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MALGORZATA PRZYBYT, JOANNA BIERNASIAK

ZASTOSOWANIE BIOSENSOROW DO OZNACZANIA
MLECZANOW W OWOCOWYCH SOKACH KOMERCYJNYCH
I KONCENTRATACH

Streszczenie

Celem projektu badawczego QUALI-JUICE finansowanego przez UE w ramach 6 Ramowego Pro-
gramu Badan i Rozwoju Technologii (COLL-CT-2005-012461) jest rozwoj systemu wczesnego ostrzega-
nia o skazeniu mikrobiologicznym w europejskim przemysle sokdw owocowych. Na potrzeby projektu
wybrano cztery komercyjnie dostgpne biosensory, tj. Senzytec 1 (Tectronic srl, Wiochy), Biosen C Line
sport (EKF—-diagnostic GmbH, Niemcy), LactatProfi 3000 (ABT GmbH, Niemcy) i Olga (Sensolytics,
Niemcy). Celem badan wlasnych bylo oznaczanie stgzenia L-mleczanéw w komercyjnych sokach jabi-
kowych i1 koncentratach za pomoca dwdch biosensorow, tj.: Biosen C Line sport (EKF, Niemcy) i Lactat-
Profi 3000 (ABT, Niemcy). Badaniom poddano dwanascie komercyjnych sokoéw jablkowych i dwanascie
koncentratow dostarczonych przez firm¢ VINKON (Konin, Polska). Stgzenia mleczanéw mierzono przy
uzyciu biosensoré6w oraz za pomocg testow enzymatycznych Megazyme (Irlandia).

Stwierdzono, ze testowane biosensory moga by¢ wykorzystywane do pomiaru stezenia L-mleczanow
w sokach jabtkowych i koncentratach, przy czym nalezy wprowadzi¢ okreslone poprawki w instrukcji
obstugi dotaczonej przez ich producentow. Biosen C Line sport charakteryzuje si¢ wysoka odtwarzalno-
$cig 1 powtarzalno$cia wykonywanych pomiarow, ale jest typowym urzadzeniem laboratoryjnym. Przy
uzyciu biosensora LactatProfi 3000 uzyskuje si¢ mniejsza doktadno$¢ wykonywanych pomiarow, ale jest
to urzadzenie podreczne, ktore moze by¢ wykorzystywane na kazdym etapie produkcji sokow.

Stowa kluczowe: biosensory, bakterie fermentacji mlekowej

Wprowadzenie

Zgodnie z danymi opublikowanymi przez FAO [3] rocznie w Europie produkuje
si¢ ponad 50 mIn t owocoéw. Najwigkszymi producentami owocoéw sg Niemcy, Wiochy
i Francja, a ich roczna produkcja wynosi odpowiednio 9,8; 8,0; i 5,8 mln t. Ponadto
istotne znaczenie w produkcji owocoOw maja rowniez: Hiszpania (4,9 mlin t), Polska
(2,1 min t), Rumunia (1,2 min t) i Austria (1,0 mln t).
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W przyblizeniu 70 % tej rocznej produkcji przetwarzane jest m.in. na soki i kon-
centraty owocowe. Najwigkszymi producentami sokow owocowych i warzywnych sa
Niemcy (42,5 %), Hiszpania (16,3 %), Wiochy (14 %) i Francja (8,9 %). Produkcja
sokéw owocowych jest bardzo wazna galgzia gospodarki Unii Europejskiej obejmuja-
ca ponad 20000 przedsigbiorstw, przy czym 90 % z nich to mate i $rednie firmy. Hisz-
pania i Wilochy sa najwigkszymi producentami soku pomaranczowego, a Niemcy
i Polska soku jabtkowego. Ponadto Polska zaraz za Chinami (208 tys. t) jest drugim na
swiecie eksporterem soku jabtkowego (160 tys. t) [10].

