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Wstep

Analiza zywnosci wchodzi w zakres multidyscyplinarnej nauki o zywnosci
i zywieniu cztowieka, ktora korzysta ze zdobyczy takich dziedzin jak matematyka,
chemia, fizyka, biologia, biochemia, mikrobiologia, fizjologia, inzynieria, informatyka,
a takze ekonomia, organizacja produkcji czy marketing. Podstawowym jej celem jest
ocena jakosci zywnosci, o ktérej decyduje przede wszystkim skiad chemiczny.
W celu zapewnienia wysokiej jakosci zdrowotnej zywnosci wszystkie elementy fancucha
zywnosciowego tj. produkcji i pozyskiwania surowcow, skupu surowcéw, ich
przetwarzania i obrotu towarowego, wytwarzania i obrotu srodkami spozywczymi,
muszg by¢ objete Scistym nadzorem majgcym na celu wyszukiwanie czynnikow, ktore
obnizajg jako$¢ zdrowotng zywnosci oraz zapewniajg odpowiednie bezpieczenstwo
zywnosci. Znajomos¢ metod oznaczania podstawowych sktadnikéw zywnosci,
dodatkbw do zywnosci, zanieczyszczen czy zmian zachodzgcych podczas
przetwarzania i przechowywania zywnosci jest niezbedna dla specjalistow zajmujgcych
sie produkcjg i kontrolg jakosci zywnosci oraz przydatna wszystkim osobom
zainteresowanym  zrozumieniem  zaleznosci miedzy spozywang  zZywnoscig
a zdrowiem cztowieka.

Celem skryptu ,Analiza Zywno$ci® jest przekazanie studentom zwieztych
I systematycznych wiadomosci na temat podstawowych sktadnikdw zywnosci oraz
metod stosowanych w analizie zywnosci do oceny jakosci surowcéow, potproduktow,
oraz produktow gotowych przemystu spozywczego. Skrypt ten obejmuje réwniez spis
wybranych ¢éwiczen laboratoryjnych, majgcych na celu nabycie praktycznych

umiejetnosci z tego zakresu.
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2. Zakres, rozw0j i znaczenie analizy zywno $ci

Juz w starozytnosci zdawano sobie sprawe z ogromnego wptywu spozywanego
pozywienia na zdrowie cziowieka. Obecnie wiadomo, ze miedzy zywnoscig, zywieniem

a zdrowiem cztowieka istniejg Sciste zaleznosci (Rys. 1).

: — ZYWIENIE
ZYWNOSC —
i 1
Jako $é - I
zdrowotna « Wartq $¢ od ’zy_vvcza
Zywno $cCi Zvwno Sci

—

Zatrucia pokarmowe Zly stan
P / \ odzywiania,
/ \ niedo zywienie
Choroby rozwojowe I Choroby zaka zne I I Choroby metaboliczne
Srodowisko

przyrodnicze

Rys. 1. Zwigzki miedzy zywno$cia, zywieniem a zdrowiem (wg Gawecki J., Mossor-
Pietraszewska T. Kompendium wiedzy o ZywnoS$ci, Zywieniu i zdrowiu PWN, Warszawa, 2004, str. 6)

Centralng pozycje zajmujg w nim dwie cechy: jakos¢ zywnosci, na ktérg wplyw majg
gtdéwnie sanitarno-higieniczne warunki produkcji, przetwoérstwa i obrotu handlowego
oraz wartos¢ odzywcza zywnosci, informujgca o zawartosci niezbednych dla organizmu
sktadnikéw, ich wzajemnych proporcjach i biodostepnosci. Obie cechy sg ze sobg
powigzane. O jakosci zywnosci decyduje ponadto zawartos¢ w niej naturalnych
zwigzkoéw  toksycznych,  zanieczyszczeh  srodowiskowych,  technologicznych
I biologicznych.
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Zakres analizy zywno s$ci
Podstawowym zadaniem analizy zywnosci jest dokonanie analizy jakosciowej
i ilosciowej produktow zywnosciowych na kazdym etapie ich wytwarzania, poczgwszy
od etapu surowcéw, poprzez etap produkcji, obrotu handlowego, az do etapu
konsumpcji. Analizie, oprocz produktow spozywczych poddane sg takze materiaty
I wyroby przeznaczone do kontaktu z zywnoscia.
Analiza zywnosci dostarcza informacji o fizycznych, chemicznych
i biologicznych wilasciwosciach sktadnikow zywnosci, dodatkbw do zywnosci,
0 przemianach tych zwigzkéw w trakcie przechowywania i przetwarzania surowcow
oraz produktow zywnosciowych, a takze o roli jakg odgrywajg poszczegoélne skiadniki
w tworzeniu cech sensorycznych artykutdw spozywczych. Waznym zadaniem analizy
zywnosci jest analiza jakosciowa i ilosciowa podstawowych skladnikbw odzywczych,
przede wszystkim biatek, sacharydow, lipidow, witamin, skfadnikbw mineralnych,
oznaczanie dodatkow funkcjonalnych, wykrywanie zafalszowan i zanieczyszczen
zywnosci oraz rodzaju i ilosci substancji szkodliwych dla zdrowia. Do zakresu analizy
zywnosci nalezy rowniez dostarczenie danych umozliwiajgcych badanie wpltywu
parametréw obrobki zywnosci na funkcjonalne wtasciwosci sktadnikdw zywnosci oraz
poznawanie mechanizmow i skutkbw reakcji chemicznych i biochemicznych
zachodzacych w zywnosci na whasciwosci sensoryczne i jakos¢ zdrowotng produktow
zywnosciowych.
Dzieki postepowi w zakresie analizy zywnosci stato sie mozliwe:
* poznanie szczegoOtowego sktadu wiekszosci surowcow i produktéw zywnosciowych;
= ustalenie wartosci kalorycznej artykutdw spozywczych;
= opracowanie szybkich oznaczen sktadnikdw zywnosci, przy matym naktadzie pracy;
» prowadzenie badan na temat funkcjonalnych wiasciwosci sktadnikdéw zywnosci;
* 0znaczanie zanieczyszczen zywnosci na bardzo niskim poziomie stezen, rzedu kilku
pa/g;
» oznaczanie biologicznych zanieczyszczen zywno$ci oraz badanie jego wpltywu
na jakos¢ produktow spozywczych;
* poznanie mechanizmow przemian chemicznych i biochemicznych zachodzgcych
w czasie przechowywania i przetwarzania surowcéw i produktéw zywnosciowych;
= zmniejszenie strat sktadnikow odzywczych i zapobieganie tworzenia sie zwigzkow

szkodliwych w trakcie obrébki technologicznej zywnosci;
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= opracowanie nowych dodatkbw do zywnosci, spetniajgcych szereg funkciji
technologicznych i sensorycznych, ktére sg zgodne z obowigzujgcymi normami;

