Uniwersytet Gdanski
Wydziat Chemii

Chemia zywnosci
Katedra Analizy Srodowiska

Instrukcja do ¢wiczen laboratoryjnych

Cwiczenie nr 10

Wykrywanie i identyfikacja syntetycznych
przeciwutleniaczy w tluszczach

Chemia zywnosci

Gdansk, 2016



10. Wykrywanie i identyfikacja syntetycznych przeciwutleniaczy w tuszczach

1. CZESC TEORETYCZNA

W wielu produktach spozywczych w czasie przechowywania lub obrébki technologicznej
zachodzg przemiany chemiczne powodujace obnizenie jakosci zywnos$ci. Do tego typu procesow
zalicza si¢ utlenianie, w wyniku ktorego np. jelczeja tluszcze, bragzowieja jablka po obraniu czy
odbarwia si¢ sok jagodowy. Proces utleniania nienasyconych kwasow tluszczowych zawartych w
tluszczach zwierzecych i1 olejach (jelczenie oksydatywne) przebiega tancuchowo i nazywa sig¢
antyoksydacja. Procesowi samorzutnego utleniania si¢ tluszczéw  sprzyjaja:  $wiatlo,
promieniowanie UV, podwyzszona temperatura, obecno$¢ metali (glownie Fe i Cu), niektorych
naturlanych barwnikéw jak chlorofil i hemoglobina oraz produktéw utleniania innych zwigzkow.
Reakcje utleniania tluszczéw s3 endotermiczne — wymagaja energii, ale im bardziej nienasycony

jest kwas thuszczowy tym mniej tej energii wymaga — tym mniej jest stabilny (Rysunek 1).
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Rysunek 1. [https://1missio]fornutrition.files.wordpress.com/2013/11/08643bg.gif]

W wyniku procesow oksydacyjnych pogorszeniu ulegaja tego cechy jak: smak, zapach,
barwa i konsystencja, warto$¢ odzywcza (zmniejsza si¢ zawarto§¢ witaminy A, D, E 1 B6 oraz
NNKT). Ponadto, powstaja zwiazki toksyczne (nadtlenki, wolne rodniki, produkty polimeryzacji),
negatywnie wplywajace na zdrowie. Z tych wzgledow konieczne jest zapobieganie procesom
utleniania.

Niektore procesy technologiczne jak np. hermetyczne pakowanie, blanszowanie, wktadanie
do opakowan torebek z substancjami reagujacymi z tlenem, moga chroni¢ niektoére produkty przed
utlenianiem. Utlenianiu zapobiega takze wedzenie (skladniki dymu posiadajg dziatanie
przeciwutleniajace) oraz peklowanie (s-nitrozocysteina powstajagca w czasie peklowania jest
przeciwutleniaczem). Zwiagzki Maillarda, powstajagce np. w czasie pieczenia i smazenia, rOwniez
majg wilasciwosci przeciwutleniajace. Wlasciwosci przeciwutleniajace wykazujg takze takie

przyprawy jak: rozmaryn, kminek, tymianek, cynamon, majeranek, gozdziki) ze wzgledu na fakt, iz
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wystepuja w nich zwigzki flawonowe 1 produkty reakcji Maillarda.

Zasadniczo, przeciwutleniaczami nazywa si¢ substancje, ktore dodane do produktéw
spozywczych w malych st¢zeniach zabezpieczaja je przed niekorzystnymi zmianami
spowodowanymi utlenianiem 1 przedtuzaja ich trwato§¢. Przeciwutleniacze mozna podzieli¢ na
naturalne (wystepujace w zywno$ci naturalnie, np. tokoferole w olejach roslinnych, zwiazki
flawonowe w owocach i warzywach) oraz syntetyczne (dodawane do produktow spozywczych).