Bakterie fermentacji mlekowej (LAB) stanowia grupg drobnoustrojow szeroko
wykorzystywanych w przemysle rolno-spozywczym do celow biotechnologicznych
[7]. Z danych literaturowych wynika jednak, Zze moga by¢ réwniez katalizatorami psu-
cia zywnosci. Dla europejskich producentéow sokéw owocowych czolowym proble-
mem jest skazenie ich produktow przez bakterie kwasu mlekowego, powodujace nie-
pozadane procesy fermentacyjne i przyczyniajace si¢ do olbrzymich strat finansowych
dotkliwych dla firm [4]. Obecnos¢ LAB moze by¢ wykrywana bezposrednio, tj. meto-
dami mikrobiologicznymi i biologii molekularnej lub posrednio, tj. przez pomiar ste-
zenia kwasu mlekowego metodami chromatograficznymi i enzymatycznymi [2, 8].
Wymienione metody wymagaja jednak wykwalifikowanego personelu, sa drogie oraz
czasochtonne i pracochtonne. Alternatywna metoda moze by¢ zastosowanie biosenso-
row do stworzenia systemu ostrzegania o skazeniach bakteriami kwasu mlekowego [6].

Celem projektu badawczego QUALI-JUICE finansowanego przez UE w ramach
6 Ramowego Programu Badan i Rozwoju Technologii (COLL-CT-2005-012461) jest
rozwoj systemu wczesnego ostrzegania o zakazeniu mikrobiologicznym dla europej-
skiego przemystu sokow owocowych. Na potrzeby projektu wybrano cztery komercyj-
nie dostgpne biosensory, tj. Senzytec 1 (Tectronic srl, Wtochy), Biosen C Line sport
(EKF-diagnostic GmbH, Niemcy), LactatProfi 3000 (ABT GmbH, Niemcy) i Olga
(Sensolytics, Niemcy). W ramach projektu sprawdzono zdolno$¢ biosensoréw do po-
miaru stezenia mleczandow w sokach jabtkowych zar6wno podczas ich produkcji, jak
1 w produktach koncowych.

Celem badan witasnych bylo okre$lenie st¢zenia L-mleczanéw w komercyjnych
sokach jabtkowych i koncentratach za pomoca dwoch biosensoréw, tj.: Biosen C Line
sport (EKF, Niemcy) i LactatProfi 3000 (ABT, Niemcy). Wymienione biosensory sa
przeznaczone do badania stgzenia L-mleczanéw w ludzkiej krwi, a ich analityczne
mozliwosci sa dostosowane do tego rodzaju matrycy. Adaptowanie badanych biosen-
sorow na potrzeby przemystu sokow owocowych wymagato zatem doktadnego ich
przetestowania.
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Material i metody badan

Badaniom poddano dwanascie komercyjnych sokow jabtkowych i dwanascie
koncentratow dostarczonych przez firm¢ VINKON (Konin, Polska). Koncentraty do
pomiardéw byly rozcienczone do 11,18°Brix, a nastgpnie odwirowywane przy szybko-
$ci obrotowej 14 000 obr./min przez 15 min. Stgzenia mleczandw mierzono przy uzy-
ciu dwoch biosensoréw: BIOSEN C Line sport (EKF, Niemcy) i LactatProfi 3000
(ABT, Niemcy) oraz w celu poréwnania za pomoca testow enzymatycznych Megazy-
me (Irlandia).

Testowane biosensory zawieraja unieruchomiona (immobilizowana) na po-
wierzchni sensora oksydazg L-mleczanowa. Zgodnie z reakcja L-mleczan w obecnosci
tlenu zostaje przeksztalcony do pirogronianu i H,O,. Wytworzony nadtlenek wodoru
ulega redukcji na elektrodzie generujac prad, ktérego natgzenie jest wprost proporcjo-
nalne do stezenia L-mleczanu.

oksydazal—mleczanu

L —mleczan+ O, > pirogronian +H ,0,

Probki do oznaczen enzymatycznych odbarwiano poliwinylopolipirolidonem
(PVPP, Sigma). PVPP jest silnym adsorbentem czgsto wykorzystywanym w przemysle
winiarskim 1 sokow owocowych do usuwania polifenoli czy ciemnego zabarwienia
z okres$lonego produktu [1]. Do 1 ml probki dodawano 100 mg PVPP, doktadnie mie-
szano i po uplywie 5 min odwirowywano przy szybkosci obrotowej 14 000 obr./min
przez 15 min. Badanie stezenia mleczanow w tak przygotowanych probach wykony-
wano zgodnie z instrukcja dotaczona do testow enzymatycznych. Absorbancj¢ mierzo-
no za pomoca spektrofotometru UV Nicolet Evolution 300 firmy, Thermo Electron
Corporation (USA), przy dtugosci fali 340 nm, stosujac jednorazowe kuwety PMMA
Plastibrand® (Sigma).

