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STRESZCZENIE

Celem pracy byta ocena jakosci zageszczonego soku jabtkowego pod wzgledem zawartosci patuliny oraz proé-
ba zbadania zmian zawartosci tej mikotoksyny w siedmiu gtéwnych etapach procesu produkcji w wybranym
zaktadzie przetwdérczym w srodkowym okresie kampanii. Przedmiotem analizy byty pobrane w zakfadzie
przetwdrczym proébki: surowca, pétproduktéw i produktu koncowego tj. zageszczonego soku jabtkowego.
Zawartosé patuliny oznaczono metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej. Otrzymane wyniki od-
niesiono do aktualnych regulacji prawnych w zakresie najwyzszych dopuszczalnych zawartosci mikotoksyny
w produktach spozywczych. Granice wykrywalnosci i oznaczalnosci metody dla produktéw statych wynosity
odpowiednio 3,2i9,7 ug/kg, zas dla produktow ptynnych 1,5i 4,6 ug/kg. Zawartos¢ patuliny w prébkach ptyn-
nych, w tym koncentratu nie przekroczyta 10 pg/kg. Najwyzszg zawarto$¢ patuliny stwierdzono w jabtkach
pobranych w jednym z termindéw w listopadzie ok. 49 pg/kg.




1. WPROWADZENIE

Jednym z podstawowych kierunkéw dziatalnosci
polskiego przemystu owocowo-warzywnego jest
produkcja zageszczonego soku jabtkowego. Warun-
ki klimatyczno-glebowe w Polsce sprzyjajg uprawie
jabtek, a soki z nich otrzymane cieszg sie na Swiecie
uznaniem ze wzgledu na odpowiednig smakowitosé
tzn. zawartos¢ cukrow i kwasow [1-3].

Mikotoksyny stanowig trujgce produkty przemiany
materii okreslonych rodzajéw plesni, wytwarzane
podczas ich wzrostu na substratach roslinnych,
przede wszystkim w sytuacji, gdy wystepuje wystar-
czajaco duzo wilgoci dla wzrostu grzybow. Wywotujg
one patologiczne zmiany u ludzi i zwierzat. Zwigzki
te sg wyjagtkowo odporne na wptyw srodowiska
naturalnego. Proste zabiegi fizyczne nie wywotujg
ich degradaciji.

Patulina obok aflatoksyny B, ochratoksyny A,
deoksyniwalenolu, zearalenonu, fumonizyny B,
i satratoksyny jest zaliczana do najbardziej znacza-
cych i najczesciej wystepujgcych mikotoksyn w skali
Swiatowej [4].

Gtownymi zrédtami patuliny w diecie cztowieka sg
produkty z jabtek. W sSwietle najnowszych przepiséw
Unii Europejskiej obowigzkowe jest badanie zanie-
czyszczenia zywnosci mikotoksynami. Patulina jest
jedng z mikotoksyn, dla ktérych wyznaczono dopusz-
czalne limity zawartos$ci w produktach spozywczych,
zgodnie z Rozporzadzeniem Komisji Europejskiej nr
1881/2006 [5].

Ustalone limity dotyczg w gtdwnej mierze soku jabt-
kowego otrzymanego po rozcieniczeniu koncentratu,
a takze szeregu innych produktow, takich jak: puree
jabtkowe czy kompot jabtkowy oraz zywnos¢ prze-
znaczona dla matych dzieci.

Celem pracy byta ocena jakosci koncentratéw soku
jabtkowego pod wzgledem zawartosci patuliny oraz
préba zbadania zmian zawartosci tej mikotoksyny
na poszczegoblnych etapach procesu produkcji. Ma-
teriatem do badan byty prébki pobrane w jednym
z wiodgcych zaktadéw wojewddztwa mazowieckiego
produkujgcych koncentrat jabtkowy. Zakres pracy
obejmowat ocene jakosSci prébek z siedmiu gtéwnych
etapdéw procesu produkcji. Prébki zostaty pobrane
w pazdzierniku i listopadzie 2008 r. Ponadto zbadano
dodatkowo prébki produktu korncowego —koncentra-
tu— pochodzace z czterech listopadowych terminéw
produkcji.

