczone dla badanych
ekstraktéw rdznity sie znaczgco zaréwno w zaleznosci od rodzaju ekstraktu (w tym rodzaju
rosliny i metody ekstrakcji) jak i gatunku mikroorganizmu wskaZznikowego. Aby zrealizowac
zatozenia postawione w niniejszej pracy, konieczne byto wyznaczenie dla kazdego ekstraktu
wspoélnych wartosci MIC celem opracowania preparatu dezynfekujgcego skutecznego
w hamowaniu rozwoju wszystkich mikroorganizmow wskaznikowych (Tabela 6.15.).

Tabela 6.15. Wspodlne wartosci MIC badanych ekstraktow roslinnych wobec
mikroorganizmoéw wskaznikowych

Pochodzenie Warto$é MIC w mg/ml dla
ekstraktu/ Wari.ant rozpuszczaI?ika symbol Gram- Gram-
olejku uzyty w ekstrakcji dodatnich sjemnych wszystkich bakterii
hydrodestylacja
oregano WO > 16 > 16 > 16
konopie Santhica WS 4 8 8
konopie Futura WF 4 8 8
gojnik WG >16 > 16 >16
ekstrakcja wspomagana ultradzwiekami
wodny uwo >16 >16 >16
oregano metanolowo- wodny (1:1) | UMWO >16 >16 >16
metanolowy umMo 8 >16 >16
wodny Uws 8 >16 > 16
konopie Santhica | metanolowo- wodny (1:1) UMWS 2 8 8
metanolowy UMsS 0,5 4 4
wodny UWF 8 >16 >16
konopie Futura metanolowo- wodny (1:1) UMWEF 1 4 4
metanolowy UMF 0,5 4 4
wodny UWG >16 >16 >16
gojnik metanolowo- wodny (1:1) | UMWG >16 >16 >16
metanolowy UMG 1 >16 > 16
ekstrakcja metoda Soxhleta
metanolowy SMO 2 8 8
el heksanowy SHO 4 4 4
metanolowy SMS 0,5 2 2
konopie Santhica
heksanowy SHS 0,5 2 2
metanolowy SMF 0,5 2 2
konopie Futura
heksanowy SHF 0,5 4 4
metanolowy SMG 8 >16 >16
gojnik
heksanowy SHG 4 16 16
ekstrakcja w nadkrytycznym CO:
oregano (6(0) 2 2 2
konopie Santhica CS 0,13 0,25 0,25
gojnik CG 8 8 8

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan
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Jak wynika z danych w tabeli 6.15., najsilniejszym dziataniem przeciwdrobnoustrojowym
charakteryzowat sie ekstrakt CO; z konopi Santhica, dla ktérego wartos¢ MIC wyznaczona dla
wszystkich badanych mikroorganizmoéw ksztattowata sie na poziomie 0,25 mg/ml.
Czterokrotnie wyzsze wartosci MIC, na poziomie 2 mg/ml uzyskano dla ekstraktow: CO;
z oregano (CO), metanolowych Soxhleta z obu odmian konopi (SMS i SMF) i heksanowego
Soxhleta z konopi odm. Santhica (SHS). Minimalne stezenie hamujgce na poziomie 4 mg/ml
wyznaczono dla ekstraktow heksanowych Soxhleta z konopi odm. Futura i oregano (SHF,
SHO), ekstraktow metanolowych otrzymanych na drodze ekstrakcji wspomaganej
ultradzwiekami z obu odmian konopi (UMS i UMF) oraz metanolowo-wodnych z konopi odm.
Futura (UMWEF). Dla ekstraktéw CO, z gojnika (CG), metanolowego Soxhleta z oregano
(SMO), metanolowo-wodnego pozyskanego na drodze ekstrakcji wspomaganej
ultradzwiekami z konopi odm. Santhica (UMWS) oraz dwodch ekstraktéw konopnych
pozyskanych metodg hydrodestylacji (WS i WF) warto$¢ MIC ustalono na poziomie 8 mg/ml.
Dla pozostatych ekstraktdw minimalne stezenie hamujgce wszystkie badane mikroorganizmy
wskaznikowe przekraczato 16 mg/ml. Poréwnujgc uzyskane wyniki z danymi literaturowymi
mozna zauwazy¢, ze wartosci MIC podawane przez rédznych autordow niejednokrotnie réznig
sie od siebie, jak réwniez odbiegajg od uzyskanych w niniejszej pracy. Przyktadowo, Jokic
iin., (2022) pozyskujgc ekstrakty konopne metodg nadkrytycznego CO; uzyskali kilkukrotnie
nizsze wartosci MIC — od 0,01 do 0,04 mg/ml dla B. subtilis; od 0,01 do 0,06 mg/ml dla
S. aureus; od 0,01 do 0,35 mg/ml dla E. coli oraz od 0,013 do 0,07 dla P. aeruginosa,
w zaleznosci od warunkéw ekstrakcji. Optymalne parametry procesu pozwolity na
pozyskanie najwyzszej zawartosci zwigzkéw aktywnych takich jak: CBD, a-pinen, S-pinen,
i limonen w ekstraktach, co dato bezposrednie przetozenie na ich wyiszg aktywnos$é
przeciwdrobnoustrojowg. Natomiast Kumar i in., (2011) uzyskali znacznie wyzsze wartosci
MIC dla ekstraktéw pozyskanych metody Soxhleta z metanolem w stosunku do bakterii
E. coli, S. aureus oraz P. aeruginosa ustalajgc warto$ci MIC odpowiednio na poziomie 25, 50
i 50 mg/ml. Réznice w uzyskanych wynikach mogg mie¢ zwigzek z warunkami ekstrakcji (czas
i temperatura procesu), jakoscig surowca roslinnego, a takie przechowywaniem probek
(w przypadku przytoczonych badan ekstrakty autoklawowano w 121°C w celu osiggniecia
sterylnosci, co mogto mie¢ wptyw na rozpad niektdrych substancji biologicznie czynnych).
W niniejszej pracy obserwowano wptyw nie tylko metody ekstrakcji, ale tez rodzaju

rozpuszczalnika na aktywnos$¢ biologiczng. Przyktadowo, w przypadku ekstraktow
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otrzymanych metodg ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami nizsze wartosci MIC
odnotowano dla ekstraktow metanolowych i metanolowo-wodnych niz wodnych, przy czym
najnizsze wartosci otrzymano po zastosowaniu wytgcznie metanolu.

Wartosci przedstawione w tabeli 6.15. pozwalajg stwierdzi¢, ze bakterie z grupy Gram-
ujemnych byty mniej wrazliwe na dziatanie pozyskanych ekstraktéw niz bakterie Gram-
dodatnie. Jest to prawdopodobnie zwigzane z budowg $ciany komdérkowej w obrebie dwdch
grup bakterii. Bakterie Gram-dodatnie majg grubg (20-80 nm) $ciane komodrkowa
stanowigcyg zewnetrzng powtoke komdrki, jednakze nie posiadajg zadnych dodatkowych
struktur ostonowych. W odréznieniu od nich, bakterie Gram-ujemne majg stosunkowo
cienkg (<10 nm) warstwe $ciany komérkowej, jednakze dysponujg dodatkowg zewnetrzna
warstwg membranowg, w ktérej znajduja sie fosfolipidy, biatka i lipolisacharydy. Te réznice
w budowie komérki sprawiajg, ze bakterie Gram-ujemne sg zwykle mniej wrazliwe,
w szczegdlnosci na dziatanie stresu zewnetrznego, w tym np.: wysoka temperature,
promieniowanie UV i antybiotyki (Mai-Prochnow i in., 2009). W niniejszej pracy wartosci MIC
wyznaczone dla bakterii Gram-ujemnych byty zazwyczaj od dwdch do szesnastu razy wyzsze
niz te uzyskane dla bakterii Gram-dodatnich, z wyjgtkiem sytuacji, w ktérych nie udato sie
wyznaczyé MIC w badanym zakresie stezen. Dane literaturowe potwierdzajg obserwowane
tendencje zaréwno biorgc pod uwage grupe mikroorganizméw jak i rodzaj ekstrakcji. Tadic
iin., (2012), badajac ekstrakty z gojnika pozyskane przy pomocy ekstrakcji w nadkrytycznym
CO; oraz ekstrakcji Soxhleta z etanolem, uzyskali kilkakrotnie wyzsze wartosci MIC wzgledem
bakterii Gram-ujemnych (E. coli i P. aeruginosa) w poréwnaniu z wartosciami MIC ustalonymi
dla bakterii Gram-dodatnich (S. pyogenes, S. aureus i E. faecalis). Autorzy zaobserwowali
rowniez lepsze rezultaty dla ekstraktéw z gojnika pozyskanych metodg Soxhleta z etanolem,
dla ktérych wartosci MIC wahaty sie w zakresie 1,28 — 2,56 mg/ml w zaleznosci od
mikroorganizmu wskaznikowego, w pordwnaniu do ekstraktéw CO;, gdzie wartos¢ MIC
ustalono na poziomie réwnym lub przekraczajgcym 2,56 mg/ml. Podobnie, Zitek i in., (2021)
uzyskali nizsze wartosci MIC dla ekstraktéw CO; z oregano wzgledem S. aureus (0,14 — 0,33
mg/ml), natomiast zblizone wzgledem E. coli, ktére wahaty sie od 0,7 do 2,5 mg/ml
w zaleznosci od warunkéw ekstrakcji. Natomiast Kosakowska i in., (2021) dla ekstraktow
z oregano pozyskanych metodg Soxhleta z etanolem ustalili wartosci MIC w zakresie 4-32
mg/ml (dla S. aureus) i 4 - 64 mg/ml (dla E. coli) w zaleznosci od czasu ekstrakcji oraz

znaczgco wyzsze wartosci, w przypadku klasycznej ekstrakcji z wytrzgsaniem z etanolem,
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gdzie MIC ustalono na poziomie 6,9; 6,9; 13,9 i ponad 100 mg/ml kolejno dla
L. monocytogenes, E. coli, S. Typhimurium i P. Putida.

Podsumowujgc, wybrane na podstawie powyzszych badan pietnascie ekstraktéw, dla
ktérych wartosci MIC wyznaczono na poziomie 0,25 do 8 mg/ml, przebadano w kolejnym
etapie pracy w zakresie wtasciwosci antybiofiimowych. Wsrdéd wybranych ekstraktow
znajdowaty sie 3 ekstrakty pozyskane metoda ekstrakcji nadkrytycznej (CS, CG, CO),
4 pozyskane metodg ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami, w tym 2 metanolowe (UMF,
UMS) i 2 metanolowo-wodne (UMWEF i UMWS), 2 otrzymane na drodze hydrodestylacji (WF

i WS) oraz 6 pozyskanych w wyniku ekstrakcji Soxhleta z oregano i z konopi.

6.2.3. Wtasciwosci antybiofilmowe otrzymanych ekstraktéw roslinnych

Wyznaczenie minimalnego stezenia hamujgcego dla poszczegdlnych ekstraktéw stanowito
punkt wyjscia do kolejnych badan w celu wykorzystania ekstraktow do stworzenia formulacji
srodka przeciwdrobnoustrojowego. Nalezy jednak podkreslic, ze sposéb wyznaczania
wartosci MIC nie odzwierciedla rzeczywistej natury bytowania bakterii w Srodowisku
produkcyjnym, poniewaz zwykle przebywajg one w wielogatunkowych skupiskach, tworzac
biofilm. Z tego wzgledu niezbedne byto ustalenie stezenia ekstraktdw, przy ktérym nie tylko
wzrost wszystkich badanych mikroorganizméw wskaznikowych zostanie zredukowany
o minimum 90%, ale tez skutecznie zahamowane bedzie formowanie biofilmu. W celu
wyznaczenia takich stezen przeprowadzono eksperyment polegajgcy na symulacji tworzenia
biofilmu bakteryjnego. Ekstrakty roslinne zostaty przetestowane w dwéch kierunkach: jako
czynnik hamujacy tworzenie biofilmu oraz jako czynnik usuwajgcy juz istniejacy biofilm. Jak
wspomniano wyzej, do badania wytypowano 15 ekstraktéw, dla ktérych na poprzednim
etapie ustalono MIC ponizej 16 mg/ml. Dziatanie antybiofiimowe przetestowano w trzech
wariantach stezen: 2*MIC, 1*MIC i 0,5*MIC, wobec trzech bakterii wskaznikowych: dwdch
z grupy bakterii Gram-dodatnich (S. aureus i L. monocytogenes) oraz jednej z grupy bakterii
Gram-ujemnych (P. aeruginosa). Bakterie wybrane do eksperymentu sg typowymi
przedstawicielami grup Gram-dodatnich i Gram-ujemnych, znanych ze zdolnosci do
wytwarzania biofilmu w srodowisku produkcyjnym przemystu spozywczego (Carrascosa i in.,
2021). Wyniki dziatania antybiofilmowego wyrazone jako procent zahamowania tworzenia
sie biofilmu (1) lub procent skutecznosci usuniecia dojrzatego biofilmu (2) przedstawiono na

wykresach 6.1 — 6.3 i na fotografiach 6.1 — 6.3.

106



Na podstawie wynikéw zamieszczonych na wykresie 6.1.(1). mozna stwierdzi¢, ze
w tezeniu 2*MIC kazdy z badanych ekstraktow wykazywat dziatanie hamujgce
powstawanie biofilmu formowanego przez L. monocytogenes w zakresie od 54% do 100%.
W stezeniu 1*MIC wartosci te byty nizsze o kilkanascie punktéw procentowych i wahaty sie
od 42% do 100%, z wyjatkiem ekstraktu UMWEF, ktéry w stezeniu 1*MIC nie hamowat
formowania biofilmu przez L. monocytogenes. W najnizszym badanym stezeniu, 0,5*MIC,
zakres hamowania biofilmu wynosit od 22% do 100%, przy czym ekstrakty UMWEF i SMS nie
wykazywaty zadnej aktywnosci hamujgcej. Porownujac wartosci 1*MIC oraz 0,5*MIC, mozna
zauwazyc¢, ze dla siedmiu z ekstraktéw uzyskano nierdznigce sie istotnie wyniki hamowania
procesu tworzenia biofilmu na poziomie 90% - 100% (ekstrakty: CS, UMF, UMWS, SHO, SMO,
SMF i SHS), co wskazuje na ich najwiekszy potencjat antybiofiimowy. W stezeniu 1*MIC,
zahamowanie formowania biofilmu w zakresie 94% - 100% uzyskano takze dla ekstraktow:
SMS, SHF, CG i CO, natomiast stopiert zahamowania tworzenia biofilmu w stezeniu 0,5*MIC
przez te ekstrakty byt od 25 do 35 punktéw procentowych nizszy. Najnizszy stopien
zahamowania formowania biofilmu obserwowano po zastosowaniu ekstraktéw WF, WS
i UMWE, niezaleznie od stezenia. Dla ekstraktow z konopi i oregano pozyskanych metodg
Soxhleta z heksanem nie odnotowano istotnych réznic w dziataniu hamujacym powstawanie
biofilmu. Sposrdd ekstraktéw CO; najsilniejsze dziatanie wykazywat ekstrakt z konopi.