* monitorowanie procesu produkcji i obrotu produktami zywnosciowymi pod kagtem
zapewnienia wiasciwe] jakosci zdrowotnej zywnosci i przestrzegania zasad

bezpieczenstwa zywnosci.
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3. Skiad chemiczny zywno sci

Zywno $cig nazywamy jadalne czesci tkanek roslinnych i zwierzecych w stanie
naturalnym lub przetworzonym, ktére po zjedzeniu i przyswojeniu przez organizm ludzki
mogg by¢ zrodiem roznych skladnikbw odzywczych. Zgodnie z terminologig pojecie
zywnosci nie obejmuije:

» Srodkéw zywienia zwierzat, zywych zwierzat, jezeli nie sg wprowadzone do obrotu
jako zywnos¢ przeznaczona bezposrednio dla konsumenta,

= roslin przed zbiorem,

= produktow leczniczych,

= kosmetykow, tytoniu i wyrobdéw tytoniowych,

= $rodkow odurzajgcych i substancji psychotropowych,

* pasz,

= pozostatosci i zanieczyszczen.

Sktadnikiem od zywczym jest natomiast sktadnik pokarmowy niezbedny do odzywiania

organizmu czlowieka. Wyrd6znia sie obecnie ponad 400 réznych sktadnikow

odzywczych, z tym ze tylko 60 z nich to tzw. sktadniki niezbedne. Sktadniki niezbedne

muszg byC dostarczone w pozywieniu, poniewaz organizm nie jest w stanie sam ich

wytworzy¢, ani niczym zastgpi¢. Kazdy ze sktadnikdw odzywczych petni odrebng role,

a zapotrzebowanie na kazdego z nich jest rozne i zalezne od wieku cziowieka, ptci,

okresu wzrostu, wykonywanej pracy i stopnia aktywnosci fizycznej. Do skfadnikow

odzywczych zaliczane sg w szczegoélnosci biatka, weglowodany, ttuszcze, mineraty

I witaminy. Poniewaz zasadniczg cechg zywnosci jest to, iz posiadajg skiadniki

odzywcze powstata klasyfikacja zywnosci uwzgledniajgca wystepowania w niej

dominujgcego sktadnika odzywczego. Zgodnie z nig zywos¢ podzielono na cztery

zasadnicze grupy:

= produkty biatkowe,

=  zywnos¢ bogatg w sacharydy,

» tluszcze jadalne,

= owoce i warzywa.

Do produktow spozywczych bogatych w biatko zaliczamy mieso, mleko i jego
przetwory oraz jaja. Najbardziej skoncentrowanym zrodiem sacharydow jest cukier.
Duze ilosci weglowodanow zawierajg tez zboza i produkty zbozowe, ziemniaki, miod

i nasiona niektorych roslin strgczkowych (groch, fasola, béb, soja, tubin, soczewica).
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Owoce i warzywa sg z kolei bogatym zrodiem witamin, skiadnikdw mineralnych,
mikroelementow oraz zwigzkéw terpenowych, flawonowych, garbnikéw, chinonéw
i fitoncydow. Skfad chemiczny owocéw i warzyw jest bardzo zréznicowany;
w najwiekszej ilosci wystepuje w nich woda (nawet do 96%), natomiast inne sktadniki
stanowig odpowiednio: sacharydy (2 — 30%), biatka ( 3 - 4%), lipidy (< 1%), kwasy
organiczne, sole mineralne, barwniki.

Przyblizony sklad chemiczny miesa, mleka i jego przetworéw, przedstawiono
odpowiednio w Tabeli 1 i Tabeli 2.

Tabela 1. Przyblizony sktad chemiczny migsa (wg Palka K. Budowa i sktad chemiczny zywnos$ci. W:
Sikorski Z.E. (red.), Chemia Zywnos$ci Wyd. 5, Tom 1, WNT, Warszawa, 2007, str. 22)

Rodzaj mi esa Woda [%)] Biatko [%]  |Lipidy [%] Sacharydy [%]
Bydlece chude 71,5 21,0 6,5 1,0
Wieprzowe chude 72,0 20,0 7,0 1,0
Cielece 75,0 20,0 3,5 1,0
Jagniece 71,5 19,5 7,0 15
Drobiowe jasne 75,0 23,0 2,0 1,0
Drobiowe ciemne 76,0 20,0 4,5 1,0
Mieso z ryb:

dorsza 81,0 18,0 0,5 0,5-1,5
halibuta 76,5 21,0 1,0 15
Sledzia 60,0 18,0 15,5 0,5-1,5
Mieso bezkregowcow morskich:

homara 76,0 19,5 15 0,5-1,5
kraba 81,0 16,0 1,0 0,5-1,5
ostrygi 85,0 7.5 15 0,5-1,5

Tabela 2. Sktad chemiczny mleka i produktow mleczarskich (wg Palka K. Budowa i sktad chemiczny
zywnosci. W: Sikorski Z.E. (red.) Chemia Zywnos$ci Wyd. 5, Tom 1, WNT, Warszawa, 2007, str. 26)

Mleko i produkty Woda [%] Lipidy [%0] Biatko [%0] lLaktoza i kwas Popiot

mleczarskie mlekowy [%6] [%]
Mleko krowie 88,0 3,5 3,0 4,5 1,0
Mleko kozie 87,0 4,0 3,5 4,5 1,0
Mleko owcze 82,0 6,5 6,0 4.5 1,0
Smietana 25% 68,0 25,0 3,0 4,0 0,5
Ser twarogowy 64,0 18,0 14,0 2,5 15
Ser twardy petnottusty 35,0 32,0 26,0 2,0 50
Proszek mleczny tlusty 3,0 26,0 26,0 38,0 6,0
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W dalszej czesci tego rozdziatu omoéwione zostang podstawowe sktadniki zywnosci:
woda, biatka, sacharydy, lipidy, witaminy, sktadniki mineralne, a takze inne wazne grupy
zwigzkoéw naturalnie wystepujgcych w zywnosci, w tym: skladniki rakotworcze,
mutagenne i przeciwrakotworcze, substancje celowo wprowadzane do zywnosci

na etapie produkciji i przetwarzania oraz zanieczyszczenia zZywnosci.