Oznaczanie stgzenia mleczandw za pomoca biosensoréw rowniez wykonywano
zgodnie z instrukcja dotaczona przez producenta wraz z potrzebnymi standardami
i buforami. Wszystkie badania wykonywano w trzech powtdrzeniach.

Wiyniki i dyskusja

Stezenie mleczanow we wszystkich badanych komercyjnych sokach jabtkowych
nie przekraczato warto$ci dopuszczalnej przez Kodeks Praktyki AIJN (Stowarzyszenie
Przemystu Sokéw i Nektarow z Owocow i Warzyw Unii Europejskiej), tj. 0,5 g/l
(tab. 1).

Wsrod dwunastu badanych koncentratow tylko w trzech stezenie L—-mleczandéw
byto od 0,1 do 0,6 g/l wyzsze w poréwnaniu z wymaganiami Kodeksu Praktyki AIJN
(tab. 2).
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Tabela l
Stezenie L-mleczanéw w komercyjnych sokach jabtkowych zmierzone za pomoca testow enzymatycznych
i biosensorow.
L-lactate concentration in commercial apple juices as measured by enzyme kits and biosensors.

Stezenie L-mleczanow [g/1] / L-lactate concentration [g/1]
Test enzymatyczny . .
Enzyme kits Biosen C_line sport LactatProfi 3000

0,059 £ 0,026 0,111 +0,020° 0,29 +0,01°
0,035 + 0,008 b b
0,047 + 0,009 0,035 + 0,001 0,06 + 0,01
0,092 + 0,010 0,072 £ 0,002 0,10 +£0,01
0,062 + 0,001 0,057 + 0,005 0,08 £ 0,01
0,128 + 0,004 0,127 £ 0,001 0,17 +£0,01
0,061 +0,021 0,092 + 0,003 0,13 +0,01
0,018 £0,011% 0,049 + 0,003 0,14+0,01°%
0,174 + 0,036 0,254 + 0,005 0,39 +0,01
0,092 +0,010* 0,024 £ 0,002* 0,06=0,01°%
0,062 + 0,001 0,016 = 0,001 -
0,128 £0,004*° 0,059 £ 0,001 0,20+0,01%

Objasnienia: / Explanatory notes:
*sok z dodatkiem witaminy C / juice with addition of vitamin C
® stezenie niewykrywalne / undetectable concentration

Stwierdzono jednak, ze st¢zenie L-mleczandw w wigkszosci badanych koncentra-
tow, oznaczane za pomoca biosensorow, byto mniejsze (Biosen C Line sport) lub
wigksze (LactatProfi 3000) w porownaniu z uzyskanymi w testach enzymatycznych
(tab. 2). W przypadku komercyjnych sokow jabtkowych istotne réznice odnotowano
tylko w produktach z dodatkiem witaminy C (tab. 1). Z danych literaturowych wynika,
ze witamina C jest substancja utleniana na elektrodzie o takim samym potencjale, co
nadtlenek wodoru [5]. W badaniach wilasnych wykazano, ze dodatek witaminy C
(w postaci askorbinianu sodu) do soku jabtkowego wptynat na znaczacy wzrost stgze-
nia L-mleczanoéw oznaczonych za pomaca testowanych biosensoréw. Przy czym wska-
zania LactatProfi 3000 byly istotnie wyzsze w porownaniu z Biosen_C Line sport (rys.
3). Wynika to z faktu, ze w pierwszym przypadku probka do analizy nie bylta rozcien-
czana, natomiast w drugim 20 pl probki byto rozcienczane w 1 ml buforu.
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Tabela 2
Stezenie L-mleczanéw w koncentracie jabtkowym (11,18°Brix) zmierzone za pomoca testow enzyma-
tycznych i biosensorow.
L-lactate concentration in apple juice concentrate (11.18°Brix) as measured by enzyme kits and biosen-
SOrS.

