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W pracy omoéwiono fizyczne, chemiczne i biologiczne metody analityczne, umozli-
wiajgce identyfikacje napromieniowania zywnosci.

WSTEP

Utrwalanie zywnosci przy pomocy promieniowania jonizujgcego (promieniowanie
gamma i X oraz predkie elektrony o energii 5-10 Mev) zostata oficjalnie uznana
w 1983 roku przez ekspertow FAO i WHO za metode nadajaca sie do powszechnego
stosowania w odniesieniu do duzej grupy produktéw zywnosciowych oraz catkowicie
bezpieczng dla zdrowia konsumenta.

XV tom Kodeksu Zywnosciowego FAO/WHO (Codex Alimentarius) podaje ma-
ksymalng dawke promieniowania (10 kGy), przy pomocy ktorej mozna konserwowac
zywnos$¢ oraz maksymalng energie promieniowania jonizujgcego jaka moze by¢ sto-
sowana (5 MeV dla promieniowania gamma i X oraz 10 MeV dla przyspieszonych
elektronéw), co ma na celu catkowitg eliminacje mozliwosci wystapienia radioaktyw-
nosci wzbudzonej w napromieniowanym produkcie zywnos$ciowym. Edycja wymie-
nionego dokumentu poprzedzona byta trwajgcymi ponad 12 lat badaniami chemicz-
nymi, biochemicznymi, fizycznymi, jak rowniez testami biologicznymi. Owocem tych
badan byto ponad 2000 publikacji naukowych oraz sformutowanie przez grupe eks-
pertow FAO/WHO opinii, ze promieniowanie nie wywotuje niekorzystnych zmian
W zywnosci.

Obecnie ponad 40 krajow dopuszcza obrdt handlowy zywnoscig konserwowang
radiacyjnie, a w 24 z nich produkty spozywcze sg napromieniowane w skali przemy-
stowej. Wprawdzie nie ma oficjalnych ustalen odnos$nie miedzynarodowego obrotu
napromieniowang zywnoscia, lecz dzi$ juz wiadomo, ze obrdt taki istnieje.

Szczegdlnie szybki rozwoj technologii radiacyjnego utrwalania zywnosci obser-
wuje sie ostatnio w krajach azjatyckich (Chiny, Birma, Indonezja i inne), ktére sg
importerem wielu produktéw spozywczych i przypraw na duzg skale. Mozna zatem
oczekiwac, ze w nadchodzacych latach na migdzynarodowym rynku zywno$ciowym
znajdowac sie bedzie coraz wiecej produktow utrwalanych radiacyjnie.
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Obok krajow akceptujgcych napromieniowang zywnos$¢ s i takie, ktGre nie
dopuszczajg jej do obrotu towarowego. Jednym z tych krajéw sg np. Niemcy, gdzie
wszakze poddaje sie obrdbce radiacyjnej przyprawy przeznaczone na eksport. Sg
takze organizacje konsumenckie przeciwstawiajgce sie powszechnemu spozywaniu
zywnosci konserwowanej radiacyjnie.

Decydujaca role przy formutowaniu opinii na ten temat odgrywajg czynniki
emocjonalne (skojarzenia z Hiroszimg i Czarnobylem), a nie merytoryczne.

Eksperci FAO, IAEA, WHO, ITC/UNCTAD i GATT na Miedzynarodowej
Konferencji poswieconej zagadnieniom napromieniowania zywnosci, w Genewie
w 1988 roku z udziatem przedstawicieli ponad 100 krajow $wiata, wyrazili w doku-
mencie korcowym poglad, ze Jakkolwiek wykrywanie zmian w napromieniowanej
zywnosci jest trudne, bytoby celowe opracowanie metod detekcji takiej zywnosci, aby
wesprzec¢ system kontroli administracyjnej dotyczacej napromieniowanej zywnosci oraz
zwiekszy¢ zaufanie konsumentéw do tego rodzaju kontroli." To stuszne i jakze uzasad-
nione stwierdzenie zawarte w dokumencie genewskim, przyczynito sie do intensyfika-
cji badan, majacych na celu opracowanie metod kontroli napromieniowanej zywno-
Sci. Prace nad wykrywaniem napromieniowanej zywnosci prowadzono juz wczesniej
[1]. W latach siedemdziesiatych, w ramach Wspoélnoty Europejskiej (CEC) zapoczat-
kowano programy badacze dotyczace opracowania metod wykrywania napromienio-
wanej zywnos$ci oraz zainicjowano miedzynarodowe testy identyfikacyjne, realizowa-
ne od lat osiemdziesigtych pod patronatem CEC (Community Bureau of Reference
CEC). Od roku 1989 do roku 1994 funkcjonowat pod auspicjami WHO, FAO
i IAEA miedzynarodowy program ADMIT (Analytical Detection Methods for Irra-
diation Treatment of Food), w ktdrym uczestniczyli eksperci i czotowe laboratoria
Swiatowe, zajmujgce sie wykrywaniem napromieniowanej zywnosci. Zarowno w testach
CEC jak i w pracach ADMIT uczestniczyt od szeregu lat i uczestniczy nadal Instytut
Chemii i Techniki Jagdrowej (IChTJ) w Warszawie [4,5].

