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1. Przetworzone bialko pochodzenia zwierzecego/skladniki  pochodzenia

zwierzecego — definicja, mozliwosci wykorzystania i kontroli stosowania.

Produkty uboczne pochodzenia zwierzecego (UPPZ) jako niejadalne, a czasem réwniez
jadalne surowce stanowig zrodlo pelnowartosciowego biatka, ktore moze by¢ wykorzystane,
po odpowiednim przetworzeniu, jako produkt pochodny do produkcji pasz i zywienia
zwierzat gospodarskich. Przetworzone biatko pochodzenia zwierzecego, zgodnie z definicja
zawartg w Rozporzadzeniu Komisji (UE) Nr 142/2011, oznacza - biatko zwierzece otrzymane
catkowicie z materiatu kategorii 3, poddane obrobce zgodnie z zalacznikiem X rozdziat 11
sekcja 1 (w tym maczke z krwi 1 maczke rybng) w celu uzdatnienia do bezposredniego
zastosowania jako material paszowy lub do jakichkolwiek innych zastosowan w paszach, w
karmie dla zwierzat domowych, lub do wykorzystania w nawozach organicznych,
polepszaczach gleby.

Staty spadek potowdéw ryb oraz zwigkszone zapotrzebowanie na pasze dla zwierzat
gospodarskich i akwakultury spowodowalo gwattowne zmniejszenie dostepnosci maczki
rybnej, oleju rybnego przy jednoczesnym wzro$cie cen tych materialow. Z tego wzgledu
podejmowane sa dzialania na rzecz poszukiwania nowych zrodet bialek zwierzecego
pochodzenia. W roku 2017 wydano Rozporzadzeniem Komisji (UE) 2017/893 z dnia 24 maja
2017 r. zmieniajace zalgczniki I 1 IV do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego 1 Rady
(WE) nr 999/2001 oraz zalaczniki X, XIV, XV do rozporzadzenia Komisji (UE) nr 142/2011
w odniesieniu do przepiséw dotyczacych przetworzonego biatka zwierzgcego. Zgodnie z tg
nowelizacjg dopuszczono do stosowania do celow paszowych przetworzone biatko zwierzgce
pochodzace od owadow gospodarskich 1 przeznaczone do produkcji paszy dla zwierzat
akwakultury-ktore uzyskano wytacznie z nastgpujacych gatunkéw owadoéw: (i) czarna mucha
(Hermetia illucens) 1 mucha domowa (Musca domestica); (i1) macznik mtynarek (Tenebrio
molitor) i plesniakowiec I$nigcy (Alphitobius diaperinus); (iii) $wierszcz domowy (Acheta
domesticus), $wierszcz bananowy (Gryllodes sigillatus) 1 $wierszcz kubanski (Gryllus
assimilis). Z przytoczonej definicji wynika, ze owady gospodarskie sg zwierzetami
gospodarskimi, co stwarza nowe wyzwania zwigzane Z przestrzeganiem przepisow
opracowanych w kontek$cie tradycyjnie pojmowanych gatunkow zwierzat, typowych dla
naszego obszaru kulturowego. Dostgpne dane pismiennictwa wskazuja, ze przetworzone

biatko (PAP) owadzie stanowi¢ moze alternatywne i potencjalnie wazne zrodito biatka do
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wykorzystania w zywieniu zwierzat. Przetworzone biatko z owadow charakteryzuje si¢
obecnoscig tatwo dostepnego zrddia biatka, lipidow, weglowodandéw, niektérych witamin i
mineratow, takich jak wapn, zelazo lub cynk. Owady (Insecta), jako surowiec do produkcji
PAP, sg rozpatrywane jako bardzo zrdéznicowana grupa zwierzat obecnie juz ,,gospodarskich”
nalezaca do gromady stawonogow (Arthropoda).

Zgodnie z podang definicja do przetworzonego biatka zwierzgcego nie nalezg takie
produkty jak: produkty z krwi, mleko, produkty na bazie mleka, produkty pochodne mleka,
siary, produkty z siary, osad z centryfug lub separatoréw, zelatyna, hydrolizaty biatkowe,
fosforan diwapniowy, fosforan triwapniowy, jaja i produkty jajeczne, w tym skorupki jaj oraz
kolagen.

Produkty uboczne pochodzenia zwierzecego powstaja przede wszystkim podczas
uboju zwierzat rzeznych, a nastgpnie przy przetworstwie surowcow  pochodzenia
zwierzecego, na przyktad produktéw migsnych czy mlecznych. Ponadto surowce zwierzgce
do przetwarzania na cele niejadalne mogg powstawaé w postepowaniach zwigzanych z
usuwaniem zwierzat padtych oraz podczas zwalczania chordéb zakaznych zwierzat.
Niezaleznie od pochodzenia, produkty te stanowiag potencjalne i rzeczywiste zagrozenie dla
zdrowia ludzi i zwierzat oraz dla $rodowiska. Przyktadami mogg by¢ sytuacje kryzysowe
zwigzane z ogniskami Qrypy, pryszczycy, rozprzestrzenianiem si¢ pasazowalnych
encefalopatii ggbczastych, takich jak gabczasta encefalopatia bydta (Bovine Spongiform
Encephalopathy - BSE) czy wystepowaniem dioksyn w paszach. Stanowig one potwierdzenie,
ze niewlasciwe postgpowanie i stosowanie niektorych produktow ubocznych pochodzenia
zwierzgcego moze mie¢ decydujagcy wpltyw na zdrowie ludzi 1 zwierzat, bezpieczenstwo
taficucha Zywnosciowego i paszowego oraz zaufanie konsumentow.

Gabczaste encefalopatie cztowieka 1 zwierzat (Transmissible Spongiform
Encephalopathies - TSE's) stanowig grupe zakaznych chorob neurodegenerycyjnych, ktore
histopatologicznie charakteryzuja si¢ gabczastym zwyrodnieniem komorek nerwowych
moézgowia. Jako czynnik etiologiczny uznaje si¢ prion (PrPSc), ktory stanowi izoformg¢ biatka
(PrPC) naturalnie wystepujacego w komodrkach nerwowych. Biatko PrPSc wykazuje duza
oporno$¢ na wysokie temperatury. Po raz pierwszy BSE zostato stwierdzone w Wielkiej
Brytanii w listopadzie 1986 r. W Europie od potowy lat 80-tych odnotowano wiele tysiecy
takich przypadkow choroby BSE u bydta. W wyniku dochodzenia epidemiologicznego
przyjeto, ze w przypadku populacji bydta angielskiego poczatki ekspozycji na czynnik BSE
przypadaja na koniec lat siedemdziesiatych i osiemdziesiatych. Wynika to ze stosowania w

przeszto$ci mniej rygorystycznych procesow technologicznych przy wytwarzaniu maczek
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migsno-kostnych pochodzacych z przezuwaczy zawierajacych czynnik scrapie owiec, ktore
uznane jest za chorobe endemiczng w Wielkiej Brytanii. Przyczyng szybkiego
rozprzestrzeniania si¢ BSE w Wielkiej Brytanii byto zatem wprowadzenie do pasz dla bydta
na zasadzie recyklingu tkanek pochodzacych od przezuwaczy zakazonych BSE. Mielismy
wigc do czynienia z zakazeniem wewnatrzgatunkowym wywolanym przez ,kanibalistyczny”
sposob zywienia bydla. Z tego wzgledu wprowadzono odpowiednie $rodki kontroli.
Wdrozenie tych dziatan spowodowato drastyczny spadek liczby przypadkéw BSE.

Pierwsze ograniczenie, ktore dotyczylo stosowania maczek migsno-kostnych
pochodzacych od przezuwaczy w zywieniu bydta, wprowadzono w Wielkiej Brytanii 18 lipca
1988 r. Z poczatkiem lipca 1994 r. wprowadzono kolejne restrykcje w zakresie karmienia
bydta, owiec 1 k6z maczkami pochodzacymi z przetwarzania tkanek ssakow. Nastepnie od
2001 r., zgodnie z Rozporzadzeniem (WE) Nr 999/2001 Parlamentu Europejskiego i Rady z
dnia 22 maja 2001 r., ustanawiajagcym zasady zapobiegania, kontroli i eliminacji pewnych
postaci zakaznego gabczastego zwyrodnienia mézgu (TSE), wprowadzono ograniczenia
stosowania ubocznych produktéow pochodzenia zwierzecego (tzw. ,,feed ban”). Od czasu
kryzysu zwigzanego z BSE regulacje prawne dotyczace zakazu pasz i wykorzystania biatek
zwierzecych w paszach ulegaja cigglym zmianom.

W 2002 r. zgodnie z Rozporzadzeniem (WE) nr 1774/2002 Parlamentu Europejskiego
1 Rady z dnia 3 pazdziernika 2002 r., zastgpionym w 2009 roku przez Rozporzadzenie
Parlamentu Europejskiego i Rady (WE) nr 1069/2009 z dnia 21 pazdziernika 2009 r. z 21
pazdziernika 2009 r., produkty uboczne pochodzenia zwierzgcego oraz produkty pochodne
zostaly skalsyfikowane w trzech kategoriach, na podstawie ocen ryzyka zaleznie od stopnia
zagrozenia dla zdrowia ludzi i zwierzat. Zgodnie z wytycznymi produkty uboczne
pochodzenia zwierzecego i produkty pochodne stanowigce wysokie zagrozenie moga byc¢
stosowane wylacznie poza lancuchem paszowym, natomiast materialy stanowiace nizsze
zagrozenie mogg by¢ dozwolone przy zachowaniu bezpiecznych warunkow.

Materialy kategorii 1 stanowig najwigksze zagrozenie 1 muszg zosta¢ zniszczone przez
spalenie lub przetworzone w biopaliwo. Oprécz spalania lub konwersji na biopaliwo,
materiaty kategorii 2 moga by¢ mozna wykorzystane jako nawozy organiczne lub polepszacze
gleby po specjalnym przetworzeniu. Natomiast do produkcji paszy dla zwierzat
gospodarskich, zwierzat futerkowych i1 karmy dla zwierzat domowych mozna uzywaé
wylacznie materiatu kategorii 3. Dodatkowo uboczne produkty pochodzenia zwierzecego
kategorii 1 i 2 musza by¢ trwale oznaczone triheptanianem glicerolu (GTH) w celu

monitorowania potencjalnego skazenia materiatow kategorii 3 materiatami kategorii 1 lub 2.
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W rozporzadzeniu (WE) nr 1069/2009 utrzymano réwniez zasadg, zgodnie z ktorg
zwierzat gospodarskich nie nalezy skarmia¢ materialem wysokiego ryzyka ani materiatem
pochodzacym ze zwierzat tego samego gatunku. Zakaz recyklingu wewnatrzgatunkowego
wynika z koncepcji bariery gatunkowej, ktora oznacza ze przeniesienie zakazenia poza
barier¢ gatunkowa jest utrudnione. Zakaz ten ma ogromne znaczenie W procesie znoszenia
zakazu paszowego dotyczacego stosowania przetworzonych biatek zwierzgcych innych niz
przezuwacze w paszach dla zwierzat innych niz przezuwacze.