Symbol Stezenie L-mleczanow [g/1] / L-lactate concentration [g/1]
koncentratu
Sign of Test enzymat}./czny Biosen C_line sport LactatProfi 3000
concentrate Enzyme kits
46/VII 0,052 +0,019 0,046 + 0,002 0,08 +0,01
47/V1l 0,099 +0,019 0,080 + 0,002 0,11+0,01
48/VIl 0,119 +0,035 0,081 + 0,004 0,14+ 0,02
64/VII 0,248 + 0,013 0,254 + 0,006 0,39 + 0,03
65/V1l 0,884 + 0,093 0,718 0,021 0,83 +0,01
66/VII 0,915+ 0,106 0,632 +0,016 0,73 +0,01
71/VIL 0,044 + 0,020 0,030 + 0,003 0,17 +0,01
T 154 0,039 = 0,015 0,021 + 0,004 0,14+ 0,02
T 156 0,041 + 0,005 0,054 + 0,005 0,10+ 0,02
T 262 0,033 + 0,005 0,013 +£0,001 0,17 +0,01
T 348 0,048 + 0,008 0,012+ 0,001 0,13+0,01
A1/FB/07 1,068 £0,018 0,986 + 0,025 0,96 + 0,04

Korelacja wynikoéw otrzymanych dwoma metodami byta odpowiednia (rys. 11 2).

Testowane biosensory scharakteryzowano takze pod wzgledem powtarzalnosci
wykonywanych pomiaréw, biorac pod uwage 15 kolejnych wynikéw. Do badan wyko-
rzystano koncentrat 64/VII, w ktorym stgzenie L-mleczanéw oznaczone za pomoca
Biosen_C Line sport i testow enzymatycznych byto praktycznie takie samo. Dodatko-
wo wybrano dwa inne, tj. z niska (46/VII) i wysoka (65/VII) zawartoscia mleczanow
(tab. 2).

Stgzenia L-mleczanéw oznaczone za pomoca Biosen C Line sport wynosity od-
powiednio: 0,257 + 0,015 g/l (RSD = 5,8 %); 0,054 + 0,005 g/l (RSD =9,3 %) 10,716
+ 0,016 g/l (RSD = 2,2 %). Kalibracj¢ aparatu wykonywano przed kazda seria 15 po-
miardéw. Stwierdzono, ze przy kazdym kolejnym pomiarze uzyskane wartosci byty
nieznacznie wyzsze, tj. poczatkowe stezenie L-mleczanéw w koncentracie 64/VII
réwne 0,257 £ 0,015 g/l przy pigtnastym pomiarze wzrosto do 0,271 + 0,015 g/I.
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Rys. 1. Zalezno$¢ pomigdzy stezeniem L-mleczanéw oznaczonych w probkach koncentratu jabtkowego
za pomocg testow enzymatycznych Megazyme i biosensora Biosen C Line sport.

Fig. 1.  Correlation between the concentration rates of L-lactates in apple concentrate samples deter-
mined by Megazyme enzyme kits and BIOSEN_C line sport biosensor.

Stezenia L-mleczandéw oznaczone za pomoca LactatProfi 3000 wynosity odpo-
wiednio: 0,33 = 0,01 g/l (RSD = 3,0 %); 0,07 + 0,01 g/l (RSD = 14,3 %) 1 0,80 + 0,02 g/
(RSD = 2,5 %). Zgodnie z zaleceniami producenta kalibracj¢ aparatu nalezy wykony-
wac zaraz po zmianie sensora, tj.: po 1., 2. i 3. h pracy, a potem, co 8 h. Postgpowanie
zgodne z instrukcja spowodowato znaczne zmniejszenie st¢zenia L-mlecznow w kolej-
nych pomiarach, tj. poczatkowe stgzenie L-mleczanow w koncentracie 64/VII rowne
0,30 g/l przy pigtnastym pomiarze zmniejszylo si¢ o potowg, natomiast w probie
65/VII odpowiednio od 0,79 do 0,09 g/l. Stwierdzono zatem, ze kalibracj¢ aparatu
nalezy wykonywac¢ przed kazdym pomiarem.