2. MATERIAL | METODY BADAN

Prébki do badan pobierano z siedmiu etapéw proce-
su produkcyjnego, uznanych za kluczowe dla jakosci
produktu koricowego. Materiat badawczy stanowi-
ty: jabtka tuz po roztadunku ze $rodka transportu
(przed myciem), jabtka po myciu, miazga gotowa do
ttoczenia, moszcz surowy, moszcz po pasteryzacji
i depektynizacji, ultrafiltrat i koncentrat.

Prébki zbiorcze zostaty pobrane zgodnie z Rozporza-
dzeniem Komisji (WE) nr 401/2006 r. [6] ustanawia-
jacym metody pobierania prébek i analizy do celéw
urzedowej kontroli poziomow mikotoksyn w sSrodkach
spozywczych (Dz. Urz. UE L 70 2 09.03.2006 r.).
Zgodnie z podpunktem H.1 Zatgcznika | do Rozporzg-
dzenia 401/2006, podczas kazdej wizyty w zaktadzie
pobierano po trzy probki pierwotne: moszczu suro-
wego, moszczu po pasteryzacji i depektynizacji, ultra-
filtratu i koncentratu sktadajace sie na objetos¢ 1 litra
probki zbiorczej. Stosownie do wymagan okreslonych
w podpunkcie 1.1 pobrano po 10 prébek pierwotnych:
jabtek przed myciem, jabtek po myciu oraz miazgi.
Masa prébek pierwotnych byta nie mniejsza niz 100 g.
Prébki pierwotne sktadaty sie na prébke zbiorczg,
ktdérej masa byta nie mniejsza niz 1 kilogram.

Jabtka mielono w mtynku laboratoryjnym Retsch
GRINDOMIX GM 200 przy 4500 obr/min przez 12 s.
Prébki ptynne i miazga przenoszone byty do plasti-
kowych pojemnikéw o pojemnosci 120 ml, mrozone
i przechowywane w temperaturze -18°C do czasu
przeprowadzenia analiz. Wszystkie oznaczenia wy-
konano w co najmniej trzech powtdrzeniach.

W celu umozliwienia poréwnania wynikéw dalszych
badan pomiedzy prébkami, rozcieficzano je woda
dejonizowang do statej wartosci ekstraktu 11,29Bx.
Stosownie do wymogdéw rozporzadzenia Komisji
Wspdlnoty Europejskiej 1881/2006 [5] oznaczono
gesto$é¢ badanych prébek ptynnych, aby wyrazié
koncowe wyniki zawartosci patuliny w pug/kg pro-
duktu.

2.1. Oznaczanie patuliny metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej

Podstawe metodyki oznaczania patuliny dla prébek
o konsystencji ptynnej w badanych pétproduktach
i produktach jabtkowych stanowita Polska Norma
PN-EN 14177:2005 , Artykuty zywnosciowe — ozna-
czanie patuliny w klarownym i w metnym soku jabt-
kowym oraz w przecierze jabtkowym —metoda HPLC
z oczyszczaniem za pomocg ekstrakcji ciecz-ciecz”[7].
Modyfikacja autorska obejmowata zastosowanie
obrébki enzymatycznej przed ekstrakcja. Dla prébek




o konsystencji statej a takze dla probek o konsystencji
ptynnej ale metnych zastosowano wtasne modyfika-
cje korzystajac z danych publikowanych przez Welke,
Hoeltz’a, Dottori i Noll’a [8].

2.2. Preparatyka wstepna probek ptynnych

Prébki koncentratu, ultrafiltratu, moszczu po depek-
tynizacji oraz moszczu surowego, po doprowadzeniu
do ekstraktu 11,29Bx, pobierano w ilosci 20 ml do
probéwek wiréwkowych. Nastepnie do probdéwek
dodawano po 150 pl roztworu enzymu pektynolitycz-
nego o aktywnosci 1400 U/g. Probéwki wiréwkowe
termostatowano w temperaturze 40°C przez 2 godzi-
ny. Po tym czasie probéwki wirowano przez 5 minut
przy 7500 obr/min (co odpowiadato ok. 4500 x g).
Do ekstrakcji patuliny pobierano 10 ml uzyskanego
supernatantu.