Obecnie obowigzuje Rozporzadzenie Komisji (UE) Nr 56/2013 z dnia 16 stycznia
2013 r., ktore zakazuje karmienia przezuwaczy dizasadowym fosforanem wapnia i
trizasadowym fosforanem wapnia pochodzenia zwierzgcego oraz mieszankami paszowymi
zawierajacymi te produkty. Zgodnie z wyzej wymienionym przepisem prawnym przezuwacze
mozna karmi¢ nast¢pujacymi materiatami pochodzenia zwierzecego, tj.:

e mlekiem i produktami na bazie mleka, produktami pochodnymi mleka,

e siarg oraz produktami z siary,

e jajami i produktami jajecznymi,

e kolagenem i zelatyng pochodzacymi od zwierzat innych niz przezuwacze,

e hydrolizatami bialkowymi pochodzacymi z cz¢séci zwierzat innych niz przezuwacze
lub ze skor i skorek przezuwaczy.

Ponadto w zywieniu nieodsadzonych przezuwaczy mozna stosowaé preparaty
mlekozastepcze wytworzone z maczki rybnej. W przypadku pozostatych gatunkéw zwierzat
gospodarskich mozna stosowa¢ w zywieniu nastgpujace produkty pochodzenia zwierzgcego:

e hydrolizaty biatkowe pochodzace ze zwierzat innych niz przezuwacze lub ze skor 1
skorek przezuwaczy,

e maczke rybna,

e dizasadowy fosforan wapnia i trizasadowy fosforan wapnia,

e produkty z krwi pochodzace od zwierzat innych niz przezuwacze.

W zywieniu zwierzat akwakutury mozna wykorzystywaé przetworzone biatka
zwierzece inne niz maczka rybna pochodzace od zwierzat nieprzezuwajacych.

Nalezy doda¢, ze Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 142/2010 okresla wymagania dla
tluszczy paszowych oraz hydrolizatow bialkowych. Zgodnie z wytycznymi zawarto$é
nierozpuszczalnych zanieczyszczen stalych w tluszczach paszowych pochodzacych z
przezuwaczy nie powinna przekracza¢ 0,15%, a w odniesieniu do hydrolizatow biatkowych

pochodzacych z przezuwaczy masa czgsteczkowa nie powinna przekraczac¢ 10 kDa.



Tab. 1. Zestawienie mozliwo$ci stosowania materialow pochodzenia zwierz¢cego zgodnie z

aktualnie obowigzujgcymi przepisami.

Pasze dla
T}
Rodzaj Q s Pasze dla Pasze dla
przetworzonego pofr?:)liir;zl;ia % % % a:v?;(z:jt:fry zwierzat zwierzat
biatka zwierzegcego Y25 migsozernych towarzyszacych
= 8
|_
Przezuwacze| ¥ | % | X x v v
Maczka z krwi | Wieprzowa | X | * | % 4 v v
Drobiowa | % | x | x v v v
Przetworzone bialo|przezuwacze] % | % | % x v v
Zwierzece (mne_r%lz Wieprzowa | x | x | x v v v
maczka z krwi i
maczka rybna) | Drobiowa x | % 4 v v
Maczka z pior Drobiowa | * | x | % 4 v v
Przezuwaczy| v™* | v© | V7 v v v
Thuszcz Wieprzowy | v | v | ¥ v v v
Drobiowy | v | v | ¥ v v v
Produkty z krwi Przezuwaczy| X | % | % x v v
(hemoglobina, Wieprzowy | x | ¥ | v % % 7
plazma, krew
sugzona) DFObiOWy X v v v v v
Przezuwaczy| % | %X | X x v v
Zelatyna Wieprzowy | v | v | ¥ v v v
Drobiowy | v | v | ¥ v v v
. Przezuwaczy| v | v |V v v v
Hydrolizaty -
bialkowe Wieprzowy | v | v | ¥ v v v
Drobiowy | v | v [ v v v v
Produkty z mleka v | v |V v v v
Jaja,produkty z jaj v | vV |V v v v
Maczka rybna V|V v v v
PAP owadzi x | x | x v v v
% — zakazane

v’ — dozwolone

* - zawarto$¢ nierozpuszczalnych zanieczyszczen stalych powinna wynosi¢ ponizej 0,15%

** - masa czasteczkowa nie powinna przekracza¢ 10 kDa




*** - zatwierdzone sg preparaty mlekozastgpcze zawierajace maczke rybng i przeznaczone sa

wylacznie dla nieodsadzonych przezuwaczy

Zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji (UE) NR 56/2013 z dnia 16 stycznia 2013 r.
zmieniajgcym zatgczniki I 1 IV do rozporzadzenia Parlamentu Europejskiego 1 Rady (WE) nr
999/2001 ustanawiajacego zasady dotyczace zapobiegania, kontroli i zwalczania niektorych
przeno$nych gabczastych encefalopatii wazna zmiana dotyczy zywienia zwierzat
gospodarskich materiatami paszowymi pochodzenia roslinnego zanieczyszczonymi
nieznaczng iloscig elementow kostnych pochodzacych z tkanek zwierzgcych. Obecnie
mozliwe jest skorzystanie z takiego odstepstwa na podstawie przeprowadzonej oceny ryzyka
stwierdzajacej, ze istnieje znikome zagrozenie dla zdrowia zwierzat i ludzi. Ocena ryzyka

musi uwzglednia¢ przynajmniej nast¢pujace elementy:

. stopien zanieczyszczenia,
. charakter i zrodlo zanieczyszczenia,
. zamierzone wykorzystanie zanieczyszczonej paszy.

W latach 2010-2015 realizowany byt plan przywracania mozliwosci stosowania w
zywieniu zwierzat przetworzonego biatka zwierzecego zgodnie z wytycznymi zawartymi w
Komunikacie Komisji do Parlamentu Europejskiego i Rady ,,Druga mapa drogowa dla TSE.
Dokument strategiczny w sprawie pasazowalnych encefalopatii gabczastych na lata 2010-
2015”. Dokument ten zostal wydany w celu zaprezentowania planowanych zmian pod katem
dostosowywania przepisOw prawnych do warunkéw, w ktérych Unia Europejska jest bliska
wyeliminowaniu BSE z populacji bydta. Niemniej jednak nadal konieczne jest stosowanie
srodkow zapobiegawczych 1 stale monitorowanie sytuacji na wypadek pojawienia si¢ nowych
ognisk BSE lub nowego czynnika wywotujacego TSE. Zmiany w przepisach sag wprowadzane
stopniowo w oparciu o konsultacje naukowe z Europejskim Urzedem ds. Bezpieczenstwa
Zywnosci (EFSA). Ponadto musza uwzgledniaé istniejace metody badawcze wykorzystywane
do kontroli stosowania przetworzonych bialek zwierzgcych. Ponowne wprowadzanie do
zywienia zwierzat gospodarskich maczek migsno-kostnych bedzie odbywaé sie poprzez
stopniowe uchylanie zakazu paszowego w odniesieniu do zwierzat innych niz przezuwacze tj.
$winie, drob czy ryby. Ze wzgledu na fakt, ze ryzyko przeniesienia BSE miedzy zwierzgtami
nieprzezuwajacymi jest minimalne planowane jest uchylenie zakazu w odniesieniu do
stosowania w paszach dla zwierzat nieprzezuwajacych przetworzonego biatka zwierzecego
pochodzacego od zwierzat innych niz przezuwacze. Jednak nalezy zwr6ci¢ uwage, ze nadal
obowigzywaltby zakaz powtdrnego przetwarzania wewnatrzgatunkowego, czyli np. PAP

drobiowy mogtaby by¢ podawany wylgcznie §winiom. Mozliwe byloby to jedynie w
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przypadku dostgpnos$ci zwalidowanych technik analitycznych w zakresie identyfikacji
pochodzenia gatunkowego przetworzonego biatka zwierzgcego, takie jak: metoda
mikroskopowa czy metoda oparta na technice PCR (real-time PCR lub konwencjonalny
PCR).

Pomimo stopniowego znoszenia =zakazu stosowania przetworzonego biatka
zwierzgcego w produkcji pasz 1 zywieniu zwierzat gospodarskich istnieje mozliwo$é
wtdrnego zanieczyszczenia lub celowego dodania tego rodzaju biatka do pasz. Zgodnie z
obowigzujagcymi przepisami w ramach urzedowej kontroli Inspekcja Weterynaryjna
zobowigzana jest prowadzi¢ stalg i systematyczng kontrole przestrzegania zakazu stosowania
maczek migsno-kostnych w produkcji pasz i zywieniu zwierzat gospodarskich. Kontrola
obejmuje wszystkie rodzaje pasz na kolejnych etapach produkcji, przetwarzania,
przechowywania, transportu oraz stosowania w zywieniu. Do kontroli przestrzegania zakazu
wprowadzono metody wykrywania przetworzonego biatka zwierzecego.

Nadzor nad wytwarzaniem i stosowaniem pasz, a takze nad ich obrotem, z
zastrzezeniem art. 33 ust. 2 ustawy o paszach sprawuje Inspekcja Weterynaryjna. Powiatowi
Lekarze Weterynarii prowadza kontrole urzgdowa obejmujaca miedzy innymi badania
laboratoryjne obecno$ci i1 identyfikacji gatunkowej przetworzonego biatka zwierzgcego. W
zakresie nadzoru nad wytwarzaniem, obrotem i stosowaniem pasz, sprawowanego przez
Inspekcje Weterynaryjng dziataja regionalne laboratoria urzgdowe (ZHW) 1 krajowe
laboratorium referencyjne. Zadaniem laboratoriow urzedowych jest prowadzenie rutynowych
badan probek pasz pobranych przez organa Inspekcji Weterynaryjnej. Natomiast do zadan
krajowych laboratoriow referencyjnych nalezy przede wszystkim ujednolicanie standardow 1
metod analitycznych, organizacja okresowych testow porownawczych poszczegdlnych metod
analitycznych, sprawdzanie metod analitycznych, prowadzenie szkolen pracownikéw
uprawnionych laboratoriow urzedowych, wykonywanie badafh majacych na celu
potwierdzenie wynikow badan przeprowadzonych przez upowaznione laboratoria, w
szczegolnosci, jezeli zachodzi watpliwos¢, co do wiarygodnosci otrzymanych wynikow.