Mechanizm ich dziatania jest zroznicowany, ale wigkszo$¢ z nich przerywa tancuch
oksydacyjny. Przeciwutleniacze w tluszczach hamujg ich utlenianie poprzez akceptacje rodnikow
inicjujagcych proces utleniania (rodnikéw nadtlenkowych) i wprowadzenia atomu wodoru do
wolnego rodnika. Tworzacy si¢ rodnik przeciwutleniacza jest stabilny i tworzy stabilne produkty.

Schemat takiej reakcji przedstawiono ponizej:

ROO" + AH > ROOH + A’

RO"t AH > ROH + A’
gdzie: AH — przeciwutleniacz,

ROO’ - rodnik nadtlenkowy,

RO’ —rodnik lipidowy.

Wykaz dozwolonych do stosowania w Polsce substancji przeciwutleniajacych (zgodnie z
Rozporzgdzeniem Ministra Zdrowia z dnia 18 wrzesnia 2008 roku w sprawie dozwolonych
substancji dodatkowych, Dz. U. 2008, nr 177, poz. 1094) i ich ADI - dopuszczalne dzienne
spozycie (ang. Acceptable Daily Intake ) zostaty przedstawione w Tabeli 11 2.

Tabela 1. Wykaz typowych przeciwutleniaczy dopuszczonych do stosowania w Polsce

ADI

Lp. Nazwa NrE [mg/kg masy ciala]
1 Mieszanina tokoferoli E 306 0-20

2 o-tokoferol E 307 0,15-2,0

3 y-tokoferol E 308 0,15-2,0

4 0- tokoferol E 309 0,15-2,0

5 Galusan propylu (PG) E 310 0-1,4

6 Galusan oktylu (OG) E 311 0—0,1 tymczasowe*
7 Galusan dodecylu (DDG) E 312 0—0,1 tymczasowe*
8 Tert-butylohydrochinon (TBHQ) E 319 0-0,7

9 Butylohydroksyanizol (BHA) E 320 0-0,5

10 | Butylohydroksytoluen (BHT) E321 0-0,3

*ustalono tymczasowe ADI ze wzgledu na ujemny wptyw na reprodukcje
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Tabela 2. Wykaz innych zwiagzkdéw o dzialaniu przeciwutleniajacym dopuszczonych do stosowania

w Polsce
ADI
Lp. Nazwa NrE [mg/kg masy ciala]
1 Kwas L-askorbinowy, askorbiniany E 300, E 301 Nie wymaga limitowania
sodu
2 Estry kwasow tluszczowych i kwasu E 304
askorbinowego — palmitynian i
stearynian askorbylu
3 Kwas erytrobowy (izoaskorbinowy), E 315,E 316 Nie wymaga limitowania
izoaskorbinian sodu
4 Mleczan sodu/potasu/wapnia E 325/E 326/E 327 | Nie wymaga limitowania
5 Kwas cytrynowy E 330 Nie wymaga limitowania
6 Cytrynian sodu/potasu/wapnia E 331/E 332/E 333 | Nie wymaga limitowania
7 Kwas winowy L(+) E 334 Nie ustalono
8 Winiany sodu E 335 0-30
9 Winiany potasu E 336 Brak danych
10 | Winiany sodowo-potasowy E 337 0-30

Struktury chemiczne wybranych przedstawicieli tej grupy dodatkowych do Zzywnosci

przedstawiono na ponizszym rysunku.
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Rysunek 2. Struktury chemiczne wybranych syntetycznych przeciwutleniaczy

[http://www .slideshare.net/SadanandPatel 1/oxidative-rancidity-in-oils-and-fats-causes-and-prevention]

Niektére przeciwutleniacze dziataja synergistycznie, co oznacza, ze w polgczeniu z innymi

zwigzkami dzialaja skuteczniej niz uzyte pojedynczo. Typowe przeciwutleniacze dozwolone do
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stosowania do zywno$ci musza spetniag odpowiednie wymagania:

* muszg przeprowadzone by¢ szczegdétowe badania toksykologiczne, majace na celu
wyznaczenie ADI;

* muszg rozpuszczac si¢ w thuszczach;

* nie mogg przekazywac obcej barwy, zapachu i smaku ttuszczowi, nawet podczas dtugiego
przechowywania;

* muszg skutecznie przeciwdziata¢ utlenianiu co najmniej przez rok w temperaturze 25-30 °C;

* muszg by¢ odporne na dziatanie temperatur;

* muszg by¢ tatwe do wprowadzenia do produktu;

* muszg by¢ efektywne w st¢zeniach 0,001-0,1%.

