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Oceno teslu Penzym w worunkoch doświodczolnego skozenio mleko
subslonciomi sonlluiqcymi

Zaklad Higieny Weterynaryjnej,

Surnmary
The evaluation of the Penzym test using cxperimentally
polluted by sanitizing substłnces milk

The influence of residues in milk at the experimental
concentrations detected by microbiological method of some
sanitizing substances on the result of the, Penzym test u,as
e1.1aluated. The fol]owin§ was,hing substances: Ixi, Michasia,
I(rasula and Mirax at concentrations 0.1-1.00/o and disin-
fectants: lime, Mastvcyd, Incozan W, Chloramin T, chlori-
lrated lime, lime water at concentrations 0.2-1.0B/o, HzOz at
concentrations 0.025-1.0o/o and Chlorogen D at concentra-
tiOns 0.08-0.50/o and 1.00/6, ,"1,gr,ę examirred. These substances
w,ere used in the test separately or in an association with
,oenicillin. It was found that Chloramin T, Txi, Chlorogen D,
Mastycyd, HzOz and chlorinated lime afected the colour.
change in the Penzyrn test and hence these substances might
be detected in the test. A false positive results are obtained
when milk acidity is changes from pH 6.1. The residuesof experimental concentrations i.e. 0.50/o of Chlorogen D,
0.?0/o Ch]oramin T, 0.30/o, .of chlorinated ]irne elińinated
a possibility to detect 0.017 iu of penicillin/cmS. The micro-
biological test was free from this unsuitability. These pre-
liminary experiments were done under Iaboratory Óon-
ditions.

Obecność pozostałcści antybiotykólv i innych substan-
cji hamujących (sh) r,v mlekr_r stlvarza zagrożenie dla
zdrowia konstrmentów oraz tru,dności technologiczne dla
przemysłu mleczarskiego. Ocenia się, że około 100/o po-
pulacji ludzkiej USA uwrażliwiona jest na obecnośó
penicylin i innych antybiotyków (1, 4), Straty produk-
cyjne ponoszoĄe przez przernysł mleczarski, wynikające
z obecności pozostałości antybiotyków w mleku, oce-
niane są w tym kraju na 50 mln dolarów rocznie (cyt. 5),
we Francji - na kilkaset rnln dolarów (9).

Częstości występowania sh w mleku są zróżnicorvane,
a ich wykryr,valność zależy od cztrłości metod. Do 1960 r,
wykazywano lv USA 50/o próbek dodatnich, po 1960 r,
0,50/o, w 1975 r. od ?0/o do 150/o, zaś lv 1988 r. tylko 0,10/o
(2). Analogiczne wskaźniki dla krajów Europy Zachod-
niej wynoszą od 0,2-0,4olo (6, 16). W Polsce - około
250/o plętru skupionego przez plzerflysł mleczarski za-
wierało lv 1984 r. pozostało,ści sh (14). Tak wysoki od-
setek prób lvskazujących o,becność sh w mleku wyni-
ka m.in. z loraku jego kontroli w skupie *. Równocześ-
nie wg dotychczasowy,ch ustaleń Polskiej Normy (12)
dla mleka surowego obecność tych niepożądanych po-
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zostałości jest niedopuszczalna. Jak wiadomo, aktualnie
stosowane metody badania rnleka pozwalają wykrywać
pozostałości penicyliny w stężeniach poniżej poziomu
0,004 jm/cm', gdy tyrnczasern w latach 1975 próg jej
wykrywalnoścj. nie przektaczał 0,05 jm/cm3.

Występowanie sh w mleklr może wynikać z:

- 
11igpl,7ę5trzegania karencji dla mleka po leczeniu

krów antybiotyitami - w tym głównie zapaleń gruczo-
łow mlekowych (mastżtis),

- świadoirnego dodawania sh nie będącl.ch antybioiy-
kami do sLlrowca mlecznego celem uzyskania cech po-
zornej jego świeżości,

- obecności środkow myjących i dezynfekcyjnych
okreśIanych jako środki sanitujące (15), stosowanych
powszechnie do mycia naczyń i sprzętu mleczarskiego
oraz odkażania skóry wymienia.