Programy urzegdowych badan kontrolnych pasz sa opracowywane, zatwierdzane, a
nastgpnie przekazywane do wdrozenia we wszystkich panstwach cztonkowskich Unii
Europejskiej. Opieraja si¢ na wynikach badan kontrolnych z lat ubiegtych oraz uwzgledniajg
aktualne problemy wystepujace w sektorze produkcji i stosowania pasz. W szczego6lnosci
kontroli podlega przestrzeganie ograniczen w zakresie stosowania przetworzonego biatka
zwierzgcego w zywieniu zwierzat gospodarskich. Programem monitoringu obj¢te sg zaktady

produkcyjne, punkty kontroli granicznej, gospodarstwa hodowlane, dystrubutorzy, $rodki
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transportu. W Polsce realizacj¢ kompleksowego planu urzedowej kontroli przeprowadza si¢
zgodnie z nowelizowanym corocznie Planem Urzedowej Kontroli Pasz (PUKP).

Od 2006 r. podstawg do realizacji tego zadania stato si¢ rozporzadzenie 882/2004/WE,
ktore zostato znowelizowane rozporzadzeniem (EU) nr 2017/625. W $wietle obowigzujacych
przepisow kazde panstwo cztonkowskie Unii Europejskiej zobowigzane jest do opracowania
jednego, spojnego programu kontrolnego, niezaleznie od struktury organizacyjnej i ilosci
stuzb nadzoru funkcjonujacych w danym kraju. Przygotowany przez Polsk¢ krajowy plan
kontroli urzedowej pasz obejmuje zakres nadzoru sprawowanego przez Inspekcje
Weterynaryjng (IW) zgodnie z obowigzujacymi przepisami prawa.

Wiyniki tych inspekcji i badan sg raportowane w sprawozdaniu z realizacji nadzoru
nad paszami, ktore kazde panstwo cztonkowskie Unii Europejskiej jest zobowigzane
przedstawi¢ Komisji Europejskiej zgodnie z obowigzujacym w tym zakresie wymaganiami.

Raporty stuzg ocenie stanu bezpieczenstwa pasz na obszarze Unii Europejskie;j.
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2. Metody wykrywania przetworzonego bialka zwierzecego (skladnikow pochodzenia
zwierzecego).

Sktadniki organiczne i mineralne obecne w produktach  przetworzonych
wyprodukowanych z UPPZ kategorii 3, ktére okreslamy jako przetworzone biatko zwierzegce
(PAP) sg bardzo réznorodne, i obejmuja nastepujace struktury: elementy kostne, chrzestne,
migsnie, tuski, skrzela, otolity, wlosy, piora, rogi, racice, sktadniki krwi. Terminem tym
okresla si¢ rowniez PAP uzyskany z przetworzenia owadow gospodarskich, charakteryzujace
si¢ specyficznymi strukturami (oskorek, tchawki, wlokna mig$niowe) w obrazie
mikroskopowym, ktore przedstawiono w niniejszym przewodniku. Warto podkresli¢, ze w
Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 152/2009 ustanowiono metody badawcze stosowane w celu
wspierania kontroli urzedowych w celu egzekwowania zakazu stosowania przetworzonego
biatka zwierzgcego w paszy dla zwierzat, od ktorych lub z ktorych pozyskuje si¢ zywnos¢. Do
metod tych nalezg procedury analizy dotyczace oznaczania sktadnikoéw pochodzenia
zwierzecego do celow urzgdowej kontroli pasz, ktore opisano w zatgczniku VI do tego
rozporzadzenia i ktore przeprowadza si¢ przy pomocy mikroskopii $wietlnej lub tancuchowe;j
reakcji polimerazy (PCR). Nalezy doda¢, ze wysokie temperatury i czas przetwarzania UPPZ
stosowane w procesach technologicznych (minimum 133°C, 3 bary ci$nienia przez 20 min.)
wplywaja niszczaco na strukture tkanek, degeneracje DNA przez co utrudniajg identyfikacje.
Ponadto w paszach mogg wystepowaé dozwolone produkty pochodzenia zwierzecego, tj.
produkty z krwi, mleko, produkty na bazie mleka, produkty pochodne mleka, siary, produkty
z siary, zelatyna, hydrolizaty biatkowe, fosforany diwapniowy 1 triwapniowy, jaja i produkty
jajeczne, ktore stanowia przeszkode w interpretacji wynikow wykonywanych badan
laboratoryjnych.

Jak podano wcze$niej w celu kontroli obecnosci niedozwolonych produktow pochodzenia
zwierzecego w paszach opracowano metody analityczne, ktoére opisano w Rozporzadzeniu
Komisji (WE) nr 152/2009. Do 2013 roku kontrola urzedowa byta prowadzona tylko z
zastosowaniem metody mikroskopowej. Po wprowadzeniu do zywienia przetworzonych
biatek zwierzecych innych niz przezuwacze dodano reakcje tancuchowg polimerazy w czasie
rzeczywistym (real-time PCR) do identyfikacji DNA przezuwaczy (Rozporzadzenie Komisji
(UE) nr 51/2013 z dnia 16 stycznia 2013 r.). Ponizej opisano metody stosowane w kontroli
urzedowej oraz metody uzupetniajace, ktore by¢ moze beda wdrozone wraz z rozszerzaniem

mozliwo$ci stosowania PAP w zywieniu zwierzat.
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2. 1. Metoda mikroskopowa.

Metoda mikroskopowa zgodnie z obowigzujagcymi przepisami prawnymi jest metoda
referencyjng w zakresie wykrywania sktadnikow pochodzenia zwierzgcego, w tym takze tych
okreslanych jako PAP. Polega na wykrywaniu typowych i mozliwych do zidentyfikowania
cech charakterystycznych sktadnikéw pochodzenia zwierzecego takich jak: kosci, wlosy,
piora, osci, tuski, skrzela. Badanie wykonywane jest zgodnie z zalacznikiem VI do
Rozporzadzenia Komisji (WE) nr 152/2009 i zmienionego przez Rozporzadzenie Komisji
(Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009 z dnia 27 stycznia 2009 r., zatagcznik VI zgodnie
z Rozporzadzeniem Komisji (WE) nr 51/2013 z dnia 16 stycznia 2013 r. oraz
Rozporzadzeniem wykonawczym Komisji (UE) 2020/1560 z dnia 26 pazdziernika 2020 r.).

Warto podkresli¢, ze metoda mikroskopowa jest stosunkowo tania, prosta technicznie,
niewrazliwa na wpltyw dziatania wysokich temperatur podczas obrobki termicznej sktadnikow
pochodzenia zwierzecego bardzo czula z granica wykrywalnosci na poziomie 0,1%, w
zalezno$ci od badanej matrycy i rodzaju PAP. Niestety metoda ta ma takze wiele wad, wsrod
ktérych nalezy wymieni¢ pracochlonno$¢ oraz czasochtonno$é, gdyz doktadne zbadanie
jednej probki wymaga niekiedy ok. 1-2 godzin. Ponadto jest metoda subiektywng, poniewaz
poziom wykrywalnosci sktadnikow pochodzenia zwierzecego w znacznym stopniu zalezy od
wiedzy 1 doswiadczenia analityka. Nie pozwala na okreslenie gatunku pochodzenia
wykrytych elementéw zwierzgcych. Mozliwe jest jedynie odréznienie kosci pochodzacych od
zwierzat 1ladowych od os$ci ryb. Stwierdzane wtdkna mig$niowe nie moga by¢ przypisane do
gatunku.

Pomimo wspomnianych mankamentéow, dotychczasowe wyniki pokazujg, ze metoda
mikroskopowa charakteryzuje si¢ bardzo duza specyficznoscia, gdyz otrzymuje si¢ najmniej
wynikow niepoprawnych i moze by¢ wykorzystana do badania ré6znych matryc, na coraz
wyzszym poziomie zaawansowania 1 przydatno$ci naukowej 1 praktycznej. Widoczne jest to
w aktach prawa paszowego EU dotyczacych jej zastosowania do wykrywania sktadnikow
pochodzenia zwierzat kregowych i ryb oraz ostatnio owadow.

2. 2. Metody biologii molekularnej.

Ograniczenia metody mikroskopowej w zakresie identyfikacji gatunku oraz planowane
czgsciowe zlagodzenie zakazu paszowego dotyczace mozliwosci stosowania PAP
pochodzacego od innych gatunkow niz przezuwacze spowodowato konieczno$¢ opracowania
metod analitycznych umozliwiajacych odrdznienie PAP pochodzacego od przezuwaczy od
PAP wyprodukowanego z innych zwierzat. W tym zakresie wykorzystano metody biologii

molekularnej: reakcja tancuchowa polimerazy (PCR - ang. Polymerase Chain Reaction)
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oparta na amplifikacji DNA (kwas deoksyrybonukleinowy) oraz real-time PCR (reakcja
fancuchowa polimerazy w czasie rzeczywistym). Metody te pozwalaja na okreslenie grupy
taksonomicznej sktadnikéw pochodzenia zwierzecego obecnych w paszach oraz materiatach
paszowych. W reakcji PCR, przy uzyciu wlasciwych starterow, mozna wykry¢ specyficzng
gatunkowo sekwencj¢ DNA. W pracowni przetworzonego biatka pochodzenia zwierzgcego
Zakladu Higieny Pasz Panstwowego Instytutu Weterynaryjnego — Panstwowego Instytutu
Badawczego (PIWet-PIB) zostat opracowany i wdrozony test PCR do wykrywania dodatku
przetworzonego biatka przezuwaczy, wotowego, owczego, drobiowego 1 trzody chlewnej] w
paszach. Osiagnieto poziomy wykrywalnosci: 0,05% dla DNA biatka przezuwaczy,
wotowego 1 owczego, 0,1% dla DNA biatka wieprzowego i 0,2% dla DNA bialka
drobiowego.

Procedury identyfikacji DNA bialka przezuwaczy, wieprzowego i1 drobiowego z
zastosowaniem techniki real-time PCR zostatly opracowane przez Laboratorium Referencyjne
Unii Europejskiej ds. biatek zwierzecych (EURL-AP). Dotychczas tylko metoda identyfikacji
DNA przezuwaczy jest czgscig oficjalnej metody zawartej w zataczniku VI Rozporzadzenia
Komisji 152/2009. Wykorzystywana jest w badaniach pasz i materiatbw paszowych
przeznaczonych dla zwierzat akwakultury. Metoda real-time PCR identyfikacji DNA
przezuwaczy charakteryzuje si¢ wysoka czuto$cia, osigga granice wykrywalnosci na poziomie
0,05%.