Na wykresie 6.1.(2) zestawiono natomiast wyniki dotyczace skutecznosci badanych
ekstraktow w usuwaniu dojrzatego biofilmu bakterii L. monocytogenes. W najwyzszym
badanym stezeniu 2*MIC, wszystkie ekstrakty wykazywaty zdolnos¢ usuwania biofilmu,
w zakresie od 24% do 69%. Stopien usuwania biofilmu przez ekstrakty w stezeniu 1*MIC byt
bardzo zblizony i wynosit od 20 do 68%, przy czym ekstrakt SMS nie wykazywat zdolnosci
usuniecia dojrzatego biofilmu w zadnym stopniu. Najsilniejsze zdolnosci redukcji biofilmu,
przy zastosowaniu stezenia 1*MIC, wykazywaty ekstrakty: SMO, CS i SHS (odpowiednio: 69%,
64% i 63%), natomiast najstabsze dziatanie odnotowano dla ekstraktow: WF, UMWF, WS

i SMS (< 20%).
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Wykres 6.1. Wptyw badanych ekstraktéow roslinnych na formowanie biofilmu (1) oraz usuwanie dojrzatego biofilmu (2) wytworzonego przez
bakterie L. monocytogenes

Srednie oznaczone réznymi literami (A-F) dla formowania biofilmu oraz oznaczone literami (a-f) dla usuwania dojrzatego biofilmu, réznity sie miedzy sobg istotnie (p < 0,05)

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan
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Cho¢ wyniki wskazujg na niepetne usuniecie dojrzatego biofilmu wytworzonego przez L.
monocytogenes, to usuniecie powyzej 60% mozna uznac za znaczne i skuteczne w kontekscie
prowadzonego eksperymentu. Ponizej zamieszczono zdjecie mikroskopowe (Fotografia 6.1.)
ukazujgce réznice w strukturze biofilmu utworzonego przez L. monocytogenes przed (a) i po
(b) poddaniu dziataniu jednego z najsilniejszych ekstraktéw (CS). Poréwnujac oba zdjecia
mozna zauwazy¢, ze zastosowanie ekstraktu CO; z konopi wyraznie narusza strukture

biofilmu bakteryjnego, pozostawiajgc jedynie pojedyncze jego fragmenty przyczepione do

podtoza.

a b

Fotografia 6.1. Obraz mikroskopowy dojrzatego biofilmu bakterii L. monocytogenes przed
(a) oraz po (b) zastosowaniu ekstraktu z konopi otrzymanego metoda ekstrakcji
nadkrytycznym CO; (CS, stezenie 1*MIC = 0,25 mg/ml, redukcja 64%)

Zrédto: opracowanie wiasne

Na wykresie 6.2. przedstawiono wyniki antybiofilmowego oddziatywania wybranych
ekstraktow wzgledem bakterii S. aureus. Jak mozna zauwazy¢ uzyskano wyzsze wartosci
procentowego hamowania formowania i usuwania biofilmu w stosunku do rezultatow

otrzymanych wobec L. monocytogenes. Kazdy z badanych ekstraktéw hamowat formowanie
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biofilmu przez S. aureus w zakresie od 33% do 100%, w zaleznosci od ekstraktu i stezenia
(wykres 6.2.(1)). W stezeniu 2*MIC niemal kazdy z badanych ekstraktéow hamowat
formowanie biofilmu na poziomie powyzej 90%. Jedynymi wyjatkami byty ekstrakty konopne
pozyskane metodg hydrodestylacji, dla ktérych hamowanie tworzenia biofilmu przez
S. aureus nie przekroczyto 60%. Cztery najskuteczniejsze ekstrakty (CS, UMS, SMF i SMS)
catkowicie hamowaty formowanie biofilmu tworzonego przez S. aureus w kazdym z badanych
stezen Ponadto, w stezeniu 1*MIC, rdwnie skuteczne byty ekstrakty: UMF i UMWS. Sposrdd
ekstraktéw CO; zdecydowanie najsilniej dziatat ten pozyskany z konopi, czego efektem byty
wyzsze wartosci zahamowania biofilmu od ekstraktéw pozyskanych z oregano i gojnika
o odpowiednio: 16 i 39 punktdw procentowych (przy stezeniu 1*MIC). Podobng tendencje
obserwowano po zastosowaniu ekstraktéw pozyskanych metody Soxhleta, wsréd ktérych
ekstrakty z konopi ograniczaty formowanie biofilmu przez S. aureus od 9 do 24 %. skuteczniej

od pozyskanych z oregano.

Wszystkie badane ekstrakty wykazywaty réwniez dziatanie w zakresie usuwania dojrzatego
biofilmu utworzonego przez S. aureus w stezeniach 2*MIC i 1*MIC (wykres 6.2.(2)). Zakres
redukcji dojrzatego biofilmu w najwyiszym stezeniu (2*MIC) wynosit od 21% do 89%,
a w stezeniu 1*MIC od 9% do 76%. Najsilniejszy efekt redukcji dojrzatego biofilmu, w stezenia
1*MIC, uzyskano przy zastosowaniu ekstraktu CO, z konopi. Silny efekt, chociaz istotnie
nizszy, na poziomie od 60% do 68%, uzyskano takze przy zastosowaniu ekstraktow: UMS,
UMF, SMS, SMF, UMWF. Najnizszg efektywnos¢ usuwania biofilmu odnotowano dla
ekstraktéw SHS, WF i WS (odpowiednio: 13%, 11% i 9%). Pod wzgledem pochodzenia
ekstraktdw, najwiekszg aktywnosciag w usuwaniu biofilmu wytworzonego przez bakterie
S. aureus charakteryzowaty sie ekstrakty z konopi, dla ktdrych uzyskane wartosci byty istotnie
wyzsze niz uzyskane dla ekstraktow z oregano czy gojnika przy zastosowaniu tego samego

stezenia (w kazdym z badanych stezen) i jednakowej metody ekstrakcji.
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Wykres 6.2. Wptyw badanych ekstraktow roslinnych na formowanie biofilmu (1) oraz usuwanie dojrzatego biofilmu (2) wytworzonego przez
bakterie S. aureus

Wartosci Srednie procentowe, oznaczone réznymi literami (A-G) dla formowania biofilmu oraz oznaczone literami (a-j) dla usuwania dojrzatego biofilmu, réznity sie miedzy
sobg istotnie (p < 0,05)

Zrédto: opracowanie wtasne na podstawie badan
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Poréwnujac otrzymane wyniki redukcji dojrzatego biofilmu, warto zwrdci¢ uwage na obraz
mikroskopowy struktur utworzonych przez S. aureus pod wptywem dziatania zastosowanych
ekstraktéw (Fotografia 6.2.). Wyraznie wida¢ rdznice w skutecznosci rozbicia zwartej formacji
biofilmu jak i w efektywnosci usuniecia komorek bakteryjnych z podtoza. W wyniku dziatania

ekstraktu CS w stezeniu 1*MIC, biofilm zostat zredukowany do pojedynczych komodrek

bakteryjnych w matej liczebnosci.

a b

Fotografia 6.2. Obraz mikroskopowy dojrzatego biofilmu bakterii S. aureus przed (a) oraz
po (b) zastosowaniu ekstraktu z konopi otrzymanego metodg ekstrakcji nadkrytycznym
CO; (CS, stezenie 1*MIC = 0,25 mg/ml, redukcja 76%)

Zrédto: opracowanie wiasne

Analizujgc wyniki dla P. aeruginosa mozna zauwazy¢, ze biofilm wytworzony przez ten
mikroorganizm cechowat sie najmniejszg wrazliwoscig na dziatanie badanych substancji
roslinnych. Zaden z ekstraktéw nie zahamowat formowania biofilmu ze skutecznoscig 100%,
nawet przy zastosowaniu stezenia 2*MIC (Wykres 6.3.(1)). Najwiekszg efektywnosé
w hamowaniu formowania biofilmu, zaobserwowano przy stezeniu 2*MIC dla ekstraktow

z konopi, w tym SMF — na poziomie 78%, UMF — 74% i CS — 75%. Ekstrakt SMF hamowat
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powstawanie biofilmu na poziomie 75% réwniez w stezeniu 1*MIC. Zblizone, cho¢ istotnie
réznigce sie wartosci zahamowania formowania biofilmu P. aeruginosa odnotowano przy
stezeniu 2*MIC lub 1*MIC dla ekstraktéw UMWS, UMWEF, oraz UMS. Ekstrakty CO; z gojnika
(CG) i oregano (CO), a takze z konopi pozyskane metodg Soxhleta i hydrodestylacji (SHS, SMS,
WS i WF) hamowaty formowanie biofilmu znaczaco stabiej, tj.: w zakresie 19% - 34% (2*MIC)
oraz 9% - 21% (1*MIC), przy czym ekstrakt SMO w stezeniu 1*MIC nie wykazat zadnej

aktywnosci w hamowaniu formowania biofilmu P. aeruginosa.

Skuteczno$é usuwania dojrzatego biofilmu utworzonego przez P. aeruginosa ustalono
w zakresie od 4% do 49%, przy zastosowaniu stezenia 2*MIC, zatem znacznie mniej niz
w przypadku dwdch bakterii Gram-dodatnich. Przy zastosowaniu stezenia 1*MIC najwyzszy
procent redukcji powstatego biofilmu wynosit 41% i uzyskano go dla ekstraktu CO; z konopi
(CS). Dla ekstraktéw UMS i SMS, w stezeniu 1*MIC wyniki procentowego usuniecia
dojrzatego biofilmu byty zblizone, choc¢ istotnie nizsze w porédwnaniu do ekstraktu CS
(odpowiednio: 37% i 35%). Najstabszg wrazliwos$¢, <5% usuniecia biofilmu przy zastosowaniu
stezenia 1*MIC wykazano wobec ekstraktéw WS i WF. Warto zauwazyé, ze nie zawsze
zdolnos¢ hamowania biofilmu odzwierciedlata zdolno$¢ usuwania dojrzatego biofilmu, co
widac szczegdlnie w przypadku ekstraktu SMO, ktéry w stezeniu 1*MIC nie hamowat wzrostu

biofilmu, jednoczesnie usuwajac go ze skutecznoscig 29%.
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Wykres 6.3 Wptyw badanych ekstraktow roslinnych na formowanie biofilmu (1) oraz usuwanie dojrzatego biofilmu (2) wytworzonego przez

bakterie P. aeruginosa

Wartosci $rednie procentowe, oznaczone réznymi literami (A-1) dla formowania biofilmu oraz oznaczone literami (a-g) dla usuwania dojrzatego biofilmu, rdznity sie miedzy

sobg istotnie (p < 0,05)

Zrédio: opracowanie wiasne na podstawie badan
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Biofilm utworzony przez bakterie P. aeruginosa okazat sie najtrudniejszy do usuniecia przez
badane ekstrakty roslinne, co byto réwniez widoczne na zdjeciach mikroskopowych
(Fotografia 6.3.). Jak mozna zaobserwowaé, biofilm jest zwarty, nie wida¢ duzych przestrzeni
pomiedzy skupiskami komodrek, a wizualny efekt usuniecia biofilmu jest stabszy, niz
obserwowano w przypadku L. monocytogenes i S. aureus. W wyniku dziatania
najskuteczniejszego ekstraktu (CS) uzyskano efekt rozbicia struktur biofilmu, niemniej

widoczne sg pojedyncze skupiska komdrek przyczepionych do podtoza w znacznej liczbie.
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Fotografia 6.3. Obraz mikroskopowy dojrzatego biofilmu bakterii P. aeruginosa przed (a)
oraz po (b) zastosowaniu ekstraktu z konopi otrzymanego metodg ekstrakcji
nadkrytycznym CO; (CS, stezenie 1*MIC = 0,25 mg/ml, redukcja 41%)

Zrédto: opracowanie wiasne
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Podsumowujac wyniki badan nad wtasciwosciami antybiofilmowymi ekstraktow nalezy
stwierdzi¢, ze nie wszystkie hamowaty wzrost biofilmu bakteryjnego i usuwaty jego struktury
na poziomie zapewniajacym bezpieczernstwo mikrobiologiczne. Mozna wskazac 6 ekstraktéw
charakteryzujgcych sie wysokim stopniem zahamowania procesu formowania biofilmu przez
badane mikroorganizmy: SMF, UFM, USMW, CS, SHF i SHO i USM, w przypadku ktérych
stopien hamowania w badanych stezeniach przekraczat 50%. Dane literaturowe potwierdzajg
mozliwo$é hamowania procesu tworzenia biofilmu bakteryjnego przez ekstrakty roslinne
(Rossi i in., 2016; Sandasi i in.,, 2010). Warto wspomnie¢, ze nie kazda z bakterii
charakteryzuje sie jednakowym potencjatem do tworzenia biofilmu. Zdolno$¢ ta
determinowana jest gtéwnie przez ilos¢ wytwarzanych EPS, czyli zwigzkéw odpowiedzialnych
za przyczepianie sie komérek bakteryjnych do kolonizowanej powierzchni (Chavant i in.,
2007). Najczesciej w badaniach dotyczacych biofilmu jako mikroorganizmy modelowe
wykorzystuje sie bakterie: B. cereus, C. jejuni, E. coli, L. monocytogenes, S. Enterica, S. aureus
i P. aeruginosa ze wzgledu na udowodniong zdolnos¢ do tworzenia takich struktur na réznych

powierzchniach, miedzy innymi w przemysle spozywczym (Carrascosa i in., 2021).

Ze wzgledu na réznorodne podejscie metodyczne réznych autoréw, w celu poréwnania
wynikéw kierowano sie procentowym hamowaniem biofilmu przy badanym stezeniu 1*MIC,
niezaleznie od tego jaka byfta warto$¢ MIC wyznaczona przez autora badani. Przyktadowo,
Bazargani i Rohloff (2016), ustalili, ze przy wyznaczonym przez nich stezeniu MIC = 4 mg/ml
olejkéw z oregano, zahamowanie formowania biofilmu S. aureus byto na poziomie ponad
50%. Dla poréwnania, wyniki uzyskane przez Vidakovic i in., (2023) wskazuja, ze ekstrakt
z oregano w MIC = 0,09 — 0,72 pl/ml hamowat tworzenie sie biofilmu L. monocytogenes
w zakresie od 42% do 62% w zaleznosci od wariantu pozywki oraz stezenia ekstraktow. Z kolei
olejek konopny CBD badany przez Di Onofrio i in., (2019) hamowat formowanie biofilmu
P. aeruginosa az w 70%, przy stezeniu MIC = 0,153 mg/ml. Niestety w literaturze nie
odnaleziono badan nad wtasciwosciami antybiofilmowymi gojnika, ktére mozina bytoby
poréwnaé.  Wielu autoréw  wskazuje  natomiast  witasciwosci  antybfiolmowe
réznych ekstraktéw roslinnych. Przyktadowo, w badaniach Al-Magqtari i in. (2020) ekstrakty
uzyskane z Artemisia arborescens, Artemisia abyssinica, Pulicaria jaubertii i Pulicaria
petiolaris byty skuteczne w hamowaniu tworzenia biofilmu w stezeniu 1/2 MIC, przy czym

najwiekszg skutecznos¢ autorzy obserwowali w przypadku B. subtilis, natomiast najnizszg
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w przypadku K. pneumoniae, S. typhimurium, P. aeruginosa i E. faecalis. Ponadto autorzy
obserwowali hamowanie tworzenia biofilmu przez ekstrakty P. jaubertii i P. petiolaris
w stezeniu 1/16 MIC z najwiekszg skutecznoscia wobec B. subtilis, a najnizszag wobec
E. faecalis i L. monocytogenes. Z kolei Abdullah i in. (2021) wskazali, ze olejek eteryczny
z zielonego kardamonu otrzymywany w drodze ekstrakcji w warunkach nadkrytycznych

zapobiega tworzeniu sie biofilmu przez bakterie E. coli 0157:H7 i S. typhimurium JSG 1748.