Według dostępnego piśmiennictwa pozostałości środ-
kóu, sanitujących w żywności, a przede r,vszystkim rv
rnleku, stwarzają nowe i nieznane dotychczas problerny
natury organoleptycznej, technologicznej i toksykoIo-
gicznej (3, 10, 15). Specyfika naszej rozproszonej hodo-
lvli, wyrażona liczbą 1300 tys. prod]ucentów stwarza
podstawy do przypuszczeń o występowaniu sh w mleku
nie będących pozostałościami antybiotyków. Obecność
tych środkór,v może być niezamierzona jako wyraz nie-
prawidłowego ich stoso,"vania lub zarnierzona - sto-
Sowana w celu uz}r5Ęąrriu pozornych cech ŚwieŻoŚci su-
Iowca mlecznego. W zlviązku z powyższym nie wiado-
mo, w jakim stopniu obecność środkólv sanitujących
r,v mleku może wpływać na -"vykrywanie pozostałości
antybiotyków pTzy stosowaniu enzyrnatycznego testu
Penzym.

Celem badań była:

- ocena testu Penzym w warunkach doświadczalnego
skażenia mleka substan,cjami sanitującymi lvykry-
walnymi rnetodą mikrobiologiczną STD,

- ocena wpływu tych zandeczy,szczeń na wykrylvanie
penicyliny,

- 
porównanie wyników próby STD (7, 11) i testu Pen-
zym !v wykrywaniu penicyliny w obecności środków
sanitujących w stężeniach doświadczalnych.

Materiał i metody
Antybiotyk, Só1 potasową penicyiiny G (USP Refe-

rence Standard USOD Inc. Rocville M. D.) rozpuszczano u,
buforze fosforanowym o pH:6,0 + 0,1 do stężenia 1 jm/crrrE,
Dalsze rozcieńczenia przeprowadzano w mleku rekonstytu-

"' - wg tlstaleń komis ji PKNMiJ z dnia 4,10.1989 wprowadza
się obowiąZek badania surowca mlecznego na obecnośó sh w ca-
ł_-ym kla_ju.
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Tab. 1. Wpływ niektóryclr środkórv dezynfekcyjnych i ml,jącyclr oraz zmiana pH mleka na wyniki Testu Penzym (n:5)

Środki dez5lnfekcyjne i myjące
nazwa stężenie 0ń rł, ml

NIirax _
l{I
IxI
Chlorogen D
ChIorogen D
Mastyc5,-d

Mastycyd
Incozan 'W

Tncozan W
Krasula
n{ichasia
Mleko wapienne
Wapno
Chloramina T

I o, s-r, o

l o,s

l r,o

l o,s

I o.,t

l o,s

l o,s

l t,o

l o,s-l,o
l o,s-r,o
l r,o

l o,s

10,37|różow"l l-
8,4 | irterrr. różowe | -r l -g,28 i różo,w" l

-l 0,3 | i.,t""r. .OZ"*" l

10,? | irt"rr.. różowe l

l,q _l int".rs. różowe I

?,0 ] różowu 
I

?,0 ] różorv" 
I

6,8 | różow" l

?,0 ] różorv" I

7,I-7,I-c I różorte l

- 
7 )- | 

-rózo*" -|l o,g l różow" l

I ufi_| różow" l

6,45 | jasnoróżowe l
t

l_
l

0,5

Chloramina T 10

Wapno chlorowane 1,0 10.0 l fioletowe |_
l{rO, | 0,025-0.05-0.1-

l 0.]-0,4-0,8-1.0 I t,a,o*" 
l

Zmiana kwasowości mleka (n

I różorv" l

:5)

owanym z proszku, wolnym od sh, aż do stężenia koricowe3o
0,004 jm/cm3 i 0,01? jm/cm3.

Środki myjące. Preparty handlowe: Ixi. Michasja,
Krasula i Mirax rozpuszczano w mleku w stężeniu 0,1; 0,2;
0.3; 0,4; 0,5; 1,0oń.