Niestety metody PCR, zaré6wno konwencjonalny jak i w czasie rzeczywistym, ma
pewne ograniczenia ze wzgledu na degradacjg¢ DNA podczas obrdobki termicznej stosowanej
w produkcji PAP. Dopiero wykorzystanie w badaniach mitochondrialnego DNA (mMDNA)
oraz krotkiego docelowego fragmentu DNA pozwolito na mozliwo$¢ zastosowania metod
PCR i real-time PCR w badaniach PAP. Mitochondrialne DNA jest bardziej odporne na
degradacje pod wplywem wysokich temperatur ze wzgledu na kolista budowe oraz wysoka
wydajnoscig ekstrakcji nawet z niewielkich iloSci materiatu biologicznego.

W przypadku przetworzonych bialek zwierzecych, ktore poddawane sa dziataniom
temperatury powyzej 133°C nastgpuje zmniejszenie liczby kopii DNA, ponadto ulega ono
degradacji na mate fragmenty. Najwicksze zmniejszenie liczby kopii DNA stwierdzono w
zakresie temperatur od 135°C do 138°C. Dodatkowo zaobserwowano, ze liczba kopii DNA
materialu ogrzewanego w temperaturze 130°C byla okoto 140 razy wigksza niz w przypadku
materiatu poddanego dziataniu temperatury. Z tego wzgledu w tym badaniu uzyskano krétka
dlugo$¢ fragmentow DNA (86-149 pz), ktore stosuje si¢ w metodach identyfikacji gatunkow
maczki migsno-kostnej i PAP. Metody PCR dostarczajg informacji o pochodzeniu

15



genetycznym DNA obecnego w paszy, np. DNA przezuwaczy, ale nie s3 w stanie odrézni¢
komoérkowego pochodzenia danego sygnatu (np. leukocytow, miocytdw czy osteocytow). Z
tego powodu metoda nie pozwala na rozrdznienie migdzy dozwolonym a zakazanym
materiatem pochodzacym z danego gatunku, np. dozwolonym mlekiem a zakazang maczka
migsno-kostng.

Potagczenie zdolnosci do rozrozniania tkanek metody mikroskopowej i identyfikacji
gatunku metody real-time PCR pozwolito na ponowne wprowadzenie PAP innego niz
przezuwaczy do zywienia zwierzat akwakultury, przy jednoczesnym zapewnieniu
bezpieczenstwa paszy. Jednak aby w przyszto$ci ponownie mozliwe bylo stosowanie PAP
innych niz przezuwacze w paszach dla innych zwierzat niz przezuwacze, konieczne jest
opracowanie metod pozwalajacych na odroznienie produktow dopuszczonych od zakazanych.
Z tego wzgledu konieczne jest opracowanie i wdrozenie metod uzupetniajacych.

2.3. Metody alternatywne

Od poczatku wprowadzenia zakazu stosowania PAP w zywieniu zwierzat podejmowane
sa proby opracowania innych metod analitycznych umozliwiajacych wykrywanie i
identyfikacje = gatunkowag skladnikow  pochodzenia  zwierzgcego. W  badaniach
wykorzystywano metody spektroskopowe, immunoenzymatyczne, spektrometryczne, ktore w

dalszym ciagu sg przedmiotem badan i doskonalenia.
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3. Uregulowania prawne i wytyczne do metody mikroskopowej.

Metodyka badania mikroskopowego, opisana po raz pierwszy w Dyrektywie Rady
98/88/EC z dnia 13 listopada 1998 r., zostata dopuszczona do stosowania w krajach WE jako
metoda rutynowa do wykrywania przetworzonego biatka zwierz¢cego w paszach. Na
podstawie wspomnianej Dyrektywy, w Zaktadzie Higieny Pasz PIWet-PIB opracowano
Instrukcje Laboratoryjng Gléwnego Lekarza Weterynarii ,,Wykrywanie obecnosci i
identyfikacja gatunkowa przetworzonego biatka zwierzecego w srodkach zywienia zwierzat”.
Nastepnie wytyczne dotyczgce wykrywania przetworzonego biatka zwierzgcego W paszach
zostaly zawarte w Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 23 stycznia
2003 r. w sprawie metodyki postgpowania analitycznego w zakresie okre$lania zawartosci
sktadnikow pokarmowych 1 dodatkéw paszowych w materiatach paszowych, prefiksach i
mieszankach paszowych.

Od 2003 roku obowigzywata metodyka opisana w Dyrektywa Komisji
nr 2003/126/EC z dnia 23 grudnia 2003 r. Z kolei wytyczne zawarte w wymienionej
Dyrektywie byty podstawa do opisania metody w Ro0zporzadzeniu Ministra Rolnictwa i
Rozwoju Wsi z dnia 2 grudnia 2004 r. w sprawie metodyki postgpowania analitycznego w
zakresie okreslania zawartosci sktadnikoéw pokarmowych 1 dodatkow paszowych w
materiatach paszowych, premiksach, mieszankach paszowych i paszach leczniczych,
a nastepnie w Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa 1 Rozwoju Wsi z dnia 6 marca 2006 r. W
sprawie metodyki postgpowania analitycznego w zakresie okreslania zawartosci sktadnikow
pokarmowych 1 dodatkéw paszowych w materiatach paszowych, premiksach, mieszankach
paszowych i paszach leczniczych oraz w Rozporzadzeniu Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi
z dnia 27 czerwca 2007 r. w sprawie metodyki postgpowania analitycznego w zakresie
okreslania zawartosci sktadnikow pokarmowych 1 dodatkow paszowych w materiatach
paszowych, premiksach, mieszankach paszowych i paszach leczniczych. W 2009 r. wytyczne
metody mikroskopowego wykrywania przetworzonego biatka zwierzecego zostaly zawarte w
Rozporzadzeniu Komisji (WE) Nr 152/2009 z dnia 27 stycznia 2009 r. ustanawiajacym
metody pobierania probek i dokonywania analiz do celéw urzedowej kontroli pasz. Kolejna
nowelizacja miata miejsce w 2013 roku wraz z Rozporzadzeniem Komisji (UE) Nr 51/2013 z
dnia 16 stycznia 2013 r. zmieniajacym rozporzadzenie (WE) Nr 152/2009 w odniesieniu do
metod analitycznych oznaczania sktadnikow pochodzenia zwierzgcego do celow urzedowe;j
kontroli pasz. Obecnie obowigzuje Rozporzadzenie wykonawcze Komisji (UE) 2020/1560 z
dnia 26 pazdziernika 2020 r. zmieniajgce zatacznik VI do rozporzadzenia (WE) nr 152/2009
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ustanawiajacy metody analizy dotyczace oznaczania sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego do
celow urzedowej kontroli pasz (Dz. U. L 357/17 z dn. 27.10.2020).

Do badan wykorzystywana jest reprezentatywna probka, pobrana zgodnie
z Rozporzadzeniem Komisji (WE) Nr 152/2009 z dnia 27 stycznia 2009 r. ustanawiajacym
metody pobierania probek i dokonywania analiz do celow urzedowej kontroli pasz.

W  laboratorium  nalezy  przygotowa¢  50g  probki.  Pasze  ziarniste
i granulowane wstepnie nalezy przesiaé¢ przez sito o oczkach 1 mm, a nast¢pnie uzyskane
frakcje nalezy traktowacé jako odrebne probki.

Probke nalezy rozdrobni¢ w mtynku. Z probki nalezy pobraé¢ podprobke o masie 10 g,
a w przypadku maczki rybnej lub innych czystych produktéw zwierzgcych, skladnikow
mineralnych lub premiksow, ktore wytwarzaja wigcej niz 10 % osadu — 3g. Nastepnie porcje
podprobki nalezy umieéci¢c w rozdzielaczu lub zlewce i doda¢ 50 ml tetrachloroetylenu
(Fot. 1).

Fot. 1. Widok mieszanirfy probki i tetracﬁlgroetylenu podczas sedymentacji

Mieszaning nalezy wstrzasa¢ przez 30 s i nastgpnie doda¢ kolejne 50 ml tetrachloroetylenu,
zmywajac wewnetrzng powierzchnie rozdzielacza, aby usung¢ wszelkie przylegajace czastki.
Nastepnie otrzymang mieszaning nalezy pozostawic¢ na 5 min.

W przypadku uzycia zlewki mieszaning nalezy miesza¢ przez 15 s, a wszelkie czastki
przylegajace do $cianek zlewki ostroznie zmy¢ z wewnetrznej powierzchni, stosujac 10 ml
tetrachloroetylenu. Mieszaning nalezy pozostawi¢ na 3 min, a nastgpnie miesza¢ ponownie
przez 15 s, a wszelkie czastki przylegajace do Scianek zlewki nalezy ostroznie zmy¢ z
wewnetrznej powierzchni, stosujac 10 ml tetrachloroetylenu. Otrzymang mieszaning nalezy

pozostawi¢ na 5 min.
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W przypadku uzycia rozdzielacza osad nalezy zebra¢ na bibule filtracyjnej
umieszczonej w lejku, aby oddzieli¢ pozostaly tetrachloroetylen. Natomiast gdy rozdziat
probki wykonywany przy uzyciu zlewki nalezy usung¢ ptynng frakcje poprzez staranng
dekantacje. Podczas tej czynno$ci nalezy uwazaé, aby nie utraci¢ czgsci osadu. Nastgpnie
nalezy przenie$¢ flotat i osad suszy¢ pod wyciagiem (Fot. 2, 3). Jezeli czastki osadu sa
zrdéznicowanej wielko$ci nalezy osad przesia¢ przez sito o oczkach 0,25 mm i zbada¢ dwie

uzyskane frakcje.

S £ 5 RN AFIR e 1
sadu przeniesionego ze zlewki na ptytki Petriego.

A A3 b
Fot. 2. Widok flotatu i o

Fot. 3. Widok flotatu i osadu przeniesionego z rozdzielacza.