Skuteczno$¢ usuwania dojrzatego biofilmu byta mniejsza niz skutecznos¢ hamowania
tworzenia sie biofilmu. Stabsza skutecznos¢ usuwania biofilmu w porédwnaniu ze
skutecznoscig jego hamowania na etapie formowania ma bezposredni zwigzek ze ztozonoscia
wielowarstwowej, adhezyjnej struktury biofilmu, ktdorej macierz chroni komodrki zyjace
wewnatrz poprzez utrudnione wnikanie substancji czynnych. Pomimo faktu, iz dowiedziono,
ze substancje roslinne skutecznie destabilizujg struktury biofilmu dzieki zdolnosci
dyfundowania do wnetrza matrycy polisacharydowej, skutkujgc wysokg wewnetrzng
aktywnoscig przeciwdrobnoustrojowg (Nostro i in., 2007), wyniki wskazuja na duza
odpornos¢ struktur dojrzatego biofilmu bakterii Gram-ujemnych na dziatanie wybranych
ekstraktéw roslinnych z gojnika, oregano i konopi. W niniejszej pracy najwyzsze wartosci
redukcji usuwania dojrzatego, dwudniowego biofilmu uzyskano dla ekstraktéw CS i UMS,
ktore usuwaty biofilm utworzony przez P. aeruginosa i S. aureus odpowiednio w 37% i 76%.
Zblizone wyniki z zastosowaniem ekstraktéow CBD uzyskali Di Onofrio i in., (2019),
odnotowujac 43% redukcji biofilmu P. aeruginosa, przy stezeniu MIC = 0,153 mg/ml. Z kolei
Ben Abdallah, Lagha i Gaber (2020) wykazali zdolnos¢ olejkéw z oregano w niszczeniu
dojrzatego biofilmu S. aureus na poziomie 60 - 76% przy zastosowaniu stezenia powyzej
3,125 mg/ml. Skutecznos¢ niszczenia struktur biofilmu na poziomie nie przekraczajgcym 60%
obserwowano réwniez po zastosowaniu olejkdw z innych roslin, takich jak olejek drzewa
herbacianego, eukaliptusowy czy cynamonowy (Hendry i in., 2009; Karpanen i in., 2008;

Nuryastuti i in., 2009).

Podsumowujgc ten etap badan, nalezy stwierdzi¢, ze najlepsze rezultaty, zaréwno
w odniesieniu do hamowania procesu tworzenia biofilmu, jak i jego redukcji, uzyskano po
zastosowaniu ekstraktow z konopi, w tym CS, UMS i SMF. Poréwnujgc skutecznos$é
ekstraktéw pod wzgledem metody ich otrzymywania, mozna zauwazyé, ze po zastosowaniu

ekstraktow CO,, jak rdéwniez pozyskanych metodg ekstrakcji Soxhleta i ekstrakcji
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wspomaganej ultradzwiekami (metanolowy i metanolowo-wodny) wyniki hamowania
tworzenia biofilmu nie rdéznity sie istotnie. Natomiast ekstrakty otrzymane na drodze
hydrodestylacji nie zahamowaty w 100% formowania sie biofilmu zadnej z badanych bakterii

nawet w stezeniu 2*MIC.

6.3. Opracowanie i ocena skutecznosci formulacji srodka dezynfekujacego
z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych.

Na podstawie wynikdw badan uzyskanych na wczesniejszych etapach, wytypowano trzy
ekstrakty roslinne charakteryzujgce sie najwiekszym potencjatem przeciwdrobnoustrojowym
oraz antybiofilmowym (CS, UMS oraz SMF). Z ich wykorzystaniem stworzono propozycje
formulacji srodka dezynfekujgcego, przeznaczonego do uzytku w przemysle spozywczym. Jak
zauwazono na etapie badan nad witasciwos$ciami antybiofilmowymi, zastosowanie samych
ekstraktéw roslinnych jako czynnika blokujgcego formowanie biofilmu, a tym bardziej jako
czynnika majgcego redukowac juz powstate struktury nie zawsze dawato zadowalajgce efekty.
Wyniki wykazaty wprawdzie, ze wartos$ci procentowego hamowania wzrostu biofilmu bakterii
Gram-dodatnich ksztattowaty sie na poziomie 100%, a usuwania dojrzatego biofilmu na
poziomie bliskim 80%, jednakze w przypadku P. aeruginosa wyniki te byly znaczaco nizsze
i wynosity odpowiednio: 76% i 49%. W zwigzku z powyzszym, uzasadnionym wyborem
wydato sie wykorzystanie etanolu jako nos$nika zwigzkédw roslinnych w proponowanej
formulacji. Etanol miat spetnia¢ zadanie podwyzszenia potencjatu antybiofilmowego
ekstraktéw w stezeniach bliskich wartosci MIC (0,5-2*MIC). Nie byta to jedyna przestanka
wykorzystania alkoholu etylowego. Ekstrakty, ze wzgledu na swojg lepkos¢ i gestos¢ nie
rozpuszczaly sie w wystarczajgcym stopniu w wodzie, niezbedny byt wiec wybdr
dodatkowego rozpuszczalnika, ktéry ponadto nie wykazuje znacznej toksycznosci dla
Srodowiska i ludzi i dobrze miesza sie z wodg. Alkohol jest réwniez substancjg o wyzszej
lotnosci niz woda, co pozwala liczy¢é na efekt szybszego odparowania z powierzchni
abiotycznych. Ponizej zamieszczono opis wariantéw formulacji opracowanych w ramach
eksperymentu oraz zaprezentowano wyniki badan nad ich skutecznoscig, wedtug metody

opisanej w normie PN-EN 13697+A1:2015.

6.3.1. Opracowanie sktadu formulacji

Zgodnie z procedurg OFAT rozpatrzono wszystkie mozliwe kombinacje zmiennych
niezaleznych. Zmiennymi byty: zawartos¢ alkoholu etylowego w produkcie (30%, 40%, 50%);
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stezenie ekstraktu: 0,5*MIC, 1*MIC i 2*MIC oraz wariant ekstraktu — do stworzenia
formulacji produktu dezynfekujacego wybrano trzy: CS, UMS i SMF — kazdy pozyskany inng
metodg, niemniej z tej samej rosliny — konopi (C.S. Santhica i Futura). Pozostatg czes¢
formulacji stanowita woda destylowana. tgcznie otrzymano 27 réznych kombinacji, ktére

poddano dalszym badaniom.

6.3.2. Skutecznos$¢ dezynfekcji z wykorzystaniem opracowanej formulacji zgodnie z norma

PN-EN 13697+A1:2015

Skuteczno$é dezynfekcji kazdego z przygotowanych wariantéw zostata oceniona zgodnie
z normg PN-EN 13697+A1:2015. Do badan wykorzystano cztery mikroorganizmy, w tym dwie
bakterie Gram-dodatnie (S. aureus i E. faecalis) oraz dwie Gram-ujemne (P. aeruginosa
i E. coli). Symulacje skutecznosci dezynfekcji prowadzono w wariancie ,czystym”
(z dodatkiem 0,3 g albuminy/I) oraz ,brudnym” (3 g/l), majacych odzwierciedla¢ rzeczywiste
zanieczyszczenia w warunkach zaktadéw produkcyjnych. Norma nie precyzuje, ktory
z wariantéw powinien zostac zastosowany, poniewaz uzytkownik sam powinien zdecydowac,
czy preparat dezynfekujacy bedzie wykorzystywany w $rodowisku z mniejszg czy wiekszg
iloscig zanieczyszczenn organicznych. Norma wskazuje natomiast jednoznacznie, ze za
skuteczny uwaza sie Srodek dezynfekujacy, w przypadku ktérego uzyska sie redukcje
minimum czterech wskazanych bakterii (P. aeruginosa, E. coli, S. aureus i E. faecalis) na
poziomie > 4 jednostek logarytmicznych. Walidacja eksperymentu na etapie przygotowania
zawiesin mikroorganizméw oraz zastosowania buforu neutralizujgcego kazdorazowo
przebiegta pomysinie, spetniajgc warunki stawiane przez norme. Oznaczenia skutecznosci
badanych zwigzkdw dokonano w temperaturze pokojowej 25°C, a czas kontaktu zwigzkéw

z dezynfekowang powierzchnig ze stali nierdzewnej wynosit 1 x 5min.

W tabeli 6.16. przedstawiono wyniki skutecznosci dezynfekcji uzyskane dla wszystkich
przygotowanych formulacji. Zgodnie z wytycznymi normy dotyczacymi interpretacji
uzyskanych wartosci, spos$réd wariantéw formulacji mozna wskaza¢ te, ktéore mogg zostaé

uznane za skuteczne srodki dezynfekujgce w przemysle spozywczym.
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Tabela 6.16. Wyniki skutecznosci dezynfekcji proponowanych formulacji wyrazone jako
logarytm dziesietny redukcji w stosunku do kontroli wodne;.

(o umMs SMF
Stezenie . . . . N * * * *
0,5*MIC | 1*MIC 2*MIC 0,5*MIC | 1*MIC | 2*MIC 0,5*MIC 1*MIC | 2*MIC
ekstra.ktu/ Rli 0,125 0,25 0,5 2 4 8 1 2 4
Udziat R2 mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml
etanolu
S. aureus
30% R1 5,41 >7,04 >7,04 4,24 >6,62 >6,71 2,95 4,12 >6,04
0 Rz 5,35 >7,04 >7,04 4,12 >6,01 >6,21 2,43 3,86 >5,40
20% R1 557  >7,04 >7,04 | 441  >671 671 | 3,14 423 >6,10
0 R: 5,55 >7,04  >7,04 4,20 >6,12  >6,35 2,54 3,90 >5,46
50% R1 5,90 >7,04  >7,04 4,58 >6,71 >6,71 3,23 4,28 >6,41
0 Rz 5,74 >7,04  >7,04 4,33 >6,34 >6,71 2,60 3,94 >5,59
E. faecalis
30% R1 5,12 >6,54  >6,54 4,15 5,87 >6,28 2,74 3,71 4,21
0 Rz 4,88 >6,54  >6,54 4,07 5,74 >6,28 2,61 3,50 4,03
0% R1 5,23 >6,54 >6,54 4,28 >6,28  >6,28 2,89 3,88 4,33
0 R2 4,97 >6,54 >6,54 4,18 >6,28 >6,28 2,70 3,57 4,11
50% R1 5,23 >6,54 >6,54 4,57 >6,28  >6,28 2,91 3,91 4,50
0 Rx 5,02 >6,54 >6,54 4,23 >6,28 >6,28 2,79 3,76 4,19
P. aeruginosa
30% R1 3,25 4,98 >6,20 2,45 4,08 >6,03 1,86 2,11 3,11
0 Rx 2,98 4,84 >6,11 2,18 3,76 5,89 1,67 1,94 2,87
0% R1 3,41 5,23 >6,23 2,74 4,23 >6,03 1,97 2,38 3,25
0 Rz 3,12 5,21 >6,11 2,29 3,86 5,97 1,84 1,98 3,01
co% R 356  >612 >641 | 3,01 444 >603 | 2,18 2,59 346
0 R: 3,12 5,89 >6,41 2,66 4,01 >6,03 2,00 2,08 3,27
E. coli

30% R1 3,61 5,01 >6,27 3,62 4,34 >6,41 2,11 2,11 3,28
0 Rz 3,25 4,68 >6,04 3,37 4,13 5,91 1,97 2,08 3,00
0% R1 3,84 5,23 >6,27 3,78 4,39 >6,41 2,13 2,25 3,44
0 R, 3,29 4,77 >6,27 3,39 4,20 >6,41 1,99 2,12 3,08
50% R1 4,01 5,38 >6,27 3,90 4,49 >6,41 2,25 2,54 3,84
0 Rz 3,56 4,87 >6,27 3,54 4,32 >6,41 2,07 2,34 3,29

R1— wartos¢ redukcji logarytmicznej w symulacji warunkéw czystych (stezenie albuminy bydlecej 0,3 g/I)
R2- warto$¢ redukcji logarytmicznej w symulacji warunkéw brudnych (stezenie albuminy bydlecej 3 g/1)

Zrédto: opracowanie wiasne
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Stopien redukcji ksztattowat sie w zakresie od 1,67 do ponad 7,04 jednostek log,
w zaleznosci od stezenia ekstraktu, udziatu procentowego alkoholu etylowego oraz
mikroorganizmu. Oczywistym wydaje sie fakt, ze im wyzsze stezenie ekstraktu i alkoholu, tym
wyzsza redukcja liczby bakterii przy zachowaniu warunku stato$ci pozostatych zmiennych.
W odniesieniu do prowadzonych badan istotne byto natomiast to, czy zmiana ta byta na tyle
istotna, by uzasadniata wybor wyzszego stezenia ekstraktu lub etanolu. Kluczowe byto takze
ustalenie minimalnych stezen ekstraktu i alkoholu jakie mogg zosta¢ uzyte do zapewnienia
skutecznej eliminacji wszystkich mikroorganizméw wskaznikowych. Zwiekszenie udziatu
alkoholu etylowego w tworzonych formulacjach przektadato sie na niewielkie réznice
w wartosciach redukcji wyrazonej w jednostce logarytmicznej. W zaleznosci od bakterii
i ekstraktu podniesienie udziatu procentowego etanolu o 10 punktéw procentowych
skutkowato wyzszg redukcjg o 5 - 10%. Z kolei dwukrotne zwiekszenie stezenia ekstraktu

przektadato sie na zwiekszenie redukcji 0 16 - 47%.

Poréwnujac dziatanie przygotowanych formulacji mozna zauwazyé, ze stopien redukcji
liczby bakterii wyrazony w jednostkach logarytmicznych dla ekstraktu CS wahat sie od 2,98
wobec P. aeruginosa w warunkach brudnych, do >7,04 wobec S. aureus w warunkach
czystych i brudnych. Wyniki otrzymane dla ekstraktu UMS byty kazdorazowo nizsze i miescity
sie w zakresie redukcji od 2,17 do > 6,17 jednostek logarytmicznych, natomiast najstabsze
wyniki uzyskano przy wykorzystaniu formulacji z ekstraktem SMF (zakres redukcji od 1,67 do
>6,41 log). Formulacje stworzone z wykorzystaniem ekstraktu CS w stezeniu 1*MIC i 2*MIC
byty skuteczne wobec kazdej z bakterii niezaleznie od warunkéw (czyste/brudne) i udziatu
etanolu. W przypadku formulacji z wykorzystaniem ekstraktu UMS zamierzong skutecznosé
w stezeniu 1*MIC w stosunku do najtrudniej zwalczanej bakterii P. aeruginosa, uzyskano
tylko w przypadku warunkéw czystych, przy czym byly to wartosci nieco powyzej 4 jednostek
logarytmicznych. Oczekiwang skutecznos¢ w warunkach czystych i brudnych uzyskano
natomiast przy uzyciu stezenia 2*MIC. Formulacje z wykorzystaniem ekstraktu SMF nie
spetnity wymogdéw normy stawianych srodkom dezynfekujgcym nawet przy wykorzystaniu
najwyzszego stezenia ekstraktu i metanolu (wartosci redukcji <4 log wobec bakterii Gram-

ujemnych).

Przeprowadzony eksperyment wykazat, ze formulacja stworzona z wykorzystaniem

ekstraktu CS w stezeniu 0,25 mg/ml, przy 30% udziale etanolu jako rozpuszczalnika stanowi
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skuteczng alternatywe dla popularnych srodkéw dezynfekujacych. Uzycie wyzszego stezenia
ekstraktu lub etanolu jest w tym przypadku nieuzasadniona i nieekonomiczna. Formulacja
wykorzystujgca w swoim sktadzie ekstrakt UMS moze zosta¢ uznana za skuteczng dopiero
przy stezeniu ekstraktu na poziomie 8 mg/ml, przy 30% udziale etanolu lub 4 mg/ml przy 50%
udziale etanolu. Obie formulacje moga by¢ stosowane w przemysle spozywczym jako
alternatywa dla tradycyjnych srodkéw dezynfekujgcych. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze: chlor,
PAA czy QAC moga by¢ stosowane w znacznie nizszych stezeniach w granicach od 200 do 400
ppm, zachowujgc skutecznos¢ dezynfekcji. Pod tym wzgledem wyparcie tradycyjnych
srodkéw dezynfekujacych przez alternatywne, takie jak formulacje z ekstraktem CS lub UMS
proponowane w niniejszej rozprawie, wydaje sie mato prawdopodobne. Niemniej, jak
wskazano w czesci teoretycznej, wazne jest stosowanie Srodkdw dezynfekujgcych o réznym
mechanizmie dziatania, dlatego formulacja z wykorzystaniem ekstraktéw roslinnych mogtaby
stanowi¢ doskonate uzupetnienie proceséw dezynfekujgcych. Mogtoby to wptyng¢ na
ograniczenie wystepowania zjawiska uodparniania mikroorganizméw na jednostajnie
stosowane zwigzki z tych samych grup chemicznych. Zjawisko to jest obserwowane
szczegblnie przy nadmiernym stosowaniu zwigzkéw chloru. Nalezy réwniez zaznaczy¢, ze
w dzisiejszej zrGwnowazonej gospodarce, poza aspektami praktycznymi oraz ekonomicznymi,
rownie wazne sg takze kwestie spoteczno - ekologiczne uzytkowania S$rodkow
dezynfekujgcych. Dlatego tez, w ostatnim etapie badan, przeprowadzono analize LCA
wybranych formulacji, w celu okreélenia ich obcigzenia sSrodowiskowego oraz poréwnaniu go
do powszechnie stosowanych srodkéw dezynfekujgcych takich jak podchloryn sodu, PFA czy

PAA.