Wykrywanie napromieniowanej zywnosci nie jest rzeczg tatwa. Wszystkie, row-
niez najnowsze metody kontroli jakosci zywnosci sg w tym przypadku bezuzyteczne,
gdyz zakres zmian fizycznych i chemicznych zachodzacych pod wptywem promienio-
wania w zywnosci jest znikomy. Jak wykazaty badania produktéw spozywczych,
w wyniku absorpcji 100 eV energii promieniowania jonizujgcego w zywnosci moze
powsta¢ Srednio jedna czasteczka produktu (G = 1) co oznacza, ze przy dawce 1 kGy
mozna spodziewac sie obecnosci zaledwie szeSciu nowych czasteczek na kazde
10 milionéw czasteczek zawartych w napromieniowanym produkcie. Sg to zwykle
te same produkty czasteczkowe, jakie wystepuja w napromieniowanej zywnosci
w nieco nizszych stezeniach, badz takie, ktére powstaja np. podczas termicznej
obrobki zywnosci (gotowanie, smazenie itp.) Z uwagi na réznorodnos$¢ produktéw
jakie moga by¢ poddawane obrdbce radiacyjnej, jak i znikomosci zmian radiacyjnych
jakie w nich zachodza, nie ma i chyba nie bedzie jednej uniwersalnej metody wykry-
wania napromieniowanej zywnosci. Testowane sg rézne metody fizyczne, chemiczne,
mikrobiologiczne i biologiczne, dajgce szanse na uzyskanie pozytywnych wynikow
w odniesieniu do konkretnych produktow zywnosciowych [11]. Korzystajac z wyni-
kow chemii radiacyjnej uzyskanych na modelowych uktadach organicznych, poddaje
sie szczegOlnie doktadnemu badaniu te sktadniki zywnosci, w ktérych mozna oczeki-
wac obecnosci specyficznego produktu radiacyjnego, badz tez te, w ktérych moga
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wystepowacé trwale produkty o charakterze rodnikowym lub stabilne defekty sieci
krystalicznej. Najbardziej obiecujgcym obiektem badan identyfikacyjnych sg stale
sktadniki zywnosci o zbitej, czasem roéwniez krystalicznej budowie, z malg zawar-
toscig wody. W metodach mikrobiologicznych wykorzystuje sie wysoka efektywnos¢
dezaktywacji bakterii pod wplywem promieniowania, a w metodach biologicznych
- ograniczanie efektywnosci i szybkosci kietkowania oraz wzrostu zarodnikéw w polu
promieniowania jonizujacego.

Obecnie znanych jest blisko dwadziescia metod analitycznych, ktére stosowane sg
do wykrywania napromieniowanej zywnosci:

METODY FIZYCZNE

Wsrdd analitycznych metod fizycznych wykrywania napromieniowania w zyw-
nosci, najlepsze wyniki uzyskano dotychczas stosujgc metody spektroskopii elektro-
nowego rezonansu parametrycznego (EPR) i termoluminescencji (TL). Prowadzone
sg rowniez proby wykorzystania metod wiskozymetrycznych, pomiaru opornosci
elektrycznej oraz pomiaréw spektrofotometrycznych w bliskiej podczerwieni (NIR).

Metoda spektroskopii EPR umozliwia wykrywanie w napromieniowanych
produktach zywnosciowych relatywnie trwatych indywidudw paramagnetycznych
charakteryzujacych sie obecno$cig niesparowanych elektronéw, takich jak rodniki
lub centra paramagnetyczne, ktore zaobserwowano w niewielkich ilosciach w na-
promieniowanych kos$ciach i osciach, w skorupach nasiennych, w todygach suchych
roslin itp. Indywidua te powstajg w miejscach stabilizacji tadunku w sieci krystalicz-
nej mikrokrystalitow lub w zbitej masie sktadnika zywnosci, do ktérej nie ma dostepu
woda i tlen. W napromieniowanych kosciach obserwuje sie je po wielu latach. Zaletg
metody EPR jest to, iz jest ona nieniszczaca, dzieki czemu probki moga by¢ badane
wielokrotnie np. w celu ustalenia zaleznosci kinetycznych (trwatosci sygnatéw w cza-
sie). Pomiar charakteryzuje sie wysokg czutoscig (10“12) mola, umozliwiajac okre-
$lanie wysokosci dawki zastosowanej przy napromieniowaniu. Metodyka pomiaru
jest prosta, jednak wymaga postugiwania sie wzorcem odniesienia, ktéorym sg niena-
promieniowane probki tego samego produktu. Prébke przeznaczong do badan EPR
oddziela sie od czesci miekkich i osusza. Do pomiaru mogg by¢ stosowane bagdz
prébki sproszkowane, bgdz w kawatkach o wymiarach nie przekraczajagcych 25 mm
dtugosci i 3 mm S$rednicy. Prébki sg umieszczane w kwarcowych lub polietylenowych
rurkach pomiarowych. Masa probek nie przekracza zwykle 100 mg. Metoda polega
na identyfikacji w rejestrowanych widmach EPR specyficznych sygnatow nie wy-
stepujacych w probkach nienapromieniowanych lub na stwierdzeniu kilkakrotnego
wzrostu sygnatu w stosunku do prébek nienapromieniowanych.