2.3. Preparatyka wstepna probek statych

Probki jabtek przed myciem, jabtek po myciu oraz
miazgi odwazano do probdéwek wirdwkowych w ilosci
10 g. Nastepnie dodawano po 150 ul roztworu en-
zymu oraz po 10 ml wody dejonizowanej. Zawartos¢
mieszano i termostatowano przez 2 godziny w tazni
wodnej w temperaturze 40°C. Po uptywie tego czasu
probéwki poddawano wirowaniu przez 5 minut przy
7500 obr/min w temperaturze 20°C. Podobnie jak
w przypadku prébek ptynnych do ekstrakcji patuliny
pobierano 10 ml uzyskanego supernatantu, co odpo-
wiadato 5 g produktu statego.

Ekstrakcje przygotowanych prébek i usuwanie sktad-
nikdw o charakterze kwasnym prowadzono zgodnie
znorma PN-EN 14177:2005 [7]. Etap usuwania sktad-
nikdw o charakterze kwasnym przeszkadzajacych
w oznaczaniu patuliny trwat nie dtuzej niz 3 min ze
wzgledu na niska stabilnos¢ mikotoksyny w srodo-
wisku zasadowym.

Ekstrakty zageszczano przy uzyciu wyparki préznio-
wej w temperaturze 40°C do objetosci okoto 1,5 ml.
Nastepnie zawartos¢ kolby przenoszono do kolby
szklanej. Catos¢ odparowywano do sucha w tazni
wodnej w temp. 40°C w strumieniu azotu. Pozosta-
tos¢ w kolbie rozpuszczano w 1ml mieszaniny woda:
acetonitryl (93:7, v/v), a nastepnie sgczono przez filtr
strzykawkowy (wielko$¢ poréow 0,45 um, srednica
filtra 4mm) do szklanych fiolek o pojemnosci 1,5 ml,
zaopatrzonych w dwuwarstwowe (silikon/politetra-
fluoroetylen) zatyczki.

2.4. Przygotowanie roztworow wzorcowych patuli-
ny w celu wykreslenia krzywej wzorcowej

Roztwory wzorcowe patuliny otrzymano poprzez
rozcienczenie roztworu podstawowego o stezeniu
0,5 pg/ml (Sigma Aldrich) mieszaning woda : acetonitryl
93:7 (v/v), uzyskujac roztwory robocze o stezeniach:
0,400, 0,250, 0,100, 0,050 oraz 0,025 pg/ml. Dodatko-
WO przygotowano roztwor o stezeniu 0,010 pg/ml.
Oznaczanie ilo$ciowe patuliny przeprowadzono przy
uzyciu chromatografu cieczowego firmy Shimadzu
z detektorem z matrycg diodowa. Rozdzielenie pro-
wadzono na kolumnie GraceSmart RP 18,5um, 4.6 x
250 mm w ukfadzie faz odwrdconych, stosujac elucje
gradientowa. Faze ruchomg stanowita mieszanina:
woda dejonizowana i acetonitryl. Rozpuszczalniki
przed wykorzystaniem filtrowano stosujac filtry
membranowe.

Objetos¢ dozowanych prébek (w tym roztworéw
wzorcowych) wynosita 50 ul. Temperatura pracy
kolumny byta rowna 29°C. Przeptyw fazy ruchomej
ustalono na 1ml/min, a catkowity czas analizy wyno-
sit 41 minut. Program gradientowy przedstawiono
w Tabeli 1. Detekcje i oznaczenie ilosciowe patuliny

Tabela 1. Program gradientowy oznaczenia
patuliny metodg HPLC

Czas Stezenie fazy B (Aetonitryl)
w minutach [%]
0-10 7
10-18 100
18-25 100
25-28 7
28-41 7

prowadzono przy dtugosci fali A=276 nm. Dodatkowo
rejestrowano petne widma UV w zakresie dtugosci
fal od 190 nm do 370 nm. Identyfikacje patuliny
w prébkach prowadzono w oparciu o poréwnanie
czaséw retencji z wzorcem zewnetrznym oraz na
podstawie analizy widma UV pod wzgledem cech
charakterystycznych i czystosci piku, obliczanej przez
program do obrébki danych chromatograficznych
LabSolutions LCMSsolution ver. 3.20 Shimadzu.

