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Zatacznik nr 6 - METODYKI BADAWCZE

Cel i kontekst przetargu

Zamawiajgcy poszukuje wyspecjalizowanego laboratorium, ktére bedzie w sposéb kompleksowy
i powtarzalny analizowaé¢ multiteksturalne wielowarstwowe batony wysokoproteinowe. Niniejszy
dokument stanowi opis metodyk badawczych, ktére musza zosta¢ ujete w ofercie. Opisy zostaty
przygotowane w formie narracyjnej, aby jednoznacznie przedstawié cel, zasade dziatania, kluczowe
parametry i oczekiwane rezultaty kazdej z technik.

Opisy:

1. Metody fizyko-chemiczne i sensoryczne
1.1 Analizy sensoryczne i wizualne

Panel sensoryczny

W ramach panelu co najmniej dziesieciu przeszkolonych degustatoréw, certyfikowanych zgodnie
z1SO 8586, ocenia produkt w warunkach sali degustacyjnej o kontrolowanym oswietleniu
i temperaturze. Kazda prdobka zostaje zrandomizowana i zaszyfrowana, dzieki czemu panelisci nie znajg
jej pochodzenia. Degustatorzy przyznajg punkty w skali od 0 do 10 dla pieciu atrybutéw: smak, zapach,
konsystencja, wyglad i ogdlne wrazenie. Wyniki zapisywane sg bezposrednio co pozwala od razu
obliczy¢ srednig, odchylenie standardowe oraz przeprowadzi¢ analize statystyczng p. (ANOVA),
wykazujacg istotne rdznice miedzy prébkami.

Badanie koloru

Postrzegang barwe sprawdza sie dwojako. W pierwszym etapie analityk poréwnuje produkt ze
wzorcami RAL lub NCS w kabinie $wietlnej o $wiatle dziennym D65, co pozwala uchwyci¢ odchylenia
widoczne ,,gotym okiem”. Nastepnie kolorymetr lub minispektrofotometr mierzy wartosci w przestrzeni
CIELAB (L*, a*, b*), zapewniajgc wynik obiektywny i liczbowy — z doktadnoscia do +0,1 jednostki.

1.2 Analizy fizykochemiczne
Réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

DSC mierzy przeptyw ciepta do prébki czekolady podczas programowanego ogrzewania i chtodzenia.
Pojawiajgce sie piki topnienia i krystalizacji odzwierciedlajg polimorficzne przejscia ttuszczu kakaowego.
Parametry takie jak temperatura topnienia (Tm) czy ciepto topnienia (AH) informujg, czy proces
temperowania czekolady byt prawidtowy i czy produkt zachowa potysk w trakcie magazynowania.

Aktywnosc wody (aw)

Przy uzyciu higrometru dew-pointowego mierzona jest rownowagowa wilgotnos¢ wzgledna atmosfery
nad prébka w 25 °C. Wynik aw opisuje ilos¢ wody dostepnej dla rozwoju mikroorganizmdéw. Im nizsze
aw, tym dtuzszy okres trwatosci; dla batondéw wysokobiatkowych dgzymy zwykle do <0,6.
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Wilgotnos¢ catkowita

Prébka trafia do pieca, suszarki lub wagosuszarki halogenowej, gdzie jest ogrzewana do statej masy.
Ubytek masy, wyrazony procentowo, stanowi oficjalny wskaznik wilgotnosci zgodny z 1ISO 712 (produkty
zbozowe) lub 1SO 1442 (produkty miesne). Dane te sg niezbedne do obliczenia wartosci odzywczej
i kontroli procesu wypieku/suszenia.

Zawartos¢ biatka i wskaznik PDI

Szybki analizator Sprint wykorzystuje specyficzng reakcje barwng z grupami aminowymi. Wynik pojawia
sie w ciggu pieciu minut i obejmuje nie tylko ilo$¢, lecz — poprzez obliczenie wskaznika PDI — takze
stopien rozpuszczalno$ci biatka, ktéry przektada sie na jego funkcjonalnosé w recepturze.