3.1. Podstawowe skladniki zywno Sci

3.1.1. Woda
Woda jest najwazniejszym zwigzkiem chemicznym na naszej planecie; jest tez

jednym z gtownych sktadnikow surowcow i produktoéw zywnosciowych. Jej ilos¢ wywiera

istotny wptyw na jakosé¢, warto$¢ odzywczg i trwatosS¢ przechowywania zywnosci.

3.1.1.1. Struktura wody i jej wtasciwosci fizykochemiczne
Czgsteczka wody, H,O, skiada sie z jednego atomu tlenu i dwoch atomow

wodoru potgczonych polarnymi wigzaniami kowalencyjnymi (Rys. 2).

Rys. 2. Ksztalt czgsteczki wody

Czasteczka wody jest polarna, poniewaz jgdro atomu tlenu przycigga elektrony silniej
niz jgdro atomu wodoru. Powstajg dwa dipole elektryczne wzdiuz kazdego z wigzan
H-O, w ktérych atom tlenu uzyskuje czgstkowy tadunek ujemny (&), a kazdy z atoméw
wodoru czesciowy tadunek dodatni (5%). Dipolarna czagsteczka wody ma zdolnosé
tworzenia wigzan wodorowych i moze by¢ w nich zaréwno donorem, jak i akceptorem
protonéw. Wigzania wodorowe tworzg sie zarOwno miedzy czgsteczkami wody, jak
i z grupami funkcyjnymi wielu roznych zwigzkow chemicznych.

Wiegkszos$¢ parametrow fizykochemicznych wody charakteryzuje sie znacznie
wyzszymi wartosciami, niz to ma miejsce dla zwigzkow o podobnej strukturze (np. HF
czy H,S) i tak np. temperatura topnienia wynosi 0°C, temperatura wrzenia 100°C, ciepto
wiasciwe 4 kJ/mol, a stata dielektryczna € 80. Wymienione powyzej witasciwosci

wynikajg z obecnosci wigzan wodorowych, co prowadzi do spojnosci cieklej wody,
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zwanej kohezjg. Czgsteczki wody przylegajg takze do powierzchni tych substancji, na
ktorych wystepujg grupy polarne lub zjonizowane (adhezja). Sity adhezji i kohezji
wplywajg m.in. na zjawiska kapilarne, ktére majg ogromne znaczenie w biologii, gdyz
wykorzystywane sg przez rosliny jako sposob transportu substancji odzywczych
od korzeni do lisci w procesie transpiracji.

Inng cechg charakterystyczng ciekiej wody jest jej mata lepkosc¢ oraz sktonnosc¢
do nieznacznej jonizacji, ktora przebiega wg réwnania:

2H,0 < HO" + OH
Woda moze wiec dziata¢ jako bardzo staby kwas lub jako bardzo staba zasada. Stopien
dysocjacji wody w stanie réwnowagi jest maty i w temp. 25°C tylko jedna na 10’
czgsteczek wody jest zjonizowana.

Gestos¢ wody rosnie wraz z obnizaniem temperatury, osigga maksymalng

wartos¢ przy 4°C, a przy dalszym spadku temperatury maleje. Zwigzane jest to z tym,
ze wigzania wodorowe tgczgce czgsteczki wody w siatce krystalicznej lodu sg dtuzsze
niz w ciektej wodzie. W stanie statym woda tworzy sie¢ krystaliczng. W wiekszosci
zywnosci mrozonej 16d ma posta¢ zwyktego lodu, jezeli proces krystalizacji zachodzit
z umiarkowang szybkoscig i w srodowisku nie zawierajgcym substancji majgcych wptyw
na tworzenie sie wigzan wodorowych. Aktywne wiasciwosci lodu mogg miec istotne
znaczenie dla trwatosci zywnosci i innych materiatdbw biologicznych przechowywanych
w stanie zamrozonym.
Woda jako rozpuszczalnik . Woda jest dobrym rozpuszczalnikiem dla zwigzkow
polarnych i zjonizowanych, a ztym dla zwigzkéw hydrofobowych. Dodanie jakiejkolwiek
substancji do wody powoduje zmiane wiasciwosci, zarowno tej substancji, jak
i srodowiska wodnego. Wiasciwosci roztworow wodnych sg inne niz czystej wody
i zalezg od natury substancji rozpuszczonej oraz jej stezenia. Nastepuje obnizenie
punktu zamarzania, wzrost temperatury wrzenia i wzrost cisnienia osmotycznego
roztworow.

W wyniku oddzialywania czgsteczek wody z r6znymi substancjami tworzg sie
otoczki hydratacyjne, ktorych rozmiar i trwalosC¢ zalezy od struktury substancji
rozpuszczonej, pH roztworu, temperatury, oraz od obecnosci innych zwigzkéw
w Srodowisku. W bezposrednim sasiedztwie jonédw normalna struktura czystej wody
zostaje zakidcona, a wielkosé tego zakidcenia zalezy od sity pola elektrycznego jonu.

