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Naturalny narząd zmysłu

(www.ipc.uni-tuebingen.de/weimar/research/main_topics/elecnose)

Wstęp

Sensor jakości żywności jest urządzeniem reagującym na pewną cechę lub cechy żywności i przetwarzającym te reakcje na sygnał, często elektryczny. Sygnał ten dostarcza informacji na temat badanej cechy (lub cech) - bezpośrednio, albo też pośrednio, na zasadzie znanej relacji zachodzącej między nim a tą cechą.

Sensory klasyfikuje się zwykle według trybu pracy: on-line, at-line lub off-line. Sensory on-line stosowane są bezpośrednio w strumieniu procesowym, dzięki czemu uzyskuje się sygnał czasu rzeczywistego, odnoszący się do badanej cechy jakościowej. Tak więc sensor on-line jest korzystny w tym sensie, iż zapewnia natychmiastowe dane na temat jakości, umożliwiając regulację procesu poprzez działania korygujące. Sensory at-line są urządzeniami stosowanymi na przykład w badaniach pomocniczych, wymagających czasu równoważenia lub reakcji, albo też dodania odczynnika. Ich czas odpowiedzi jest często krótki (minuty lub sekundy); również i te urządzenia pozwalają na skorygowanie procesu. Sensory off-line są natomiast przyrządami laboratoryjnymi, dającymi odpowiedź w ciągu godzin lub dni.

Raport dotyczy postępu technologicznego w zakresie sensorów jakości żywności typu on-line i at-line. Dane pochodzą z około 20 projektów badawczych, finansowanych ze środków UE, realizowanych w latach 1994-2002 (4. i 5. Program Ramowy, podprogram Żywność i Rolnictwo).

Celem niniejszego raportu jest dostarczenie przemysłowi spożywczemu w Europie skrótowych informacji na temat osiągnięć naukowych, będących efektem prac prowadzonych ostatnio w ramach projektów unijnych dotyczących badań jakościowych żywności, a także zachęcenie do ich wykorzystania oraz wprowadzania dalszych innowacji w tej dziedzinie.

Potrzeba kontroli jakości żywności

W przemyśle spożywczym kontrola jakości jest sprawą o znaczeniu podstawowym. Coraz większą wagę przywiązuje się też do skutecznych metod zapewnienia jakości. Konsumenci oczekują produktu odpowiedniej, adekwatnej do ceny, jakości, o długiej przydatności do spożycia i bezpiecznego dla zdrowia, natomiast kontrolerzy żywności wymagają przestrzegania zasad dobrej praktyki produkcyjnej, zapewnienia bezpieczeństwa zdrowotnego produktów oraz ich oznakowania, a także podporządkowania się przepisom. Z kolei producenci żywności domagają się coraz głośniej skutecznych metod kontroli jakości, w szczególności z zastosowaniem sensorów on-line i at-line, po pierwsze, aby zadowolić konsumenta i pozostać w zgodzie z przepisami prawa, po drugie zaś, by zwiększyć możliwości produkcyjne, usprawnić sortowanie jakościowe, zwiększyć automatyzację oraz zmniejszyć koszty produkcji i jej czas (poprzez zwiększenie wydajności). 

Tak więc wszystkie trzy siły wywierające nacisk na kontrolę jakości on-line, tj. konsumenci, władze oraz producenci żywności, zainteresowani są żywotnie opracowaniem nowych systemów czujnikowych, wykraczających poza obecnie stosowane technologie on-line, takie jak kontrola masy, objętości, temperatury, pH, lepkości, barwy i wyglądu produktu.

Ponadto, w ostatniej dekadzie pojawiło się wiele nowych koncepcji dotyczących bezpieczeństwa, jak też kluczowych parametrów jakości. Są to: Analiza Zagrożeń i Krytyczny Punkt Kontrolny (HACCP), Kompleksowe Zarządzanie Jakością (TQM), certyfikaty ISO 9000, wykrywalność oraz legalizacja. W każdym z tych przypadków wymagane są ulepszone metody kontroli. Odrębny problem, jeżeli chodzi o bezpieczeństwo żywności, stanowią drobnoustroje chorobotwórcze, BSE, GMO i różne zanieczyszczenia. Tutaj niezbędna jest ścisła kontrola, rejestracja i obróbka danych. A za każdym razem dla celów kontroli potrzebne okazują się sensory on-line w fazie czasowej, nowe systemy danych, systemy ostrzegania, ciasne pętle sprzężenia zwrotnego itd.

Wielkim wyzwaniem jest zajęcie się takimi zagadnieniami, jak sensory on-line czasu rzeczywistego i systemy danych do kontroli procesów i produktów, kontrola zautomatyzowanego procesu oraz strumienia surowców, badania jakościowe produktów finalnych, oznakowanie produktów, informacje na temat wartości odżywczych oraz wpływu na zdrowie, że nie wspomnieć o wielu jeszcze innych.

Najważniejsze obecnie parametry jakości oraz koncepcje z zakresu kontroli produkcji to:

· Jakość sensoryczna (wygląd, aromat, smak, tekstura, trwałość itd.)