Przygotowanie prébek i suszenie trwa do 2 godz., a pomiar EPR i identyfikacja
ok. 1 godz. W pomiarach rutynowych czas ten moze by¢ znacznie skrocony. Na
podstawie identyfikacji sygnatow EPR w niewielkich fragmentach kosci i oSci mozna
identyfikowa¢ napromieniowanie tusz zwierzat rzeznych, drobiu i ryb, rowniez po
dtuzszym okresie przechowywania tych produktéw w chtodni. Dobre wyniki uzy-
skano badajgc suszone daktyle, figi i rodzynki, truskawki oraz niektére orzechy.
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Pozytywne wyniki, wymagajace jednak pogtebionych badan uzyskano badajagc owoce
cytrusowe, banany, cebule, morele, gruszki, papaje, orzechy kokosowe, suszone grzy-
by i warzywa, niektore przyprawy oraz skorupiaki.

Metodg EPR mozna wykry¢ z wysokim stopniem wiarygodno$ci napromieniowany
makaron, zelatyne wielosktadnikowe przyprawy zywnosciowe [9, 10, 13, 14, 15, 16].

Metoda termoluminescencji (TL) polega na programowanym ogrzewaniu
probki i rejestracji wyzwalanej w postaci $wiecenia nagromadzonej w niej uprzednio
energii. W przypadku napromieniowanej zywnos$ci energia ta bywa zmagazynowana
w postaci naprezen sieci krystalicznej, zwigzkéw meastabilnych, takze stabilizowa-
nych tadunkéw (elektrony) i rodnikéw zlokalizowanych w suchych jej fragmentach.
Indywidua te charakteryzujg sie czesto duzg trwatoscia, szczegélnie gdy zlokalizowa-
ne sg w mineralnych skladnikach zywnosci. Dlatego metoda termoluminescencji
okazata sie szczegdlnie przydatna do badania przypraw i zi6t, w ktérych znajduja sie
ziarnka mineratéw i krzemionki. Metodyka pomiaru jest nastepujaca: po rozdrob-
nieniu wprowadza sie probke o masie od 1 do 3 mg do Swiattoszczelnej komory na
metalowej miseczce, ktora jest ogrzewana ze statym gradientem wzrostu temperatury
wynoszacym 5-10°C na sekunde. Intensywno$¢ emitowanego Swiatta jest mierzona
czutym detektorem sprezonym z fotopowielaczem. Wynik uzyskuje sie w postaci
wykresu krzywej Swiecenia. W ocenie wynikéw wykorzystywana jest bgdz amplituda,
badZz pole pod krzywa S$wiecenia w przedziale temperatur 120-300°C. Prébki sa
wygrzewane dwukrotnie; drugi zapis ma na celu eliminacje $wiecenia pochodzacego
z ta. Odpowiedz, czy probka byta napromieniowana czy nie, uzyskuje sie przez
porownanie krzywych $wiecenia probek napromieniowanych i nienapromieniowa-
nych. Ze wzgledu na znaczne réznice intensywnosci $wiecenia probek tych samych
produktéw napromieniowanych identycznymi dawkami, lecz pochodzacych z roz-
nych krajéw, a nawet z réznych plantacji, obecnie dla uwiarygodnienia wynikow
stosuje sie separacje sktadnikéw mineralnych z przypraw i zi6t przy pomocy roztwo-
row o duzej gestosci (najczesciej poliwolframian sodu) i pomiar termoluminescencji
wydzielonej w ten sposob frakcji mineralnej.

Separacja mineratu oraz dopromieniowanie badanych probek odpowiednio do-
branymi dawkami, umozliwiajgcymi normalizacje wynikdw powodujg, ze metoda
termoluminescencji w odniesieniu do wiekszosci przypraw i zi6t dostepnych na rynku
pozwala na uzyskiwanie bardzo wysokiego stopnia wykrywalno$ci napromienio-
wania, siegajacego 100%. Dobre rezultaty identyfikacji napromieniowania metoda
termoluminescencji uzyskano badajgc obok przypraw suszone produkty zywnosciowe
pochodzenia roslinnego. Koszt zestawu termoluminescencyjnej aparatury pomiaro-
wej wynosi ok. 35 tys. USD [2, 3, 4, 5].