6.4. Ocena wptywu cyklu zycia

W swietle wdrazania strategii Europejskiego Zielonego tadu i dokonujacej sie transformaciji
ekologicznej (Rada Europejska, 2022), coraz wiekszego znaczenia nabierajg inicjatywy oraz
narzedzia stuzgce zapewnieniu zréwnowazonych wzorcéw produkcji i konsumpcji. Celem
wdrazania takich wzorcéw jest dokonywanie ,,czegos lepiej i wiecej przy uzyciu mniejszych
srodkéw”, co powinno prowadzi¢ do ,,zwiekszenia korzysci netto z dziatalnosci gospodarczej
poprzez zmniejszenie zuzycia Srodkéw oraz zmniejszenia skali degradacji i zanieczyszczen,
jednoczesnie poprawiajgc jakos¢ zycia” (Cele zrownowazonego rozwoju, 2019). Zgodnie z tg

definicjg, za zréwnowazone mozna przyja¢ te produkty, spetniajgce okreslone potrzeby
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(funkcje) w sposéb, ktéry wigze sie z mniejszym negatywnym oddziatywaniem na
Srodowisko. Oddziatywanie to powinno by¢ redukowane w perspektywie catego cyklu zycia,
co jest zgodne z koncepcjg wspoétczesnego ekoprojektowania (Navajas, Uriarte i Gandia;
2017). Najbardziej ztozonym i kompleksowym narzedziem ekoprojektowym jest
Srodowiskowa ocena cyklu zycia, zwana w skrécie LCA (ang. Life Cycle Assessement) (Lindhal
i Ekermann, 2013). LCA stanowi uznang, znormalizowang i oparta na nauce technike
zarzadzania Srodowiskowego. Wymagania i wytyczne dotyczace realizacji analiz LCA zawarto
w grupie norm ISO 14040x. LCA definiowane jest jako ,zebranie i ocena wej$é, wyjsé oraz
potencjalnych wptywoéw na srodowisko systemu wyrobu w okresie jego cyklu zycia” (ISO
14040: 2009 Zarzadzanie $Srodowiskowe - Ocena cyklu zycia - Zasady i struktura #3.2).
W ostatnim czasie zainteresowanie metodami pomiaru efektywnosci $rodowiskowej
w cyklach zycia produktéw wyraznie wzrasta, co jest zwigzane z wdrazaniem inicjatyw
legislacyjnych w zakresie europejskiego zielonego fadu np.: w zakresie projektowania
zrownowazonych produktéw (Komisja Europejska, 2022), uzasadniania os$wiadczen
srodowiskowych (Komisja Europejska, 2023), czy tez stosowania metod oznaczania $ladu
srodowiskowego (Komisja Europejska, 2021).

Jak wspomniano na wczesniejszym etapie badan, stworzone formulacje mogg stanowic
alternatywe w obszarze dezynfekcji dla najczesciej wybieranych srodkéw chemicznych.
Niemniej w $wietle omawianej kwestii ekoprojektowania podjeto decyzje o okresleniu
oddziatywania na srodowisko tego typu formulacji oraz porédwnaniu tego oddziatywania
z tradycyjnymi srodkami dezynfekujgcymi. Ponizej zaprezentowano wyniki oceny wptywu na
Srodowisko po interpretacji dokonanej z wykorzystaniem procedury identyfikacji znaczgcych
kwestii. W obliczeniach dotyczgcych stworzonych formulacji uwzgledniono te stezenia
ekstraktow, przy ktérych uzyskiwano skutecznos¢ dezynfekcji wg.: PN-EN 13697+A1:2015.
Dla ekstraktow CS i UMS byty to odpowiednio: 1*MIC i 2 *MIC, natomiast dla ekstraktu SMF
wybrano najwyzisze badane stezenie 2*MIC, cho¢ warto przypomnieé, ze nawet w tym
stezeniu formulacja z tym ekstraktem nie byta skuteczna wobec wszystkich bakterii
wskaznikowych. Uzyskane wyniki pozwolity na wskazanie metody pozyskiwania ekstraktéw
roslinnych najmniej obcigzajgcej sSrodowisko, a takze na zoptymalizowanie etapow produkcji

tak, aby uzyska¢ efekt najmniejszego mozliwego obcigzenia sSrodowiskowego.
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6.4.1. Ocena oddziatywania na srodowisko wariantu bazowego

Jak wspomniano w czesci metodycznej, za wariant bazowy w badaniu wybrano cykl zycia
formulacji srodka dezynfekujgcego z ekstraktem SMF, rozpuszczonego w 50% alkoholu
etylowym. Catkowite potencjalne oddziatywanie na srodowisko (single score) zwigzane
z dezynfekcjg 1 m? powierzchni w wariancie bazowym wyniosto 0,000072 Pt (Tabela 6.17.).
Oddziatywanie to byto generowane w gtéwnej mierze w wyniki nastepujgcych kategorii
wptywu: ekotoksycznos$é waod stodkich (30%), zmiany klimatu (13%), zuzycie wody (8%),
eutrofizacja (8%), zuzycie materiatdw kopalnych (7%), zakwaszenie gleby (7%) pyty (5%)
i niekancerogenna toksycznos¢ dla ludzi (5%). W kolejnym etapie, dla kazdej ze znaczacych
kategorii wptywu wskazano istotne etapy cyklu Zzycia najsilniej wptywajace na wynik
obcigzenia srodowiskowego. Etapy cyklu zycia podzielono na: produkcje i uzytkowanie.
W czterech z siedmiu znaczacych kategorii wptywu etap uzytkowania odpowiadat za ponad
80% catego oddziatywania. W pozostatych trzech przypadkach, oprdcz uzytkowania, znaczacy

okazat sie takze etap produkcji.

Tabela 6.17. Identyfikacja srodowiskowych punktéw krytycznych zwigzanych z cyklem
zycia - scenariusza bazowego (SMF, 50% etanolu, skala laboratoryjna produkcji)

KROK 1 KROK 2
Skumulowany g ) .. )
] Rz ki s
ekowskaznik 2 Znaczace kategorie wptywu (na = nacza:zs(:::ci?\::/’ n":kzg::a (na =
single score s podstawie wynikéw wazonych) 5 cI:Iarakter zov‘\llan ch) N
(100%) 2 = v v =)
ekotoksycznos¢ wod stodkich 30 Uzytkowanie 92
Produkcja (skala lab) 69
zmiany klimatu 13 Uavik - ”
zytkowanie
zuzycie wody 8 Uzytkowanie 88
eutrofizacja 8 Produkcja (skala lab) 90
Produkcja (skala lab) 78
0,000072 Pt zuzycie materiatéw kopalnych 7
Uzytkowanie 22
‘ o oleb . Uzytkowanie 59
zakwaszenie gleby
Produkcja (skala lab) 41
niekancerogenna t9ksycznosc dla 5 Uzytkowanie 91
ludzi
pyty 5 Uzytkowanie 82

Zrédto: opracowanie wtasne
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Dla czterech z siedmiu znaczacych kategorii wptywu udziat etapu uzytkowania
(zastosowanie) przekracza 50%. Z tego powodu procedura zostata powtérzona osobno dla
produkgcji i osobno dla pozostatych elementdéw zwigzanych z zastosowanie ekstraktu. Wyniki
powtdrzonej analizy dla produkcji zamieszczono w tabeli 6.18., natomiast dla pozostatych

elementow uzytkowania w tabeli 6.19.
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Tabela 6.18. Identyfikacja sSrodowiskowych punktéw krytycznych zwigzanych wytacznie z etapem produkcji (krok 2 uproszczony) ekstraktu
dezynfekujgcego na bazie konopi - scenariusz bazowy (SMF, 50% etanolu, skala laboratoryjna)

Skumulowany ekowskaznik single score 100% = 0,000024 Pt

KROK 1 KROK 3 KROK 4 Miejsce w
taricuchu
_ . _ dostaw
Znaczace kategorie wptywu X . o X Znaczace strumienie X stanowigce
- o - Znaczace procesy (na podstawie wynikéw = . - .
(na podstawie wynikow e charakteryzowanych) 8 elementarne (na podstawie 8 rédto
wazonych) ':0 'g wynikéw charakteryzowanych) 'g znaczacych
strumieni
elementarnych

Energia elektryczna wysokiego napiecia {PL}| kogeneracja
ciepta i energii, wegiel kamienny | Cut-off, U

) ) Energia elektryczna wysokiego napiecia {PL}| kogeneracja Dwutlenek ) o .
Zmiany klimatu ciepta i energii, wegiel brunatny | Cut-off, U wegla, kopalny PR GIELAGETTE

Energia elektryczna wysokiego napiecia {PL}| obrdbka gazu
wielkopiecowego w elektrowni | Cut-off, U

tup z wydobycia wegla brunatnego {GLO}| obrébka na
sktadowiskach powierzchniowych | Cut-off, U

Eutrofizacja wod stodkich Fosforany kopalnie

tupki z wydobycia wegla kamiennego {GLO}| obrébka na
sktadowiskach powierzchniowych | Cut-off, U
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Energia elektryczna wysokiego napiecia {PL}| kogeneracja

ciepta i energii, wegiel kamienny | Cut-off, U 62 || RETECE SEEIY || iR 77
Energia elektryczna wysokiego napiecia {PL}| kogeneracja 30
Zakwaszenie ciepta i energii, wegiel brunatny | Cut-off, U elektrownie
Tlenki azotu powietrze 21
Transport towarowy, morski, masowiec do towardéw sypkich 4
{GLO}| Cut-off, U
Obrdbka strumieniowo-scierna 68 Aluminium powietrze 69
Ekotoksycznos¢ dla wody Popidt z wegla kamiennego {RoW}| przetwarzanie, - kopalnie oraz
stodkiej sktadowanie pozostatosci materiatéw | Cut-off, U 4 Aluminium woda 1 elektrownie
Wegiel kamienny {CN}| Eksploatacja kopalni wegla 3 Aluminium gleba 7

kamiennego i przerébka wegla kamiennego | Cut-off, U

zrédto: opracowanie wiasne
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Wyniki zaprezentowane w tabeli 6.18. pozwalajg na wnioskowanie, iz biorgc pod uwage etap

produkcji istnieje jedno gtdwne Zrdodto oddziatywania na srodowisko zwigzane z procesem

wytwarzania ekstraktu w wariancie bazowym - jest nim energia elektryczna zuzywana

w procesach laboratoryjnych. Oddziatywanie to ma wieloaspektowy charakter i jest

pochodng struktury miksu energetycznego dla Polski (opartego na nosnikach kopalnych).

Ponizej, dla wybranych emisji, zamieszczono wykresy strumieniowe pokazujgce udziat

poszczegblnych procesow sktadajgcych sie na faczne emisje na etapie produkcji wariantu

bazowego formulacji srodka dezynfekujgcego. llosciowo, realizacja proceséw zwigzanych

z wytwarzaniem ekstraktu w wariancie bazowym, w odniesieniu do poszczegdlnych

znaczacych kategorii wptywu wigze sie z:

e emisjg 0,000893 kg fosforanéw do wody (w przeliczeniu na JF), z czego 96% przypada na
emisje w kopalniach wegla z racji sktadowania odpaddéw goérniczych (sktady ptonnej) —
kategoria wptywu: eutrofizacja,

e emisjg 0,232 kg kopalnego CO; do powietrza (w przeliczeniu na JF), z czego 80,4% to
emisje zachodzgce w elektrowniach weglowych podczas generowania energii (spalania

wegla) (Rysunek 6.1.) — kategoria wptywu: zmiany klimatu,
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1p
Produkcja Soxhlet
50% etanol (lab)

0 ke

0,000125 kg

Konopia_Soxhlet_pr
odukcja_skala_lab

0 ke

e — Y
0,00262 kg 0,00261 kg 12,6 kg 0,789 MJ 0,0026 kg 0,0112m3
Polypropylene, Injection moulding Tap water (Europe Electricity, low Waste Wastewater,
granulate {GLO}| {GLO}| market for | without voltage (PL}| market polypropylene unpolluted (RowW}|
market for | Cut-off, Cut-off, U Switzerland)| market] for | Cut-off, U {RoW}| treatment of market for
0kg L okg 0kg L 0kg L 0,00659 kg 0kg L
0,00212 kg 3,95kg 0,787 MJ 0,0112m3
Polypropylene, Tap water {Europe Electricity, low Wastewater,
granulate {RoW}| without voltage {PL}| unpolluted {RoW}|
production | Switzerland}| tap electricity voltage treatment of,
8 81E-5 ke 0 kg 0 kg L 0 kg
0,00206kg [ | 0,0128 MJ 0,028 MJ 0,806 MJ
Propylene {RoW}| Electricity, medium Electricity, medium Electricity, medium
market for voltage {RAS}| voltage {Europe voltage {PL}| market
propylene | Cut-off, market group for | without for | Cut-off, U
0kg 0kg 0kg 0kg
0,00206 kg 0,806 MJ
Propylene {Rowj}| Electricity, medium
production | voltage {PL}|
Cut-off, U electricity voltage
0,00236 kg 0kg L
[—
0,83 MJ
Electricity, high
voltage {PL}| market|
for | Cut-off, U
0 kg LJ
0,0119 MJ 0,0376 MJ 0,38 MJ 0,226 MJ 0,0221 MJ [ 0,00371 MJ
Electricity, high Electricity, high Electricity, high Electricity, high Electricity, high Electricity, high
voltage {PL}| voltage {PL}| import| voltage {PL}| heat voltage {PL}| heat voltage {PL}| heat voltage {PL}|
electricity from DE | Cut-off, U and power and power and power treatment of blast
0,00358 kg Okg L 0,105 k¢ 0,0704 kg 0,00253 kg - 0,00505 kg
0,0469 MJ [ 0,0527 kg W
Electricity, high Hard coal {Europe,
voltage {DE}| market| without Russia and
for | Cut-off, U Turkey}| market for
0kg 0kg
0,013 MJ 0,013 kg
Electricity, high Hard coal {Europe,
voltage {DE}| without Russia and
electricity Turkey}| hard coal,
0,00371 kg - 0 kg
0,382 tkm

Transport, freight,
sea, bulk carrier for
dry goods {GLO}|

okg

0,382 tkm
Transport, freight,
sea, bulk carrier for
dry goods {GLO}|

0,00206 kg

Rysunek 6.1. Emisja kopalnego CO, do powietrza (wynik LCI, 5% odcie¢, bez sumowania)

zrédto: SImaPro, opracowanie wtasne
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e wydobyciem 0,0769 kg wegla kamiennego/JF (96% wydobycie w kopalniach na potrzeby
energii elektrycznej), 0,0908 kg wegla brunatnego/JF (cato$¢ zuzywana do produkcji
energii elektrycznej), 0,00821 m3 gazu ziemnego (43% na potrzeby produkcji energii) —

(Rysunek 6.2.) - kategoria wptywu: zuzycie zasobéw naturalnych,

1p
Produkcja Soxhlet 50%]
etanol (lab)