Woda zwigzana jest mniej ruchliwa i ma wiekszg gestos¢ niz woda wolna.
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Woda jest dobrym rozpuszczalnikiem dla wiekszosci czgsteczek wchodzgcych
w sktad organizmoéw zywych, gdyz, sg one zazwyczaj polarne lub majg zjonizowane
grupy funkcyjne. Czgsteczki elektrycznie obojetne, ale zawierajgce grupy polarne, moga
zastgpi¢ oddziatywanie miedzy czgsteczkami wody korzystnym energetycznie
oddziatywaniem elektrostatycznym jon-dipol, dipol-dipol lub dipol — dipol indukowany
miedzy czgsteczkami wody i substancjg rozpuszczong; moga tez tworzy¢ z wodag
lub miedzy sobg wigzania wodorowe. Wprowadzenie do wody zwigzkow hydrofobowych
(weglowodoréw, apolarnych fancuchéw kwasow tluszczowych czy reszt niektorych
aminokwaséw) powoduje utworzenie wokot nich supramolekularnych struktur ztozonych
z czasteczek wody, zwanych klatratami, ktére sg podobnie uporzgdkowane jak
czgsteczki wody w krysztatach lodu. Wielko$¢ Klatratu jest proporcjonalna
do powierzchni fragmentu hydrofobowego. Jednoczesnie, w celu zminimalizowania
kontaktu z wodg czgsteczki hydrofobowe wykazujg tendencje do agregacji (pojawienie
sie oddzialywan van der Waalsa miedzy czgsteczkami zwane oddziatywaniami
hydrofobowymi).

3.1.1.2. Rodzaje wody wystepujgcej w zywnosci

Wiasciwa ilos¢ wody, charakterystyczna dla danego produktu, decyduje
o konsystencji, wygladzie i smaku zywnos$ci oraz jej podatnosci na zepsucie. Woda jest
bowiem jednym z gtownych czynnikbw wptywajgcych na intensywnos¢ procesow
biochemicznych, chemicznych i fizycznych oraz tych, ktére decydujg o rozwoju
drobnoustrojow.

W produktach spozywczych woda wystepuje w dwéch podstawowych formach:
jako tzw. woda wolna (5-96%) oraz jako woda zwigzana.
Woda wolna jest stabo zwigzana z podiozem. Peini ona dwojakg role: bierze udziat
w procesach chemicznych, w ktérych jest partnerem reakcji oraz stanowi srodowisko,
w ktorym te reakcje zachodza. Intensywnos$¢ przemian w produktach spozywczych
zalezy w znacznym stopniu od stosunku ilosciowego wody wolnej do zwigzanej — im
wiecej wody wolnej, tym przemiany zachodzg szybciej.
Woda zwi gzana (wg definicji Femenna) jest to ta czes¢ wody, ktéra jest stosunkowo
trwale potagczona z produktem; zlokalizowana jest w bezposrednim sgsiedztwie

substancji rozpuszczonych lub zawieszonych, ma zmniejszong aktywnos¢, odmienne
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wilasciwosci od pozostatej masy wody zawartej w danym materiale i nie zamarza

do temp. -40°C. Woda zwigzana moze wystepowa¢ w produkcie jako:

a) woda higroskopijna (zaadsorbowana), powlekajgca cienkg warstwg powierzchnie

produktu,

b) woda kapilarna, wystepujgca w naczyniach wiosowatych i podlegajgca zjawiskom

kapilarnym,

c) woda krystalizacyjna,

d) woda konstytucyjna (zwigzana chemicznie np. koordynacyjnie poprzez grupy polarne

koloidow).

Powyzsza definicja wody zwigzane] ma dwie zalety:

= umozliwia wyodrebnienie wody zwigzane] jako frakcji catkowite] ilosci wody
w produkcie,

= umozliwia ilosciowg analize, gdyz wode nie zamarzajgcg w temperaturze -40°C
mozna mierzy¢ z zadowalajgcg dokladnoscig metodg TGA (Analiza
Termograwimetryczna ang. thermogravimetric analysis — TGA), NMR (NMR,
Magnetyczny Rezonans Jadrowy, ang. Nuclear Magnetic Resonance - NMR) lub
kalorymetrycznie (poprzez pomiar wydzielonego ciepta).

Wiekszos¢ sposobdw konserwowania zywnosci polega na zmniejszeniu ilosci wody lub

zmianie jej wiasciwosci. Wigzanie wody stalo sie szczegodlnie wazne w produkcji

zywnosci o obnizonej zawartosci tluszczu i o $redniej zawartosci wilgoci (IMF,

Intermediate Moisture Foods). Usuniecie tluszczu, spetniajgcego role emulgatora,

zaktoca réwnowage miedzy sktadnikami typowej zywnosci i powoduje destabilizacje

fazy wodnej. W celu zapewnienia odpowiedniej rownowagi wodnej, na miejsce tluszczu

wprowadza sie rézne substancje wypetniajgce, ktére gwarantujg optymalne wigzanie

wody. Sg to np. sole mineralne zawierajgce wapn, sod, potas, fosfor w Zzelach

biatkowych, celuloza preparowana (Avicel) w zywnosci pieczonej (ciastka, suche

przekagski) czy skrobia w produkcji serow.

3.1.1.3. Zawartos¢ wody i zawartosc¢ suchej substancji
Zawartos¢ wody w srodkach spozywczych waha sie od kilku procent do ponad
90% i podlega zmianom w wyniku obrébki technologicznej produktu bgdz w czasie jego

przechowywania (Tabela 3).

17|Strona



Tabela 3. Zawartos¢ wody w réznych produktach spozywczych (wg Worobiej E. Oznaczanie zawartosci
wody (suchej substanciji). W: Klepacka M. (red.) Analiza zywnosci Wyd. 6, Fundacja Rozwéj SGGW,
Warszawa, 2005, str. 36)

Rodzaj produktu Zawarto $¢€ wody [%]
Oleje Sladowe ilosci
Masto 16
Produkty zbozowe, maki 10-20
Pieczywo 30-50
Mieso i produkty miesne 60-75
Ryby (swieze) 70-80
Owoce i warzywa 80-96
Mleko 85-90
Grzyby (swieze) 90-95

Zawarto $¢€ wody w produkcie zywnosciowym definiowana jest takg iloscig wody, ktorg
mozna w nim oznaczy¢ przy pomocy dostepnych i wiasciwych dla danego produktu
metod analitycznych. Z pojeciem zawartosci wody wigze sie nieodtgcznie pojecie
suchej substancji (suchej masy) , przez ktore rozumie sie pozostatoS¢ po usunieciu
Z niego wody.