· Jakość odżywcza, w tym implikacje zdrowotne, takie jak „o wysokiej zawartości błonnika”, „obniża poziom cholesterolu”, „wolny od GMO”, czy też dotyczące alergenów pokarmowych

· Skład i oznakowanie, w tym zastosowane dodatki, zapewnienia dotyczące jakości, czy też podyktowane względami etycznymi (np. informacje ekologiczne)

· Zanieczyszczenia, w tym zanieczyszczenie środowiska, leki weterynaryjne, chemikalia stosowane w rolnictwie, priony i mikotoksyny

· Wykrywanie obcych ciał, takich jak kamienie, szkło czy metal

· Bezpieczeństwo zdrowotne w odniesieniu do drobnoustrojów, a zwłaszcza E. coli oraz bakterii z rodzaju Listeria, Salmonella, Campylobacter i Yersinia
· Przydatność do spożycia (testy bakteryjne, ocena sensoryczna, badania chemiczne, czystości, wartości F0)
· Higiena produkcji, czystość, skażenie

· HACCP, wykrywalność i legalizacja (od 2005 r.)

· Parametry procesu: ustawienia maszyn, temperatura, ciśnienie, przepływ, aseptyczność, różne parametry fizyczne

· Kontrola opakowań: integralność, nakłucia, przepuszczalność gazów, kontrola migracji.

Badania jakościowe żywności z zastosowaniem czujników

Jak już wspomniano, sensor jest urządzeniem reagującym na pewną cechę lub cechy otoczenia albo substancji analizowanej i przetwarzającym tę reakcję w sygnał elektryczny. Sygnał ten dostarcza informacji na temat badanej cechy jakościowej – bezpośrednio, albo też pośrednio, na zasadzie znanej relacji zachodzącej między nim a tą cechą. Ekstrakcja tej cechy często wymaga jednak skomplikowanej obróbki danych.
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Rys. 1. Zasada działania sensora

Nowe sensory jakości żywności, on-line i at-line, o których traktuje niniejszy raport można sklasyfikować na różne sposoby, najczęściej jednak bierze się pod uwagę zasadę działania, stąd czujniki fizyczne, optyczne, chemiczne lub elektryczne. Klasyfikacja opracowana przez European Concerted Action – ASTEQ [1] przedstawia się następująco:

· Biosensory zawierające materiał biologiczny, taki jak enzymy czy przeciwciała

· Sensory działające na zasadzie impulsu elektrycznego, na przykład potencjometryczne sensory chemiczne, półprzewodniki z tlenków metali (MOS), tranzystory polowe (FET) czy przewodniki polimerowe (CPS)

· Sensory działające na zasadzie interakcji z falami elektromagnetycznymi, zwłaszcza wykorzystujące światło widzialne, ultrafiolet i podczerwień (NIR, NIT, FTIR, termografia), mikrofale, fale radiowe, promieniowanie X oraz fale wielkiej częstotliwości (rezonans magnetyczny jądrowy lub elektronowy)

· Sensory działające na zasadzie interakcji z ultradźwiękami (100 kHz-1MHz)

· Sensory działające na zasadzie zmian w częstotliwości, np. mikrowaga kwarcowa (QCM) i fala akustyczna powierzchniowa (SAW)

· Sensory zawierające środki selektywne, takie jak warstwy cząsteczek czy warstwy kompleksotwórcze

Około 20 projektów badawczych finansowanych przez Komisję Europejską, stanowiących część 4. i 5. Programu Ramowego, dotyczy opracowania nowych, skutecznych sensorów czasu rzeczywistego, dokonujących pomiaru ważnych cech jakościowych żywności. Wszystkie te czujniki należą do podanych wyżej klas. Duża część projektów dotyczy sensorów działających na zasadzie interakcji produktu żywnościowego z falami elektromagnetycznymi (11 projektów), albo też elektronicznych nosów/języków, będących układami czujników niespecyficznych, często MOS, FET lub CPS (4 projekty).

Badaniami objęto wiele cech jakościowych, koncentrując się zwłaszcza na:

· Jakości owoców i warzyw: jakości spożywczej, psuciu się, dojrzewaniu, wewnętrznych defektach

· Pomiarze śladowych ilości leków weterynaryjnych, pestycydów i promotorów wzrostu

· Pomiarze mikotoksyn

· Sortowaniu jakościowym ziemniaków i oliwek

· Świeżości takich surowców, jak ryba czy mięso

· Klasyfikacji olejów roślinnych

· Wczesnym wykrywaniu drobnoustrojów

· Jakości żywności fermentowanej

Projekty te omówione zostaną pokrótce w następnym rozdziale. Zamieszczone odsyłacze informują o osobach koordynujących prace, a także o adresach stron internetowych, na których prezentowane są te projekty.

Projekty UE dotyczące sensorów jakości żywności

A. Sensory działające na zasadzie interakcji z falami elektromagnetycznymi (EMW)

Sensory elektromagnetyczne można sklasyfikować według zastosowanej długości fal. Wyróżnia się sensory wykorzystujące światło widzialne (400-700 nm), ultrafiolet (10-400 nm), podczerwień (700-30 000 nm: NIR, FTIR, MIR), mikrofale (1-10 cm), fale radiowe (1-10 m), promieniowanie X (100 pm-1 nm) i fale wysokiej częstotliwości (rezonans magnetyczny, MHz-GHz).

Każdą z tych klas można dalej podzielić według rodzaju informacji molekularnej pozyskiwanej z interakcji. Tak więc podczerwień można podzielić na bliską podczerwień (700-2500 nm), środkową podczerwień (2500-30 000 nm), daleką podczerwień (do 1 000 000 nm) oraz termografię (1-15 µm), z których każda dostarcza, poprzez interakcję cząsteczek (próbki) z danym promieniowaniem, inne informacje. Sensory można sklasyfikować także na podstawie właściwego im typu interakcji: absorbancji, transmitancji lub współczynnika odbicia.
Sensory działające na zasadzie interakcji z falami elektromagnetycznymi są na rynku od wielu już lat; stosuje się je zwykle dla celów laboratoryjnych. Mnożyć można również przykłady sensorów on-line: czujniki rentgenowskie, służące do wykrywania ciał obcych, czujniki wykorzystujące światło widzialne, stosowane do oceny barwy lub oględzin maszyn, sensory NIR do kontroli jakości i pomiarów temperatury, czy też sensory mikrofalowe do oznaczania zawartości wody.