Zawartos¢ ttuszczu (NMR)

Metoda rezonansu magnetycznego jadrowego mierzy sygnat protondw w faricuchach lipidowych,
dzieki czemu w kilkadziesigt sekund uzyskujemy zawartosc ttuszczu bez uzycia rozpuszczalnikdw. Jest to
technika przyjazna srodowisku i idealna do kontroli jakosci w linii produkcyjnej.

Zawartos¢ btonnika i weglowodanéw

Sekwencja enzymatyczna usuwa skrobie i biatko, a masa pozostatego osadu (po etapie filtracji
i suszenia) odpowiada catkowitej zawartosci btonnika. Metoda AOAC 991.43 pozwala jednoczesnie
rozdzieli¢ frakcje rozpuszczalne i nierozpuszczalne. Ta metoda i inne wskazane wczesniej sg niezbedne
do oznaczenia weglowodandéw metoda réznicowa wg nastepujgcego wzoru:
CHO=100-(%wody+%biatka+%ttuszczu+%popiotu+%btonnika pokarmowego)

Stabilnos$¢ emulsji (Lumisizer)

Analizator przyspiesza proces sedymentacji poprzez wirowanie probéwek iskanowanie ich
w podczerwieni co kilkadziesigt sekund. Oprogramowanie oblicza czas rozdziatu faz, szybkosc
kremowania i stabilnos¢ w funkcji temperatury, pozwalajgc przewidzieé¢ okres trwatosci mlecznych mas
proteinowych.

Mykotoksyny (ELISA)

Screening wykonuje sie testami immunoenzymatycznymi o czutosci na poziomie ponizej 2 ug/kg.

Alergeny (gluten, orzechy, biatka mleka)

Szybkie testy immunochromatograficzne (lateral flow) umozliwiajg wstepny rezultat w ciggu 10 minut,
natomiast ostateczna, iloSciowa analiza ELISA podaje stezenie biatek alergennych z doktadnoscia
do ppm. Dzieki temu producent moze zwolni¢ partie zgodnie z wymaganiami prawa i etykietowania.
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2. Metody mikrobiologiczne
2.1 Klasyczne metody hodowlane
Ogdlna liczba drobnoustrojéw (TVC)

Rozcienczona prébka jest zaszczepiana na agarze Plate Count Agar, a po 72 godzinach inkubacji w 30 °C
liczone sg kolonie. Wynik, wyrazony jako jtk/g (CFU/g), stanowi podstawowy wskaznik higieny procesu
produkcyjnego.

Plesnie i drozdze
Uzycie podtoza z chlorkiem dichloranu benzenu (DRBC) hamuje wzrost bakterii, dzieki czemu po pieciu

dniach w 25 °C widoczne sg wytgcznie kolonie grzybow strzepkowych idrozdzy. Metoda ta jest
kluczowa dla wyrobdw o przedtuzonej trwatosci.

Bacillus cereus
Na podtozu MYP agar kolonie B.cereus tworzg rdézowe halo zprecypitatem lecitinazy. Test
potwierdzajacy i zliczenie zapewniajg, ze poziom patogenu nie przekracza progu bezpieczenstwa.

Bakterie redukujace siarczyny

Podtoze TSC inkubowane w warunkach beztlenowych pozwala na selektywny wzrost bakterii, ktére
redukujg siarczyny do siarkowodoru, tworzac czarne kolonie. Parametr ten jest szczegdlnie istotny
w produktach biatkowych pakowanych w modyfikowanej atmosferze.

2.2 Metody molekularne (PCR)
Salmonella spp.

Prébka jest wstepnie namnazana w bulionie BPW, aby podnies¢ liczbe komdrek Salmonelli, po czym
DNA izoluje sie i amplifikuje gen invA w czasie rzeczywistym. Dzieki temu obecnos¢ nawet pojedynczej
komorki w 25 g produktu zostanie wykryta w mniej niz 24 godziny.

Listeria monocytogenes

Dwustopniowe wzbogacanie w bulionach Fraser selekcjonuje Listerie, atest PCR na gen hlyA
potwierdza jej patogennosé. Metoda spetnia wymagania 1SO 11290-1 i zapewnia wysoki poziom
ochrony konsumenta.