W praktyce analitycznej czesto przyjmuje sie, ze zawarto$¢ wody i zawartos¢ suchej

substancji wzajemnie sie uzupetniajg. Mozna to przedstawi¢ w nastepujgcy sposoéb:

zawartos¢ suchej substancji [%] = 100 — zawartos¢ wody w %

zawartos¢ wody [%] = 100 - zawarto$¢ suchej substancji w %

Zachowanie powyzszej zaleznosci jest jednak w praktyce niemozliwe, a wynika to
przede wszystkim z niedostatkéw i zréznicowania metod oznaczania oraz whasciwosci
produktow spozywczych. | tak w przypadku metod suszenia, ktére sg najszerzej
stosowane w kontroli jakosci, podczas suszenia termicznego usuniete zostajg wraz
z wodg inne substancje lotne (alkohole, niektore aminokwasy, estry, itp.), zwigzki
termolabilne ulegajgce rozkiadowi (sacharydy), a woda nie jest usuwana w catosci.
W zwigzku z powyzszym pojecia zawartos¢ wody i zawartos¢ suchej substancji sg
pojeciami umownymi i wzglednymi.
W analityce rozréznia sie dwa pojecia dotyczgce suchej substanciji,

1) suchg substancj @ cailkowit 3, otrzymywang przez suszenie produktow
w okreslonych warunkach oraz

2) such g substancj e rozpuszczaln g w wodzie czyli ekstrakt.
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W skiad suchej substancji oprocz ekstraktu wchodzg rowniez substancje
nierozpuszczalne w wodzie , m.in. celuloza, btonnik, czes¢ pektyn, biatek i skrobi, stad
po oznaczeniu ekstraktu i czesci nierozpuszczalnych oblicza sie dopiero zawarto$é

suchej substancji w produkcie.

3.1.2. Biatka

Biatka sg niezbednymi skfadnikami pokarmowymi. Zwigzki te sg podstawowym
elementem budowy tkanek, a ponadto wchodzg w sktad enzymow i hormonow,
regulujgc wiele waznych procesOw organizmu. Zawartos¢ biatka w produktach
spozywczych jest jednym z czynnikdw pozwalajgcych okresli¢ ich wartos¢ odzywcza.
llos¢ tych zwigzkow zywnosci decyduje czesto o prawidtowym przebiegu procesu

produkcyjnego oraz o jakosci gotowego wyrobu.

3.1.2.1. Budowa i wiasciwosci biatek

Biatka sg naturalnymi produktami zbudowanymi z reszt a-L-aminokwasowych
(Rys. 3), potagczonych w fancuchy polipeptydowe wigzaniami trans-peptydowymi
(jedynie przed kazda resztg proliny wystepuje konfiguracja cis). Zawartos¢ procentowg

podstawowych pierwiastkbw wchodzgcych w skiad biatek przedstawia Tabela 4.

Tabela 4. Skiad procentowy podstawowych pierwiastkow wchodzgcych w skiad biatka

Pierwiastek Procentowa zawarto $¢ w biatku
wegiel 50-55%
tlen 20-23%
wodoér 6-7%
azot 12-19%
siarka 0,2-3%
fosfor 0-6%

W biatkach mozna znalez¢ ponadto jony innych metali, na przyktad selenu, manganu,
cynku, magnezu, zelaza, miedzi czy kobaltu.

Organizm ludzki nie potrafi syntezowac¢ niektorych aminokwaséw w zwigzku
z czym muszg byC one dostarczane do organizmu w pozywieniu. Sg to tzw.

aminokwasy egzogenne, na Rys. 3 oznaczone kolorem czerwonym.
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Rys. 3. Wzory aminokwaséw wchodzacych w skiad biatek. Kolorem czerwonym zaznaczono aminokwasy
egzogenne

Réznorodnosé biatek wynika ze sktadu i sposobu uszeregowania reszt roznych
aminokwaséw w czgsteczce (struktury pierwszorzedowej). Chemiczne wiasciwosci
i wymiary reszt aminokwasOw powigzanych w okreslonej sekwencji decydujg
o konformaciji biatek (ksztatcie tancuchow polipeptydowych - strukturze drugorzedowe)),
o ich przestrzennym ulozeniu w czgsteczce (strukturze trzeciorzedowej), a takze
0 wzajemnym oddziatywaniu podjednostek przy tworzeniu struktur czwartorzedowych.
Biatka o okreslonej konformacji majg charakterystyczne witasciwosci biologiczne oraz
cechy funkcjonalne w zywnosci.

W wyniku dziatania wielu czynnikéw fizycznych (m.in. ogrzewania, silnego
mieszania, wstrzgsania) a takze chemicznych (zwigzkéw zdolnych do rozerwania
wigzan wodorowych, np. roztworu mocznika, kwasow lub zasad) nastepuje
nieodwracalne zniszczenie struktury biatka zwane procesem denaturacji . Denaturacja
biatka dotyczy zmian w II, IlI- i IV-rzedowej strukturze biatka natywnego, ktore to

prowadzg do utraty aktywnosci biologicznej Iub innej indywidualnej cechy
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charakterystycznej przy zachowaniu jego struktury pierwszorzedowej. Denaturacja

moze by¢ procesem odwracalnym (tzw. renaturacja) lub nieodwracalnym. W efekcie

tego procesu bardzo czesto zachodzg procesy agregacji i strgcania, co z kolei zwigzane
jest ze zmiang stopnia hydratacji i rozpuszczalnos$ci biatek.

Struktura biatek znaczgco warunkuje ich wiasciwosci fizyczne, chemiczne oraz
biologiczne. Podstawowe struktury aminokwasow tworzgcych biatko zawierajg rozne
grupy funkcyjne - kwasowe, zasadowe, pierscienie aromatyczne, grupy alkoholowe,
atomy siarki itp., stad w zaleznosci od pH roztworu, w jakim sie znajdujg przybierajg -
jako catos¢ - tadunek ujemny lub dodatni. Wartos$¢ pH, przy ktérym sumaryczny fadunek
czgsteczki wynosi 0, nosi nazwe punktu izoelektrycznego . W punkcie izoelektrycznym
biatko nie wykazuje ruchliwosci elektroforetycznej oraz charakteryzuje sie najnizszg
rozpuszczalnoscig w wodzie.