Preparaty do obserwacji mikroskopowych przygotowuje si¢ z osadu oraz z flotatu lub
surowca, zaleznie od wyboru analityka. W przypadku frakcji gruboziarnistych mozna
wykorzysta¢ do badania mikroskop stereoskopowy. Preparaty nalezy przeglada¢ w catosci,
przy zastosowaniu réznych powickszen. Badanie nalezy wykona¢ zgodnie z diagramem
obserwacji, ktory obejmuje schemat 1 i 2. Podczas badania nalezy przestrzega¢ minimalne;j
liczby preparatow, ktore nalezy poddac¢ obserwacji. Jedynie w przypadku, gdy caty materiat
poddany rozdzialowi na frakcje jest niewystarczajacy, mozliwe jest wykonanie obserwacji w
takiej ilosci ile jest uzyskanego materiatu. Nalezy obserwowaé nie wigcej niz 6 preparatow na

jedno oznaczenie.
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3 preparaty z osadu < 0,25 mm
+

1 preparal z fotatu lub surowca < 025 mm

Wykrylo > 5 czastek
wierzecych Kazdego

1 preparat
Z osadu
> 0,25 mm

Wykrylo
> 5 czastek
rwiarzecych kardego
rodzau™?

1 preparat
Z fotaty lub surowca
= 0,25 mm

ykryto
czasik 2werzece
anego rodzeu™?

Probka radeklarowana
Zgodnie z pkt 2.1.5.2
dla tego rodzaju

Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt 2.1.5.3
dla tego rodzaju

Liczha czastek
kardeqgo rodzaju™?

Czastl zwierzece
potwierdzaig
radeklarowang
awartasd?

Probka zadeklarowana
zgodnie z pkt 2.1.5.1
dla tego rodzaju

Schemat nr 1. Diagram obserwacji do wykrycia czastek zwierzecych w mieszankach

paszowych.

W celu ulatwienia poprawnej identyfikacji sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego, podczas

przygotowania probki laborant moze uzywac odczynnikéw osadzajacych, tj.: glicerol, olej

parafinowy oraz odczynnikow barwigcych, np.: odczynnik cystynowy, roztwor jodu w jodku

potasu, czerwien alizarynowa. W przypadku wykrywania maczek z krwi i produktow z krwi,

np. hemoglobina mozna zastosowa¢ mieszaning tetrametylbenzydyny i nadtlenku wodoru.
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3 preparaty z osadu < 0,25 mm

1 preparal z flotatu lub surowca < 0,25 mm

Prébka zadeklarowana
Zgodnie z pkt 2.1.5.2
dia tego rodzaju

wkryto
=D cZgstek
Iwierzecyeh kazdego
pdzaju*?

TAK

HIE
1;;‘:;? uma czastek lego samego
rodzeyu® z D1+ D27
> 0,25 mm 4

ykryto
> 5 cZastek
zwigrzecych kezdego

TAK

Prébka zadeklarowana

[odzaju’} zgodnie z pkt2.1.5.3
MIE dia tego rodzaju
1 preparal
Z fiotatu lub surowca
> 0,25 mm

Schemat nr 2. Diagram obserwacji w celu wykrycia czastek zwierzecych w mieszankach
paszowych i materialach paszowych podczas drugiego oznaczenia.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia, wykonanego zgodnie z diagramem obserwacji, nie
wykryto zadnego elementu pochodzenia zwierzecego, nie jest konieczne wykonanie
kolejnego oznaczenia. Wynik badania jest ujemny.

Jezeli w wyniku pierwszego oznaczenia, wykonanego zgodnie z diagramem obserwacji,
wykryto czastki zwierzece danego rodzaju (kregowce ladowe lub ryby) zgodnie z
deklarowang zawarto$cig probki, drugie oznaczenie nie jest konieczne. Jezeli w wyniku
pierwszego oznaczenia wykryto >5 fragmentow zwierzecych danego rodzaju (tj. zwierzgcia
ladowego lub ryby) to wynik badania jest dodatni. Wynik przedstawiany jest zaleznie od
ilosci stwierdzonych czastek, powyzej 5 lub < 5. Wynik analizy musi zawiera¢ rodzaj
zwierzecia (kregowce ladowe lub ryby).

Powtorne oznaczenie jest konieczne, jesli stwierdzono obecno$¢ elementow pochodzenia
zwierzecego a do laboratorium nie dostarczono deklaracji zawarto$ci lub w pierwszym
oznaczeniu ilo$¢ stwierdzanych fragmentow zwierzgcych danego rodzaju (tj. zwierzecia

ladowego lub ryby) wynosi <5.
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Jezeli w drugim oznaczeniu suma stwierdzanych fragmentéw pochodzenia zwierzecego
danego rodzaju wykrytych podczas dwoch oznaczen wynosi powyzej 10, wowcezas wynik
badania przedstawiany jest jako dodatni. Jesli tgczna ilo$¢ stwierdzanych fragmentow wynosi
<10 podczas dwoch oznaczen wowczas stosowana jest odpowiednia formuta wyniku. Wynik
analizy musi zawiera¢ rodzaj zwierzecia (kregowce ladowe lub ryby).
Wynik badania jest wyrazany odpowiednio dla poszczegolnych przypadkow.
e Nie wykryto zadnych fragmentéw zwierzecych danego rodzaju.
Nie stwierdzono obecnosci sktadnikow charakterystycznych dla zwierzat ladowych i ryb.
e Po wykonaniu tylko jednego oznaczenia wykryto od 1 do 5 fragmentow zwierzecych
danego rodzaju.
W badanej probce stwierdzono obecno$¢ nie wigcej niz 5 elementow pochodzacych z
kregowcow ladowych. Zaznacza si¢ jakie sktadniki charakterystyczne zaobserwowano dla
maczek rybnych (oSci rybie, tuski, skrzela) lub dla kregowcow ladowych (fragmenty kosci,
pior, wlosow). Ta niewielka ilo$¢ jest nizsza od decyzyjnej wartosci granicznej ustalonej dla
metody mikroskopowe;j.
e Po wykonaniu tylko jednego oznaczenia wykryto powyzej 5 fragmentow zwierzecych
danego rodzaju.
W badanej probcee stwierdzono obecno$¢ wiegcej niz 5 elementéw pochodzacych z krggowcow
ladowych. Zaznacza si¢ jakie sktadniki charakterystyczne zaobserwowano dla maczek
rybnych (o$ci rybie, tuski, skrzela) lub dla kregowcow ladowych (fragmenty kosci, pior,
wlosow).
e Po wykonaniu dwéch oznaczen wykryto od 1 do 10 fragmentow zwierzgcych danego
rodzaju.
W badanej probce stwierdzono obecnos¢ nie wigcej niz 10 elementow pochodzacych z
kregowcow ladowych. Zaznacza si¢ jakie sktadniki charakterystyczne zaobserwowano dla
maczek rybnych (oSci rybie, tuski, skrzela) lub dla kregowcow ladowych (fragmenty kosci,
pidr, wlosdéw). Ta niewielka ilo$¢ jest nizsza od decyzyjnej warto$ci granicznej ustalonej dla
metody mikroskopowe;j.
e Po wykonaniu dwoch oznaczen wykryto powyzej 10 fragmentow zwierzecych danego
rodzaju.
W badanej probce stwierdzono obecno$¢ wiecej niz 10 elementow pochodzacych z

kregowcdw ladowych. Zaznacza si¢ jakie sktadniki charakterystyczne zaobserwowano dla
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maczek rybnych (o$ci rybie, tuski, skrzela) lub dla kregowcéw ladowych (fragmenty kosci,
pior, wlosow).

Dodatkowo, w przypadku wstgpnego przesiewu probki w sprawozdaniu nalezy okres§lic w
jakiej frakcji (sitowej, granulowanej, ziarniste]) wykryto czastki zwierzgce: ,,Czastki
zwierzgce stwierdzono we frakcji sitowej/granulowanej/ziarnistej”. Obecno$¢ czastek
zwierzecych tylko we frakcji sitowej moze swiadczy¢ o zanieczyszczeniu §rodowiskowym.

W przypadku stwierdzenia czastek zwierzecych, ktorych nie mozna klasyfikowaé jako
kregowce ladowe lub ryby, np. widkna migsniowe, w sprawozdaniu nalezy wymieni¢ takie
fragmenty zwierzece i umiesci¢ uwage: ,,Nie mozna wykluczy¢, ze pochodza od kregowcow
ladowych”.

W odniesieniu do wykrywania produktow z krwi formuta wyniku brzmi: ,,stwierdzono/nie
stwierdzono obecno$é¢ produktow z krwi”

W laboratoriach urzedowych badajacych pasze w kierunku wykrywania obecnosci
przetworzonego biatka pochodzenia
zwierzgcego  stosuje  si¢  w  badaniach
przesiewowych i  odwolawczych  metode

mikroskopowa. PIWet-PIB w  Putawach ssgm=d4gna

“hold || el 4 | |

sprawuje  nadzor nad  jakos$cia  badan
wykonywanych ~ w  Zakladach  Higieny

Weterynaryjnej oraz przeprowadza badania

laboratoryjne  niezbedne do  rozpatrzenia Fot. 4. Pracownia przetworzonego biatka
odwotania od decyzji organu Inspekcji ZWICTZECELO.

Weterynaryjnej.

Modyfikacja metody mikroskopowej do wykrywania elementow pochodzacych z
owadow

Wprowadzenie do zywienia ograniczonej grupy zwierzat, akwakultury,
przetworzonych biatek pochodzacych z owadow przyczynito si¢ do poszukiwania metody
pozwalajacej na wykrycie takich sktadnikéw w paszy. Metoda mikroskopowa, ze wzgledu na
swoje zalety a takze jako powszechnie stosowana w laboratoriach, zostala jako pierwsza
zaadoptowana do wykrywania elementow pochodzacych owadow.

Elementy pochodzace z owadow, pozbawione elementow kostnych, po sedymentacji
probki znajduja sie we flotacie. W celu utatwienia ich wykrycia zmieniono proces rozdzialu

probki. Wykonywana jest podwojna sedymentacja. Po przeprowadzeniu rozdzialu probki w
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rozdzielaczu zgodnie z wytycznymi w Rozporzadzeniu, nalezy zebra¢ osad. Nast¢pnie nalezy
zla¢ ok. 30 ml tetrachloroetylenu i doda¢ do rozdzielacza 30 ml eteru naftowego. W kolejnym
ctapie nalezy doktadnie wymiesza¢ zawarto$¢ rozdzielacza. Powstajg dwie frakcje: flotat | i
flotat II, ktore nalezy oddzielnie przenies¢ na plytki Petriego 1 wysuszy¢. Elementy
pochodzace z owadow mozna stwierdzic we flotacie II. Szczegdtowy opis metody jest
przedmiotem nowelizacji dotychczas obowigzujacego Rozporzadzenie wykonawczego
Komisji (UE) 2020/1560 z dnia 26 pazdziernika 2020 r. zmieniajace zatacznik VI do
rozporzadzenia (WE) nr 152/2009 ustanawiajagcy metody analizy dotyczace oznaczania

sktadnikéw pochodzenia zwierzgcego do celow urzedowej kontroli pasz.
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4. Wykrywanie elementow przetworzonego biatka zwierzecego metodg mikroskopowa.