Okg

0,000125 kg
Konopia_Soxhlet_prod
ukgja_skala_lab

O kg
—
0,00261 kg 12,6 kg 0,789 MJ
Injection moulding Tap water (Europe Electricity, low voltage
(GLO}| market for | without Switzerland| {PL)| market for |
Cut-off, U market for | Cut-off, U Cut-off, U
0 kg 0kg 0 kg
0,00173 kg 3,95 kg 0,787 MJ
Injection moulding Tap water (Europe Electricity, low voltage
{RoW)| processing | without Switzerland}| {PL)| electricity voltage
Cut-off, U tap water production, transformation from
0 kg 0kg 0 kg
—
0,00686 MJ 0,028 MJ 0,806 MJ
Heat, district or Electricity, medium Electricity, medium
industrial, other than voltage {Europe voltage (PL}| market for
natural gas (Row}| without Switzerland}| | Cut-off, U
Okg L 0 kg LJ O kg L

5.34E-6 M) 0,806 MJ
Heat, district or Electricity, medium
industrial, other than voltage {PL}| electricity|
natural gas {RU}] heat voltage transformation
O kg Okg
0,000915 kg 0,83 MJ
Lignite (RoW)| market Electricity, high
for| Cut-off, U voltage (PL}| market fo
| Cut-off, U
0 kg o
0,000915kg [ | 0,019 MJ [ 0,0376 MJ ] 0,226 MJ
Lignite {RoW}| mine Electricity, high Electricity, high Electricity, high
operation | Cut-off, U voltage {PL}| electricity] voltage (PL}| import voltage (PL}| heat and
production, lignite | from DE | Cut-off, U power co-generation,
0,000915 kg L 0kg L 0 kg L 0kg L
r i_
0,0469 M) 0,0898 kg
Electricity, high Lignite {RER}| market
voltage {DE}| market for | Cut-off, U
for | Cut-off, U
Okg okg

0,0113 MJ
Electricity, high
voltage (DE)| electricity
production, lignite |

S|

Rysunek 6.2. Wydobycie wegla kamiennego (wynik LCI, 5% odcie¢, bez sumowania)

0,0898 kg
Lignite {RER}| mine
operation | Cut-off, U

0,0898 kg

zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne
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e emisjg do powietrza 0,00103 kg SO, (z czego 81% to emisja w elektrowniach) oraz

0,000488 kg NOx (60% emisje w elektrowniach) — (Rysunek 6.3.) kategoria wptywu:

zakwaszenie,

1p
Produkcja Soxhlet
50% etanol (lab)

0 kg

0,000125 kg
Konopia_Soxhlet_
produkcja_skala_la

b

0k

0,789 MJ
Electricity, low
voltage {PL}|
market for |
0 kg

0,787 MJ
Electricity, low
voltage {PL}|

0kg

—

0,806 MJ
Electricity,
medium voltage
{PL}| market for |
0 kg

0,806 MJ
Electricity,
medium voltage
{PL}| electricity

0k

0,83MJ
Electricity, high
voltage {PL}|
market for |
0 kg

0,38 MJ
Electricity, high
voltage {PL}| heat
and power

0,000493 kg

0,226 MJ
Electricity, high
voltage {PL}| heat
and power

0,000345 kg

1p
Produkcja Soxhlet
50% etanol (lab)

Okg

0,000125 kg
Konopia_Soxhlet_p|
rodukcja_skala_lab|

0o k

|

0,00261 kg

Injection

moulding {GLO}|
market for |

Okg

0,00173 kg
Injection
moulding {Rowj}]|
processing |

Okg

0,789 MJ
Electricity, low
voltage {PL}|
market for |
0 kg

0,787 MJ
Electricity, low
voltage {PL}|
electricity voltage

0,00144 kg
Lime {RoW)|
market for lime |
Cut-off, U

Okg

1,93E-5 kg
Lime {GLO}| zinc
mine operation |

Cut-off, U
5,2E-9 kg

8,81E-5 kg
Blasting {GLO}|

market for |

Cut-off, U

Okg

0,806 MJ
Electricity,
medium voltage
{PL}| market for |
okg

0,806 MJ
Electricity,
medium voltage
{PL}| electricity

-
|

0,83 MJ
Electricity, high
voltage {PL}|
market for |

okg L
7

0,38 MJ
Electricity, high
voltage {PL}| heat
and power

0,000195 kg

0,0527 kg
Hard coal {Europe,
without Russia and
Turkey}| market for|

okg

0,00997 kg
Hard coal {Europe,
without Russia and|
Turkey}| hard coal,
o kg

0,382 tkm
Transport, freight,
sea, bulk carrier for
dry goods {GLO}|
okg

0,382 tkm
Transport, freight,
sea, bulk carrier for|

dry goods {GLO}|

|4, 05E-5 k

0,226 MJ
Electricity, high
voltage {PL}| heat
and power
9,52E-5 kg

Rysunek 6.3. Emisja SOz i NOx do powietrza (wynik LCl, 5% odcie¢, bez sumowania)

zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne
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emisjg 0,0000137 kg aluminium do powietrza (97% to emisje podczas robot strzatowych
w kopalniach) , 0,000681 kg aluminium do wody (50% to emisje w elektrowniach z racji
zagospodarowania popiotéw po spalaniu wegla a 10% do kopalnie i roboty strzatowe)
oraz 0,000000961 kg do gleby (35% wynika z dziatalnosci kopald) — (Rysunek 6.4.)

kategoria wptywu: toksycznosé wéd stodkich.

1p
Produkcja Soxhlet
50% etanol (lab)

0 kg

0,000125 kg
Konopia_Soxhlet_p|
rodukcja_skala_lab)

0kg

0,789 MJ 0,0026 kg
Electricity, low Waste
voltage {PL}| polypropylene
market for | {RoW}]| treatment
0kg | ] 3,44E-13 ki
I
1,92E-5m 0,787 MJ 6,31E-6 kg
Distribution Electricity, low Titanium dioxide
network, voltage {PL}| {RoW}| market for ||
electricity, low electricity voltage Cut-off, U
0 kg LJ 0 ke 0 kg L
1,91E-5m 0,806 MJ ] 2,34E-6 kg
Distribution Electricity, Titanium dioxide
network, medium voltage {RowW}|
electricity, low {PL}| market for | production, sulfate|
0 kg 0 kg LJ 0 kg
5,96E-5 kg 0,806 MJ 6,83E-5 kg
Copper, cathode Electricity, Sulfuric acid
{GLO}| market for | medium voltage {RoW}| market for
Cut-off, U {PL}| electricity sulfuric acid |
0 kg L 0kg 0 kg L |
3,61E-5kg 0,83 MJ 6,96E-6 kg
Copper, cathode Electricity, high Sulfuric acid {CN}|
{GLO}| voltage {PL}| smelting of coppe
electrorefining of market for | concentrate,
0 kg 0 kg LJ 0 kg
3,72E-5kg 0,38 MJ 0,000131 kg
Copper, anode Electricity, high Copper
{GLO}| market for voltage {PL}| heat concentrate,
copper, anode | and power sulfide ore {GLO}|
0 kg LJ 0 ke 0 kg L
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—

0,0527 kg
Hard coal {Europe,
without Russia and|
Turkey}| market fo
0 kg

]

0,00391 kg 0,00997 kg 0,0062 kg 0,013 kg 0,00311kg
Hard coal {Europe,| Hard coal {Europe, Hard coal {Europe,| Hard coal {Europe, Hard coal {Europe,|
without Russia and| without Russia and| without Russia and| without Russia and| without Russia and|
Turkey}| hard coal, Turkey}| hard coal, Turkey}| hard coal, Turkey}| hard coal, Turkey}| hard coal,
0kg 0kg 0kg 0kg 0kg

— - — —

0,00536 kg 0,0102 kg 0,00767 kg 0,0133 kg 0,00345 kg
Hard coal {AU}| Hard coal {RLA} Hard coal {RNA}| Hard coal {RU}| Hard coal {ZA}|
market for | market for | market for | market for | hard coal
Cut-off, U Cut-off, U Cut-off, U Cut-off, U preparation, coal
0kg | | 0kg | | 0kg | | 0kg | | 0kg | |

0,00536 kg 0,0079kg 0,00757 kg 0,0133kg 0,00263 kg
Hard coal {AU}| Hard coal {RLA}| Hard coal {RNA}| Hard coal {RU}| Hard coal,

hard coal mine
operation and

hard coal mine
operation and
0kg

hard coal mine
operation and
0kg

0kg
1

|

hard coal mine
operation and
0kg

run-of-mine {ZA}|
hard coal mine
0kg

— 1

|

7,6E-13p
Mine
infrastructure,
open cast, hard
0kg

76E-13p
Mine
infrastructure,
open cast, hard
0kg

881E-5kg

Blasting {GLO}|
market for |

Cut-off, U

0kg

297E-5kg 5,9-5 kg
Blasting {RER}| Blasting {RowW}|
processing | processing |
Cut-off, U Cut-off, U
4,49E-6 kg 891E-6 kg

Rysunek 6.4. Emisja aluminium do powietrza (wynik LCI, 5% odcie¢, bez sumowania)

zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne
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Spalanie paliw kopalnych w elektrowniach przyczynia sie do emisji do powietrza kopalnego
CO2 (zmiany klimatu), SO, oraz NOx (zakwaszenie), a takze emisji aluminium do wody
(ekotoksycznos$¢ woéd stodkich). Dziatalno$¢ kopalhn wegla przyczynia sie natomiast do
zubozenia zasobdéw kopalnych (gtéwnie wegla kamiennego i brunatnego), emisji fosforandéw
do wody (sktadowanie skaty ptonnej), a takze emisje aluminium (tzw.: roboty strzatowe).
Przechodzagc do etapu uzytkowania w scenariuszu bazowym na podstawie
przeprowadzonej analizy stwierdzono, ze podobnie jak w przypadku etapu produkgcji istnieje
jedno gtéwne zrodto oddziatywania na srodowisko, jednakze zrédto jest zupetnie odmienne -
jest nim fancuch dostaw etanolu, w ktérym rozpuszczany jest ekstrakt konopny (w wariancie
bazowym 4 g ekstraktu rozpuszczane w 0,18936 kg etanolu). Etanol jest substancja
chemiczng pochodzenia rolniczego - w globalnym (Swiat bez Brazylii, ROW) miksie
technologicznym niemal 90% etanolu produkowane jest z trzciny cukrowe]. Oddziatywanie
na srodowisko uprawy trzciny ma ztozony charakter. Z jednej strony sg to emisje do gleby
wynikajgce ze stosowania srodkow ochrony roslin (fipronil, aldrin, arsen), a z drugiej strony
emisje do powietrza z racji stosowania nawozow sztucznych (amoniak, NOy) oraz emisje
kopalnego CO, (spalanie paliw w maszynach rolniczych, przeksztatcanie terenu). Innym
znaczacym zrédtem z punktu widzenia toksycznosci jest emisja bezposrednia etanolu do
wody podczas procesu dezynfekcji. Wyniki podsumowujgce analizy krytycznych punktéw

zamieszono w tabeli 6.19.

Tabela 6.19. Identyfikacja sSrodowiskowych punktow krytycznych zwigzanych wytacznie
z etapem uzytkowania (krok 2 uproszczony) srodka dezynfekujgcego na bazie konopi -
scenariusz bazowy (Soxhlet, 50% etanolu, skala laboratoryjna)

skumulowany ekowskaznik single score (100%) = 0,000048 Pt

KROK 1 KROK 3 KROK 4

Znaczace kategorie | __ — —

wptywu (na X . X | Znaczace strumienie elementarne | X

. e Znaczace procesy (na podstawie - . S s

podstawie o L, Ko} (na podstawie wynikow S

S N wynikéw charakteryzowanych) N N

wynikow 'g 'g charakteryzowanych) 'g
wazonych)

Fipronil
Ekotoksycznos¢ dla Trzcina cukrowa {IN}| produkcja trzciny

42 74

wad stodkich cukrowej | Cut-off, U

NEILE]
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Zuzycie wody

formulacja SMF 50% etanol emisje
podczas procesu dezynfekcji

Nawadnianie powierzchniowe

Produkcja trzciny cukrowej

Nawadnianie zraszaczami

Etanol

Woda (wejscie)

Woda (wyjscie)

Tlenek wegla,

surowce

Dziatanie Produkcja trzciny cukrowej {RoW} | Cut- 68 Sy Powietrze |44
toksyczne dla ludzi off, U
- inne niz Fipronil Gleba 18
rakotworcze Produkeja trzciny cukrowej {IN}| Cut-off, | Arsen Gleba |15
U Aldrin Gleba 11
Produkcja trzciny cukrowej 37 UG R, Powietrze |35
kopalny
Witasnosc¢ gruntéw, grunty orne,
mlerzo’n’ejako pler‘V\{‘otna Dwutlenek wegla,
produktywnosé netto emisji dwutlenku - .
s . . 12 przeksztatcanie Powietrze | 26
: . wegla, rosliny wieloletnie {BR}, grunty P
Zmiana klimatu juz uzytkowane, pastwiska, uprawy g
wieloletnie stworzone przez cztowieka
Ciepto, sleclowe lub prz.em.ys{owe, 83z | 4 Podtlenek diazotu Powietrze |17
ziemny, produkcja ciepta
Dwutlenek wegla do
Produkcja amoniaku 3 gleby lub zasobdéw Gleba 14
biomasy
Produkcja trzciny cukrowej 66 Amoniak Powietrze |78
Produkcja kukurydzy 8
Zakwaszenie
Etanol bez wody, 95% r-r z fermentacji Tlenki azotu Powietrze | 14
{RoW}| przetwdrstwo trzciny cukrowej, | 2
tradycyjny zaktad | Cut-off, U
Produkcja trzciny cukrowej 64 . .
— Amoniak Powietrze |76
Produkcja ziaren kukurydzy 10
Etanol bez wody, 95% r-r z fermentacji
Czastki state {RoW}| przetwdrstwo drewna, 2
tradycyjny zaktad | Cut-off, U Czastki state, < 2.5 um | Powietrze | 15
Burak cukrowy, produkcja burakéw 5
cukrowych
Daiatanic Produkcja trzcmy;ft;kaowej {RoW}| Cut- 71 Aldrin Gleba 66
toksyczne dla ludzi : ; .
- rakotwéreze formulacja SMF 50% etanol emisje 18 Etanol Woda 18

podczas procesu dezynfekcji

Zrédto: opracowanie wiasne
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Rozpatrujgc ilosciowo poszczegdlne strumienie elementarne, z podziatem na znaczace

kwestie wptywu, realizacja proceséw zwigzanych z uzytkowanie wariantu bazowego wigze

sie z:

e emisjg fipronilu do gleby - catkowita ilos¢ emitowanego do gleby fipronilu wynosi

0,0000376 kg/JF i wynika ze stosowania tej substancji jako Srodka ochrony roslin

w uprawie trzciny cukrowej, gtéwnie w Indiach, gdyz jego stosowanie w krajach UE jest

zabronione. Etanol to emisja bezposrednia do wody nastepujgca podczas stosowania

srodka dezynfekujacego

(0,18936kg/JF) -

ekotoksycznos$é wod stodkich

—

1p
Uzytkowanie_Soxhle
t50% etanol (lab)

0,189 kg
Ethanol, without
water, in 95%

3,76E-5 kg

0,0561 kg
Ethanol, without
water, in 95%

2,49E-7 kg

(Rysunek 6.5),

kategoria wptywu:

0,133 kg
Ethanol, without
water, in 95%

3.73E-5 ke

—
0,0191 kg 0,00678 kg 0,0223 kg 0,00791 kg 0,113 kg
Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without
water, in 95% water, in 95% water, in 95% water, in 95% water, in 95%