Biatka nie posiadajg charakterystycznej dla siebie temperatury topnienia. Na ogot
Sg rozpuszczalne w wodzie. Niektére z nich mogg rozpuszczac sie w rozcienczonych
kwasach lub zasadach, jeszcze inne w rozpuszczalnikach organicznych. Posiadajg
zdolnos¢ wigzania czgsteczek wody (hydratacja). Na rozpuszczalnos¢ polipeptydow
istotnie wptywa stezenie soli nieorganicznych. Mate stezenie wplywa dodatnio
na rozpuszczalnos¢, jednak przy pewnym stezeniu nastepuje uszkodzenie otoczki
solwatacyjnej, co powoduje wypadanie biatek. Proces ten nie narusza struktury biaika,
jest odwracalny i nosi nazwe wysalania biatek.

Biatka zaliczane sg do najwazniejszych skftadnikow pokarmowych. Spetniajg one
szereg istotnych funkcji w organizmie, takich jak:

» sg niezbedne do utrzymania zycia,

» stanowig zasadniczy element budowy wszystkich tkanek ustroju cztowieka oraz wielu
czynnych biologicznie zwigzkow (enzymy i hormony),

» regulujg procesy przemiany materii i wiele funkcji ustroju, zapewniajgc jego
prawidtowy stan oraz przystosowanie sie do zmian srodowiska zewnetrznego,

* sg przeciwciatami oraz innymi elementami ukltadu odpornosciowego ustroju,
odpowiedzialnymi za jego obrone przed dziataniem drobnoustrojow i wiruséw oraz
innych zewnetrznych czynnikow patogennych,

* biorg udziat w utrzymaniu bilansu wodnego, regulujgc zawartos¢ ptynow w ukladzie

krgzenia oraz w przestrzeniach wewnatrz- i pozakomérkowych,
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» dzieki swoim wihasciwosciom buforujgcym wspotuczestniczg w utrzymywaniu
réwnowagi kwasowo-zasadowej ustroju,

» pelnig role transportowqg; sg to biatka zwigzane z btonami komorkowymi, gdzie
dziatajg na zasadzie "pompy", lub znajdujg sie we wnetrzu komorek i przenoszag
r6zne substancje przez btony komorkowe z jednego do drugiego kranca komorki.
Obecne w plynach ustrojowych transportujg substancje odzywcze oraz leki
(np. hemoglobina transportuje tlen),

Odpowiednia ilos¢ biatek decyduje o prawidlowym wzroscie i rozwoju cztowieka,

regeneracji wydalanych lub uszkodzonych tkanek (np. ztuszczajgcej sie ciagle skory lub

gojeniu ran), a tym samym o zdrowiu cztowieka.
Wiasciwosci funkcjonalne biatek zwigzane sg z ich zdolnoscig do oddziatywania

z wodg, innymi biatkami, sacharydami, lipidami i jonami i umozliwiajg osiggniecie

pozgdanych cech sensorycznych zywnosci. Takie cechy funkcjonalne jak: lepkos¢,

zelowanie, pecznienie, zwilzanie sie, rehydratacja, utrzymywanie  wody,
rozpuszczalnos¢, pienienie sig, tworzenie bton, ciast, widkien i emulsji, stabilizowanie
emulsji powodujg, ze biatka mogg wplywa¢ na barwe, soczystos¢ oraz teksture
produktéw spozywczych. Odgrywajg réwniez istotng role przy rozdrabnianiu, mieszaniu
i formowaniu artykutéw zywnosciowych.

3.1.2.2. Podziat biatek
Ze wzgledu na budowe i sktad biatka dzielimy na proste i ztozone:

» biatka proste zbudowane sg wytgcznie z aminokwaséw,

» biatka zlo zone posiadajg obok aminokwasow, takze czesci niebiatkowe zwane
grupami prostetycznymi, sg to np. nukleotydy i kwasy nukleinowe, reszty kwasu
fosforowego, barwniki, jeden lub kilka kationébw metali np. Fe, Cu, cukry, badz tez
tluszcze.

Inny podziat biatek zwigzany jest z ich powinowactwem do rozpuszczania sie w wodzie.

W oparciu o to kryterium biatka dzielg sie na:

» biatka rozpuszczalne w wodzie zwane inaczej hydrofilowymi, ze wzgledu na ksztat
nazywane sg takze globularnymi;

= biatka nierozpuszczalne w wodzie , zwane tez hydrofobowymi lub fibrylarnymi,
przyjmujg ksztatt witdkien.

Biatka mozna podzieli¢ rowniez w zaleznosci od funkcji biologicznych. Wyrézniamy:
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= biatka transportuj ace - jest to m.in. hemoglobina, albumina osocza, lipoproteina,

= biatka magazynuj gce - wystepujgce np. w nasionach roslin,

= biatka strukturalne - m.in. glikoproteiny, elastyna, kolagen i keratyna,

= biatka regulatorowe - niektére hormony jak insulina, glukagon czy hormon wzrostu,
= toksyny — wystepujgce np. w jadzie weza,

» przeciwciata ,

* enzymy - m.in. transferazy, hydrolazy, liazy,

» biatka aparatu kurczliwego - aktyna i miozyna.

3.1.2.3. Biatka w produktach spozywczych

Sposréd wszystkich produktéw spozywczych bogatym zrédiem biatka sg jaja,
mleko i produkty mleczne, mieso zwierzat hodowlanych oraz ryby. Wymienione
produkty zawierajg biatka o wysokiej wartosci odzywczej, tzw. biatka petnowartosciowe,
w skiad ktorych wchodzg wszystkie egzogenne aminokwasy w proporcjach
zapewniajgcych ich maksymalne wykorzystanie przez organizm ludzki. Wiekszosc
artykutow pochodzenia roslinnego zaliczana jest do produktow niskobiatkowych.
Woprawdzie nasiona roslin strgczkowych (szczegolnie soi) zawierajg znaczne iloSci
biatka, ale jest ono niepetnowartosciowe z powodu niewystarczajgcej zawartosci
metioniny. Takze warto$¢ odzywcza zbdz jest ograniczona z powodu niedostatecznej
zawartosci lizyny.