Wybierajac przeciwutleniacze, nalezy bra¢ pod uwage, jak moga one dziata¢ w obecnosci
perooksydantow i antyoksydantow juz obecnych w zywno$ci lub powstajacych w wynikéw
przetwarzania zywnosci. Dodawanie ich jest mozliwe tylko wtedy gdy jest to technologicznie
uzasadnione. Nalezy je dodawa¢ w minimalnych dawkach, gwarantujacych skuteczno$¢. Stosujac
wigksze dawki przeciwutleniaczy (np. fenolowych 1 tokoferoli) mozna przyspieszy¢ utlenianie, a
wigc spowodowac efekt odwrotny.

Przeciwutleniacze mozna dodawaé bezposrednio do olejow roslinnych czy rozpuszczonych
thuszczow zwierzecych.  Produkty spozywcze mozna tez spryskiwaé lub zanurzaé w
przeciwutleniaczach, lub tez pakowa¢ zywno$¢ w folie zawierajace przeciwutleniacze.

We wspomnianym Rozporzadzeniu Ministra Zdrowia okres$lono takze zastosowania
poszczegolnych przeciwutleniaczy i1 synergenow. Na zasadzie quantum satis (z tac. ile trzeba), to
jest zgodnie z dobra praktyka produkcyjng, mozna stosowa¢ kwas askorbinowy, askorbiniany sodu
1 potasu, palmitynian i stearynian askorbylu, tokoferole, kwas mlekowy, mleczany, kwas cytrynowy
1 cytryniany, kwas winowy oraz jabtczany. Dla przyktadu:

* niezemulgowane oleje i1 tlhuszcze pochodzenia zwierzecego lub roslinnego (z wyjatkiem
Oliwy vergin 1 oliwy z oliwek) — estry kwasow tluszczowych i kwasu askorbinowego,
mieszanina tokoferoli, a-tokoferol, y-tokoferol, 8- tokoferol, lecytyny, kwas cytrynowy,
cytrynian sodu, potasu, wapnia;

* niezemulgowane oleje i1 thuszcze pochodzenia zwierzecego lub roslinnego (z wyjatkiem
Oliwy vergin 1 oliwy z oliwek) szczegodlnie przeznaczone do gotowania, smazenia, lub

przygotowania zasmazek — kwas mlekowy, kwas askorbinowy, estry kwasow ttuszczowych
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i kwasu askorbinowego, mieszanina tokoferoli, a-tokoferol, y-tokoferol, d- tokoferol,
lecytyny, kwas cytrynowy, cytrynian sodu, potasu, wapnia;

rafinowana oliwa z oliwek tacznie z olejem z wytloczyn z oliwek - a-tokoferol.

Oddzielnie natomiast wyszczegdlnione zostaly przeciwutleniacze, ktére wolno dodawaé do

konkretnych produktéw spozywcezych w $cisle okreslonych ilo$ciach. Zalicza si¢ do nich galusany,

TBHQ, BHA, BHT oraz kwas erytrobowy i izoaskorbinian sodu. Gdy dodawane sa tacznie, dodaje

si¢ je na zasadzie proporcjonalnosci, to jest indywidualne poziomy kazdego z nich musza by¢

odpowiednio zmniejszone.