Jednakże w okresie ostatnich 10-20 lat wysiłki naukowców i inżynierów koncentrowały się na opracowaniu prostych, tanich, stabilnych sensorów EMW typu on-line, zwłaszcza czujników optycznych. Kolejnym celem było opracowanie udoskonalonych modeli matematycznych, metod statystycznych (chemometrycznych) oraz efektywnych algorytmów, umożliwiających pozyskanie i zastosowanie informacji na temat jakości żywności, zawartych w przekazywanych lub rozproszonych sygnałach wychodzących z badanego produktu. 

	Długość fali (m)
	Obszar
	Interakcja
	Przykłady

	
   * 10 –1 

   * 10-3

   * 10-6

   * 10-9

   * 10-11
	Częstotliwość radiowa (1-10 m)

Rezonans magnetyczny

(0,01-10 m)

Mikrofale

(0.01-0,15 m)

Daleka podczerwień

Środkowa podczerwień

(2,5-30 mm),

Termografia ramanowska

(1-15 mm)

NIR (700-2500 nm)

Światło widzialne (400-700 nm)

Ultrafiolet

Promieniowanie X

Promieniowanie gamma
	Spin elektronu/jądra atomowego

Dipol (4-15 cm)

Drgania i rotacja

Alikwoty

Elektrony

Jonizacja

Jonizacja
	Woda, sól, gęstość, wielkość cząsteczek

Jakość wody, oleju

Woda, gęstość, sacharoza, tłuszcze, gęstość

Miary jakości, jakość, temperatura

Woda, olej, białko, miary jakości. 

Wiele związków organicznych, barwa

Ciała obce


Rys. 2. Fale elektromagnetyczne (EMW) i ich interakcje
Trzecim ważnym trendem była konstrukcja chipów i udoskonalonych biosensorów z enzymami, przeciwciałami czy też składnikami komórek jako materiałem biologicznym, nierzadko detektorów elektromagnetycznych lub elektrochemicznych.
Wreszcie, poważnym zadaniem było opracowanie mikrosensorów do badań w mikrośrodowisku, na przykład w obrębie pojedynczej komórki. Większość projektów sponsorowanych przez UE dotyczyła sensorów NIR/VIS, SPR (rezonans plazmonowy) i NMR (impulsowych, o małej zdolności rozdzielczej), ale prowadzono też badania nad sensorami fluorescencyjnymi, MIR i ramanowskimi, czujnikami NIR z transformatą Fouriera, czujnikami termograficznymi, jak też urządzeniami łączącymi w sobie dwa lub więcej systemów detekcji.

Ukończony już, zespołowy projekt ASTEQ [1] dotyczył badań nad niektórymi zasadami kontroli jakości owoców, zwłaszcza jakości wewnętrznej i zewnętrznej oraz aromatu. Celem było opracowanie nowych, ulepszonych metod instrumentalnych dla oznaczania dostrzegalnych dla konsumentów makroskopijnych cech jakościowych. Prace koncentrowały się na: 1) technikach wizyjnych w ultrafiolecie, świetle widzialnym i podczerwieni, 2) technikach obrazowania, takich jak NMR, badanie ultradźwiękowe czy tomografia mikrofalowa, 3) różnych sztucznych nosach.

Efektem prowadzonych badań było m.in. opracowanie nowego, taniego olfaktometru, nowego oprogramowania oraz udoskonalonych metodologii, a także usprawnienie pozyskiwania informacji poprzez połączenie dwóch lub więcej technologii. Ponadto, badano skuteczność:

· Impulsów NMR do pomiaru wody, oleju, aktywności wodnej oraz dojrzałości jabłek

· Sensorów NIR/VIS do pomiaru mączystości, odtłuczeń (3-5 minut), dojrzałości, szklistości oraz intensywności oddychania jabłek (transmitancja, widmo światła odbitego i widmo transformaty Fouriera)

· Sensorów fluorescencyjnych VIS do oznaczania mączystości, świeżości i dojrzałości jabłek

· Termografii (zakres ok. 10 mm) do pomiaru uszkodzeń mechanicznych, dojrzałości oraz porażenia przez drobnoustroje niektórych owoców

· Sensorów działających na zasadzie impulsu akustycznego, do pomiaru dojrzałości i mączystości oraz do klasyfikacji owoców, z wykorzystaniem efektu tłumienia impulsów akustycznych

· Elektroniczne nosy do pomiaru jakości owoców (omówione poniżej).

Obszar NIR/VIS badany był w ramach kilku innych jeszcze projektów. Na przykład w ramach projektu GLOVE [2] opracowano aparat w formie rękawicy, wyposażonej w różne zminiaturyzowane sensory, dostarczające informacji na temat parametrów jakości owoców, mianowicie zawartości cukru, dojrzałości, właściwości mechanicznych (twardości, konsystencji) oraz barwy wewnętrznej. 