W Tabeli 5 przedstawiono zawartos¢ biatka w wybranych produktach
zywnosciowych oraz jego warto$¢ odzywczg wyznaczong za pomocg wskaznika
aminokwasu ograniczaj gcego (CS) (chemical score). Wskaznik CS okresla stopien
wykorzystania aminokwaséw danego biatka do budowy biatek ustrojowych, a wyznacza
sie go po porownaniu skiadu biatka ze wzorcem FAO (zgodnie z Kodeksem
Zywieniowym Swiatowej Organizaciji Zdrowia FAO/WHO) i oblicza zgodnie ze wzorem:

CS = A x 100
Ay

gdzie: A- oznacza zawartos¢ niezbednego aminokwasu w badanym biatku, a Ay — zawarto$¢ tego

aminokwasu w biatku wzorcowym.

Biatka petnowarto$ciowe charakteryzujg sie wysokg wartoscig wskaznika aminokwasu

organiczajgcego.

23|Strona



Tabela 5. Zawartos¢ biatka i jego warto$¢ odzywcza w wybranych produktach spozywczych (wg
Samotyja U. Oznaczanie zawartosci biatka. W: Matecka M. (red) Wybrane metody analizy zywnosci
Wydawnictwo Akademii Ekonomicznej w Poznaniu, Poznan, 2003, str. 36)

Rodzaj produktu Srednia zawarto $¢ biatka Wskaznik aminokwasu
w g/100 g produktu organiczaj gcego wg wzorca FAO
Jaja cale 12,0 100,0
Wolowina 21,0 100,0
Dorsz 16,0 99,0
Mleko krowie 3,0 98,0
Soja 35,0 78,0
Kasza jeczmienna 8,8 67,0
Fasola 22,0 55,0
Ziemniaki 1,7 54,0
Pieczywo pszenne 5,8 46,8
Pomidory 0,9 34,8
Pomarancze 0,9 28,9
Orzechy wioskie 16,0 22,0

3.1.2.4. Bialka zawarte w mleku

Sktad mleka roznych gatunkow zwierzgt rozni sie dos¢ znacznie (Tabela 6).
Mniejsze roznice wystepujg miedzy poszczegélnymi rasami i osobnikami. Mleko
niektérych ssakow nie nadaje sie do bezposredniej konsumpcji przez cziowieka,
np. mleko fok zawiera 12 razy wiecej ttuszczu, a takze wiecej biatka niz mleko krowie.
Istotnym skladnikiem mleka jest laktoza - disacharyd nadajgcy mleku charakterystyczny

stodkawy posmak.

Tabela 6. Sredni sktad mleka réznych zwierzat (g/100 cm®)

Gatunek Tiuszcz | Biatko Laktoza
Ston 22,1 3,2 7,4
Szympans 3,7 1,2 7,0

24|Strona



Cztowiek 4,0 1,3 6,5

Kon 1,6 2,7 6,2
Szara foka 53,2 11,2 2,6
Krolik 10,5 15,5 2,0
Delfin 34,9 10,6 0,9

Biatka mleka dzieli sie ze wzgledu na ich budowe, role biologiczng i witasciwosci
funkcjonalne na kazeiny, biatka serwatki oraz otoczki kuleczek ttuszczowych.
Kazeiny sg heterogeniczng grupg fosfoprotein, ktérych zawartos¢ w mleku krowim
wynosi 2,4-2,6%. Wystepujg w postaci miceli tworzgc roztwor koloidalny. Strgcajg sie
Z surowego, odttuszczonego mleka w temp. 20°C przy pH 4,6. Kazeiny mleka krowiego
sktadajg sie w 40% z frakcji a, w 30% z frakcji B oraz w 10% z frakcji k.
Biatka serwatki . Serwatka, tzw. odciek pozostajgcy po strgceniu kazein z chudego
mleka, jest mieszaning czterech gtéwnych skiadnikéw stanowigcych okoto 80% frakcji
(B-laktoglobuliny, a-laktoalbuminy, immunoglobuliny oraz albuminy osocza) oraz wielu
innych wystepujgcych w matych ilosciach, w tym duzej liczby enzymow. W mleku
wystepujg w rozproszeniu i sg bardzo trudne do wydzielenia w postaci skrzepu.
Biatka buduj gce otoczki kuleczek ttuszczowych . Glownym skiladnikiem tej frakcji
biatek jest butyrofilina, glikoproteina posiadajgca grupy karboksylowe bedaca biatkiem
transbtonowym. Zadaniem tych biatek jest stabilizacja kropli lipidowych w mleku.

W mleku zidentyfikowano okoto 60 rodzimych enzymow we frakcji kazein, wsrod
biatek serwatki i w biatkowej otoczce kuleczek tluszczowych. Niektére z nich majg
istotne znaczenie w technologii mleczarstwa (m.in. peroksydaza, fosfataza alkaliczna,

plazmina, lipazy).

3.1.3. Sacharydy

Sacharydy (inaczej cukry) sg to polihydroksyaldehydy i polihydroksyketony oraz
niektore ich pochodne (aminosacharydy, deoksysacharydy, kwasy uronowe). Nazwa
sacharydy wywodzi sie od sacharozy, sacharydu powszechnie uzywanego w celach
spozywczych i zwanego potocznie cukrem. Tradycyjnym wzorem ogolnym cukréw jest
CnH2rOn, cho¢ wiele sacharydow tego wzoru nie spetnia. W literaturze cukry znane sg

tez pod nazwg weglowodanow.
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3.1.3.1. Budowa i wkasciwosci sacharydéw
Rozrozniane sg dwie podstawowe grupy cukrow: aldozy, bedace homologami

aldehydu glicerynowego oraz ketozy , ktére sg homologami dihydroksyacetonu (Rys. 4).