Chemoluminescencja (CL) jest drugg metoda analityczng wykorzystujgca
zjawisko Swiecenia. W tym przypadku czynnikiem wywotujgcym S$wiecenie jest proces
chemiczny zachodzacy z chwilg dodania do probki luminolu. Swiatlo wyzwalane
w toku reakcji ulega wzmocnieniu w fotopowielaczu i przetworzeniu na impulsy
w analizatorze. Cho¢ zasada budowy aparatury jest podobna jak w przypadku
aparatury TL, jest ona znacznie prostsza, a tym samym tansza. Zakres mozliwosci
wykorzystania metody CL do wykrywania napromieniowanych przypraw i zi6t jest
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jednak znacznie mniejszy niz metody TL, poniewaz powtarzalno$¢ wynikdw jest
ciggle niezadowalajaca [4,5].

Metoda wiskozymetryczna oparta jest na pomiarze lepkosci zelowych roz-
tworéow wodnych otrzymanych przez wygrzewanie silnie rozdrobnionych przypraw
przy pomocy czutego wiskozymetru. Pozytywne wyniki uzyskano oznaczajgc lepkosé
w przyprawach zawierajgcych ponad 25% skrobi, ktérych wilgotno$¢ w czasie skia-
dowania nie przekraczata 75 %. Dawka stosowana do radiacyjnej konserwacji musi
przewyzsza¢ 4 kGy. W przeciwnym przypadku nie uzyskuje sie zmian lepkosci,
mogacych stanowi¢ dowod napromieniowania. Wykorzystywany jest w tym przypad-
ku proces czesciowej degradacji skrobi pod wptywem napromieniowania, prowadzacy
do obnizenia lepkosci. [3, 4, 5].

Metoda pomiaru lepkosci elektrycznej testowana byla wylacznie na na-
promieniowanych ziemniakach. Badanie polega na mierzeniu opornosci przy dwdéch
czestotliwosciach przyktadanego w okresach sekundowych pradu (0,1-1,0 mA) wyno-
szacych 5 Hz i 50 Hz. Pomiary prowadzi sie w temperaturze 20°C. Elektrody od-
dalone sa o 10 mm. Jezeli stosunek opornosci przy obu czestosciach (50 Hz/5 Hz) jest
wyzszy od warto$ci 0,36 oznacza to, ze bulwy sg nienapromieniowane, gdy jest nizszy
- ze s napromieniowane. Opisang metodg wykrywano ziemniaki napromieniowane
dawka 50 Gy, w sze$¢ miesiecy po zbiorze. Bardzo istotne znaczenie ma temperatura
pomiaru, usytuowanie elektrod w bulwie, rodzaj i charakterystyka elektrod, warto$¢
A/V. Metoda jest ciggle w stadium badawczym. Wielu specjalistw ma do nigj
stosunek sceptyczny [4, 5].

Metoda pomiaru absorpcji w bliskiej podczerwieni (NIR) byfa
dotychczas testowana na sproszkowanych prébkach niektorych przypraw (pieprz
i papryka). Stosowana jest wylacznie technika refleksyjna, w ktérej stosuje sie drobno
sproszkowany proszek natozony na szlifowang ptytke kwarcowg z doci$nieciem (ok.
1 N/cm32. Widma rejestruje sie w uktadzie log (I/R) w zakresie 1000-2500 nm. Z uwagi
na niewielkie zmiany stosuje sie wielokrotny zapis widma z obrébka komputerowa.
Zmiany widmowe rejestruje sie w kilku zakresach widma: przypisywane sg one gtownie
zmianom zachodzacym w olejach roslinnych - skfadnikach badanych przypraw. Dotych-
czas pozytywne wyniki uzyskano badajac prébki réznych gatunkow pieprzu i mielonej
papryki, napromieniowane stosunkowo wysokimi dawkami [4, 5].

Do wykrywania napromieniowanej zywnosci, testowane sa réwniez metody fizycz-
ne takie jak: kalorymetria roznicowa, analiza termograwimetryczna, metody dyfrakcji
promieniowania X, pomiar temperatury wrzenia ekstraktow wodnych. Przy zastosowa-
niu tych metod nie uzyskano jednak zadawalajacych wynikow.

METODY CHEMICZNE

Metody te polegajg na oznaczaniu, gtéwnie metodami chromatograficznymi, za-
wartosci produktéw czasteczkowych, ktdre po napromieniowaniu wystepujg w zwiek-
szonych iloSciach w prébkach. Najlepsze wyniki uzyskano oznaczajac lotne produkty
czesciowego rozktadu lipidow w zywnos$ci zawierajacej ponad 5% ttuszczow.
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Metoda oznaczania lotnych produktdw czeSciowego rozktadu
kwaséw ttuszczowych opiera sie na wykorzystaniu stosunkowo mniejszej od-
pornosci radiacyjnej thuszczow, w ktérych pod wpltywem promieniowania jonizujace-
go zachodzi pekanie wigzan estrowo-karbonylowych. Nalezy zaznaczy¢, ze podobne
procesy przebiegajg np. podczas smazenia. Jednym z produktéw destrukcji lipidow sg
weglowodory (powyzej 10 atoméw wegla w tancuchu) dajgce sie stosunkowo tatwo
separowac i oznacza¢ chromatograficznie, a ich stezenie w prébkach zywnosci na-
promieniowanej jest kilkakrotnie wyzsze niz w nienapromieniowane;j.