Zawartość cukru oraz barwę wewnętrzną mierzy się za pomocą zminiaturyzowanego spektrometru (NIR/VIS) sprzężonego z włóknami optycznymi. Dla właściwości fizycznych stosuje się sensor dźwiękowy, a wielkość oznaczana jest za pomocą potencjometru umieszczonego w otworze na rękę. Sensory te połączone są z mikrokomputerem, który na podstawie wcześniej dostarczonych informacji na temat odmiany i klasy jakościowej owocu, dokonuje obróbki danych, przekazując pełny obraz jakości badanego produktu. Ciężar prototypowej rękawicy wynosi 400 g, przy czym części elektroniczne mieszczą się w plecaku, ważącym 1000 g. Rękawicę można stosować przed zbiorem do kontroli wzrostu oraz wyznaczania terminu zbioru, podczas zbioru do selekcji określonych cech, albo też po zbiorze do kontroli i pomiaru jakości.

Projekt OPTIVEG [3] dotyczył opracowania metod z użyciem widma fluorescencyjnego chlorofilu oraz widma współczynnika odbicia w świetle widzialnym i w podczerwieni. Badano w ten sposób właściwości mechaniczne zielonego groszku, brokuł oraz marchwi. Sensory te stosowano również do oznaczania wpływu pasteryzacji warzyw, mierząc aktywność pozostałych enzymów, zwłaszcza lipoksygenazy i peroksydazy. 

W projekcie DIFRUIT [4] do badań jakości wewnętrznej owoców i warzyw stosowano szybką reflektometrię dyfuzyjną (TDRS) w obszarze NIR/VIS. Opracowano modele statystyczne określające zależności między sygnałami TDRS a twardością oraz zawartością cukrów i kwasów w owocach kiwi, pomidorach, jabłkach, brzoskwiniach, nektarynkach i melonie. Opracowano również modele klasyfikacyjne do sortowania jabłek, brzoskwiń, kiwi i pomidorów na 3 klasy jakościowe. Przy zastosowaniu pulsacyjnej diody laserowej (70-200 pikosekund/impuls) czas pomiaru wynosił 100 milisekund. Wartości współczynnika absorpcji odnoszono do składników tkanki, natomiast wartości współczynnika rozpraszania – do twardości i zawartości błonnika. Cenę urządzenia oszacowano na około 25 000 dolarów amerykańskich.

Natomiast nowy projekt NIQUAT [5] zakłada sprawdzenie możliwości zastosowania sensorów czasu rzeczywistego NIR/VIS do badań takich cech jakościowych, jak wewnętrzne choroby i defekty, dojrzałość czy aromat, a także do sortowania jakościowego ziemniaków, jabłek i brzoskwiń.

Rezonans plazmonowy (SPR) jest jeszcze jednym zjawiskiem optycznym stosowanym w szeregu nowych sensorów, często w biosensorach z antyciałami lub enzymami [6]. Najczęściej w urządzeniach tych wykorzystuje się widmo widzialne, choć w niektórych także widmo w podczerwieni. Sensory SPR wykrywają minimalne zmiany we współczynniku załamania światła powierzchni czujnikowej i jej bezpośredniego otoczenia. Konstrukcja ich zakłada zastosowanie siatki dyfrakcyjnej lub pryzmatu na szklanym prowadniku, albo też optycznego falowodu z cienką warstewką metalu, np. złota. Na warstewkę metalu nakłada się warstwę sensybilizacyjną, np. immobilizowane przeciwciała lub inne substancje wiążące specyficznie analit, który styka się z próbką. W warstwie metalicznej urządzenia następuje kolektywne wzbudzenie elektronów, w wyniku czego, przy specyficznej długości fali i określonym kącie padania promieni, następuje całkowita absorpcja światła. Kąt padania promieni zależy od współczynników załamania światła po każdej stronie warstewki metalu. Cząsteczki, wiążąc się z warstwą sensybilizacyjną, powodują zmianę we współczynniku załamania. Właśnie ta zmiana kąta, przy którym następuje całkowita absorpcja światła, jest mierzona i korelowana ze stężeniem analitu (rys. 3).


Rys. 3. Zasada rezonansu plazmonowego (SPR)
Technikę SPR stosowano także w projekcie FOODSENSE [7]. W wyniku prowadzonych badań opracowano i zademonstrowano metodykę detekcji, on-line i at-line, pozostałości leków weterynaryjnych (hormonów i antybiotyków) w mleczarniach (strumień mleka) i rzeźniach (żółć lub mocz, z zastosowaniem dostępnego na rynku zautomatyzowanego urządzenia transportu bliskiego). Za pomocą tej techniki wykrywano klenbuterol i etynyloestradiol w moczu bydlęcym, sulfametazynę (SMT) i sulfadiazynę (SDZ) w żółci wieprzowej oraz SMT, SDZ i enrofloksacynę w mleku. Biosensor działa w czasie rzeczywistym i może wykryć jednocześnie nawet 8 różnych leków weterynaryjnych, przy wydajności do 600 próbek dziennie. Uczestnicy projektu założyli firmę, mającą zająć się produkcją oraz dalszym udoskonaleniem układów czujnikowych. Trwają też prace nad kilkoma nowymi, pomysłowych sensorami SPR, zaprojektowanymi przez inne zespoły badawcze.

Zasadę rezonansu plazmonowego wykorzystano również w badaniach prowadzonych w ramach projektu MICROSENSOR [8]. Opracowany czujnik służy do ilościowego oznaczania mikotoksyn, bakterii z rodzaju Listeria oraz markerów hormonów wzrostu (rekombinacyjna somatotropina bydlęca, rBST). Nowa technologia polega na zastosowaniu miniaturowego systemu elektroforetycznego (mFFE), mającego za zadanie separację i stężenie analitu. Służą temu różne techniki elektroforetyczne, takie jak strefa preparatywna, strefa interwału, izotachoforeza, ogniskowanie izoelektryczne. Konstrukcyjnie, system mFFE może składać się z gładkiej szklanej podstawy grubości 1,5 mm i usieciowanej warstwy polidimetylosiloksanu (PDMS) z wykonanymi mikromaszyną kanałami na próbki. Główna komora rozdziału (12 x 4 x 0,15 mm) podłączona jest do 34 kanałów wlotowych, do których wstrzykiwana jest próbka, oraz 36 kanałów wylotowych, służących zebraniu próbki. Strzykawka wpompowuje próbkę prostopadle do pola elektrycznego (rys.4).