Badanie polega na przegladaniu probek paszy przy uzyciu mikroskopu w
poszukiwaniu sktadnikoéw pochodzenia zwierzecego, ktore sa identyfikowane na podstawie
charakterystycznych cech morfologicznych tkanek zwierzecych, tj.: kosci, wlosy, piora,
szczecina, osci ryb, tuski, skrzela, chrzastki, widkna migsniowe i inne czastki tkanki

migsniowej, skorupy jaj, krwi, globulek mleka, krysztalow laktozy.

.. ¢ } o g 1 IR R
‘v 3 & 0‘ A ",‘ . ‘_ 4
Fot. 5. Obraz mikroskopowy maczki mig¢sno-kostnej wotowo-wieprzowej (10x).
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Fot. 9. Obraz mikroskopowy maczki rybnej (6,4X).
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Fot. 11. Obraz mikroskoowy maczki rybnej (10x).
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Fot. 14. Obraz mikroskopowy mleka w proszku (10x).

Fot. 15. Obraz mikroskopowy plazmy wieprzowej (10x).
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Identyfikacji poddawany jest skoncentrowany osad z probki i flotat, uzyskiwany po
sedymentacji przy uzyciu teretachloroetylenu. Rozdzielenie probki na dwie frakcje ulatwia
identyfikacj¢ elementow pochodzenia zwierzecego, a ponadto odtluszcza materiat przez co
obraz obserwowany przy uzyciu mikroskopu jest wyrazniejszy.

W otrzymanym osadzie znajduja si¢ sktadniki mineralne, piasek, a w przypadku obecnos$ci
maczek migsno-kostnych wystepuja kosci, chrzastki, osci ryb, otolity, skrzela. Natomiast
flotat zawiera sktadniki ro$linne, a w przypadku obecnoSci przetworzonego biatka
zwierzecego wystepuja takie elementy jak: fragmenty pior, wlosow, wtdkna miesniowe, Krew,

skorupy jaj, globulki mleka, krysztaty laktozy, fragmenty owadéw paszowych.

4.1. Wykrywanie elementow pochodzenia zwierzecego w osadzie probki

W zalezno$ci od pochodzenia maczki migsno-kostnej wystepuja roéznice w ilosci,
wygladzie i1 kolorze uzyskanego osadu. Proporcja kosci w produktach zwierzecych moze
znacznie si¢ rozni¢. Zawarto$¢ kosci w przypadku maczek kostnych wynosi od 50% do 60%,
a w przypadku maczek migsnych od 20% do 30%. Natomiast w maczkach rybnych
zawartoS$ci o$ci 1 tusek zmieniaja si¢ w zaleznosci od kategorii 1 pochodzenia maczki rybne;,
wynoszg zwykle od 10% do 20% (Dyrektywa Rady 98/88/EC z dnia 13 listopada 1998 r.).

Elementy kostne ssakéw sa biate, kremowe lub szare. Ponadto majg ksztatt mniej lub
bardziej kulisty oraz zaokraglone krawedzie (Fot. 16, 20, 22). Natomiast kosci drobiowe sg
zazwyczaj ciemniejsze, maja wydtuzony ksztalt i ostre krawedzie (Fot. 17, 21, 22). Kosci
zwierzat ladowych sa nieprzezroczyste (matowe), natomiast osci sg bardziej przejrzyste
(Fot. 18, 19, 23, 24).
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braz mikroskopowy osadu maczki drobiowej (10x).

i
Fot. 17. O
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Fot. 18. Obraz mikroskopowy osadu maczki rybnej zawierajacy fragmenty osci, kregow,
tusek, skrzel, mikroskop stereoskopowy, powiekszenie 10x.

Fot. 19. Obraz mikroskopowy osadu maczki rybnej zawierajacy fragmenty osci, kregow,
tusek, skrzel, mikroskop stereoskopowy, powigkszenie 10x.
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Fot. 20. Obraz mikroskopowy kosci wolowych, powigkszenie 25x.

Fot. 21. Obraz mikrskopowy kosci drobiowych, powiekszenie 25x.
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Fot. 22. Obraz mikroskopowy kosci: (A) ssakéw — charakterystyczne zaokraglone krawedzie
oraz (B) drobiu — drobne fragmenty o wydtuzonym ksztalcie i ostrych krawedziach.

Fot. 23. Pojedynczy krag szkieletu ryby, powigkszenie 25x.
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Fot. 24. Fragmenty o$ci 1 w cze$ci centralnej fragment tuski, powigkszenie 40x.

Elementy kostne rozrézniane sg przy uzyciu mikroskopu biologicznego na podstawie
obecnosci charakterystycznych jamek kostnych (tac. lacunae). W nich znajduja si¢ osteocyty
(osteocytus), czyli dojrzate komorki kostne powstajace z osteoblastow w wyniku ich
mineralizacji. Wokot jamek kostnych przy powigkszeniach (powyzej 100x) mozna dostrzec
promieniscie odchodzace kanaliki kostne (caniculi) zawierajace wypustki cytoplazmatyczne
osteocytow (Ryc. 1). System Haversa, osteon (osteonum), czyli podstawowa jednostka
strukturalna i funkcjonalna tkanki kostnej zbitej zbudowana jest z 6-15 cylindrycznych

blaszek kostnych koncentrycznie utozonych wokoét kanatu centralnego (Haversa).

36



blaszki kosthe

]
&
:

LT

o i Y PN

kanat Haversa

Ryc. 1. Schemat sytemu Haversa (Stownik biologiczny)
Elementy kostne pochodzace od ssakoéw posiadajg jamki kostne o ksztalcie eliptycznym

do prawie okraglego z mato widocznymi kanalikami kostnymi (Fot. 25-52).

Fot. 25. Obraz mikroskopowy ko$ci wotowej z widocznymi jamkami kostnymi (200x).
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Fot. 26. Fragment kosci wotowe] widocznymi jamkami kostnymi 1 promieniscie
odchodzacymi kanalikami kostnymi (100x).

Fot. 27. Fragment kosci wotowej z widocznymi jamkami kostnymi i promieniscie
odchodzacymi kanalikami kostnymi (100x).
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Fot. 28. Fragment kosci wolowej w osadzie mieszanki paszowej (100x).

Fot. 29. Fragment ko$ci wotowej w 0sadzie mieszanki paszowej (200x).
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Fot. 31. Obraz mikroskopowy ko$ci wotowej (200x).
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Fot. 33. Obraz mikroskopowy ko$ci wotowej (200x).
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Fot. 34. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci wotowej (1000x).

Fot. 35. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci wotowej (1000x).
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Fot. 36. Obraz mikroskopowy kosci owczej (200x).

Fot. 37. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci owcy z widocznymi jamkami kostnymi
(100x).
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Fot. 38. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci owcy z widocznymi jamkami kostnymi
(200x).

Fot. 39. Obraz mikroskopowy kosci owcy (200x).
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Fot. 40. Obraz mikroskopowy kosci dtugiej kozy (200x).

Fot. 41. Obraz mikroskopowy kosci dtugiej kozy (200x).
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Fot. 42. Obraz mikroskopowy kosci dtugiej kozy (200x).

Fot. 43. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci wieprzowej (100x).

46



Fot. 45. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci wieprzowej (400X).

47



Fot. 46. Oraz mikroskopowy fragmentu kosci wieprzowej (400x).

Fot. 47. Obraz mikroskopowy fragmentoéw kostnych konia (100x).
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Fot. 48. Obraz mikroskopowy fragmentow kostnych konia (100x).

Fot. 49. Obraz mikroskopowy kosci konia (200x).
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Fot. 50. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci bobra (200x).

Fot. 51. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci bobra (200x).
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Fot. 52. Obraz mikroskopowy fragmentu ko$ci bobra (200x).

W przypadku elementéw kostnych drobiowych typowe jamki kostne sg bardziej
okragle, mniejsze i ggéciej ulozone w porownaniu z kosémi ssakow (Fot. 53-62). Natomiast
kanaliki kostne sg niewidoczne.

Kosci ptakow sg kos¢mi pneumatycznymi, w ktdrych charakterystyczna jest obecno$¢
poduszek powietrznych widocznych w postaci pod mikroskopem po zatopieniu w oleju
parafinowym czarnych otworow, duzo wigkszych niz jamki kostne (Fot. 54, 57, 58).

Niejednokrotnie nie jest mozliwe odroznienie kosci drobiowych od kosci ssakow. Kosci
mtodych ssakow zazwyczaj maja drobniejsze i liczniejsze jamki kostne, a kanaliki kostne sa
bardzo stabo widoczne lub niewidoczne. Ponadto Dodatkowo nie zawsze jest mozliwe
odréznienie rodzaju ssaka, z ktorego pochodza elementy kostne. Z tego wzgledu w
formutowaniu wynikow badan ograniczono si¢ wylacznie do okre§lenia przynaleznosci

fragmentow kostnych do zwierzat ladowych lub do ryb.
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Fot. 53. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci drobiowej (100x).

Fot. 54. Fragment kosci drobiowej (200x).
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Fot. 55. Fragment ko$ci z widocznym kanatem Haversa (100x).

Fot. 56. Obraz mikroskopowy kos$ci drobiowej (200x).
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Fot. 57. Poduszki powietrzne w kosciach drobiowych widoczne jako liczne, waskie, podtuzne
rurki (50x).

Fot. 58. Obraz mikroskopowy kosci drobioej (100x).
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Fot. 59. Obraz mikroskopow kos$ci drobiowej w osadzie mieszanki paszowej (200x).

Fot. 60. Obraz mikroskopowy kosci w osadzie mieszanki paszowej (100x).
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Fot. 61. Obraz mikroskopowy ko$ci w osadzie mieszanki paszowej (100x).

Fot. 62. Obraz mikroskopowy ko$ci w osadzie mieszanki paszowej (100x).
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Jamki kostne w osciach maja ksztatt wydluzony, wrzecionowaty z zazwyczaj bardzo
dobrze widocznymi kanalikami kostnymi (Fot. 63-70). W przypadku niektorych gatunkoéw
ryb, np. $ledzia, jamki kostne majg ksztalt liniowy bez widocznych kanalikow. Z kolei w
przypadku duzych ryb, np. tolpyga, jamki kostne majg ksztalt bardziej zaokraglony ale

kanaliki kostne sg bardziej widoczne 1 licznie rozgatezione niz w przypadku kos$ci ssakow.
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Fot. 63. Obraz mikroskopowy osci ryb (100x).
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Fot. 65. Widoczny wydhuzony ksztatt jamek kostnych os$ci tososia (200x).
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Fot. 66. Widoczny wydtuzony ksztatt jamek kostnych z licznymi, rozgatezionymi kanalikami
kostnymi os$ci (200x).