Procedura wykrywania napromieniowania jest nastepujgca: ekstrahuje sie przy
pomocy mieszaniny pentan-izopentan lub heksanu weglowodory z rozdrobnionej
masy badanego produktu, odparowuje nadmiar rozpuszczalnika, oddestylowuje lotne
weglowodory i rozdziela na polarne i niepolarne na kolumnie z silica gelem lub
z florisilem. Produkty niepolarne sg nastepnie badane metodg chromatografii gazo-
wej. Na podstawie pordwnania wysokosci pikow odpowiadajgcych wybranym weg-
lowodorom, tj. tym, ktére wykazujg po napromieniowaniu najwieksze zmiany steze-
nia w danym produkcie, (najczesciej tetradekan, heksaden i heptadekan) stwierdza
sie, czy zywnos$¢ byta napromieniowana, czy nie. Wstepnego rozdzielania produktow
radiacyjnej dekompozycji lipiddw mozna takze dokonywaé metodg chromatografii
cieczowej. Prowadzone sg préby wykorzystania systemu programowanego ogrzewa-
nia prébek do 300°C w przeptywie gazu nosnego, absorpcji weglowodoréw na od-
powiedniej kolumnie, desorpcji termicznej tych ostatnich i analizie na chromatografie
gazowym. W tym przypadku procedura analityczna jest znacznie uproszczona i ana-
liza odbywa sie na chromatografie gazowym wyposazonym w odpowiednie przy-
stawki. Metoda daje bardzo dobre wyniki w przypadku zywnos$ci zawierajacej powy-
zej 5% thuszczu. Z wysokim stopniem prawdopodobienstwa wykrywane sa produkty
napromieniowania takie jak dréb, wieprzowina, krewetki [4, 5, 8].

Metoda oznaczania cyklobutanonéw pozwala wykrywa¢ napromienio-
wanie w produktach, ktore zawierajg tluszcze w ilosciach powyzej 0,5%, oraz co
najmniej 100 mg kwaséw thuszczowych. Cyklobutanony sg to czterocztonowe cyklicz-
ne pochodne butanu, powstajgce w niewielkich ilociach w procesie przemian radia-
cyjnych tluszczéw. Najczesciej oznacza sie zawarto$¢ 2-alkilobutanonu. Metodyka
oznaczania jest ztozona, poniewaz wymaga stosowania skomplikowanej techniki eks-
trakcyjnej, a nastepnie separacji chromatograficznej produktéw oraz identyfikacji
cyklobutanonéw metodg spektrometrii mas. Konieczne jest takze syntezowanie od-
powiednich wzorcdw (cyklobutanony z odpowiednimi podstawnikami alkilowymi
charakterystycznymi dla danego produktu), niezbednych przy identyfikacji. Stosu-
jac te metode wykrywano napromieniowanie w drobiu, wieprzowinie, krewetkach,
a takze w udkach zabich, rybach, owocach awokado, niektérych przyprawach i pro-
duktach jajecznych [4, 5, 17].

Metoda oznaczania o-tyrozyny, ktéra powstaje w produktach miesnych
w wyniku reakcji fenyloalaniny (sktadnik biatka) z rodnikami hydroksylowymi OH
generowanymi radiacyjnie w wodzie zawartej w tkance, jest szybka i stosunkowo
prosta. Po hydrolizie w osuszonej probce (wymrazanie) orto-tyrozyna moze byé
oznaczona bez dalszego oczyszczania metodg wysokosprawnej chromatografii cieczo-
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wej (HPLC). Jednakze potwierdzenie wyniku analizy wymaga zebrania frakcji zawie-
rajacej o-tyrozyne i zidentyfikowanie jej metodg GS-Ms.

Mieso napromieniowane dawkg ok. 5 kGy, zawiera ok. 10 razy wiecej o-tyrozyny
niz nienapromieniowane. Zawartos¢ o-tyrozyny w nienapromieniowanym miesie za-
lezy jednak od réznych czynnikéw zewnetrznych, a w napromieniowanym od mocy
dawki i temperatury. Z tych wzgleddw metoda nie jest w petni wiarygodna. Najlepsze
wyniki uzyskano badajgc napromieniowane krewetki. [4, 5, 7].