Zasada działania detektora może być różnoraka. W przypadku bakterii z rodzaju Listeria może być to znany detektor luminescencyjny ATP. Dla innych analitów można zastosować detektor SPR, immobilizując warstwę biospecyficzną, na przykład przeciwciała [9].
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Rys. 4. System mFFE (projekt MICROSENSOR)
Mając na uwadze koszty oraz złożoność produkcji wielu warstw sensybilizacyjnych stosowanych w technologii SPR, jak też w innych biosensorach, opracowano – dzięki pracom z zakresu materiałoznawstwa – nowe i o wiele tańsze materiały uczulające, oparte na polimerach syntetycznych. Polimery uzyskane w technologii molecular imprintig (Molecrular Imprinted Polymers - MIP) to polimery wytwarzane metodą wdrukowywania w usieciowane syntetyczne polimery miejsc rozpoznawania o ustalonej wcześniej specyficzności. Miejsca te są dostosowywane do potrzeb in situ poprzez kopolimeryzację funkcjonalnych monomerów z czynnikiem sieciującym, w obecności cząsteczek drukujących, zwanych często matrycami. Po polimeryzacji cząsteczki te są ekstrahowane z polimeru, a w ich miejscu, w pozycji grup funkcyjnych i z zachowaniem ich kształtu, powstają obszary rozpoznawania. Wówczas polimer może ponownie, selektywnie przyłączyć cząsteczkę drukującą [10]. Tego rodzaju materiały czujnikowe nazwane zostały „sztucznymi przeciwciałami” (rys.5). Technologia MIP nadaje się szczególnie dla małych analitów cząsteczkowych o masie do około 400 daltonów. 
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Rys. 5. Technologia drukowania molekularnego.
Zasada: Analit oraz odpowiednie monomery syntetyczne miesza się i polimeryzuje. Następnie analit ekstrahuje się. Wówczas, określone jego miejsca mogą przyłączać analit w próbkach żywności.

Technologię drukowania molekularnego zastosowano w projekcie CREAM [11], którego celem jest opracowanie i optymalizacja wtykowego naboju detekcyjnego, stanowiącego element pomocniczy zestawu polimerów drukowanych. Technologię tę można stosować do wiązania i wykrywania wielu chemikaliów zanieczyszczających żywność, w tym pestycydów i leków weterynaryjnych w mięsie i produktach mleczarskich. Prowadzone badania koncentrują się na detekcji „at-site” różnych antybiotyków (-laktamowych. Sensor składa się z miniaturowej kolumny z okienkiem detekcji optycznej. MIP w formie perełek stosowane są jako wypełnienie kolumn oraz elementy systemu rozpoznawania. Przyłączony analit wykrywany jest metodą fluorescencyjną.

Ta sama technologia MIT stosowana była też w innym projekcie [12], którego celem było opracowanie nowych, solidnych technik, z zastosowaniem polimerów drukowanych, w połączeniu z technologią sensorów, do pomiaru w czasie rzeczywistym zanieczyszczeń żywności, zwłaszcza antybiotyków (-laktamowych i klenbuterolu. Wyniki badań dowodzą, iż polimery drukowane można stosować do przygotowywania matryc zarówno selektywnych, jak i ogólnego rozpoznawania, do analiz pojedynczych substancji (np. penicyliny) lub całych grup związków (np. grupy antybiotyków (-laktamowych). Polimery drukowane będące efektem prowadzonych prac odznaczały się dobrą odtwarzalnością oraz stabilnością. Opracowane zostały, i pobieżnie ocenione, procedury odnośnie stosowania ich jako selektywne absorbenty fazy stałej do analizy próbek żywności. Zademonstrowano specyficzną, opartą na technologii MIP, separację klenbuterolu z mięsa i nerek, jak też antybiotyków (-laktamowych z mleka. Technologia MIP opracowana dla klenbuterolu została wykorzystana do zaprojektowania nowego sensora, w którym MIP stanowił element selektywny, natomiast detektor amperometryczny służył jako przetwornik. Zmienność odpowiedzi, badana na przykładzie kilku takich czujników, wynosiła 10%. Zademonstrowano również możliwość zastosowania technologii MIP do wykrywania oksacyliny.

Wśród opracowanych i zademonstrowanych w warunkach przemysłowych optycznych systemów czujnikowych jest również widzenie maszynowe, albo też sztuczne. Co się tyczy projektu NIPCO [13], najważniejszym osiągnięciem było opracowanie systemu dla sortowania oliwek, z zastosowaniem tradycyjnej kamery wizyjnej i trzech sensorów barwy CCD, odczytujących kształt, wielkość i barwę. Dzięki nowemu algorytmowi można było sortować oliwki na 4 klasy, z prędkością 132 sztuki/sek. i 6 obrazów/sek. 

W projekcie STAS [14] spektroskopia w środkowej podczerwieni (MIR), jak też rozpraszanie ramanowskie zastosowane zostało „on-line” do oceny jakości w piekarniach, browarach, mleczarniach oraz przemyśle owocowym, ale nie zapomniano też o potrzebach rynku.