Zastosowanie tych substancji omowiono ponize;j:

galusany, TBHQ, BHA — tluszcze i oleje do przemystowej produkeji §rodkow spozywczych
poddawanych obrdbce termicznej, oleje i1 tluszcze do smazenia z wyjatkiem oleju z
wytlokow oliwek, smalec, olej ryby; ciasta w proszku, wyroby typu sneksy, mleko w
proszku do automatow, sosy, suszone migso, przetworzone orzechy, produkty zbozowe
poddane wstgpnej obrébce termicznej; guma do zucia, suplementy uzupelniajace dietg;
olejki eteryczne;

BHT - tluszcze i oleje thuszcze i1 oleje do przemystowej produkcji §rodkow spozywczych
poddawanych obrdbce termicznej, oleje i1 tluszcze do smazenia z wyjatkiem oleju z
wyttokow oliwek, smalec, olej ryby; guma do zucia, suplementy uzupetniajace diete;

Kwas erytrobowy (izoaskorbinowy) i izoaskorbinian sodu — produkty miesne peklowane i
utrwalone, utrwalone i czg$ciowo utrwalone przetwory rybne, w tym konserwy, marynaty,

mrozone ryby o czerwonej skorze.

W Rozporzadzeniu odrgbnie omoéwiono substancje dodatkowe stosowane w procesie produkcji

zywnosci dla niemowlat i matych dzieci.

Ograniczenia w stosowaniu przeciwutleniaczy wynikaja z ciagle niejednoznacznej odpowiedzi na

temat ich szkodliwosci. Ponizej przedstawiono krotkg charakterystyke wybranych przedstawicieli.
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Tabela 3. Charakterystyka wybranych przeciwutleniaczy

Nazwa

Dzialanie

BHA

Dobrze si¢ wchiania z przewodu pokarmowego i moze doktada¢ si¢ w tkance
tluszczowej. Metabolizm przebiega z wytworzeniem potaczen z kwasem
glukuronowym i siarkowym. BHA i metabolity wydalane sg gtdéwnie z moczem.
Dzigki utleniajacym wlasciwo$ciom chroni organizm przed niekorzystnymi
zmianami oksydacyjnymi, ale te same wlasciwosci czynia z BHA zwigzek o
potencjalnym dziataniu rakotwoérczym. W badaniach przeprowadzonych na
zwierzetach doswiadczalnie (gléwnie na szczurach) stwierdzono, ze BHA w
wigkszych dawkach powoduje m. in.: spadek krzepliwosci krwi; przyczynia si¢ do
zwigkszonego wydalania z moczem sodu i potasu; zmiany w korze nadnerczy;
odczyny alergiczne i inne. Uwaza si¢, ze BHA w ilosciach w jakich dodawany jest
do zywno$ci, nie jest szkodliwy, wrgcz stwierdzono, ze moze dziala¢
antykacerogennie. Mimo wszystko jego stosowanie jest ograniczone, szczegélnie
zakazane w zywnosci dla niemowlat i dzieci.

BHT

Najczgsciej jest uzywane w mieszkanch z BHA, galusanami i synergentami. Dobrze
wchiania si¢ z przewodu pokarmowego i odklada si¢ w tkance tluszczowej. Jest
metabolizowane wolniej niz BHA 1 w mniejszym stopniu wydalany z moczem.
Moze rowniez dziata¢ szkodliwie, gdy podawany w wigkszych dawkach: moze
powodowac rozrost tarczycy, zwigksza mase¢ ptuc i nerek; wptywa niekorzystnie na
metabolizm witaminy Km obnizajac jej wchianianie i tym samym zmniejsza
krzepliwo$¢ krwi, przyczyniajac si¢ do wewngtrznych 1 zewngtrznych krwotokoéw; u
zwierzat dziata teratogennie, powodujac wigksza $miertelno$¢ potomstwa; moze
powodowac¢ odczyny alergiczne. Z tych wzgledow BHT jest dodawany do opakowan
artykutéw szybko jelczejacych, niz bezposrednio do zywno$ci. Ze wzgledu na
szkodliwe skutki BHT przy dlugoterminowym narazeniu zezwala si¢ na dodawanie
tego przeciwutleniacza jedynie do tluszczéw i1 gumy do zucia i w dawkach
mniejszych niz BHA. Produktéw z BHT nie powinno podawac¢ si¢ malym dzieciom.