Metoda badania uszkodzen DNA jest z pewnos$cig metoda przysztosciowa.
Kwas dezoksyrybonukleinowy (DNA) obecny jest w komorkach wszystkich produktéw
zywnos$ciowych, zaréwno pochodzenia zwierzecego jak i roslinnego. Pod wptywem
promieniowania nastepujg charakterystyczne uszkodzenia w DNA, polegajagce na
destrukcji cztonéw pirymidynowych i purynowych, utlenianiu tymin, fragmentacji
struktur jedno- i dwunidowych, siedowaniu poprzecznym nid itp. Uszkodzenia radiacyj-
ne DNA moga by¢ identyfikowane metodami takimi jakie stosowane sa w radiobiologii
do badania DNA i RNA (chromatografia gazowa i deczowa, spektrometria mas,
fluorymetria i inne). Obecnie czynione sg préby adaptacji tych metod do potrzeb
wykrywania napromieniowanej zywnosd. Jak dotychczas nie uzyskano pozytywnych
wynikow w badaniach destrukcji zasad pirymidynowych i purynowych, ze wzgledu na
wysokie zawartosci testowanych produktéw w zywnos$d. Stosowanie préb immunolo-
gicznych w celu stwierdzenia radiacyjnego utleniania tyminy do glikolu tymidyny réwniez
nie dato pozytywnych wynikéw, choc jest to metoda dobrze sprawdzajaca sie w bada-
niach czystego DNA. Perspektywiczne wydaje sie natomiast stosowanie przeciwciat
monoklonalnych, do identyfikacji uszkodzen pojedynczych nid DNA. Do badania
fragmentacji nid DNA wywotanych dziatlaniem promieniowania stosowane sg rézne
metody, jak eluowanie na filtrach, fluorymetria, analiza enzymatyczna grup korcowych,
elektroforeza. Obiecujace wyniki uzyskano stosujac elektroforeze mitochondrialnego
DNA oraz elektroforeze mikrozelowa wyizolowanych komorek. Obserwacja mikrosko-
powa umozliwia okreslenie wymiardw ,,kometek” migrujacych z komoérek po elektrofo-
rezie, stanowigcych odbide fragmentacji i DNA. ,,Kometki” wokdt komérek napromie-
niowanych sg wyraznie wieksze i bardziej asymetryczne. Metoda ta, nazywana potocznie
»metodg kometkowa”, ma szanse zastosowania do wykrywania napromieniowanego
miesa, ryb, krewetek, owocdw, grzybow i warzyw. Nalezy wszakze zaznaczy¢, ze
podobne do radiacyjnych zmiany ksztattu ,.kometek” wystepuja np. w zywnosd
kometkowego moze stanowi¢ jedynie wstepng informacje o napromieniowaniu, wymaga-
jaca bezwzglednie potwierdzenia inng metoda [4, 5].

Metoda oznaczania H2 i CO. Woddr i tlenek wegla powstajg w niewielkich
ilosdach podczas napromieniowania takich produktéw jak mrozone mieso, zboza,
przyprawy. W czasie dtugiego przechowywania produktow gazy te wydyfundowuja.
Stwierdzono jednak, ze H2wydyfundowuje z mrozonego migsa po kilku tygodniach,
a CO dopiero po kilku miesigcach. Tak wiec, w niektérych przypadkach oznaczanie
wymienionych gazéw moze postuzyé do identyfikacji napromieniowania. Procedura
oznaczania jest niezwykle prosta. Probke zywnosd w ilosd kilkuset graméw, umiesz-
czong w naczyniu szklanym, stanowigcym cze$¢ zamknietego uktadu obiegowego
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gazu, podgrzewa sie w piecyku mikrofalowym, a wydzielone gazy analizuje przy
pomocy wbudowanych sensoréw. Podobnie jak ,metoda kometkowa”, oznaczanie
H2i CO w zywnosci moze by¢ traktowane wylacznie jako wstepny test identyfikacyj-
ny, wymagajgcy potwierdzenia [5]. Metody tego rodzaju, tzw. metody screeningowe,
pozwalajg na szybkie wstepne sklasyfikowanie badanych prébek i poddanie tylko
niektorych ztozonym oznaczeniom identyfikacyjnym.

Inne metody chemiczne, testowane z punktu widzenia mozliwosci zastosowania
ich do wykrywania napromieniowanej zywnos$ci, to np. nie w pehi jeszcze udoku-
mentowane nadutlenianie lipidow i oznaczanie tlenkéw cholesterolu, ktorych nie
obserwuje sie w wiekszosci nienapromieniowanych produktéw zywnosciowych. Me-
tody te znajdujg sie w stadium wstepnego opracowania.

METODY MIKROBIOLOGICZNE

Zanieczyszczenie mikrobiologiczne przypraw i zi6t jest wysokie i wynosi 10M 08
mikroorganizmow na gram. Po napromieniowaniu tych produktéw dawka 7-10 kGy,
zanieczyszczenie spada o Kkilka rzedéw. Fakt ten stanowi podstawe metod mikro-
biologicznych wykrywania napromieniowania w tych produktach.

Metoda APC/DEFT. Opracowana w Finlandii metoda polega na r6znicowym
okres$laniu liczby bakterii, zawartych w prébkach zywnosci zliczanych dwiema tech-
nikami mikrobiologicznymi: konwencjonalng, zliczania bakterii zywych na plytkach
agarowych (APC - aerobic plate count) oraz technika filtrow epifluorescencyjnych
(DEFT - direct epifluorescent filtration technique) zliczania wszystkich bakterii
- zywych i martwych, Okre$long nadwyzke produktu zawiesza sie w roztworze
fizjologicznym, wytrzasa i odfiltrowuje na bibule. Przesgcz jest wykorzystywany do
obliczania ilosci bakterii obiema metodami - APC i DEFT. llo$¢ zywych mikro-
organizméw okresla sie na ptytkach agarowych (metoda APC), zliczajagc kolonie
bakterii po inkubacji (30°C) trwajgcej 72 godziny. Metoda DEFT polega na podci-
$nieniowym odsaczeniu wszystkich bakterii na sagczkach membranowych w kolumnie
filtracyjnej. Osad na sgczku wybarwia sie oranzem akrydynowym, a po wysuszeniu,
nakropleniu olejku immersyjnego i przykryciu szkietkiem nakrywkowym zlicza sie
ilos¢ bakterii pod mikroskopem epifluorescencyjnym.