Srbaki de zynlekcy jne. Preparaty handlowe: wap_
no, Mastycyd oramina T, wapno
ne, mleko w zano w m]eku w
0,2; 0,3; 0,4; Wodę utlenioną (

cieńczano w 0,05; 0,1; 0,2; 0,4;
zynfekcy en D

r stężeniach 0
wykonywano onsty-

t llym od sh, przed
uZyclem.

Oznaczenia pozostałości sh dla poszczególnych środków
sanitujących i penicyliny przeprowadzono zgodnie z wy-
mogami Polskiej Normy (11) przy zastosowaniu:

- metody enzymatycznej o nazwie Perzym test firmy UCB
(11,13),

- metody mikrobiologicznej w postaci Szybkiego Testu Dy-
fuzyjnego (STD) w opracowaniu ZHW w Gdańsku (7).

W próbie Penzym obecność poszczegóInych substancji sa-
nitujących badano oddzielnie oraz w asocjacji z progowym
stężenie.m penicyliny 0,01? jm/cm3, w próbie STD łącznie
przy koncentracji 0,004 jm/cma antybiotyku i uwzględnieniu
podprogowych, progowych i wyższyclr stężeń badanych
sh (8).

Wyniki i ornówienie

Ozaaczanie i wykrywanie pozostałości antybł,otyków
beta-laktarnowych w rnleku polega na reakcji barwnej
za,cho,dzącej pomiędzy DD-karboksypeptydazą (penicy-
linazą) a pierścieniem beta-laktamowy,m penicylin.
Próbka mleka z pozostałościarni antybiotyków nie zmie-
nia barwy, natomiast ich brak wpływa na pojawienie
się zabarwienia różowego rmleka, po,dobnie jak w próbie
kontrolnej (13, 17). Białe zabarwienie lvskazuje na obec-

nośc tycil antybiotykorv w ilości od 0,01? jmfcrn', za-
barr,vi.enie pośrednie porniędzy jasnoróżowyrn do wy-
raźnie rożorvego oznacza iclr rvystępcwanie lv stężeniu
od 0,010 jrnicm3 do 0,008 j,m/cm8 i 0,000 jm,tms (13)-

Jak wynika z danych tab, 1 obecnośc niektórych środ-
kórv sanitujących w mleku rvywierała wpływ na pow-
stawanie zmian barwnych w teście Penzym. Chloramina
T w stężeniu 1,00/o wpłynęła na uz5,skanie jasnoróżowego
zabanrł,ienia badanych próbek, co mogłoby wskaz},wać
na obecność w mleku penicyli.ny na poziomie około
0,01 jmicma. Trudn,ości interpretacyjne zaznaczyły się
również w obecności Ixi ,"v stężeniu 0,50/o, Chlorogenu D
w stężeniu 0,50/o-1,00/o oraz MastycyCu 0,1]/o, Zawar,
tośó ich rvpłynęła na wytr,vorzenie się intensywnie różo-
rvego zabarwienia rnleka, które odbiegało od barwy
pró,bek kontrolnych rzeczywiś,cie wolnych od pozosta-
łości penicylńny. Świadczy to, iż w ,przypadk,u ww.
środków sanitującl,c| test Penzym wykazywał reakcję
barwną na obecności innych sh jak antybiotyki Beta-
laktamowe. Z ptzeprowadzonych obserwacji r.vynika, iż
obec'noŚć 0,50/o-1,9l7o wapna chlcrorvanego, i 0,0250/o,

wo,Cy utlenionej wplynęła o,dpowiednio na ,wytworze-

nie slię barwy fioletorvej i brą,zowej badanego. rnleka.
Nie bez znaczenia na uzyL:kane rvyniki w teście

Penzy,m miała kwasowośc badanego rnleka. Przy pH
6,10 uzyskiwano jasnoróżowe zabarwienie próbek,
a kwasow,ość niższa wpływała na ztłpełne odbarwienie
mleka, co prowadziło do uzyskania biędnych, faszywie
dodatnich wyników. We wszystkich tych przypadkach
kontrola próby pozwalała uzyskać wyniki ujemne, tj.
prarvidłowe.