Escherichia coli (w 1 g)

Prébke rozsiewa sie na agarze TBX, a btekitne kolonie oznaczajg podejrzane szczepy E. coli.
Dopetnieniem jest PCR weryfikujgcy obecnosé¢ genu uidA, co eliminuje wynik fatszywie dodatni
i dostarcza iloSciowy wynik w granicy 10 CFU/g.
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Element Wymagany opis
Cel: Kompleksowa ocena akceptacji konsumenckiej produktu. Personel: > 10
1.1.1 Panel wyszkolonych panelistow certyfikowanych zgodnie z ISO 8586; okresowa kalibracja.
o Parametry: smak, zapach, konsystencja, wyglad, ogdlne wrazenie (skala 0-10).
sensoryczny y p ystencja, wyglad, og ( )

Procedura: Randomizacja prébek, neutralizacja smaku). Wynik: srednia, odchylenie
standardowe, analiza ANOVA na istotnos¢ miedzy prébkami.

1.1.2 Badanie
koloru

Metoda A (wizualna): Poréwnanie produktu ze wzorcami RAL/NCS w kabinie
standaryzujgcej D65 (I1SO 3668). Metoda B (instrumentalna):
Kolorymetr/minispektrofotometr, raportowanie w przestrzeni CIELAB

(L*, a*, b*) £ 0,1 jednostki.

1.2 Analizy fizykochemiczne

=

Parametr Metoda / norma Wybrane wymagania
Raport: entalpia (J/g), pik
DSC — czekolada ||ISO 11357; temp. skanowania 1 °C/min |topnienia Tm, krystalizacja Tc,

polimorfia ttuszczu kakaowego.

Aktywnosc
wody (aw)

ISO 18787

Przyrzad: higrometr
z termostatem 25 + 0,2 °C;
zakres 0,050-1,000 aw.

Wilgotnos¢

ISO 712 (zboza) / 1SO 1442 (mieso)

Wagosuszarka halogenowa 105 °C
lub suszarka
konwekcyjna 103 £ 2 °C.

Biatko
(szybkie) & PDI

AOAC 984.13 / Sprint; PDI ISO 14244

Sprint: czas < 5 min; PDI —
rozproszenie 10 % zawiesiny,
spektrofotometr 540 nm.

Ttuszcz (NMR)

AOAC 985.23; Oracle NMR

Granica wykrywalnosci 0,1 %. Bez
rozpuszczalnikow.

Btonnik

AOAC 991.43 /1SO 5498

Enzymy: a-amylaza, proteaza,
amyloglukozydaza.

Stabilnos¢
emulsji

Lumisizer 6100

Przyspieszone
wirowanie 4000 rpm, 25 °C, profil
skanéw co 60 s.

*
*
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8 |[Mykotoksyny  |[ELISA, AOAC 2003.02 lub ISO 16050 LOD < 2 ppb.
] Wymagana
Al luten, ;
o |(Mereeny (Bluten, ||, - 1 4152 (gluten) / ELISA/RIDASCREEN|detekcja < 5 ppm (gluten),
orzechy, mleko) . ,
<1 ppm (biatka mleka/orzechéw).

2. Metody mikrobiologiczne

2.1 Podstawowe metody hodowlane

Parametr Norma Podtoze & inkubacja LoQ
Ogdlna liczba drobnoustrojo
gona ficz UStrolOWl 50 4833-1:2013 PCA,30°C+1,72h 10 jtk/g
(TVC)
Plesnie i drozdze SO 21527-1/2 DRBC/YPD, 25 °C, 5 dni 10 jtk/g
MYP agar, 37 °C, 24 h + test .
Bacillus cereus SO 7932:2004 a8 10 jtk/g
lecitinazy
. . . TSC agar, 37 °C,48 h .
Bakterie redukujgce siarczyny ||ISO 15213:2003 L 10 jtk/g
w anaerobiozie
ISO 16649-2 (hodowl
Escherichia coli (w 1 g) . . (hodowla) TBX 44 °C+0,5,24 h 10 jtk/g
z konfirmacjg PCR

2.2 Metody PCR (real-time)

Organizm Norma Etap przed-PCR LOD
Salmonella spp. ISO 6579-1:2017 BPW37°C+1,18h 1CFU/25g
Listeria monocytogenes |[ISO 11290-1:2017 Half-Fraser 24 h + Fraser 24 h||{1 CFU/25 g

* %
*

*