Galusany

Galusany wystepuja naturalnie w wielu roslinach. Sg stosowane z BHA i BHT, dla
ktérych sa synergentami. Galusany maja niska odporno$¢ termiczng, tracg dlatego
swoje wlasciwosci w produktach smazonych. Sg one hydrolizowane w organizmie
do kwasu galusowego, ktory jest nastgpnie jest przeksztatcany do metylogalusowego
1 wydalany z moczem w postaci wolnej lub z kwasem glukuronowym. Z badan
przeprowadzonych na zwierz¢tach wynika, ze galusany w wigkszych dawkach
moga: powodowaé niedokrwisto$¢, zmniejszaja wchtanianie zelaza; moga wlLtywac
niekorzystnie na rozrodczo$¢; maja dziatanie hepatotoksyczne; wywotywac odczyny
alergiczne. Nie stwierdzono natomiast dzialania rakotwoérczego galusandw.

TBHQ

Jest jednym z najbardziej efektywnych przeciwutleniaczy, szczegélnie efektywny
dla wielonienasyconych kwasow thuszczowych olejow roslinnych 1 réznych
rodzajow tluszczy zwierzecych. Zapewnia wyzsza stabilno$¢ olejow roslinnych. W
badaniach na zwierzgtach stwierdzono, ze w duzych dawkach moze powodowac
uszkodzenia DNA i przyczynia¢ si¢ do powstania nowotworow zotadka.

Tokoferole
syntetyczne

Chronig NNKT przed utlenianiem. W badaniach dot. toksyczno$ci tokoferoli nie
stwierdzono ich dziatania rakotwoérczego, mutagennego czy teratogennego. W
poréwnaniu z innymi przeciwutleniaczami wysuwanych jest wobec nich najmniej
zastrzezen zdrowotnych.
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2. CZESC EKSPERYMENTALNA

2.1. Cel ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z wykazem 1 zakresem stosowania przeciwutleniaczy
w zywnosci oraz wykrywania i identyfikacja przeciwutleniaczy wystepujacych w tluszczach

spozywczych.

2.2 Wykonanie ¢wiczenia

Analizowane produkty spoiywcze

- Oleje, margaryny, smalec, oliwa z oliwek

Odczynniki chemiczne
- bezwodny etanol
- roztwor rodanku zelazowego (1 cz. 0.2% chlorku zelazowego i lcz. 0,1 N rodanku
amonowego rozcienczonego 2 cz. Wody destylowanej)
- 2,6-dichlorochinonochlorimid w 75% etanolu; 0,002% roztwor
- czteroboran sodowy 2%
- stezeony amoniak
- -kwas octowy, 5%
- zelazicyjanek potasu, 1% roztwor wodny

- siarczan miedziowy, 0,1 N roztwor wodny

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria
- probowki z korkami
- pipeta V=5ml, 2 szt.
- pipeta V=2ml, 3 szt.
- pipeta V=1ml, 3 szt.
- pipeta V=0,02 ml, 1 szt.
- pompka do pipet
- statyw do probowek
- statyw do pipet
- zlewka
- topatka do nawazania

- pipeta pasteura
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- plaszcz grzejny, waga techniczna

SPOSOB WYKONANIA [1]

2.2.1 Wstepne wykrywanie obecnosci srodka przeciwutleniajacego w thuszczach

Zasada metody polega na stwierdzeniu wystapienia zabarwienia roztworu tluszczu po dodaniu
rodanku Zelazowego, ktére powstaje w wyniku reakcji jonéw Fe’* z przeciwutleniaczem.
Wykonanie:

W probowce umiesci¢ 1 cm’ lub 1 g thuszezu i dodaé 2 em® bezwodnego etanolu; ogrzaé na tazni
wodnej do otrzymania jednolitego roztworu, po ostudzeniu dodaé stopniowo (kroplami) 0,2 cm’
roztwor rodanku zelazowego do otrzymania trwalego czerwonego zabarwienia i1 obserwowac
zmiany barwy.