W napromieniowanym produkcie liczba zliczen DEFT jest co najmniej cztery
rzedy wyzsza niz zliczeh APC. Metoda jest stosunkowo prosta i mogtaby by¢ stoso-
wana w kazdym dobrze wyposazonym laboratorium mikrobiologicznym, wymaga
jednak uzupetniajgcych, specjalistycznych badan chemicznych z uwagi na to, ze zbli-
zony wynik obnizenia zawartosci zywych mikroorganizméw w przyprawach i ziotach
uzyskauje sie stosujgc do ich konserwacji tlenek etylenu lub inne fumiganty [4, 5, 12].

Test LAL. Test LAL (Limbus Amoebocyte Lysate Test) polega na okreslaniu ilosci
lipopolisacharydow (LPS) w btonach komdrkowych przezywajacych i nieprzezywaja-
cych napromieniowanie bakterii gram-ujemnych zawartych w badanej probce. Za-
warto$¢ LPS okre$lana jest w jednostkach endotoksyny na gram prébki. Endotok-
syna jest odporna na dziatanie podwyzszonej temperatury i na dziatanie promienio-
wania, cho¢ w ograniczonej skali.
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Z uwagi na wymienione ograniczenia, metody mikrobiologiczne identyfikacji na-
promieniowania zywnosci sg metodami screeningowymi [5].

METODY BIOLOGICZNE

Sg oparte na wykorzystaniu efektow biologicznych towarzyszacych napromienio-
waniu, polegajagcym na ograniczeniu lub zatrzymaniu proceséw zyciowych, przede
wszystkim w czesci nasiennej nie przetworzonych produktéw roslinnych. Zakres
obserwowanych zmian zalezy na og6t od zastosowanej dawki promieniowania.

Metoda oceny efektywnos$ci kietkowania zostala przetestowana na pest-
kach z napromieniowanych cytruséw oraz na ziarnach napromieniowanych zbdz.
Pestki lub ziarna, w iloSci wystarczajacej do oceny statystycznej, umieszcza sie na
ligninie nasyconej pozywka roslinng i przechowuje w stalej temperaturze (25° C) do
momentu pojawienia sie kietkow (co najmniej 9 dni). Pierwszy test polega na zlicza-
niu pestek lub ziaren, ktére wykietkowaty w zbiorach prébek nienapromieniowanych
i badanych. Tam, gdzie liczba kietkOw jest znacznie mniejsza niz w poréwnawczych
probkach nienapromieniowanych lub nie ma ich w ogdle, mamy do czynienia z préb-
ka napromieniowang. Drugi test polega na poréwnywaniu dtugosci korzenia po
dalszych 12 dniach przechowywania (dtuzsze korzonki pojawig sie w probkach niena-
promieniowanych). Trzeci test przeprowadza sie po kolejnych 19 dniach przetrzymy-
wania probek na pozywece i poréwnuje wysokosci kietkéw zielonych.

Statystycznie znamienne wyniki opisanych testow stanowia wiarygodny dowdd
napromieniowania probek. Mankamentem metody jest jej dtugotrwatos¢. [4, 5, 18].

W metodzie potéwkowej oceny biologicznej aktywnos$ci zarod-
kowej (half-embrio) usuwa sie z pestek otoczki zewnetrzne i wewnetrzne, a wy-
izolowane zarodki umieszcza na ligninie zwilzonej wodg destylowang i przetrzymuje
w inkubatorze w temperaturze 35°C. Stosuje sie ponadto lampy pobudzajgce. W ta-
kich warunkach zarodki kietkujg po 3-4 dniach. Zliczajac zarodki, ktore wykiet-
kowaty, ocenia sie czy badane owoce byly czy tez nie napromieniowane. Normaliza-
g'a metody polega na sprawdzaniu, po jakim czasie wykietkowato 50% zarodkdw.
Dla kazdej partii owocéw nalezy przeprowadzic¢ test, polegajacy na badaniu owocéw
nienapromieniowanych i napromieniowanych w laboratorium dawkg 1-3 kGy. Zado-
walajgce wyniki uzyskano w Japonii testujgc zarodki owocow cytrusowych [4, 5, 6].