Zgodnie z informacja podana przez producenta czas zycia biosensora LactatProfi
3000 okreslany jest jako 15 dni lub 400 pomiarow. Stabilno$¢ sensora byta testowana
przez 15 dni w 10 kolejnych seriach pomiarowych. Wykazano, ze uzyskane wartosci
byly nieznacznie nizsze, tj. na starcie st¢zenie L-mleczandow w koncentracie 64/VII
wynosito 0,36 + 0,01 g/1, natomiast pod koniec doswiadczenia zmniejszylo si¢ jedynie
do 0,32 £ 0,02 g/l. W porownaniu z LactatProfi 3000 czas zycia biosensora Biosen C
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Rys. 2.

Fig. 2.

Rys. 3.

Fig. 3.
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Zalezno$¢ pomigdzy stgzeniem L-mleczandéw oznaczonych w probkach koncentratu jabtkowego
za pomoca testow enzymatycznych i biosensora LactatProfi 3000.

Correlation between the concentration rates of L-lactates in apple concentrate samples deter-
mined by enzyme kits and LactatProfi 3000 biosensor.
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Wplyw dodatku witaminy C (w postaci askorbinianu sodu) do soku jabtkowego na wskazania
biosensorow.

Impact of vitamin C (applied in the form of sodium L-ascorbate) addedto apple juice on the
biosensor responses.
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Line sport wynosi 50 dni Iub 6000 pomiaréw. Test na stabilno$¢ sensora wykazal, ze
jedynie w ciagu pierwszych 10 dni wskazania sensora moga nieistotnie wzrastac.

W ramach badan sprawdzono odtwarzalno$¢ pomiarow wykonywanych przez
biosensory, tj. do probki 64/VII o znanym stezeniu L-mleczanéw dodano kwas mle-
kowy o réznym stezeniu i nastgpnie za pomoca biosensoréw okreslano jego koncowe
stezenie. Stwierdzono, ze wskazania Biosen C Line sport bardzo doktadnie odwzoro-
wywaly stgzenie dodanego kwasu mlekowego. W przypadku LactatProfi 3000 wska-
zania obarczane byly duzym bigdem w kierunku zawyzania rzeczywistego stgzenia
L-mleczanow (tab. 3).

Tabela 3
Test odtwarzalnosci w przypadku proby 64/VIL.
Repeatability test for the sample No. 64/VIL.
LactatProfi 3000 Biosen_C Line sport
Dodany kwas
mlekowy Wynik Kwas mlekowy Wynik Kwas mlekowy
Lactic acid pomiaru oznaczany Btad pomiaru oznaczany Btad
added Measurement Lactic acid Error | Measurement Lactic acid Error
[e/1] result determined [%] Result determined [%]
(/1] (/] (/1] (/1]
0 0,30+ 0,01 - - 0,254 + 0,008 - -
0,1 0,43 +0,01 0,13 30 0,369 + 0,012 0,115 15
0,2 0,58 + 0,02 0,28 40 0,472 + 0,020 0,218 9
0,4 0,80+ 0,01 0,50 25 0,689 + 0,034 0,435 8,8
0,6 1.07 £ 0,05 0,77 28,3 | 0,905=+0,035 0,651 8,5
0,8 1,24 +£0,02 0,94 17,5 | 1,075+0,025 0,821 2,6
1 1,46 £ 0,01 1,16 16 1,293 + 0,032 1,039 3,9