Fot. 67. Obraz mikroskopowy wydtuzonych jamek kostnych osci tososia (200x).
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Fot. 68. Obraz mikroskopowy jamek kostnych osci (200x).

Fot. 69. Obraz mikroskopowy jamek kostnych w o$ci ryby (400x).
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Fot. 70. Obraz mikroskopowy jamek kostnych w osci ryby (1000x).

Luski rybie sa rozpoznawane w obrazie mikroskopowym jako réznej wielkosci plytki,
koloru kremowego, mlecznego z widocznymi roéwnolegle biegnacymi liniami na calej

powierzchni (Fot. 71-76).
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Fot. 71. Obraz mikroskopowy osadu maczki rybnej (100x).

Fot. 72. Obraz mikroskopowy tusek (100x).
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Fot. 73. Obraz mikroskopowy tusek (100x).

Fot. 74. Obraz mikroskopowy tuski (100x).
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Fot. 76. Obraz mikroskopowy fragmentu tuski (200x).
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Charakterystycznym elementem dla maczki rybnej sg takze fragmenty skrzeli ryb, ktore

mozemy stwierdzi¢ podczas obserwacji osadu z olejem parafinowym/glicerolem (Fot. 77-79).

Fot. 77. Obraz mikroskopowy skrzela (100x).
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Fot. 78. Obraz mii{roskopowy skrzela (200x).

->

Fot. 79. Obraz mikrcr)-é'ko‘powy skrzela‘(ZOOx).
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Obraz mikroskopowy chrzastek charakteryzuje si¢ wystepowaniem okraglych komorek
(chondrocytow), ktore ulozone sg w zespoty po dwie lub trzy komorki otoczone torebka
wlokien kolagenowych (chondronem) w istocie migdzykomorkowej. Ze wzgledu na fakt, ze
odzywianie chrzastek w zywym organizmie odbywa si¢ przez dyfuzje, nie posiadajg one
systemu kanalikow. Odroznienie chrzastki pochodzacych z ssakow od drobiu jest bardzo
utrudnione. Natomiast chrzastki ryb sg bardziej odmienne pod wzgledem ksztattu i wygladu
chondrocytéw (Fot. 80-82).

Fot. 80. Zdjecie materiatu chrzestnego rybnego. Charakterystyczny wyglad chondrocytow,
powickszenie 100x.
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Fot. 81. Zdje;cié materiatu chrzc;sego drobiowego. Widoczne skupiska kulistych jamek.
Mikroskop biologiczny, powigkszenie 200x.

Fot. 82. Obraz mikroskopowy fragmentu chrzastki (100x).
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Celem usprawnienia wykrywania sktadnikow kostnych mozna stosowac¢ odczynnik
barwigcy — czerwien alizarynowg. Wysuszony osad nalezy przenie$¢ do szklanej probowki,
nastepnie pluka¢ dwukrotnie etanolem. W kolejnym etapie nalezy wybieli¢ przy uzyciu
podchlorynu sodu. Po dwukrotnym plukaniu woda nalezy doda¢ 2-10 kropli roztworu
czerwieni alizarynowej. Po ok. 30 s nalezy wyptuka¢ zabarwiony osad etanolem, acetonem.
Nastepnie wybarwiony osad nalezy pozostawi¢ do wysuszenia. Skladniki kostne nalezy
réwniez bada¢ przy uzyciu odczynnika osadzajgcego (olej parafinowy, glicerol) i mikroskopu
biologicznego. Zastosowanie powigkszen w zakresie od 100 do 400x, pozwala na bardziej
precyzyjne rozpoznawanie sktadnikow mineralnych, poniewaz niektoére z nich réwniez
wybarwiajg si¢ na kolor rézowy i przy powigkszeniach w zakresie od 40 do 100x maja
strukture zblizong do sktadnikéw kostnych. Do badania wykorzystywany jest odczynnik
osadzajacy (olej parafinowy). Wybarwione sktadniki kostne sg identyfikowane na podstawie
obecnosci jamek kostnych wypetlionych powietrzem i widocznych w postaci otworéw o
srednicy 1-5 um. W przypadku wybarwionych fragmentow kostnych nalezy zwrdci¢ uwage
na szybsze wypetnianie si¢ jamek kostnych olejem parafinowym, przez co identyfikacja jest
znacznie utrudniona. Ponadto w przypadku maczek rybnych stosowanie tego odczynnika jest
mniej przydatne, gdyz caty osad wybarwia si¢ na kolor czerwono-rézowy.

Na Fot. 83-89 widoczne sg sktadniki kostne wybarwione na kolor czerwono-rézowy.
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Fot. 83. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci wybarwionego czerwienig alizarynowa,
powiekszenie 200x.

Fot. 84. Obraz mikroskopowy osadu maczki rybnej wybarwionego czerwienig alizarynowa
(100x).
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Fot. 85. Podczas barwienia nie wszystkie kosci wybarwiaja si¢ czerwienig alizarynowg
(100x).

Fot. 86. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci wybarwionego czerwienig alizarynowg
(100x).
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Fot. 87. Obraz mikroskopowy fragmentu kosci drobiowej wybarwionego czerwienia
alizarynowa (200x).

Fot. 88. Obraz mikroskopowy fragmentu tuski wybarwionej czerwienig alizarynowa (100x).
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4. 2. Identyfikacja skladnikéw pochodzenia zwierzecego we flotacie.

Badanie flotatu wykonywane jest przy uzyciu mikroskopu stereoskopowego i
biologicznego. W celu wykrycia sktadnikow pochodzenia zwierzgcego zawierajacych mozna
stosowa¢ odczynnik cystynowy, roztwor jodu w jodku potasu oraz mieszaning
tetrametylbenzydyny z 3% nadtlenkiem wodoru (4:1).

Po ostroznym podgrzaniu niewielkiej ilosci probki pobranej z flotatu na ptytke Petriego
z odczynnikiem cystynowym elementy zawierajace cystyne (wlosy, piora) wybarwiaja si¢ na
kolor bragzowo-czarny (Fot. 89). Wilosy sa widoczne w postaci czarnych, rdznej $rednicy

walcow o potyskujacej powierzchni (Fot. 90-93).

Fot. 89. Ogrzewanie flotatu probek z odczynnikiem cystynow. Widoczna réznica
zabarwienia przed i po podgrzaniu.

Fragmenty pior zabarwione odczynnikiem cystynowym maja kolor od jasno do ciemno
bragzowego, z charakterystycznym prazkowaniem (dobrze widocznym w przypadku
promykow i promieni). Na Fot. 94-100 przedstawiono najbardziej typowe obrazy fragmentow

pior.
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Fot. 91. Obraz mikroskopowy fragmentu wlosa wybarwionego na kolor czarny odczynnikiem
cystynowym (50x).
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Fot. 92. Fragment wlosa wybarwiony na kolor czarny odczynnikiem cystynowym (50x).

"3

K
@ - 1 b
Fot. 93. Obraz mlkroskopowy “wiosa wybarW|onego odczynnlklem cystynowym
powiekszenie 25x.
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Fot. 94. Obraz mikroskopowy fragmentu pidra wybarwionego odczynnikiem cystynowym
(30x).

Fot. 95. Wybarwiony odczynnikiem cystynowym fragment piora z widocznymi promykami,
powiekszenie 40x.

76



Fot. 96. Wybarwiony fragment piora widoczny pod mikroskopem stereoskopowym,
powickszenie 40x.

: Lo ; - «
Fot. 97. Fragment piora w badanej probce paszy. Mikroskop stereoskopowy, powigkszenie
40x.
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Fot. 98. Fragment piora w badanej probce paszy. Mikroskop stereoskopowy, powigkszenie
25X.

Fot. 99. Fragment pidora w badanej probce paszy. Mikroskop stereoskopowy, powickszenie
25X.
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Fot. 100. Fragment piéra w badanej probce paszy. Mikroskop stereoskopowy, powigkszenie
25X.

Tkanka migsniowa (gladka i poprzecznie prazkowana) stanowi zazwyczaj dominujacy
surowiec w produkcji maczek migsno-kostnych. W' trakcie procesu przetwarzania typowa
struktura ulega dezintegracji. Tkanka mig$niowa jest widoczna w postaci krotszych lub
dhuzszych fragmentow pojedynczych wiokien migsniowych (Fot. 101-103, 106). Prazki w
migsniach poprzecznie pragzkowanych sa dobrze widoczne przy powickszeniach nawet juz
200x (Fot. 104, 105, 107). Wtokna migsniowe gladkie rowniez sg mozliwe do rozpoznania
(Fot. 108).

Wyglad wiokien migéniowych jest mato charakterystyczny gatunkowo i dlatego nie jest

mozliwe rozpoznanie, czy pochodzg one od ryb czy od zwierzat ladowych.
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Fot. 101. W16kna migsniowe wybarwione 3% rozworem _]odyny (50X. |
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Fot. 102. Wl6kna migsniowe wybarwione 3% roztworem jodyny (100x).
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Fot. 103. Fragmenty wtokien migsniowych. Mikroskop blologlczny, powu;kszeme 100x

Fot. 104. Fragment mig$nia poprzecznie prazkowanego ryby przy powigkszeniu 400x.
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Fot. 105. Fragment migs$nia ryby przy powigkszeniu lOOOx. obze wozne poprzeczne
prazkowanie.

Fot. 106. Fragment mig¢$nia ryby bez barwienia przy powiekszeniu 100x.
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Fot. 107. Fragment mig$nia ryby bez barwienia przy powigkszeniu 400x. Dobrze widoczne
poprzeczne prazkowanie.

Fot. 108. Fragment mig$nia wotowego bez barwienia przy powigkszeniu 400x.
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4.3. WyKkrywanie maczek z krwi i produktow z krwi.

Jednym z najczg$ciej stosowanym w zywieniu zwierzat hodowlanych materialow
pochodzenia zwierzgcego jest maczka z krwi i produkty z krwi. Proces produkcji maczki z
krwi obejmuje nastepujace etapy:

- suszenie krwi w temperaturze 100-170°C,
e suszenie wstgpne metoda rozpylowa lub bebnowa (walcowa),
¢ suszenie koncowe (wyjatawianie i koagulacja)

- studzenie do temperatury 20°C

- mielenie.

Elementy krwi sa malto charakterystyczne, nie mozliwe do identyfikacji w badaniu
probek mieszanek paszowych zawierajacych swym sktadzie dodatki mineralne,
aminokwasowe (Fot. 109, 110).