6.64E-8 kg 3.21E-8 kg 9.77E-8 kg 5.23E-8 kg 3,73E-5 ke
| |
0,473 kg 0,941 kg
Sugarcane {BR}| Sugarcane {RoW}|
market for | Cut-off, market for | Cut-off,
2,49E-7 3,73E-5 ke
[ E— | |
0,0505 kg 0,0483 kg 0,0308 kg 0,0141 kg 0,0332 kg 0,296 kg 0,425 kg
Sugarcane {BR-GO}| Sugarcane {BR-MG}| Sugarcane {BR-MS}| Sugarcane {BR-MT}| Sugarcane {BR-PR}| Sugarcane {BR-SP}| Sugarcane {IN}|
sugarcane sugarcane sugarcane sugarcane sugarcane sugarcane sugarcane
2,79€-8 kg 2,38E-8 kg 1,99E-8 kg 8,66E-9 kg 2,01E-8 kg 1,48E-7 kg 3,73E-5 kg

Rysunek 6.5. Fipronil do gleby, LCI, odciecie 0,01%, bez sumowania

Zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne
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emisjg siarki do wody - catkowita ilos¢ emitowanej siarki do wody wynosi 0,0000279

kg/JF, z czego niemal cato$¢ nastepuje w procesie produkcji chlorku potasu, jako

sktadnika wykorzystywanego potem do wytwarzania nawozéw potasowych — (Rysunek

6.6.), — kategoria wptywu: ekotoksycznos¢ waéd stodkich

Tp
Uzytkowanie_Soxhle|
150% etanol (lab)

2,79E-5 kg

0,189 kg
Ethanol, without
water, in 95%

2, 79E-5 kg

0,0561 kg 0,133 kg
Ethanol, without Ethanol, without
water, in 95% water, in 95%
9,51E-6 kg 1,84E-5 kg
0,0191 kg 0,00678 kg 0,0223 kg 0,00791 kg 0,00883 kg 0,113 kg
Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without
water, in 95% water, in 95% water, in 95% water, in 95% water, in 95% water, in 95%
1,23E-6 3,74E-6 kg [4,69E-6 kg [1,26E-5 kg
0,473 kg 0,0274 kg 0,941 kg
Sugarcane {BR}| Maize grain {BR)| Sugarcane {RoW}|
market for | Cut-off, market for maize market for | Cut-off,
[4.256-6 kg 1,26E-5 k

0,296 kg 0,00946 kg 0,425 kg 0,516 kg
Sugarcane {BR-SP)| Maize grain Sugarcane {IN}| Sugarcane {Row)|
sugarcane {BR-MT}| maize sugarcane production | Cut-off,
5,8E-6 k 1,14E-6 kg [1E-6 kg [1,16E-5
0,0017 kg 0,000245 kg 0,000574 kg 0,00137 kg
Potassium chloride Inorganic potassium Inorganic Potassium chloride
{RoW)| market for fertiliser, as K20 phosphorus (RER)| market for
42E6ka _ I [6.94E-7 kg [1.02€-5 k
0,000261 kg 0,00144 kg 0,000239 kg 0,000165 kg 0,00137 kg
Potassium chloride Potassium chloride i i Inorganic Potassium chloride
{CA-SK}| potassium {RoW)| potassium fertiliser, as K20 phosphorus {RERY| potassium
[2.06E-6 kg f,_- [.24E-6 kg [1.02€E-5 k
0,000833 kg
NPK (15-15-15)
fertiliser (RowW}|
2,15E-6 kg
0,000833 kg
NPK (15-15-15)
fertiliser (RoW)] NP
2,15E-6 kg

Rysunek 6.6. Siarka do wody, LCI, odciecia 4%, bez sumowania

Zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne
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e zuzyciem wody do rozcienczenia ekstraktu (tylko 1,61% oddziatywania w tej kategorii
wptywu),korzysé srodowiskowa wynika z racji oczyszczania $ciekdw i wpuszczania
oczyszczonej wody do S$rodowiska. Gtéwnym Zrédtem poboru wody jest natomiast
nawadnianie pél uprawnych trzciny cukrowej (powierzchniowe oraz kropelkowe), udziat
53%. Jednoczesnie rosliny nie wchtaniajg catosci wody przeznaczonej do nawadniania
i znaczna jej cze$¢ zostaje oddana srodowisku. Stanowi to Zzrédto korzysci srodowiskowe;j
(46%), — kategoria wptywu: zuzycie wody

e emisjg biogenicznego CO (Rysunek 6.7.) — wynika ona z wypalania pdl uprawnych
(Sciernisk) jako zabiegu przygotowujgcego do uprawy (0,402kg/JF). Emisje fipronilu
(0,000053kg/JF), arsenu (0,00000186kg/JF) oraz aldrinu (0,0000261kg/JF) wynikajg ze
stosowania srodkdéw ochrony roslin w uprawie trzciny cukrowej, - (Rysunki: 6.8. i 6.9.)—

kategoria wptywu: niekancerogenna toksycznos¢ dla organizmu ludzkiego

1p
Uzytkowanie_Soxh
et50%etanol
(lab)
0

0,189 kg
Ethanol, without
water,in 95%
solution state,

0 kg
0,0125 kg 0,0105 kg 0,16 kg
Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without
water,in 95% water, in 95% water, in 95%
solution state, solution state, solution state,
0kg 1,47E-6 9,77E-5
0,039 kg 0,00268 kg 134 kg
Maize grain {BR}| Ammonia, Sugarcane {RoW}
market for maize anhydrous, liquid market for |
grain | Cut-off, U {RoW}| market fol Cut-off, U
0kg 0 kg 0 kg
0,00612 kg 0,00993 kg 0,000936 kg 0,604 kg 0,733 kg
Maize grain Maize grain Ammonia, Sugarcane {IN}| Sugarcane {RoW}
{BR-MS}| maize {BR-PR}| maize anhydrous, liquid sugarcane production |
grain production | grain production | {RoW}|ammonia production | Cut-off, U
0 kg 0 kg, 0 kg, 0 kg, 0,022 kg,
9,55E-7 m3 0,0252 M)
Drying of maize Heat, district or
grain {BR}|drying industrial, other
of maize grain | thannaturalgas
7,6E-6 kg 0 kg

Rysunek 6.7. emisja biogennego CO; do powietrza, LCI, bez sumowania

Zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne
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1p Tp

Uzytkowanie Soxh Uzytkowanie_Soxhlet!
- 50% etanol (lab)
et 50% etanol

Okg ) I _
0,189 kg ]

0,189 kg Ethanol, without

Ethanol, without water, in 95%
water, in 95% solution state, from
0 k

Okg | I g
0,0105 kg 0,16 kg 0,16 kg ]

Ethanol, without Ethanol, without Eineme, Wi

water, in 95%

water, in 95% water, in 95% solution state, from
Okg Okg ) I _
1,34 kg ]
0,000106 kg 1.34 kg Sugarcane {Row)|
Wood ash mixture, Sugarcane {RoW}| market for | Cut-off,
pure {RoW}| market for |
0 kg L
0 kg 0 kg

- )

0,733 kg
4,14E-5 kg 0,733 kg Sugarcane {RowW}|
Wood ash mixture| Sugarcane {RoW}| prOdUCt'OS | G,
pure {RoW}| production | aE s
2,77E-10 kg 1,86E-6 kg

Rysunek 6.8 i 6.9. Arsen (z lewej) i aldrin (z prawej) do gleby, LCI, bez sumowania

zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne

e emisjg kopalnego CO; — zrédtem sg procesy w tancuchu dostaw etanolu: spalanie oleju
napedowego w maszynach rolniczych (uprawa trzciny cukrowej), generowanie ciepta
procesowego (produkcja etanolu) oraz emisje produkcyjne podczas produkcji amoniaku
(produkcja mocznika jako nawozu). Catkowita wielkos¢ emisji kopalnego CO; do

powietrza zwigzanej z uzytkowaniem wynosi 0,0561 kg/JF.
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e emisje CO, wynikajgce z uzytkowania i przeksztatcania terenu na cele rolnicze (0,0404

kg/JF). Na trzecim miejscu jest emisja podtlenku azotu (0,0261 kg) nastepujgca gtéwnie

podczas uprawy trzciny cukrowej. Wartym uwagi jest takze udziat upraw wieloletnich

w magazynowaniu wegla w glebie, co stanowi korzy$¢ srodowiskowg (-0,0224kg CO,/JF),

- Rysunek 6.10. — kategoria wptywu: zmiany klimatu

Uzytkowanie_Soxh|
let 50% etanol

0 kg

1p

Ethanol, without
water, in 95%

0 kg

0,189 kg

Ethanol, without
water, in 95%

5,5E-5 kg

0,16 kg
Ethanol, without
water, in 95%

Cow milk {Row}|
milk production,

0 kg

Rysunek 6.10. Dwutlenek wegla,

sumowania

0 kg 0 kg
0,000228 kg 1,34 kg
Whey {GLO}| Sugarcane {RoW}|
market for | market for |

0 kg 0 kg
0,000228 kg 0,733 kg
Whey {GLO}| Sugarcane {RoW}|

cheese production |

0 kg 0,0524 kg

1,65E-5 kg
Cow milk {GLO}|

market for |

0 kg
1,64E-5 kg

zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne

przeksztatcenie

{GLO}| market for |
0 kg

1,6E-6 kg
Soybean, feed

{RoW}| production
0 kg

1,6E-6 kg
Soybean, feed

—

0 kg

3,4E-5 kg
Soybean {BR}|
market for

Transport, freight,
lorry >32 metric

0 kg

0,00355 tkm

Transport, freight,
lorry >32 metric

0 kg

0,00355 tkm

Fatty acid methyl
ester {BR}| market

0 kg

2,27E-5 kg

Fatty acid methyl

0 kg

2,27E-5 kg

ester {BR}|

0 kg

1,74E-5 kg
Soybean oil,
crude {BR}|

L

gruntéw, LCl, odciecia 5%,

bez
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emisjg amoniaku oraz NOx do powietrza - Catkowita ilos¢ emitowanego amoniaku do

powietrza wynosi 0,000643 kg/JF, natomiast NOx 0,000452kg/JF. Stanowig one emisje

bezposrednie na polu uprawnym z tytutu wykorzystywania nawozoéw azotowych, —

Rysunek 6.11. - kategoria wptywu: zakwaszenie

Tp
Uzytkowanie_Soxhle]
t50% etanol (lab)

0 kg

0,189 kg
Ethanol, without
water, in 95%

0 kg

0,0561 kg
Ethanol, without
water, in 95%

0,133 kg
Ethanol, without
water, in 95%

o kg 0 kg
0,0191 kg 0,00678 kg 0,0223 kg 0,00791 kg 0,00883 kg
Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without Ethanol, without
water, in 95% water, in 95% water, in 95% water, in 95% water, in 95%
2,07E-5 kg 1E-5 kg 1,35E-5 kg 1,12E-5 kg 0 kg 6,84E-5

0,113 kg
Ethanol, without
water, in 95%

Rysunek 6.11. NOy do powietrza, LCl, bez sumowania

0,473 kg

Sugarcane {BR}|
market for | Cut-off,

0 kg

0,296 kg
Sugarcane {BR-SP}|
sugarcane

1,93E-5 kg I

zrodto: SimaPro, opracowanie wtasne

0,425 kg
Sugarcane {IN}|
sugarcane

5,66E-5 kg

0,941 kg
Sugarcane {RoW}|
market for | Cut-off,

0 kg

—

0,516 kg
Sugarcane {RoW})|
production | Cut-off,

0,0247 MJ
Diesel, bumed in
agricultural

0 kg

0,0247 MJ
Diesel, bumed in
agricultural

2,14E-5 kg I

2,28E-6 kg

0,0452 tkm
Transport, freight,
lony, unspecified

0 kg
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e emisjg amoniaku oraz pytu drobnego do powietrza - catkowita ilos¢ emitowanego

amoniaku do powietrza wynosi 0,000643 kg/JF, natomiast pytu drobnego 0,000168

kg/JF. Pierwsze to emisje bezposrednie na polu uprawnym z tytutu wykorzystywania

nawozow azotowych, a emisja pytldw nastepuje gtdwnie podczas produkcji samego

etanolu, — Rysunek 6.12. - kategoria wptywu: pyty

—

0,0561 kg
Ethanol, without
water, in 95%

0 kg

1p
Uzytkowanie_Soxhle]
t50% etanol (lab)

0 kg

0,189 kg
Ethanol, without

water, in 95%

0 ke

0,0191 kg
Ethanol, without
water, in 95%

1,17E-5 kg

0,00678 kg
Ethanol, without
water, in 95%

5,68E-6 kg

0,0223 kg
Ethanol, without
water, in 95%

7,66E-6 kg

0,00791 kg
Ethanol, without
water, in 95%

6,31E-6 k

]

0,473 kg
Sugarcane {BR}|
market for | Cut-off,

0,133 kg
Ethanol, without
water, in 95%

0 kg

0,113 kg
Ethanol, without
water, in 95%

3,88E-5 kg

0,941 kg
Sugarcane {RoW}|
market for | Cut-off,

0 kg 0 kg
0,0505 kg 0,0483 kg 0,0332 kg 0,296 kg 0,425 kg
Sugarcane {BR-GO}| Sugarcane {BR-MG}| Sugarcane {BR-PR}| Sugarcane {BR-SP}| Sugarcane {IN}|
sugarcane sugarcane sugarcane sugarcane sugarcane
3,8E-6 kg 3,56E-6 kg 1,55E-5 kg 2,43E-5 kg 0 kg

Rysunek 6.12. Pyly ponizej 2.5um do powietrza, LCl, 4% odciecia, bez sumowania

zrodto: SimaPro, opracowanie wtasne
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e emisjg do gleby aldrinu (0,0000184 kg/JF). Wynika ona ze stosowania srodkéw ochrony
roslin w uprawie trzciny cukrowej. Etanol to emisja bezposrednia do wody nastepujaca
podczas stosowania $rodka dezynfekujgcego (0,18936kg), — kategoria wptywu:
toksycznos¢ kancerogenna dla organizmu ludzkiego.

Przeprowadzona analiza punktéw krytycznych dla wariantu bazowego pozwolita na

sformutowanie rekomendacji dotyczacych tworzenia formulacji produktu do dezynfekcji tak,

aby jego skumulowany ekowskaznik osiggnat mozliwie jak najmniejszy wynik, co
bezposrednio wigze sie ze zmniejszeniem obcigzenia srodowiskowego autorskiej formulacji
produktu dezynfekujgcego. Proponowane rozwigzania, wnioski oraz wyniki zamieszczono

ponizej.

6.4.2. Scenariusze alternatywne, porownanie oraz wnioski

Na podstawie wynikéw uzyskanych w poprzedniej czesci analizy zaproponowano
nastepujace zmiany dla scenariusza bazowego, w celu obnizenia wartosci skumulowanego
ekowskaznika:

1. Zmniejszenie zuzycia etanolu — badania mikrobiologiczne przeprowadzone w czesci

wczesniejszej pracy jasno wskazaty, ze formulacja oparta na ekstrakcie SC bedzie
wystarczajgco skuteczna (redukcja >4 log) juz przy zastosowaniu 30% stezenia alkoholu
etylowego. Mozliwe jest wiec obnizenie zuzycia etanolu w stosunku do wariantu
bazowego, wykorzystujgcego ekstrakt SMF. Zmiana ta pozwolita zmniejszyé wynik
ekowskaznika etapu uzytkowania z 0,000048 Pt na 0,0000288 Pt (spadek o 40%).