Zgodnie z deklaracjami producentéw granica wykrywalnosci L-mleczanoéw
w przypadku biosensora Biosen C line sport wynosi od 0,5 do 2,20 g/l, a LactatProfi
3000 od 0,5 do 3,60 g/l. Jezeli zatem stgzenie mleczanéw w okreslonych probach prze-
kracza goérna granicg, wowczas nalezy odpowiednio rozcienczy¢ probki. W przeciw-
nym razie mozna zastosowa¢ metode wzorca wewngtrznego. W badaniach wlasnych
zastosowano dwa standardy, tj. czysty kwas mlekowy lub w postaci soli litu, o stezeniu
0,5 g/l. Standardy przygotowywano w wodzie i 0,1 M buforze fosforanowym o pH =7,
a nastgpnie dodawano do soku jabtkowego w stosunku 1:1. Stgzenie L-mleczandéw
wskazane przez Biosen C Line sport byto zgodne z odnotowanym w testach enzyma-
tycznych niezaleznie od rodzaju zastosowanego standardu. W przypadku LactatProfi
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3000 poréwnywalne warto$ci uzyskano tylko ze standardami przygotowanymi w bufo-
rze, w drugim przypadku wskazania byly prawie dziesi¢ciokrotnie wyzsze.

Whioski

1. Biosensory Biosen C Line sport i LactatProfi 3000 moga by¢ wykorzystywane do
pomiaru stgzenia L-mleczanéw w sokach jabtkowych i koncentratach, przy czym
nalezy wprowadzi¢ okreslone poprawki w instrukcji obstugi dotaczonej przez ich
producenta,

2. Biosen C Line sport charakteryzuje si¢ wysoka odtwarzalno$cia i powtarzalnoscia
wykonywanych pomiardw, ale jest typowym urzadzeniem laboratoryjnym,

3. LactatProfi 3000 daje mniejsza doktadno$¢ wykonywanych pomiarow, tj. czgsto
zawyza rzeczywiste stgzenie L-mleczanow, ale jest to urzadzenie podrgczne, ktore
moze by¢ wykorzystywane na kazdym etapie produkcji sokow owocowych.

Badania wykonano w ramach projektu QUALI — JUICE finansowanego przez UE
w ramach 6 Ramowego Programu dla Badan i Rozwoju Technologii (FPG) COLL-CT-
2005-012461 oraz SPUB-246. Praca byta prezentowana podczas XIII Ogodlnopolskiej
Sesji Sekcji Mtodej Kadry Naukowej PTTZ, £6dZ, 28 - 29 maja 2008 r.
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APPLICATION OF BIOSENSORS TO L-LACTATE ASSAY IN COMMERCIAL JUICES AND
CONCENTRATES

Summary

The objective of the QUALI-JUICE Collective Research Project financed by the European Union un-
der the 6™ Framework Programme for Research and Technological Development (FP6) (COLL-CT-2005-
012461) is to develop an early warning system alerting to microbiological contamination for use in the
European fruit juice industry. For the purpose of this Project, four commercially available biosensors were
selected, i.e. Senzytec 1 (Tectronic srl., Italy), Biosen C Line sport (EKF-Diagnostic GmbH, Germany),
LactatProfi 3000 (ABT GmbH, Germany), and Olga (Sensolytics GmbH, Germany). The objective of the
research conducted by the authors of this paper was to determine the concentration rate of L — lactates in
the commercial apple juices and in concentrates using two biosensors: Biosen C Line sport (EKF, Ger-
many) and LactatProfi 3000 (ABT, Germany). Twelve commercial apple juices and twelve concentrations
supplied by the VINKON company (Konin, Poland) were analysed. The concentration rates of L-lactates
were measured using both the biosensors and Megazyme enzyme kits (Ireland).

It was found that the biosensors tested could be applied to measure the concentration rates of
L-lactates in apple juices and concentrates provided that specific corrections be incorporated into the
instruction manuals attached by their manufacturers. The Biosen C Line sport biosensor is characterized
by a high reproducibility and repeatability of measurements taken; however, it is a typical laboratory
device. With the LactatProfi 3000 biosensor applied, the accuracy of measurements taken is lower, but this
instrument is very practical and can be used at any stage of the fruit juice production.

Key words: biosensors, lactic acid fermentation bacteria
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