Projekt QTEPACK [15] dotyczy natomiast technologii NMR. Celem tego nie ukończonego jeszcze projektu jest opracowanie i przetestowanie innowacyjnych, tanich technik rezonansu magnetycznego jądrowego oraz urządzeń transportu bliskiego do badań jakości owoców ogrodowych na linii sortującej i pakującej. Badania koncentrują się na wczesnym wykrywaniu gnicia, na skutek infekcji grzybowej (np. Penicillium digitatum), na linii pakującej pomarańcze, poprzez pomiar przesunięcia częstotliwości linii protonów.

B. Sensory działające na zasadzie elektronicznych nosów/języków 

Elektroniczne nosy czy języki to potoczna nazwa sensorów reagujących na aromat/zapach (związki lotne) lub smak (związki rozpuszczalne), dzięki zestawowi prostych, niespecyficznych czujników oraz oprogramowania, pozwalającego na rozpoznanie wzoru. Dawniej, sensory takie były udoskonalonymi spektrometrami masowymi lub chromatografami gazowymi czy też cieczowymi, dającymi odcisk analitu, który należało rozpoznać. Obecnie sensory te zastąpione zostały przez układ nawet do 25 prostych, elektrycznych czujników i/lub sensorów częstotliwości, albo też sensorów mierzących zmiany w napięciu lub częstotliwości, będące reakcją na kontakt z żywnością.

Każdy zapach lub smak pozostawia na układzie czujnikowym charakterystyczny wzór lub odcisk, który to sztuczny system nerwowy ma rozróżnić i rozpoznać. Rozpoznanie tego wzoru uzyskuje się, podając systemowi mieszaniny znanych aromatów, z których buduje swego rodzaju archiwum zapachów. Tak więc elektroniczne nosy i języki to rodzaj sensorów symulujących odpowiedź zmysłów na specyficzny aromat, kwaśność, słodkość, słoność, gorzkość itd. [16, 17].
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Rys. 6. Zasada działania elektronicznego nosa [18]

Najczęściej stosowane rodzaje czujników to potencjometryczne sensory chemiczne, jak na przykład sensory jonoselektywne, a także:

· Półprzewodniki z tlenków metali (MOS) – sensory w skład których wchodzi ceramiczna matryca ogrzewana prętem, powleczona warstwą półprzewodników. Powierzchnia sensora wiąże wiele gazów; monitorowana jest zmiana w sygnale elektrycznym.


[image: image5]
Rys.7. Zasada działania półprzewodników z tlenków metali (MOS)

· Polimery przewodzące – sensory uzyskiwane przez elektropolimeryzację warstwy polimeru, umieszczonej między pozłacanymi elektrodami. Powierzchnia wiąże wiele związków chemicznych, co powoduje zmianę w przewodności. Monitorowana jest zmiana w napięciu zachodząca w polimerze przewodzącym

[image: image6]
Rys.8. Polimery przewodzące

· Mikrowaga kwarcowa – sensory działające na zasadzie efektu piezoelektrycznego. Na skutek absorpcji cząsteczek, zachodzącej w warstwie powlekającej kryształ, częstotliwość oscylacji ulega zmianie, stosownie do zaabsorbowanej masy. W konsekwencji następuje również zmiana w prądzie i tę właśnie wielkość się mierzy.


[image: image7]
Rys.9. Mikrowaga kwarcowa
Elektroniczne nosy i języki produkowane są przez wiele firm, w tym Alpha Moss (Francja) czy Bloodhound (Wielka Brytania). Sensory te stosuje się w produkcji żywności oraz kontroli jakości różnych produktów, przeważnie w badaniach laboratoryjnych lub do kontroli at-line, w przyszłości niewykluczone jednak, iż opracowane zostaną również czujniki in-line. Czas badania wynosi często kilka minut, ale największą wadą tych urządzeń jest brak stabilności. Nawet jeśli w pewnych przypadkach są skuteczne, to w innych sprawiają już trudności. Przykłady niekwestionowanych, udanych zastosowań tych urządzeń to obecnie:

· Rozpoznawanie pojedynczych związków lotnych

· Śledzenie zmian w aromacie przechowywanych w lodzie ryb lub mięsa

· Śledzenie zmian w aromacie sera w procesie starzenia

· Klasyfikacja win

· Oznaczanie zapachu knura (androsteronu) w mięsie wieprzowym

· Klasyfikacja brzoskwiń i innych owoców

· Rozpoznawanie przypraw pochodzących z różnych regionów

· Ogólna kontrola surowców

· Badanie kawy, napojów bezalkoholowych i whisky

· Kontrola jakości piwa i wykrywanie nieprawidłowości

Wymienione niżej projekty badawcze UE dotyczyły różnych aspektów elektronicznych nosów i języków:

ENOSEFOODMICRODETECT [19]: Celem tego projektu jest opracowanie elektronicznych nosów do wczesnego wykrywania bakterii, drożdży, grzybów nitkowatych, jak też obcych zapachów w wyrobach mleczarskich oraz pieczywie. Spodziewane efekty prac to:

· Szybkie rozpoznawanie rozmaitych drobnoustrojów powodujących psucie się produktów, jak też gatunków toksyno- i nietoksynogennych, po raz pierwszy w mleku, serach i pieczywie, in vitro i in situ, a także porównanie z badaniami biologicznymi.

· Określenie możliwości nosów elektronicznych w stosunku do przepisów prawnych odnośnie poziomu drobnoustrojów w produktach żywnościowych. 

· Przeprowadzenie po raz pierwszy korelacji między aktualnie stosowanymi metodami liczenia kolonii a badaniami enzymatycznymi z użyciem elektronicznych nosów.