2. Wykorzystanie etanolu opartego na sktadnikach o lepszej efektywnosci srodowiskowej

(ang. life-cycle environmental performance) — w celu zaproponowania najbardziej
korzystnego sktadnika przeanalizowano dostepng baze Ecoinvent 3.8. Sposréd
dostepnych danych najbardziej efektywnym $rodowiskowo skfadnikiem do wytwarzania
etanolu okazaty sie buraki cukrowe uprawiane w Szwajcarii. Zastgpienie globalnego
miksu opartego gtdwnie na trzcinie cukrowej uprawianej w krajach, w ktérych stosuje sie
silnie obcigzajgce Srodki ochrony roslin oraz nawozy pozwolito na zmniejszenie
ekowskaznika etapu uzytkowania do wartosci 0,00000758 (spadek o 73,68% w stosunku
do wartosci po wprowadzeniu pierwszej zmiany). Przeprowadzone analizy wskazaty
potencjalnie wysoka wrazliwos¢ wynikéw LCA na pochodzenie surowca, z ktérego jest

produkowany etanol. Jednakze ten aspekt wymagatby dalszej pogtebionej analizy
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i poréwnania wynikéw dla réznych surowcéw oraz dla zbiorow danych pochodzacych
z réznych baz (np.: agri-footprint).

3. Zmniejszenie zuzycia energii _elektrycznej — sposrdd trzech metod otrzymywania

ekstraktow konopnych najnizszym zuzyciem energii charakteryzowata sie metoda
ekstrakcji w fazni ultradzwiekowej (wykres 6.4.). Zastosowanie scenariusza punktu
pierwszego i drugiego w potgczeniu ze wspomniang metodg ekstrakcji pozwolita na
obnizenie wskaznika produkcji z 0,000024 do 0,0000047 Pt (spadek o 80,5%). Nalezy
jednak zwréci¢ w tym miejscu uwage na fakt, iz w kontekscie efektywnosci
srodowiskowej nie mozna rozpatrywaé pojedynczej zmiennej w oderwaniu od
pozostatych. W tym przypadku niezbedne okazato sie przeliczenie energii elektrycznej
w przeliczeniu na strumienie odniesienia, czyli ilosci ekstraktu pozwalajgcego na
dezynfekcje 1 m?. Zabieg ten pozwolit na wskazanie metody ekstrakcji w nadkrytycznym

CO; jako tej najbardziej efektywnej Srodowiskowo.

Wykres 6.4. Porownanie wartosci ekowskaznika single score

26»5 -

15e-5

Pt

Te5

5e-6

Produkja konopia Produkcja Soxhlet etanol (lab) Produkja_ konopia CO2 (lab)
laznia ultradzwiek

. Climate change |:| Eutrophication, freshwater |:| Resource use, fossils D Acidification

I ccotoxicity, freshwater [ Resource use, minerals and metals Il Photochemical ozone formation B Water use

. Particulate matter . Eutrophication, terrestrial . Eutrophication, marine . Human toxicity, non-cancer
|:| Human toxicity, cancer D lonising radiation . Land use . 0Ozone depletion

Method: EF 3.0 Method (adapted) V1.02 / EF 3.0 normalization and weighting set / Sinale score

zrédto: SimaPro, opracowanie wtasne

4. Wykorzystanie energii o lepszej efektywnosci Srodowiskowej (ang. life-cycle

environmental performance) — ponownie sposrdod wariantéw dostepnych w bazie danych
Ecoinvent 3.6 wybrano te o najnizszym mozliwym ekowskazniku. Wariantem
pozwalajgcym na najlepsze mozliwe wyniki okazat sie ten, w ktérym energia do produkcji
ekstraktu pochodzita z elektrowni wodnych. Zastosowanie wszystkich czterech zmian

pozwolitoby na znaczne obnizenie wyniku do 0,00000021 Pt (spadek 0 95,5%).
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Wyniki skumulowanego pojedynczego ekowskaznika (uszeregowane malejaco) dla cyklu

zycia kazdego z rozpatrywanych scenariuszy zamieszczono w ponizszej Tabeli 6.20.

Tabela 6.20. Wartosci skumulowanego ekowskaznika [Pt] wariantu bazowego oraz
scenariuszy alternatywnych formulacji Srodka dezynfekujacego.

Wariant . . " . . . Skumulowany
rozpatrywanej zrodto energii udziat etanolu | pochodzenie irédto .
formulacji/$rodek elektrycznej w formulacji etanolu danych pOjedylnc.zy
dezynfekujacy ekowaskaznik [Pt]
SMF miks Polska laboratoryjne 7,16*10°
cs miks Polska laboratoryjne 5,56*10°
uMs miks Polska laboratoryjne 5,23*10°
SMF miks Polska 50% laboratoryjne 5,23*10°
SMF miks Polska literaturowe 4,8*10°
umMs miks Polska literaturowe 4,8*10°
CS miks Polska literaturowe 4,8%10°
CS miks Polska laboratoryjne 3,64*10°
ums miks Polska laboratoryjne 3,35*10°
SMF miks Polska ) .miks literaturowe 2,88*10°
SMF miks Europa SV\::‘:;:’]V;, ~ | literaturowe 2,88*10°
SMF fotowoltaika cukrowa literaturowe 2,88%10°
SMF wodna literaturowe 2,88%10°
umMs miks Polska literaturowe 2,88*10°
UMS miks Europa literaturowe 2,88*10°
ums wodna literaturowe 2,88*10°
uMs fotowoltaika literaturowe 2,88*10°
CS miks Polska literaturowe 2,88*%10°
CS miks Europa literaturowe 2,88*10°
CS fotowoltaika 0% literaturowe 2,88%10°
CS wodna literaturowe 2,88%107
SMF fotowoltaika laboratoryjne 1,53*10°
SMF wodna laboratoryjne 1,08*10°
uMs fotowoltaika laboratoryjne 9,96*%10°
CS fotowoltaika laboratoryjne 9,42*10°
uMs wodna laboratoryjne 9,31*10°
CS wodna Szwt?jizrkia " | laboratoryjne 7,8*%10°¢
SMF fotowoltaika cukrowy literaturowe 7,66*10°®
SMF wodna literaturowe 7,66%10°°
uUMs wodna literaturowe 7,65%10°®
UMsS fotowoltaika literaturowe 7,65*10°°
(& fotowoltaika literaturowe 7,64*10°
CS wodna literaturowe 7,64*10°
podchloryn sodu ,,ecfiizvaent" 5,61*10°
PFA literaturowe 5,03*%10°®
podchloryn sodu literaturowe 4,45*10°
PAA literaturowe 8,1*107

Zrédto: opracowanie wiasne

145




Wprowadzenie zaproponowanych zmian pozwolitoby na wytonienie scenariusza
alternatywnego, o najnizszym mozliwym wyniku ekowskaznika. Najmniej obcigzajaca
srodowiskowo formulacja sposréd omawianych bytaby ta, wykorzystujgca ekstrakty
pozyskane w wyniku ekstrakcji w nadkrytycznym CO,, przy udziale 30% etanolu pozyskanego
z burakéw cukrowych uprawianych w Szwajcarii, natomiast energia do produkcji
pochodzitaby z elektrowni wodnych lub fotowoltaika. Zmiany te pozwalajg na znaczng
redukcje wyniku obcigzenia $rodowiskowego (o blisko 90% w poréwnaniu do wariantu
bazowego), do stopnia, w ktérym stworzony srodek do dezynfekcji na bazie autorskiej
formulacji charakteryzowatby sie zblizonym wskaznikiem obcigzenia srodowiskowego do
najpowszechniej stosowanego podchlorynu sodu (odpowiednio 7,64*10° vs 5,61*10° Pt).
Niemniej kwas nadoctowy nadal pozostaje znacznie mniej obcigzajgcy dla srodowiska niz
formulacja z ekstraktem konopnym (8,1*107). Chociaz wyniki obcigzenia $rodowiskowego
autorskiej formulacji s wysokie, to nalezy pamietaé, ze wiekszo$¢ danych pochodzita
produkcji laboratoryjnej, co mogto wptyngé na zawyzenie wynikéw. Nalezy jednak zaznaczyg,
ze wysokie wyniki formulacji z wykorzystaniem ekstraktow roslinnych spowodowane s3 tez
znacznie wiekszymi, w stosunku do chloru, PAA czy PFA, stezeniami roboczymi, przy ktérych
Srodek dezynfekujacy bytby skuteczny. W tym miejscu nalezy podkresli¢, ze analiza LCA nie
obejmuje aspektéw takich jak: ucigzliwosé pracy w warunkach stosowania wybranego srodka
do dezynfekcji, jego korozyjnosci dla maszyn i urzadzen czy wreszcie potencjatu
prowokowania mechanizmdw opornosci na zwigzki chemiczne wsréd drobnoustrojow. Pod
tymi wzgledami powszechnie stosowane srodki dezynfekujgce wypadajg znacznie gorzej niz
proponowane autorskie formulacje. Pomimo oczekiwania znacznie nizszych wynikow
obcigzenia $rodowiskowego w pordéwnaniu z handlowymi dezynfektantami, to
podsumowujgc wszystkie wspomniane kwestie oraz wyniki uzyskanych badan skutecznosci
przeciwdrobnoustrojowej, uzasadnionym wydajg sie dalsze badania nad proponowanymi

formulacjami, ich optymalizacja oraz préba opatentowania lub komercjalizacji.
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Podsumowanie i wnioski

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej byto stworzenie formulacji skutecznego $rodka
dezynfekujacego, przeznaczonego dla przemystu spozywczego, z wykorzystaniem ekstraktow
rodlinnych, mniej obcigzajgcego srodowisko naturalne niz tradycyjnie stosowane preparaty.
Realizacja powyzszego celu jest odpowiedziag na problem obecnosci mikroorganizmoéw
patogennych w przestrzeni produkcyjnej zaktadow przemystu spozywczego, stanowigcych
powazne zagrozenie dla zdrowia i zycia konsumentéw. Jak dowiedziono w czesci teoretycznej,
na podstawie raportdw RASFF, problem ten jest wcigz aktualny. Widoczne jest to szczegdlnie
na przyktadzie Polski, wobec ktérej skierowano ponad 1700 zgtoszen dotyczacych powaznego
zakazenia zywnosci na przestrzeni ostatniej dekady, co stanowito najwyzszy wynik w Europie.
Wynik ten moze zaskakiwaé, pomimo coraz bardziej szczegétowych kontroli, tatwiejszych
metod wykrywania zagrozen mikrobiologicznych na poziomie zaktadéw produkujacych
zywnosci czy coraz bardziej restrykcyjnych wymagan norm branzowych. Powodéw mozna
upatrywac¢ w wielu obszarach, m. in.: nieskutecznym systemie zarzadzania bezpieczeristwem
mikrobiologicznym zywnosci, braku wiedzy z zakresu mikrobiologii, pojawianiu sie nowych,
opornych szczepéw bakterii, czy wreszcie ztym doborze srodkdw myjacych i dezynfekujacych.
Wybdr odpowiednich srodkdw do mycia i dezynfekcji powierzchni produkcyjnych odgrywa
kluczowg role w zapewnieniu czystosci mikrobiologicznej. Pozwala to na skuteczne usuwanie
zanieczyszczen mikrobiologicznych, co przektada sie na bezpieczernstwo produktéw. Jednak
rownie istotne sg systemy zarzadzania, ktdére petnig role wsparcia i umozliwiajg kontrole nad
tymi procesami. Ich celem jest zapewnienie bezpieczenstwa mikrobiologicznego poprzez
$ciste monitorowanie i zarzagdzanie wszystkimi etapami czyszczenia oraz dezynfekcji. Badania
prowadzone w ramach niniejszej pracy doktorskiej skoncentrowane zostaty na prébie
stworzenia formulacji srodka dezynfekujgcego, skutecznego wobec patogennych bakterii
charakterystycznych dla przemystu spozywczego, ktéry dodatkowo wpisuje sie w tak zwany

trend ,,ekoprojektowania” nowych wyrobdw.

W pierwszym etapie badan oceniono potencjat przeciwdrobnoustrojowy 14 handlowych
olejkdw i ekstraktéw CO; z rodlin: oregano, kadzidtowca, konopi, lawendy, melisy, miety
i rozmarynu. Przeprowadzony ,screening” pozwolit wskaza¢ olejki i ekstrakty CO, z oregano
i konopi, jako produkty o najsilniejszym dziataniu przeciwdrobnoustrojowym. Dla

wymienionych produktow handlowych, wzrost kazdego z 10 mikroorganizméw
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wskaznikowych byt hamowany w co najmniej 90% w stezeniu 0,4%. Uzyskana na tym etapie
wyniki traktowano jedynie jako sugestie co do wyboru roslin do dalszych badan, gtéwnie ze
wzgledu na brak wiedzy dotyczacej zawartosci substancji aktywnych w produktach
handlowych. Do opracowania formulacji srodka dezynfekujacego niezbedna natomiast bytfa
mozliwos$é precyzyjnego okreslenia stezenia poszczegdlnych sktadnikéw wchodzgcych w sktad
preparatu. Niemniej, na podstawie badan pilotazowych oraz badan prowadzonych
rownolegle nad samodzielnie pozyskiwanymi ekstraktami z roslin gojnika, do dalszych badan

wytypowano konopie, oregano oraz gojnik.

Z wymienionych roslin pozyskano ekstrakty czterema rézinymi metodami: ekstrakcjg
Soxhleta, wspomagang ultradzwiekami, w nadkrytycznym CO; i hydrodestylacjg. Pozyskano w
ten sposéb 27 ekstraktéw, ktére poddano nastepnie analizie zawartosci zwigzkéw
polifenolowych metodg Folina-Ciocalteu. Najwiekszg catkowitg zawarto$é zwigzkow
polifenolowych odnotowano dla ekstraktdw z oregano i konopi odm. Santhica pozyskanych
metodg Soxhleta z metanolem (odpowiednio 3,83 i 3,63 mg GAE/1 g s.m). Wyniki uzyskane w
przypadku ekstraktéw pozyskanych metodg ekstrakcji w nadkrytycznym CO,, z tych samych
roslin, byty istotnie nizsze, cho¢ warto nadmienié, ze byty to nadal jedne z najwyzszych

i wynosity kolejno: 1,62 i 3,16 mg GAE/1 g s.m.