Fot. 109. Obraz mikroskopowy suszonych krwinek wieprzowych (200x).
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Fot. 110. Obraz mikroskopowy krwinki wieprzowej (400x).

W celu wykrycia dodatku produktow z krwi do mieszanki paszowej mozliwe jest
zastosowanie mieszaniny tetrametylbenzydyny z 3% nadtlenkiem wodoru (4:1). Peroksydaza
zawarta w nadtlenku wodoru reaguje z hemem w wyniku czego powstaje sino — zielona
zabarwienie mieszaniny, natomiast reakcja katalazy z krwig widoczna jest w formie bgbelkow
powietrza (Fot. 111). W procesie walidacji okreslono granice wykrywalnoSci tego rodzaju
materiatu na poziomie 2%.

W przypadku maczki z krwi suszonej metoda bebnowa w badaniu mikroskopowym

osadu widoczne sg elementy kostne (Fot. 112).
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Fot. 111. Widoczne pecherzyki powietrza powstajace w wyniku reakcji katalazy z krwia
(100x).

Fot. 112. Fragment kos$ci w osadzie probki maczki z krwi (100x).
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4.4. Wykrywanie elementéw pochodzacych z owadow

Obecnos¢ fragmentow charakterystycznych dla owadow stwierdzano w drugim flotacie
otrzymanym w wyniku przeprowadzenia podwdjnej sedymentacji z zastosowaniem
mieszaniny eteru naftowego i tetrachloroetylenu.

4.4.1. Czarna mucha (Hermetia illucens)

Charakterystyczne eclementy egzoszkieletu czarnej muchy maja kolor od szaro-
kremowego do ciemnobragzowego. Fragmenty egzoszkieletu widoczne sa w postaci tusek o
powierzchni przypominajacej strukture komorkowa, cztero- lub pigcio$cienna struktura z
jasniejszym $rodkiem. Grube $cianki nadaja komorkom wyglad plastra miodu (Fot. 113-115).
Ponadto na fragmentach egzoszkieletu widoczne sa szczecinki (Fot. 116-119). Przewaznie

dlugie, waskie, koloru z6tto-brazowego.

Fot. 113. Fragment egzoszkieletu much czarnej o charakterystycznym wygladzie
przypominajacym plaster miodu (100x).
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Fot. 114. Fragment egzoszkieletu much czarnej o charakterystycznym wygladzie
przypominajacym plaster miodu (200x).
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Fot. 115. Fragment egzoszkieletu much czarnej o charakterystycznym wygladzie
przypominajacym plaster miodu (100x).
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Fot. 116. Fragment egzoszkieletu much czarnej z widocznymi szczecinkami (100x).
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Fot. 117. Fragment egzoszkieletu much czarnej z widocznymi szczecinkami (100x).
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Fot. 118. Fragment egzoszkieletu much czarnej z widocznymi szczecinkami (200x).
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Fot. 119. Fragmn ezszkieletu much czarnej z widocznymi szczecinkami (400x).
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4.4.2. Macznik mlynarek (Tenebrio molitor)
Fragmenty charakterystyczne dla macznika miynarka majg kolor od szarego do
bursztynowego (Fot. 120-122). Struktury posiadajg jedynie pojedyncze kropki w kolorze

ciemnobragzowym, z ktorych niekiedy wystaje pojedyncza szczecinka (Fot. 121).
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Fot. 120. Obraz mikroskopowy maczki z owadow macznik miynarek (Tenebrio molitor)

larwy (100x).
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Fot. 121. Obraz mikroskopowy fragmentu egzoszkieletu larwy macznika mtynarka (Tenebrio
molitor) z widocznymi pojedynczymi kropkami (100x).
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Fot. 122. Obraz mikroskopowy fragmentu egzoszkieletu larwy macznika mtynarka (Tenebrio
molitor) z widocznymi pojedynczymi kropkami (100x).
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4.4.3. Plesniakowiec ISniacy (Alphitobius diaperinus)
Charakterystyczne fragmenty egzoszkieletu mozna zaobserwowaé w postaci tusek,
koloru od jasno- do ciemnozoéttego (Fot. 123-130). Na powierzchni widoczne sg niekiedy

pojedyncze czarne kropki. Nie stwierdzono obecnosci szczecinek.
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Fot. 123. Obraz mikroskopowy plesniakowca I$nigcego (100x).
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Fot. 125. Obraz mikroskopowy plesniakowca 1$nigcego (100x).
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Fot. 127. Obraz mikroskopowy pl
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es$niakowca l$nigcego (100x).
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Fot. 128. Obraz mikroskopowy plesniakowca I$nigcego (200x).
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Fot. 129. Obraz mikroskopowy ple$niakowca I$nigcego (200x).
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Fot. 130. Obraz mikroskopowy pleéniakowca 1$nigcego (100x).

4.4.4. Swierszcze: §wierszez domowy (Acheta domesticus), §wierszez bananowy (Gryllus

sigillatus), Swierszcz kubanski (Gryllus assimilis)

Elementy typowe dla egzoszkieletu $wierszczy wystepuja w formie tusek o kolorze od
jasno- do ciemnobragzowego (Fot. 131-136, 144, 145, 148). Na powierzchni widoczne sa
liczne kropki, z ktorych bardzo czesto wystajg roznej grubosci i dtugosci szczecinki (Fot. 132-
134, 136, 139-141, 143). Szczecinki sg bardzo rzadko spotykane w przypadku §wierszcza
kubanskiego, natomiast bardziej widoczne sg ciemnobragzowe kropki na powierzchni
fragmentoéw egzoszkieletu (Fot. 144-147). Niekiedy mozna spotka¢ segmentowane struktury z
licznymi szczecinkami (Fot. 137, 138, 142), lub calkowicie ich pozbawione ($wierszcz
kubanskai).
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Fot. 132. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu swierszcza domowego (200x).
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Fot. 133. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu §wierszcza domowego (400x).

Fot. 134. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu swierszcza domowego (200x).

99



Fot. 135. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu Swierszcza domowego (100x).

Fot. 136. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu §wierszcza bananowego (100x).
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Fot. 137. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu $wierszcza bananowego (100x).

Fot. 138. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu §wierszcza bananowego (100x).

101



/

—

% B

9 .. = &%

Fot. 139. Obraz mikro‘skopowy egzoszkieletu §wierszcza bananowego.(IOOX).
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Fot. 140. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu $wierszcza bananowego (200X).
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Fot. 142. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu §wierszcza bananowego (100x).
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Fot. 143. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu §wierszcza bananowego (100x).

.
Fot. 144. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu §wierszcza kubanskiego, brak widocznych

szczecinek (100x).
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Fot. 145. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu §wierszcza kubanskiego z widocznymi kilkoma
szczecinkami (100x).
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Fot. 146. Obraz mikroskopowy egzoszkieletu $wierszcza kubanskiego, brak widocznych
szczecinek (100x).
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Fot. 147. Obraz mikroskopowy egzoszkleletu $wierszcza kubanskiego z widoczng pojedyncza
szczecinka (100x).

Fot. 148. Obraz mikroskopowy fragmentu odndza §wierszcza kubanskiego (200x).
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4.4.5 Inne typowe elementy z owadow

W obrazie mikroskopowym materialu pochodzacego z owadoéw bardzo
charakterystyczny jest widok fragmentéw uktadu oddechowego. W przypadku owadow jest
on zbudowany z tchawek, czyli systemu chitynowych rurek oddechowych odgateziajacych sie
po calym ciele. Najciensze tchawki, tzw. tracheole docieraja do kazdej komorki ciala.
Tchawki mozna zaobserwowa¢ we fragmentach egzoszkieletu, widknach mig$niowych w
postaci poprzecznie pragzkowanych rurek (Fot. 152, 153).

Ponadto specyficzny jest wyglad widkien migsniowych owaddw. Zazwyczaj sg czesto
spotykane w preparatach mikroskopowych w postaci prostokatnych, niemal przezroczystych
struktur (Fot. 151, 155). Najczgséciej widoczne sg w skupiskach. Typowy jest zygzakowaty
uktad sarkomeréw i obecnos$¢ tracheoli (Fot. 149, 150, 154, 156).

Fot. 149. Obraz mikroskopowy fragmentu tracheoli widocznej w widknie migsniowym owada
(100x).
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Fot. 150. Obraz mikroskopowy wtokna migsniowego z widoczng tracheolg plesniakowca
1$nigcego (100x).

Fot. 151. Obraz mikroskopowy wtdkna mi@niowego larwy macznika mtynarka (200x).
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Fot. 152. Obraz mikroskopowy tracheoli larwy macznika mtynarka (200x).

Fot. 153. Obraz mikroskopowy tracheoli larwy macznika miynarka (400x).
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Fot. 154. Obraz mikroskopowy zygzakowatego prazkowania widocznego we wioknie
mig¢sniowym muchy czarnej (100x).
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Fot. 155. Obraz mikroskopowy zygzakowatego ﬁqukowania widocznego we witoknie
mig$niowym muchy czarnej (100x).
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Fot. 156. Obraz mikroskopowyfragmentu tracheoli oraz widkna migsniowego muchy czarnej
(100x).
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4.5. Elementy roslinne, mineralne oraz struktur pominajace skladniki zwierzece

Fot. 157. Obraz milifoskopowy mineratu pod mikroskopem biologiqznym. (200x).
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Fot. 159. Obraz mikroskopowy fragmentu owsa przypominajacego sktadniki kostne (100x).
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Fot. 160. Obraz mikroskopoWy fragmentu roslinnego przypominajacego sktadniki kostne
(100x).
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Fot. 161. Obraz mikroskopowy fragmentu roslinnego przypominajacego sktadniki kostne
(100x).

Fot. 162. Obraz mikroskopowy fragmentu roslinnego przypominajacego sktadniki kostne
(100x).
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Fot. 163. Obraz mikroskopowy mineratu pod mikroskopem biologicznym (100x).

Fot. 164. Obraz mikroskopowy mineratu pod mikroskopem biologicznym (100x).
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Fot. 165. Obraz mikroskopowy fragmentu roslinnego przypominajacego sktadniki kostne
(100x).
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Fot. 166. Obraz mikroskopowy fragmentu ro$linnego rzypominajqcego sktadniki kostne
(100x).
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Fot. 167. Obraz mikroskopowy mineratu pod mikroskopem biologicznym (100x).

Fot. 168. Obraz mikroskopowy fragmentu roslinnego przypominajacego sktadniki kostne
(100x).
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Fot. 169. Obraz mikroskopowy elementow mineralnych (100x).
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