· Opracowanie szybkich metod wczesnego wykrywania pojedynczych i mieszanych populacji szkodliwych drobnoustrojów w matrycach żywnościowych.

· Ocena przydatności nosów elektronicznych do badania skuteczności środków konserwujących, stosowanych dla wydłużenia trwałości produktów.

· Ocena możliwości zastosowania nosów elektronicznych w systemach dokładnej kontroli jakości in situ w zakładach przetwórczych, w odniesieniu do produkcji mleka, serów i pieczywa.

Jak wynika z pierwszych raportów, już wstępne badania potwierdziły zdolność tych systemów do rozpoznawania drobnoustrojów i ich ilości w produktach mleczarskich pieczywie, a także w ziarnach i mące. Wstępne wyniki dotyczące serów niebieskich wskazują, iż możliwe jest także rozpoznanie typu sera, mleczarni skąd pochodzi, stadium dojrzałości oraz skażenia określonymi drobnoustrojami. Jak się okazuje, w przypadku sera niebieskiego skażenie drobnoustrojami można wykryć już w 4. dniu procesu dojrzewania. Podobne, pozytywne wyniki uzyskali też inni uczestnicy projektu, prowadzący badania pieczywa.

Spore zainteresowanie wywołały prace nad opracowaniem tanich, przenośnych nosów elektronicznych do wykrywania i rozpoznawania, on-line i at-line, jakości sensorycznej różnych produktów żywnościowych. Dla producentów oliwy dużym udogodnieniem byłaby możliwość stosowania tego typu sensorów do oceny jakości, trwałości, określania preferencji konsumentów, a także do klasyfikacji jakościowej produktu (np. oliwa z pierwszego tłoczenia). Taki właśnie był cel badań prowadzonych w ramach projektu [20], realizowanego przez małe i średnie przedsiębiorstwa oraz naukowców z krajów produkujących oliwę z oliwek. Efektem tych prac było opracowanie elektronicznych nosów, które następnie przetestowane zostały, z dobrym skutkiem, w zakładach produkcyjnych.

Co się tyczy innych projektów badawczych, konstruowane nosy elektroniczne służyły rozmaitym celom. I tak, PROFILE-QD [21] dotyczył opracowania nowego typu czujnika – ciekłego kryształu dyskotycznego, celem poprawy efektywności wykrywania drobnoustrojów w wodzie wodociągowej, czy też badania świeżości ryb i przetworów rybnych.

Projekt zespołowy ASTEQ [1] dotyczył sensorów działających na różnych zasadach, a w szczególności sensorów optycznych i elektronicznych nosów. W badaniach tych elektroniczne nosy stosowane były głównie do oceny owoców i soków owocowych. Półprzewodniki z tlenków metali (MOS), półprzewodniki polimerowe, rezonatory kwarcowe oraz nowe sensory ruchliwości jonów (IMS) stosowane były do badań gruszek, jabłek, brzoskwiń oraz soków owocowych. Celem prac było oznaczenie różnych cech jakościowych, takich jak mączystość, dojrzałość, odtłuczenia i uszkodzenia owoców, a także aromat soków owocowych. Wśród osiągnięć wymienić należy w szczególności nowo opracowane, zasługujące na zainteresowanie ze strony handlowców, sensory MOS do badań różnych owoców, a także sensory IMS w kombinacji z nowymi matematycznymi algorytmami, będące ciekawym rozwiązaniem, służącym charakterystyce soków owocowych.

C. Immunosensory

Programy Ramowe UE obejmowały również tematy dotyczące sensorów wykrywających i oznaczających różne parametry jakości na innych zasadach. Chodzi tu głównie o immunosensory, uprzednio pominięte w raporcie. I tak, projekt FOODSAFE [22] dotyczy opracowania nowych sensorów immunologicznych on-line, z wykorzystaniem detekcji amperometrycznej dla powstałych kompleksów przeciwciało-antygen. Celem badań jest umożliwienie wykrywania toksycznych fungicydów chlorofenolowych oraz produktów ich rozpadu - chloroanizoli, w stężeniu ilość części na miliard, w wodzie pitnej, winie i sokach owocowych. Elektrochemiczny immunosensor działa na zasadzie monoklonalnych przeciwciał. W efekcie screeningu 14 000 linii komórek hybrydoma, zidentyfikowano, scharakteryzowano i rozmnożono dwa klony produkujące przeciwciała przeciw pentachlorofenolowi i dwa klony produkujące przeciwciała przeciw pentachloroanizolowi. Z wstępnych badań nad wpływem ciekłych matryc żywnościowych na procesy transdukcji elektrochemicznej wynika, że peroksydaza chrzanowa może być użyta jako związek znakujący w badaniach kompleksu odpornościowego analit-przeciwciało z zastosowaniem amperometrii i wytwarzanych na miejscu elektrod sitodrukowych.

Inny projekt, RADAR [23], dotyczy immunosensorów wykrywających substancje hormonalne – promotory wzrostu. Sensor stosowany ma być przed ubojem i służyć do pomiaru lub wykrywania testosteronu, metylotestosteronu, 19-nortestosteronu, stanozololu i trenbolonu w płynach biologicznych, takich jak krew. Czas analizy ma wynosić 30 minut, a nie jak obecnie, w przypadku testów laboratoryjnych, 24-36 godzin.