Wynik:

W obecnosci $rodka przeciwutleniajacego rodanek zelazowy zacznie odbarwiaé si¢ po 2-3
minutach (w przypadku galusandw powstanie niebieskoszare zabarwienie). W przypadku czystych
thuszczow 1 olejow juz dodatek 0,1 cm’® wskaznika powoduje powstawanie czerwonego
zabarwienia, utrzymujacego sie przez kilka godzin. Stezenie jonéw Fe’* oraz $rodowisko zostaly
tak dobrane, ze tokoferoli (ktére moga naturalnie wystepowaé w olejach) nie mozna wykryé w tej

probie. W przypadku BHA reakcja nie zachodzi.

2.2.2 Wykrywanie BHA

Wykonanie

W probowce umiesci¢ 1 cm’ lub 1 g thuszezu i dodaé 2 em® bezwodnego etanolu; ogrzaé na tazni
wodnej do otrzymania jednolitego roztworu, po ostudzeniu dodaé¢ 12 cm’® 0,002% roztworu 2,6-
dwuchlorochinonochloramidu w 75%, a po dokladnym wymieszaniu — 2 cm® buforu boranowego.
Wynik

W obecnosci BHA wystepuje niebieskie (indofenolowe) zabarwienie, ktorego intensywnos$¢ osiaga
maksimum po 10 minutach. Przy rownoczesnej obecnosci BHA i galusanéw zabarwienie niebieskie

przyjmuje szarawy odcien i szybko blednie.

2.2.3 Wykrywanie obecnosci galusanow

Wykonanie

W probowce umiesci¢ 1 cm’ lub 1 g thuszezu i dodaé 2 em® bezwodnego etanolu; ogrzaé na tazni
wodnej do otrzymania jednolitego roztworu, po ostudzeniu dodaé 0,5 — 1 cm’ stezonego amoniaku,

silnie wstrzgsnac.
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Wynik:

Roézowe zabarwienie $wiadczy o obecnos$ci galusanow. Barwa znika po 10-15 minutach.

2.2.4 Wykrywanie obecnosci hydrochinonu (niedozwolony) w thuszczach

Zasada metody polega na reakcji hydrochinonu Zelazicyjankiem potasu w kwasnym $rodowisku.
Powstajacy w wyniku utleniania hydrochinonu chinon moze dawac przejsciowo zabarwienie zotte,
natomiast w wyniku redukcji zelazicyjanku powstaje Zelazocyjanek, ktory z jonami Cu®" daje
czerwonobrunatny osad szesciocyjanozelazianu miedziowego.

Wykonanie:

W probdéwce umiesci¢ 1 cm’ lub 1 g thuszezu, dodaé 2 cm’ wody, wymiesza¢ i dodaé 3 cm’® 5%
kwasu octowego, a nastgpnie 3 krople 1-procentowego roztworu zelazicyjanku potasu i 0,5 cm’ 0,1
N roztworu siarczanu miedziowego.

Wynik:

Czerwonobrunatne zabarwienie lub ptatkowaty osad wskazuja na obecno$¢ hydrochinonu.

3. OPRACOWANIE WYNIKOW

Sprawozdanie powinno zawiera¢ opis czg¢sci eksperymentalnej, zestawienie uzyskanych wynikow

w formie ponizszej tabeli wraz z dyskusja otrzymanych rezultatow.

Tabela 4. Zestawienie uzyskanych wynikow

Proba na obecnos¢ Dokonane obserwacje Whioski

Srodka przeciwutleniajacego

BHA

galusanow

hydrochinonu
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