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

Zawarto$¢ patuliny w prébkach obliczono wykorzy-
stujac krzywe kalibracyjne wyznaczone w oparciu
o powierzchnie i wysokosci pikéw chromatograficz-
nych. Parametry krzywych kalibracyjnych ilustrujgcych
zalezno$¢ miedzy powierzchnig (wysokoscig) zareje-
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strowanych pikéw chromatograficznych a stezeniem
patuliny w prébce oszacowano za pomocg techniki
regresji odwrotnej jednej zmiennej niezaleznej. Wybor
techniki regresji podyktowany byt wyzszg przydatno-
$cig tak uzyskanego modelu do interpolacji wynikow
[9] oraz jego przeznaczeniem. Otrzymany model
postuzyt do obliczania stezenia patuliny w prébkach
w oparciu o odczyt z chromatograméw [10]. Dla opra-
cowanych modeli wykonano analize reszt [11].
Obliczono granice wykrywalnosci i oznaczalno-
$ci opracowanej metody (wartosci zamieszczono
w Tab. 2 3).

Istotnos$¢ rdznicy Sredniej zawartosci patuliny na
poszczegdlnych etapach procesu produkcji oraz
miedzy probkami koncentratéw z rdznych terminéw
produkcji i do badan krzyzowych oceniono za pomo-
cg testu Tukey’a przy zatozonym poziomie istotnosci
(a=0,05).

Obliczenia wykonano w programie Statistica 8.0 oraz
w arkuszu kalkulacyjnym Excel.

W badaniach zawartosci patuliny uwzgledniono sie-
dem etapow procesu produkcyjnego, ktére uznano
za kluczowe dla koncowej jakosci koncentratu. Uzy-
skane wyniki przedstawiono w Tabelach 2 i 3.
Podczas analizy prébek z 20 listopada stwierdzono
obecno$é patuliny w prébkach z czterech z siedmiu
badanych etapow procesu produkcyjnego (Tab. 3,
Rys. 1). Zawartosci patuliny w prébkach jabtek przed
myciem, moszczu po depektynizacji i koncentratu z
20 listopada ksztattowaty sie na poziomie kolejno
49,4; 9,0 i 7,4 pg/kg i byty wyzsze od obliczonych
wartosci granicy oznaczalnosci (LOQ) dla prébek
statych (9,7 pg/kg) i ptynnych (4,6 pg/kg). Zawar-
tos¢ patuliny w ultrafiltracie bytfa nizsza niz LOQ ale

Tabela 2. Wyniki analizy zawartosci patuliny w prébkach
pobranych 30 pazdziernika z siedmiu gtdwnych
etapdéw procesu produkcyjnego

Srednia
Etap procesu zawartosé LOD LoQ
produkcyjnego patuliny [ng/kgl | [me/kel
[ng/kel
jabtka <LOD 3,2 9,7
przed myciem
Jabtka <LOD 3,2 9,7
po myciu
Miazga <LOD 3,2 9,7
Moszcz surowy <LOD 1,5 4,6
Moszczpo <LOD 1,5 46
depektynizacji
Ultrafiltrat <LOD 1,5 4,6
Koncentrat <LOD 1,5 4,6

LOD — granica wykrywalnosci; LOQ — granica oznaczalnosci

Tabela 3. Wyniki analizy zawartosci patuliny w prdébkach
pobranych 20 listopada z siedmiu gtéwnych
etapdéw procesu produkcyjnego

Srednia
zawartos¢
Etap procesu patuliny LOD LoQ
produkcyjnego (x, £ SD) [ne/kel | [mg/kel
[ne/kel
Jabtka przed myciem | 49,4 +1,9 3,2 9,7
Jabtka po myciu <LOD 3,2 9,7
Miazga <LOD 3,2 9,7
Moszcz surowy <LOD 1,5 4,6
M
0S2CZPO 9,0°+0,1 1,5 4.6
depektynizacji
Ultrafiltrat <LOQ 1,5 4,6
Koncentrat 7,4°+0,1 1,5 4,6

X, — Srednia arytmetyczna z trzech powtdrzen; SD — odchylenie
standardowe zawartosci patuliny w produkcie obliczone dla trzech
powtdrzen; LOD —granica wykrywalnosci; LOQ—granica oznaczal-
nosci; *°—jednorodne grupy $rednich (test Tukey'a, o = 0,05)

wyzsza od przyjetej granicy wykrywalnosci metody
analitycznej LOD. Oznaczenie ilo$ci patuliny w préb-
kach z ostatnich trzech etapéw procesu produkcji
nie przekraczato najnizszej dopuszczalnej granicy
w produktach spozywczych to jest 10 pg/kg ustalonej
dla produktow dla niemowlat i matych dzieci (Rozp.
WE 1881/2006 [5]).