W kolejnym kroku, wszystkie pozyskane laboratoryjnie ekstrakty zostaty poddane ocenie
w zakresie wiasciwosci przeciwdrobnoustrojowych., W przypadku samodzielnie uzyskanych
ekstraktédw roslinnych znane byty ich doktadne stezenia masowe, co pozwolito na precyzyjne
okreslenie wartosci minimalnych stezern hamujgcych wzrost bakterii (MIC). Wzrost kazdej
z 10 wybranych do oznaczen bakterii: B. subtilis S. aureus, L. monocytogenes, E. faecalis,
M. luteus, C. perfringens, E. coli, P. aeruginosa, C. jejuni i S. Enteritidis, byt hamowany przy
zastosowaniu ekstraktéw roslinnych, jednak stopien zahamowania w poszczegdlnych
stezeniach byt zmienny. Wartosci MIC znaczgco rdznity sie miedzy sobg w zaleznosci od
pochodzenia ekstraktu, metody ekstrakcji i wariantu rozpuszczalnika. Istotna byta tez
przynaleznos¢ bakterii do grupy Gram-dodatnich Iub Gram-ujemnych, przy czym
zdecydowanie mniej wrazliwe na dziatanie ekstraktow roslinnych byty te ostatnie. Najnizszg
wartos¢ MIC wobec wszystkich bakterii, $wiadczacg o najsilniejszym  dziataniu
przeciwdrobnoustrojowym, na poziomie 0,25 mg/ml, wyznaczono dla ekstraktu CO2 z konopi

odm. Satnhica. W przypadku pozostatych ekstraktow wartosci te byty od 8 do 64 razy wyzsze.
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Dla 15 ekstraktéw, dla ktérych oznaczono wartos¢ MIC w zakresie od 0,25 do 16 mg/ml
przeprowadzono eksperyment majgcy na celu okreslenie wtasciwosci antybiofilmowych.
Zbadano potencjat hamowania biofilmu bakterii L. monocytogenes, S. aureus oraz
P. aeruginosa, na etapie jego formowania, a takze zdolnos¢ do usuwania struktur dojrzatego
biofilmu. Wyniki eksperymentu wykazaty, Zze nie wszystkie badane ekstrakty
charakteryzowaty sie wiasciwosciami antybiofilmowymi. Wskazano 6 ekstraktéw, ktére
skutecznie hamowaty wzrost biofilmu oraz 3, ktére usuwaty dojrzaty biofilm kazdej z bakterii
na poziomie powyzej 50% w stezeniu 1*MIC. Na podstawie badan wiasciwosci
przeciwdrobnoustrojowych i antybiofilmowych, do stworzenia formulacji skutecznego $rodka
dezynfekujgcego wybrano ekstrakty: CO, z konopi odm. Santhica, Soxhleta z konopi odm.
Futura oraz metanolowy z konopi odm. Futura po ekstrakcji wspomaganej ultradzwiekami.
Cho¢ wyniki usuwania dojrzatego biofilmu wskazywaty na niepetne usuniecie biofilmu,
szczegOlnie bakterii Gram-ujemnych z gatunku P. aeruginosa, to nalezy jednak podkresli¢, ze
w procesie usuwania biofilmu bakteryjnego duze znaczenie odgrywajg procesy mycia oraz
mechaniczne metody usuwania zanieczyszczen. To one odpowiedzialne sg za wstepne
wzruszenie struktury biofilmu tak, aby srodki dezynfekujgce uzywane na kolejnym etapie byty
jak najskuteczniejsze. Dlatego wtasnie w badaniach przeprowadzonych w niniejszej pracy,
wieksze znaczenie miata zdolno$é hamowania wzrostu biofilmu niz zdolnos¢ jego usuwania.
Podsumowujac, na tym etapie badan mozliwe byto pozytywne zweryfikowanie pierwszej

z hipotez (H1):

H1: Ekstrakty roslinne charakteryzujg sie wtasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi
i antybiofilmowymi w stosunku do mikroorganizmow stanowiacych najwieksze zagrozenie

w przemysle spozywczym

W kolejnym etapie pracy przygotowano warianty formulacji preparatu dezynfekujgcego
z wykorzystaniem wyzej wspomnianych trzech ekstraktéw w réinych wariantach stezen
(0,5*MIC, 1*MIC i 2*MIC) oraz zawartosci alkoholu etylowego (30%, 40% i 50%). Stworzone
formulacje poddane zostaly ocenie skutecznosci wedtug normy PN-EN 13697+A1:2015.
Badanie zostato przeprowadzone symulujgc zaréwno warunki czyste jak i brudne, majace
odzwierciedli¢ jak najlepiej rzeczywiste Srodowisko produkcyjne. Uzyskane wyniki pozwolity
na wskazanie wariantéw, ktére mogg zosta¢ uznane za skuteczne w usuwaniu zagrozen

mikrobiologicznych, typowych dla przemystu spozywczego. Najwyzsze wartosci redukcji
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wzrostu mikroorganizméw w stezeniu 1*MIC i przy udziale 30% etanolu uzyskano przy
zastosowaniu w formulacjach ekstraktéw CO. z konopi odm. Santhica (>4,68 log
w warunkach brudnych i >4,98 log w warunkach czystych, wobec wszystkich bakterii
wskaznikowych). W przypadku formulacji z ekstraktami UAE metanolowymi z konopi odm.
Santhica zatozong skutecznos$¢ redukcji (>4 log) wyznaczono przy stezeniu 2*MIC. W Swietle
uzyskanych wynikdw mozliwe byto pozytywne zweryfikowanie hipotezy drugiej (H2),
poniewaz wg. normy, za skuteczne uznaje sie te srodki dezynfekujace, w przypadku ktérych
redukcja jednostek logarytmicznych wobec wskazanych bakterii  wskaznikowych

(P. aeruginosa, E. coli, S. aureus i E. faecalis) jest wyzsza niz 4.

H2: Formulacje srodkéw dezynfekujgcych zawierajgce ekstrakty roslinne jako gtéwny
czynnik przeciwdrobnoustrojowy sa skuteczne w dezynfekcji powierzchni abiotycznych
i mogq zostac uznane za skuteczny srodek dezynfekujacy zgodnie z norma PN-EN

13697+A1:2015

Ostatnim etapem pracy badawczej byta ocena cyklu zycia stworzonych formulacji
dezynfekujgcych, wykorzystujgcych ekstrakty roslinne. W tym celu, w pierwszej kolejnosci
wykonano analize cyklu zycia wariantu bazowego (Soxhlet konopie odm. Futura, 50%
etanolu, 2*MIC). Catkowite potencjalne oddziatywanie na srodowisko (single score) zwigzane
z dezynfekcja 1 m? powierzchni w wariancie bazowym wyniosto 7,16*%10> Pt. W kolejnym
kroku zidentyfikowano s$rodowiskowe punkty krytyczne zwigzane zaréwno z etapem
produkcji jak i uzytkowania potencjalnego preparatu dezynfekujgcego w wariancie
bazowym. Dzieki mozliwosci dotarcia do tak zwanej kotyski kazdego z proceséw, mozliwe
byto wskazanie, iz gtédwnymi Zrdodtami obcigzenia sSrodowiskowego w przypadku
rozpatrywanego preparatu bytoby zuzycie energii elektrycznej potrzebnej do produkcji oraz
etanol wykorzystywany jako rozpuszczalnik. Dwa wspomniane procesy odpowiadaty za
wiekszg cze$é wyniku single score. Dalej przeprowadzono kalkulacje dla scenariuszy
alternatywnych, starajagc sie wybra¢ efektywniejsze srodowiskowo Zrédta energii
elektrycznej, a takze etanolu. Stworzono idealny wariant formulacji dezynfekujacej pod
wzgledem oddziatywania na srodowisko i skutecznosci dziatania. Wariant takiej formulacji
wykorzystywatby ekstrakty pozyskane w wyniku ekstrakcji w nadkrytycznym CO,,
rozpuszczalnik stanowitby etanol (w objetosci 30%) pozyskany z burakéw cukrowych

uprawianych w Szwajcarii, natomiast energia do produkcji pochodzitaby z elektrowni
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wodnych lub fotowoltaicznych. Zaproponowane zmiany pozwolity na obnizenie wyniku
single score z 7,16*%10> do 7,64*10°. Analiza LCA scenariusza bazowego, identyfikacja
znaczacych kwestii srodowiskowych i wreszcie kalkulacja scenariuszy alternatywnych

pozwolita na pozytywne zweryfikowanie trzeciej hipotezy (H3).

H3: Skuteczna formulacja dezynfekujgca wykorzystujgca ekstrakty CO> charakteryzuje sie

najmniejszym obcigzeniem srodowiskowym sposrod stworzonych wariantéw

Dopetnieniem analizy LCA byto poréwnanie wynikéw single score wariantu bazowego,
scenariuszy alternatywnych i powszechnie stosowanych srodkéw dezynfekujacych takich jak:
podchloryn sodu, PAA i PFA. Wyniki analizy poréwnawczej wskazaty, ze nawet w idealnym
wariancie alternatywnym tworzone formulacje byty bardziej obcigzajgce sSrodowisko
naturalne niz produkty dostepne w handlu. Oczywiscie wptyw na to moze mie¢ wiele
czynnikdw (np.: skala laboratoryjna produkcji ekstraktow czy nieoptymalny proces
ekstrakcji), przez ktore wyliczenia nalezy traktowaé szacunkowo, niemniej hipoteza czwarta

(H4) zostata zweryfikowana negatywnie.

H4: Opracowane preparaty dezynfekujgce charakteryzujq sie mniejszym wskaznikiem
obcigzenia srodowiskowego liczonego z wykorzystaniem metody LCA, niz popularne

dezynfektanty dostepne w handlu (podchloryn sodu, PCA i PFA).

Sytuacja ta pozwala na sformutowanie nieoczywistych wnioskéw. Aby uzyskaé prawdziwie
efektywne srodowiskowo rozwigzanie problemu dezynfekcji, niezbedne jest wprowadzenie
rozwigzan w duchu tak zwanego zréwnowazonego rozwoju na wielu ptaszczyznach, w tym
np.: w rolnictwie (produkcja etanolu) i energetyce (produkcja energii elektrycznej).
Rozpatrywanie jednej sktadowej systemu, przy pozostatych nie pozwala na osiggniecie celu
jakim jest ekoprojektowanie. Nalezy jednak zwréci¢ uwage, ze wyniki idealnego scenariusza
byty zblizone do wartosci single score podchlorynu sodu, co mozna uznaé, mimo wszystko, za
zadowalajgcy wynik. Warto wspomnie¢, ze ekstrakty roslinne majg wiele zalet pomijanych
w analizie LCA. Sg to przede wszystkim: nieprowokowanie mechanizméw opornosci, brak
korozyjnosci wobec maszyn i urzadzen, nietoksycznosé dla ssakdw, a takze szybka degradacja
w Srodowisku wodnym. tgczgc wszystkie wspomniane aspekty nalezy uznaé, ze formulacja
preparatu dezynfekujacego zawierajgca ekstrakt CO, z konopni (odm. Santhica) i 30% etanolu
spetnia postawiony w pracy cel i moze zosta¢ uznana za obiecujgcyg alternatywe dla
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chemicznych dezynfektantéw wykorzystywanych w przemysle spozywczym. Przedstawione
W pracy rozwigzanie wykazuje potencjat w zakresie wsparcia zarzadzania bezpieczedstwem
mikrobiologicznym zywnosci, przy jednoczesnym zachowaniu dbatosci o istotne kwestie

spoteczne takie jak szkodliwos¢ dla sSrodowiska naturalnego i toksycznos$¢ dla ludzi.
Whioski:

1. Skuteczno$¢ przeciwdrobnoustrojowa: Badania potwierdzity, ze ekstrakty roslinne,
zwtaszcza z rodlin konopi i oregano, wykazujg silne dziatanie przeciwbakteryjne.
Najsilniejszym dziataniem hamujgcym wzrost bakterii wykazat sie ekstrakt CO, z konopi
odm. Santhica, co stanowi obiecujgcg perspektywe wykorzystania go w formulacjach

dezynfekujacych dla przemystu spozywczego.

2. Wiasciwosci antybiofilmowe: Opracowane preparaty nie tylko hamowaty wzrost bakterii,
ale takze wykazywaty zdolno$¢ do ograniczania tworzenia i usuwania biofilmu. To istotne,
biorgc pod uwage, ze biofilm moze byé szczegdlnie trudny do usuniecia i stanowi
powazne zagrozenie dla higieny w przemysle spozywczym, a tym samym dla zdrowia

publicznego.

3. Zréwnowazone podej$cie do produkcji: Analiza cyklu zycia preparatéw dezynfekujgcych
wykorzystujgcych ekstrakty roslinne pozwolita zidentyfikowac¢ potencjalne punkty
krytyczne i wprowadzi¢ ulepszenia, takie jak zmniejszenie zuzycia energii elektryczne;j,
wskazanie jej efektywniejszych zZrodet i zastgpienie tradycyjnego zrddta pochodzenia
etanolu bardziej ekologicznymi. To pokazuje, ze podejscie ekoprojektowania jest

kluczowe dla minimalizacji wptywu na $Srodowisko nowopowstajgcych produktow.

4. Wywazenie skutecznosci i ekotoksycznosci mierzonej w ramach podej$cia LCA: Chociaz
preparaty dezynfekujgce oparte na ekstraktach roslinnych mogg by¢ bardziej obcigzajgce
dla srodowiska niz tradycyjne s$rodki chemiczne, istnieje potrzeba uwzglednienia
wszystkich aspektow, takich jak toksycznos¢ dla ludzi i ssakow, prowokowanie bakterii do
wytwarzania mechanizmdéw opornosci, niszczacy wplyw na maszyny iurzadzenia w
przestrzeni produkcyjnej i wptyw na ekosystem. Interdyscyplinarne podejscie i
rozpatrywanie tych czynnikéw razem jest kluczowe dla osiggniecia rownowagi miedzy

skutecznoscig dezynfekcji, zdrowiem publicznym, a minimalizacjg wptywu na srodowisko.
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W rezultacie, zrealizowanie badania sugerujg, ze preparaty dezynfekujgce oparte na
ekstraktach roslinnych, zwtaszcza te zawierajgce ekstrakt konopny CO,, mogg by¢ obiecujaca
alternatywa dla tradycyjnych srodkéw dezynfekcyjnych w przemysle spozywczym, jesli
zostang odpowiednio zoptymalizowane pod katem skutecznosci i oddziatywania na

Srodowisko naturalne.

Ograniczenia w zakresie mozliwosci stosowania preparatéw dezynfekujacych opartych na

ekstraktach roslinnych:

1. Skutecznos$¢: Pomimo obiecujgcych wynikoéw, skutecznos¢ preparatéw dezynfekcyjnych
opartych na ekstraktach roslinnych moze by¢ rézna w zaleznosci od rodzaju i gatunku
mikroorganizmow i warunkéw Srodowiskowych uprawy roslin. Konieczne jest dalsze

badanie i doskonalenie formulacji, aby zapewnic ich skuteczno$é w réznych warunkach.

2. Stabilnos¢ i trwatosé: Ekstrakty roslinne moga byé podatne na degradacje pod wptywem
czynnikéw srodowiskowych, co moze wptywaé na ich stabilno$¢ i trwato$¢ w preparacie
dezynfekujagcym. Konieczne jest badanie sposobdéw zapewnienia dtugotrwatosci
preparatow dezynfekcyjnych opartych na ekstraktach roslinnych, aby utrzymac ich

skutecznos$¢ w czasie.

3. Akceptacja i regulacje prawne: Nowe preparaty dezynfekcyjne bedg musiaty przejs¢
proces akceptacji i regulacji, co moze wymagaé czasu i Srodkdéw finansowych. Konieczne
jest uzyskanie aprobaty organdw regulacyjnych oraz zaufania ze strony klientéw

i uzytkownikéw.

4. Zasoby surowcowe: Produkcja preparatéw dezynfekcyjnych opartych na ekstraktach
roslinnych moze wymagaé¢ znacznych zasobow surowcowych, zwtaszcza jesli chodzi
o uzyskanie ekstraktéw wysokiej jakosci w wystarczajgcej ilosci. Konieczne jest badanie

alternatywnych zrédet surowcdw oraz metod optymalizacja metod ekstrakcji.
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Dalsze kierunki rozwoju:

1. Badania nad synergizmem skfadnikdw: Badania nad synergizmem skfadnikow
preparatow dezynfekcyjnych mogg prowadzi¢ do identyfikacji kombinacji ekstraktéw
roslinnych iinnych substancji, ktére wzmacniajg ich dziatanie przeciwdrobnoustrojowe

i antybiofilmowe.

2. Innowacje technologiczne: Kontynuacja badan z wykorzystaniem innowacyjnych metod
ekstrakcji substancji roslinnych moze prowadzi¢ do usprawnienia procesu pozyskiwania

ekstraktéw oraz zwiekszenia efektywnosci ekstrakcji.

3. Badania nad bezpieczenstwem i toksycznoscig: Konieczne sg dalsze badania nad
bezpieczenstwem i toksycznoscig preparatdw dezynfekcyjnych opartych na ekstraktach
roslinnych, aby zapewnié, ze s one bezpieczne dla uzytkownikéw, konsumentéw

i Srodowiska.

4. Edukacja i sSwiadomosé: Wzrost Swiadomosci na temat korzysci i potencjalnych
zastosowan preparatéw dezynfekcyjnych opartych na ekstraktach roslinnych moze
przyczyni¢ sie do ich szerszego stosowania w réznych sektorach, w tym w przemysle

spozywczym.

Podsumowujgc, dalszy rozwdj preparatéw dezynfekcyjnych opartych na ekstraktach
roslinnych wymaga badania i rozwigzywania istniejgcych ograniczen oraz kontynuacji
innowacyjnych  badan nad synergizmem  sktadnikdéw, technologiami produkcji
i bezpieczenstwem uzytkowania. Wprowadzenie tych preparatéw do praktyki wymaga
rowniez edukacji i $wiadomosci wséréd uzytkownikéw oraz akceptacji ze strony regulacyjnych

instytucji.
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