Zdecydowanie negatywn), wpływ środków sanitują-
cych w mleku na wyniki testu Penzyrn zaznaczony



Tab. 2. Wpływ obecnośoi środków myjących i
wej penicyliny

dezynfekcyjnych na wykrywanie pozostałości 0,0t17 jm/cmJ soli potaso-
G w mleku lv próbie Penzyrn - test

Nazlva Stężenie
olo

pH
:mleka

Liczba
próbek Wynik zabarrvienie

mleka

lo,sls,łlro|+
|-0,2-1 Tn l l() l -

l ti"ł" I

TxI I uiuł"

Chlorogen D

Wapno

białe
rozowe
białe

Mastycyd
białe
białe

Incozan łV

6,8 l to

-1,0 
l ro t l jasnoróżowe

+ | łri"ł"
białe
białe
białe

Krasula +
+

l+
l+

Michasia l+
1.0 lo,rlro

Io,zlo,olro
| -- r.o- | lo o- | ,o-

białe
białe

różowo-fioletowe l

roZowe

l+
Chloramina T

Waprro chlorowane !,3 l_qs l r0 
]

został w układzie, kiedy penicyłina występowała r,v

asocjacji z niektorymi środkami myjąco-dezynfekują-
cymi. Jak wynika z danych tab. 2 obecność 0,50/o Q619-
Iogenu, 0,?0io Ch].oraminy T, 0,3'J/o-1,00/o wapna chloro-
wanego, elirninowała moż]iwość łvykrycia 0,017 jmicrnB
penicyliny rv mleku. Zarrriast białego uzyskano również
ja-snorózowe zabarwienie badanych próbek w obecności
1,00/o In,cozanu W, różowo-fioletowe z 1,00/o dodatkiem
wapna chlorowanego oraz wyniki fałszywie ujemne r,v

pojedynczych próbkach mleka zawierających 0,50/o, 1y6p-
na.

Analogiczne badania przeprowadzone przy zastoso-
lvaniu mikrobiologicznej metody STD nie ujawniły nie-
dogodrrości, które zaobse-rwowano w przypadku testu
Penzym. Jak lvynika z danych tab. 3 użycie 9 różnych
ś.rodków sanitujących w stężeniach podprogowych, pro-
gol,vycLr i wyższych dla tej metody, nie miało wpływu
na r,vykrywanie pozostałości penicyliny w stężeniach
0,004 jm/crn} oraz 0,017 jm/cm3 w mleku,

Wyniki przeprowadzonych obserwacji zdają się wska-
zywać na wpływ obecności środków sanitujących na
wykrywalność penicyliny w rnleku, Zastosowanie do-
świadczalnych stężeń tych śr,odków wykazało, iż l,v

przylr,adku występowania,chlorogerru, chloralminy oraz
wapna chlorowanego, obecność aktywnego chloru blo-
kuje enzymatyczną reakcję zachodzącą między DD-kar-
boksypeptydazą a pierścieniem beta-laktamowym peni-
cyliny. Istnieje wówcżas ryzyko uzyskania wyników
fałszywie ujemnych tj. niewykazanie obecności anty-
biotyku. Badanie takich próbek mleka testem Penzym
może przyczynić się do błędnej ich oceny.

Przedstawione wy,nlki uzyskano wprawdzie w warun-
kach doświadczalnych, niemniej nie wyklucza się moż-
liwości, że rnogą zaistnieć sporadyczne przypadki celo-
wego względnie przypadkowego f ałszowania Surowca
mlecznego w stopniu zbliżonym do zastosowanych stę-
żeń doświadczalnych. Eliminacja surowca z obecnością
środków sanitujących w tak wysokiej koncentracji nie

potasowej penicyliny G w mlekll
myjącymi i dezynfekcyjnymi a rvy-
Testu Dyfuzyjnego (STD) (n:5)

Tab. 3. Pozostałości soli
rv asocjacji ze środkami

nil<i próby Szl.bkiego

Nazwa
śro,dkólv

myj.-dezynfek.

Stężenie*
śr. myj.-
dezyłlfek.