Wyniki analizy zawartosci patuliny w zbadanych
koncentratach zilustrowano na Rysunku 2. W pieciu
sposrdd badanych koncentratéw stwierdzono obec-
nos¢ patuliny w ilosci powyzej wyznaczonej granicy
wykrywalnosci metody (1,5 pg/kg). W prébkach z 30
pazdziernika nie stwierdzono przekroczenia ustalone;j
wartosci LOD. Fakt wystgpienia wykrywalnych ilosci
patuliny w koncentratach wyprodukowanych w li-
stopadzie sugeruje, ze wraz z przebiegiem kampanii
jakos¢ surowca ulega obnizeniu.

Srednia zawarto$¢ patuliny w prébkach z 6, 20, 22 i
30 listopada wahata sie od 4,7 do 7,4 ug/kg. Ozna-
czona zawartosc¢ patuliny pozostawata na bezpiecznie
niskim poziomie nawet przy uwzglednieniu bardziej
rygorystycznego kryterium 10 pg/kg i byta znacznie
nizsza od ilo$ci dopuszczalnej w sokach — 50 pg/kg.
Gokmen i wsp. [12] wykazali, ze Srednia zawartos¢
patuliny w prébkach przemystowych koncentratéw
jabtkowych ksztattowata sie na poziomie 21 + 11 pg/I.
W Zadnej z prébek nie stwierdzono przekroczenia
granicy 50 pg/I.

Spadaro i wsp. [13] stwierdzili obecnos¢ patuliny
w prébkach sokéw jabtkowych pochodzacych
z réznych czesci Swiata. Beretta i wsp. [14] ustalili, ze
zawartos¢ patuliny w préobkach klarownych i metnych




srednia zawartosc patuliny w surowcu jako przyczyne trudnosci pobrania

[ug/kgl , .
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2 takze pomiedzy poszczegdlnymi sezonami
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w zmianach ilosci patuliny w kolejnych po-
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Rysunek 1. Poréwnanie zawartosci patuliny w prébkach z gtéwnych
etapow procesu produkcyjnego pobranych 30 X i 20 XI

sokow jabtkowych pochodzacych z Wtoch nie prze-
kraczata 10 ug/kg w produktach dla dzieci i 50 pug/kg
w pozostatych produktach. Ihai Sabino [15] stwierdzili
obecnosé patuliny jedynie w czterech sposréd zba-
danych 134 prébek napojow jabtkowych, w ktérych
zawartos$¢ patuliny nie przekraczata 7 pg/I.

Srednia zawarto$¢ patuliny w koncentracie wypro-
dukowanym 20 listopada byta istotnie wyzsza od
sredniej zawartosci mikotoksyny w produktach z 6,
22 i 30 listopada. Trzy wymienione koncentraty nie
roznity sie statystycznie istotnie pod wzgledem sred-
niej zawartosci patuliny. Wyzsza zawartosc¢ patuliny
w probce z 20 listopada mogta byé spowodowana
jednorazowo gorszg jakoscig dostarczanego surowca
w poréwnaniu z produktami z analogicznego okre-
su kampanii (22 i 30 listopada). Sydenham i wsp.
[16] stwierdzili, ze zawartos¢ patuliny w jabtkach
moze by¢ znacznie zrdéznicowana nawet pomiedzy
poszczegblnymi skrzyniopaletami. Ci sami autorzy
wskazali nieréwnomierne wystepowanie patuliny

Srednia zawartosc¢ patuliny
w koncentracie [ug/kg]

7,4

8 -
6 -
4
2
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30X 6 Xl 8XI 20XI 22Xl 30Xl

Rysunek 2. Wyniki analizy zawartosci patuliny
w koncentratach soku jabtkowego pochodzacych z konca
pazdziernika i z listopada. < LOD — zawartos¢ patuliny
ponizej ustalonej granicy wykrywalnosci metody;
< LOQ - zawartos$¢ patuliny ponizej ustalonej granicy
oznaczalnosci metody

Podkresla to wage poczatkowych etapow
procesu produkcji, takich jak mycie jabtek
i inspekcja surowca, ktére w znacznej mierze
przyczyniajg sie do wyeliminowania zagrozenia, jakie
stanowi wysoka zawartos$¢ patuliny w produkcie
korncowym.