Wnioski

W okresie ostatnich 8 lat Unia Europejska, w ramach programów badawczych, udzieliła wsparcia szeregu projektom dotyczącym oznaczania, on-line i at-line, najróżniejszych cech jakościowych żywności. Nacisk położono w szczególności na opracowanie sensorów działających na zasadzie interakcji próbek żywności z falami elektromagnetycznymi, z zastosowaniem analizy spektroskopowej światła przepuszczanego lub odbitego. Przedmiotem badań oraz dalszych udoskonaleń były też elektroniczne nosy lub języki z wykorzystaniem miniaturowych, niespecyficznych układów czujnikowych półprzewodnikowych, a także wiele innych jeszcze systemów, zwłaszcza sensory immunologiczne oraz projektowane w oparciu o technologię polimerów drukowanych (sztuczne przeciwciała).
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Leatherhead, Surrey, Royaume Uni

Tel: +44 1372 376761

e-mail: ppatel@ifra.co.uk.

URL: http://www.leatherheadfood.com/lfi/submenu.asp?item-2782&subsection=75

9. Patel P.D. 2000. Biosensors for measurement of analytes implicated in food safety: 

A review. Trends in Analytical Chemistry, 21, 96-116

10. Mosbach K., Ramström O. 1996. The emerging technique of molecular imprinting and its future impact on biotechnology

Bio/technology 14, 163-170

11.CREAM

Cartridges with molecularly imprinted recognition elements for anibiotic residue monitoring in milk

QLK1-1999-00902

Project co-ordinator:Dr. Maria Kempe

Lunds Universitet, Centre for Chemistry and Chemical Engineering,

Getingevagen 60, 221 Lund, Suède.

Tel: +46 46 2220857

e-mail: maria.kempe@tbiokem.Ith.se

URL: http://www-samlab.unine.ch/Activities/Activity.htm

12. Development of novel and robust molecular imprint-based technology for the real

-time analysis of food contaminants and components

FAIR-96-1219

Project co-ordinator: Dr. Pradip Patel,

Leatherhead Food International

Randalls Road, KT22 7RY Leatherhead, Surrey, Royaume Uni

Tel: +44 1372 376761

e-mail: ppatel@ifra.co.uk

13. NIPCO

New image processing for characterisation of olives and other fruits

FAIR-97-9505

Project co-ordinator: Ricardo Diaz Pujol

Instituto Tecnologico Agroalimentario, Parque Tecnologico de Valencia,

Benjamin Franklin 5-11, 46980-Paterna (Valencia), Espagne

Tel: +34 961 366 090

e-mail: rdiaz@ainia.es

URL: http://pomelo.ivia.es/index.html

14. STAS

The development of spectroscopic techniques as advanced sensors for the optimisation and control of food and paper processing

FAIR-96-1169

Project co-ordinator: Pierre Grenier

Cemagref, BP 5095, 34033 Montpellier cedex 1, France

Tel: +33 4 67 04 63 (21 0r 15 or 86)

e-mail: grenier@dir.montpellier.cemagref.fr.

URL: http://www.montpellier.cemagref.fr/teap/projets/caporal/projetstas.htm

15. QTEPACK

Advanced electromagnetic solution for quality testing of packaging for horti-fruit products

QLK1-2000-00936

Project co-ordinator:Dr. Jose Maria Martinez-Iglesias

Talleres Daumar SA, Wifredo 794-796, 08918 Badalona, Espagne.

Tel: +34 934601593

e-mail: mziglesias@daumar.es

URL: http://qtepack.rmee.upc.es/

16. Barlett P.N., Elliott J.M., Gardner J.W. 1997. Electronic noses and their application

in the food industry

Food Technology, 51(12), 44-48

17. Tan T., Schmitt V., Isz S. 2001. Electronic tongue: A new dimension in sensory

analysis

Food Technology: 55(10), 44-50

18. Ellis D.I., Goodacre R. 2001. Rapid and quantitative detection of the microbial 

spoilage of muscle foods: current status and future trends. 

Trends in Food Science and Technology, 12, 414-424

19. ENOSEFOODMICRODETECT

Rapid detection of microbial contaminants in food products using electronic nose technology

QLK1-2000-01763

Project co-ordinator:Prof. Naresh Magan

Cranfield University, MK43 OAL, Silsoe, Bedford, Royaume Uni

Tel: +44 1234 754339

e-mail: n.magan@cranfield.ac.uk

URL: http://www.e-nose.net/

20. Rapid detection of microbial contaminants in food products using electronic nose

technology

FAIR-98-9540

Project co-ordinator: Benavent Chafer

Oleicola El tejar Nuestra Senora de Araceli Sci,

Carretra Cordoba-Malaga, 14915 Cordoba, Andalucia, Espagne

Tel: +34 95 7530163

21. PROFILE-QD

Electronic profiling of food and beverage odour for quality determinations

FAIR-98-3436

Project co-ordinator: Dr.Tim Gibson

University of Leeds, 175 Woodhouse Lane,

LS2 3AR Leeds, Yorkshire, Royaume Uni

Tel: +44 113 2332599

e-mail: T.D.Gibson@leeds.ac.uk

22. FOODSAFE

Rapid assessment of food safety via novel at-line measurements

QLK1-2000-00518

Project co-ordinator: Dr.Steven Setford

Cranfield University, Building 39, MK45 4DT, Silsoe, Royaume Uni

Tel: +44 1525 863549

e-mail: s.j.setford@cranfield.ac.uk

URL: http://www.cranfield.ac.uk/ibst/ccas/foodsafe/

23. RADAR

Development of single and multi-analyte affinity sensors for rapid detection of androgen residues in live and post-mortem animals

QLK1-2001-01670

Project co-ordinator:Dr. George Guilbault

University College Cork, Western Road, Cork, Irlande

Tel: +353 214902403

e-mail: g.guilbault@ucc.ie

URL: http://intel.ucc.ie/sensors/androgen/
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