%

I1ość
penicyliny
w jm/cm3

0,004
0,017
0,01?

Wynik
próib_v
STD

+

IxI
+
+
+

0,1
0,2*
0.5

+
-F
+

KrasuIa

Michasia

0,004
0.017
0.017

0,4
0,5*
1,0

+
-i-
+

0,3
0,4*
1.0

0,004
0,01?
0,017

+
+
+

Incozan W
0.6
0,7 *

1,0

0,004
0,017
0.017

Mastycyd
0,4
0,5*
1,0

0,004
0,01?

+
+
+0.017

Chlorogen D

ChIoramina

Wapno

Wapno
chloror,vane

0,08
0,1*
0,5

+
+
+

0,6
0,7*
1,0

0,2
0,3*
0,5

0,004
0,017
0.01?

T
+
+
+
+
+

0,2
0,3*
1.0

0,004
0,017
0,017

0,004
0,017
0,017

+
+
+

Kontrola 0,004
0,017

+
+

objaśnienie: + 
- wartość progowa stężenia śr. myj.-dezynfek.

dla plóby sTD.

powinna nastręczać trudności w oparciu o rozeznanie
organoleptyezle. Przypadki takie, aczkolwiek pojedyn-
cze, są notowane w terenie.

0,004
0,01?
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Iiwe.

d,oświadczalnych, zawiera jące jony chloru, wystę-
pując w asocjacji z penicyliną, blokują reakcję enzy-
matyczną testu Penzym;

- nti=,za kwasowość mileka elirninuje jego ocenę w te-

ście Penzym;

- próba mikrobiologiczna STD wykrywa pozostałości
penicyliny niezalóżnie od obecności środków sani-
tujących.
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Celem pracy e poziomu ołowiu w róż-

nyclr rodzajach dziczyzny dostępnych w

ostatniclr latach owym,

Materiał i metody

Wyniki i omówienie

Ołów w przełworoch z dziczyzny

zakład Higieny Weterynary jnej,

Badania toksykologiczne środków spożyrx,czych pl-
chodzenia zrvierzęcegó prorvadzone przez Ąas w ,Iatach

1984-88 rvykazały m,in. obecnośc wysokich poziomórv

ołowiu w Żna,cznej częsci kontnolowanych przetworów
z dzl,czyzny, a sporadycznie także w mięśniacLr zwie-

,ząt ło*"vcrr. Zgodnie z zatządzeniem Ministr a Zdro-

wi" i Opióti Społecznej z dnia 18 października 1985 r,

(1?) zawartość Ółowiu lv konserwach mięsnych i mięsnc-

-*"."y*rry"h nie może przekroczyć 1,! mg/kg produk-

tu. eówyZszy limit dotyczy zawartości ołowiu ogółem

bez konieczności badania specjacji,

Ołów jest toksyczny niemal lv każdej postaci che-

micznej - póbrany doustnie, na drodze inhalacji, lvchło-
nięty przez skórę lub przanrtieszczony d9 płodu, Istnieją
a,rZu iOZrri"e w toksyczności poszczegóInych związków
ołowiu, jak i szereg czlmników, które wpływają na

wchłanianie ołowiu: wiettoSe cząsteczek i dawki, współ-
obecność związków działających synergistycznie lub
antagonistycznie. Skład,niki żywności, _ 

poza wiekiern
i płcTą, są głównyrn czynnikiern rnodyfikującym wchła-
nianie'i "t&t 

to,k.yczny olowiu. Wykazano, że powięk-

sza wchłanianie i efekt toksyczny ołowiu niedobór w
p.Zvooi"rriu wapnia, cynku, że|aza, witaminy E, rnie-

ari, ti",miny, fosforu, magnezu, tłuszczu, białka, skład-
ników minLralnych i kwasu askorbinowego oraz nad-

m,iar w pożyuvieniu laktozy, kadmu, kwasu etylenodia-
minotetraoctowego, cynku, tłuszczll, białka, cytrynianu
sodu, aminokwaiów, witaminy D, rniedzi, rtęci, błon-

nika i kwasu aminotrioctowego (5),