Wyniki przeprowadzonych badan wykazaty, ze jakos¢
koncentratéw wyprodukowanych w srodkowym i na
poczatku pdznego okresu kampanii (pazdziernik, listo-
pad) jest wysoka, o czym Swiadczy niska zawartos¢
patuliny w analizowanych prébkach. Niski poziom
patuliny w badanych koncentratach jabtkowych wska-
zuje tym samym na dobrg jakos¢ uzytego surowca.
Uzyskane wyniki wydajg sie ponadto potwierdzac
skutecznosc¢ zabiegdw mycia i inspekcji oraz trafnosc
doboru parametréw zabiegéw technologicznych
stosowanych w zaktadzie produkcyjnym, w ktérym
pobierane byty probki takze w przypadku surowca
gorszej jakosci pochodzgcego z listopada.

Zawartosc¢ patuliny w koncentratach wyprodukowa-
nych w listopadzie potwierdza mozliwos¢ wystgpie-
nia mikotoksyny w taricuchu technologicznym nawet
wtedy, gdy surowiec jest dobrej jakosci (pod koniec
srodkowego okresu kampanii i na poczatku pdzine-
go). Przyczyng moze by¢ termostabilnos$¢ patuliny,
na ktorg wskazuje wielu badaczy takich jak: Welke
[8], Gokmen i wsp. [12, 19], Moreau [18]. Uzyskane
wyniki sugeruja potrzebe ciggtego monitorowania
zawartosci patuliny w catym taricuchu technologicz-
nym szczegdlnie w pdzniejszym okresie kampanii,
kiedy do przerobu trafiajg jabtka przechowalnicze,
w ktérych zgodnie z Szymczyk i wsp. [20] zawartosé
patuliny moze by¢ wyzsza. Zasadnosé objecia kon-
trolg surowca wynika z faktu, ze patulina przechodzi
do korncowego produktu, jakim jest zageszczony sok
jabtkowy.

Ocena zawartosci patuliny w zageszczonym soku jabtkowym z uwzglednieniem etapdw procesu produkcyjnego
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mikotoksyny w produkcie koicowym. Pozwala
to na stwierdzenie ze niektdre operacje techno-
logiczne, w szczegdlnosci mycie i hydrotransport,
mogg przyczyniac sie do redukcji poziomu patuliny
w tancuchu produkcyjnym.

. Wyzsza zawartos¢ patuliny w prébkach pobranych

w listopadzie w poréwnaniu z tymi uzyskanymi w
koncu pazdziernika sugeruje, ze w miare przebiegu
kampanii ogdlna jakos$¢ surowca ulega pogorsze-

. Zaobserwowane wahania stezenia patuliny w kon-

centratach soku jabtkowego z réznych terminow
produkcji pozwalajg przypuszcza¢, ze zawartosé
patuliny w produkcie koncowym jest zalezna od
jakosci jednostkowej partii surowca.

. Stwierdzona obecnos$¢ patuliny w prdbkach

koncentratu jabtkowego wydaje sie potwierdzac
doniesienia o termostabilnoséi mikotoksyny.

1. Oznaczona zawarto$¢é patuliny nie przekroczyta
maksymalnej dopuszczalnej zawartosci 50 ug/kg
w zadnej z badanych prébek. Wskazuje to na
wysoka jako$¢ uzytego surowca oraz gotowych
koncentratéw i Swiadczy o skutecznoscii popraw-
nym doborze operacji technologicznych w zakta-
dzie, w ktérym pobrano prébki, gwarantujagcym
bezpieczenstwo produkowanego koncentratu niu.
jabtkowego.
2. Uzyskane dane wskazuja, ze podczas produkgji
nastepuje usrednienie i obnizenie zawartosci
patuliny w taiicuchu technologicznym. Pomimo
ze stwierdzono wysoka zawartos$é patuliny w
jabtkach przed myciem pobranych w jednym z
wybranych terminéw w listopadzie (49,4 ug/kg)
nie stwierdzono niepokojgco wysokiej ilosci tej
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