Metoda wykrywania napromieniowania S$wiezych pieczarek po-
lega na odcinaniu dolnych czesci kapelusza grzyba wraz z trzonem tak, aby w pozo-
stalej czeSci kapelusza odstoni¢ blaszki zarodnikowe. Grzyby badane i nienapro-
mieniowane o zblizonym okresie rozwoju i ksztatcie uktada sie, co najmniej po
10 sztuk z kazdej grupy, na biatym papierze. Po jednej, dwdch lub trzech dobach
przechowywania w pokojowej temperaturze (w zaleznosci od stanu $wiezosci ba-
danych grzybow) podnosi sie ostroznie kapelusze i porownuje ilosci zarodnikow
na papierze. W przypadku grzybow nienapromieniowanych jest ich duzo (zaczer-
nienie papieru), a w przypadku napromieniowanych niewiele (pojedyncze punkciki).
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W celu uwiarygodnienia testu, nalezy jednocze$nie zbada¢ w ten sam sposéb grzyby
nienapromieniowane i napromieniowane w laboratorium [5].

PODSUMOWANIE

Z przedstawionego przegladu metod wykrywania napromieniowania zywnosci
wynika, ze nie ma i chyba nie bedzie w najblizszym okresie jednej, uniwersalnej metody,
ktéra mogtaby by¢ zastosowana w odniesieniu do dowolnego produktu spozywczego.
Z drugiej strony nalezy mie¢ $wiadomos¢, ze stopien wiarygodnosci metod identyfikacyj-
nych jest rozny. Poza nielicznymi przypadkami stuprocentowej pewnosci wykrywania
napromieniowania (np. badanie kosci w produktach miesnych i drobiu) wiarygodnos¢
wyniku zalezy w duzej mierze od wysokosci dawki promieniowania, rodzaju produktu
i jego stanu. Z tego wzgledu, aby mie¢ pewno$¢ identyfikacji napromieniowania, nalezy
stosowac dwie lub nawet trzy metody wykrywania w odniesieniu do jednego produktu.
Mnogos¢ opracowanych metod powoduje, ze taka procedura staje si¢ mozliwa w odnie-
sieniu do coraz wigkszej grupy produktéw spozywczych.

Istotng rzeczg jest, aby metody identyfikacji napromieniowanej zywnosci byty
mozliwe do adaptacji w laboratoriach zlokalizowanych w réznych miejscach i w réz-
nych czesciach $wiata i aby wszedzie byty wjednakowym stopniu wiarygodne. W tym
celu przeprowadzane sg miedzynarodowe testy identyfikacji okreslonych produktéw
zywnos$ciowych przy zastosowaniu metod wykrywania napromieniowania, najlepiej
sprawdzajgcych sie w praktyce. Przeprowadzono szereg testdw z wykorzystaniem
metody EPR, badajgc prawidtowos$¢ oceny napromieniowania w drobiu, migsie wie-
przowym, rybach, suszonych owocach, orzechach pistacjowych. Testy te oparte na
pomiarze termoluminescencji obejmowaty badanie napromieniowania w przyprawach
i ziotach najczesciej spotykanych w handlu. Test z wykorzystaniem metody oznacza-
nia lotnych weglowodorow w lipidach przeprowadzono na miesie drobiowym.

Ostatnio zostaty zainicjowane dalsze testy dotyczace badania napromieniowania
skorupiakéw metodg EPR oraz test oparty na metodzie kometkowej oznaczania
fragmentacji DNA w roznych produktach.

Analiza wynikéw testéw stanowi podstawe opracowywania standardowych me-
tod identyfikacji napromieniowanej zywnosci, wprowadzane sg w niektorych krajach
doi obowigzujacego systemu kontroli jakosci zywnosci.

Np. w Niemczech i we Francji, metody spektroskopii EPR i termoluminescencji
sg oficjalnie stosowane w przypadku badania produktu zywno$ciowego w celu usta-
lenia czy byl on napromieniowany. W wymienionych krajach powotano instytucje,
ktdrych celem jest wykonywanie tego rodzaju badan. Podobnie jest w Wielkiej Bry-
tanii. Takze w Instytucie Chemii i Techniki Jadrowej w Warszawie utworzono Labo-
ratorium ldentyfikacji Napromieniowania Zywnosci, kt6re spetnia podobng role
w Polsce. W Laboratorium mogg by¢ wykonywane badania identyfikujace zywnos¢
metodami spektroskopii EPR oraz termoluminescencji. Prowadzone sg prace, majgce
na celu uruchomienie w niedtugim czasie ,,metody kometkowej” wykrywania uszko-
dzen DNA oraz w terminie pdzniejszym metody oznaczania lotnych produktow
czesciowego rozktadu lipidéw z zastosowaniem chromatografii gazowej.

Badanie nad opracowaniem metod wykrywania napromieniowania zywnosci sg
prowadzone w ICHTJ w ramach projektu badawczego KBN 5S 307 05103.



Nr 4 Identyfikacja zywnosci utrwalonej radiacyjnie 339

W. Stachowicz

DETECTION OF FOODS PRESERVED BY RADIATION
Summary

Analytical methods suitable for the detection of irradiated foods are reviewed. The detection
methods are classified as physical, chemical, microbiological and biological, respectively. Reliability,
robustness, sensitivity, accuracy and simplicity of each method are discussed.
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