H_ ¢O H._ _OH
H——OH O
H——OH H OH
H H
Aldehyd D-glicerynowy Dihydroksyaceton

Rys. 4. Wzory chemiczne aldehydu glicerynowego oraz dihydroksyacetonu

W zaleznosci od liczby atomow wegla w czgsteczce, cukry dzielg sie na triozy (3 atomy
C), tetrozy (4 atomy C), pentozy (5 atomoéw C), heksozy (6 atoméw C), heptozy

(7 atomow C) i oktozy (8 atoméw C), np:

H° H_-CH
H.__O

H——OH =0 S
HO——H HO—H H——OH

H——OH H——OH HO——H

H——OH H——OH H——OH

H” ~OH H” ~OH H” > OH
D-glukoza D-fruktoza D-ksyloza
aldoheksoza ketoheksoza aldopentoza

Rys. 5. Wzory i nazwy przyktadowowych cukrow

Nazwa cukru sklada sie z liczebnika podajgcego liczhe atomow wegla
i charakterystycznej dla cukrow koncoéwki — oza (Rys. 5). Monosacharydy
charakteryzujg sie obecnoscig w czgsteczce asymetrycznych atoméw wegla
(potaczonych z 4 réznymi grupami chemicznymi), zwanych centrami stereogenicznymi.
Obecnos¢ asymetrycznych atomow wegla stwarza mozliwos¢ wystepowania licznych
izomerdw optycznych i przestrzennych.

Kolejny podziatl sacharydow zwigzany jest z ich przynaleznoscig do szeregu
konfiguracyjnego D lub L. Przynalezno$¢ do odpowiedniego szeregu determinuje
konfiguracja ostatniego centrum stereogenicznego czgsteczki cukru. Do szeregu

D nalezg te homologi aldehydu D-glicerynowego lub dihydroksyacetonu, w ktorych
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grupa hydroksylowa -OH przy ostatnim centrum stereogenicznym znajduje sie
po prawej stronie, w szeregu L znajduje sie ona po lewej stronie. Cukry szeregu D s3g
bardziej rozpowszechnione w przyrodzie niz cukry szeregu L. Do cukrow najbardziej
rozpowszechnionych w przyrodzie zaliczajg sie: D-glukoza, D-ryboza, D-galaktoza,
D-mannoza i D-fruktoza. Do nielicznych naturalnych cukrow prostych szeregu L nalezy
L-arabinoza i L-galaktoza.

Nalezy takze wspomnie¢, iz wewnatrzczgsteczkowa addycja grupy
hydroksylowej do grupy aldehydowej lub ketonowej prowadzi do utworzenia wigzania
potacetalowego i powstania dwoch izomerow, nazywanych anomerami a i 3. Anomer o
(monosacharydu z szeregu konfiguracyjnego D) posiada potacetalowg grupe
hydroksylowg pod powierzchnig pierscienia we wzorze Hawortha, anomer  nad

powierzchnig np. dla D-glukozy (Rys. 6).

H._OH

HO O H
OH H
H OH
H  OH

anomer a anomer 3

Rys. 6. Wzory Hawortha a i § anomeru D-glukozy

Inny podziat sacharydow na tzw. cukry proste (monosacharydy) i cukry ztozone
(oligosacharydy i polisacharydy) zwigzany jest ich zdolnoscig do kondensaciji

(polimeryzaciji) (Rys. 7).

Sacharydy
| 1
Monosacharydy Oligosacharydy Polisacharydy
z grupg aldehydowa (od 2 do 10 reszt (powyzej 10 reszt
(np. glukoza) Monosacharydowych} Monosacharydowych)
z grupa ketonowa np. laktoza, sacharoza np. skrobia, celuloz)

(np. fruktoza)

Rys. 7. Podziat sacharydéw ze wzgledu na ich budowe chemiczng
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Cukrami prostymi nazywane sg sacharydy, ktore nie ulegajg hydrolizie; nalezy
do nich m.in. ryboza, glukoza. Jezeli czgsteczka cukru sktada sie z dwoch lub wiecej
reszt monosacharyddéw, to zaliczany jest on do cukrow zio zonych, a ich hydroliza
prowadzi do otrzymania cukréw prostych. Cukry ztozone, zawierajgce od 2 do 10 reszt
monosacharydowych, nazywane sg oligosacharydami, natomiast cukry powyzej
10 reszt - polisacharydami. | tak na przyktad, w wyniku czesciowej hydrolizy skrobi

powstaje maltoza (disacharyd), hydroliza catkowita prowadzi wytgcznie do D-glukozy:

H,O/H" H,O/H"
[C12H20010n  — N Ci2H22011  —  2n CeH1206
skrobia maltoza glukoza

W przyrodzie sacharydy wystepujg zarbwno w postaci wolnej, jak i zwigzanej
Z peptydami (proteoglikany), proteinami (glikoproteiny) oraz lipidami (glikolipidy).

Wiasciwosci fizyczne sacharydow. Monosacharydy i oligosacharydy sg stodkie,
rozpuszczalne w wodzie, fatwo krystalizujg i majg okreslong mase czasteczkows.
W przeciwienstwie do nich polisacharydy nie majg smaku stodkiego, sg mniej lub wcale
nierozpuszczalne w wodzie i sg zréznicowane pod wzgledem masy czgsteczkowe,.
Wszystkie cukry sg nielotne i rozpadajg sie przed osiggnieciem temperatury wrzenia.
Krystalizujg z roztworéw opornie (wyjatkiem jest sacharoza) i majg tendencje do
tworzenia gestych, syropowatych cieczy, zwlaszcza jesli nie sg czyste. Monosacharydy
zawierajg synegriczne atomy wegla i dlatego sg zwigzkami optycznie czynnymi; wodne
roztwory sacharydéw wykazujg zdolnos¢ skrecania plaszczyzny Swiatta
spolaryzowanego.

Wiasciwosci chemiczne sacharydow. Przy omawianiu wtasciwosci chemicznych
cukrow nalezy uwzglednia¢ zaréwno ich budowe pierscieniowg, jak i fancuchowa.
Niewielka ilos¢ form tancuchowych w rownowadze z pierscieniowymi wystarcza, aby
cukry ulegaly typowym reakcjom zwigzkow karbonylowych. Reakcje, ktorym ulegajg
sacharydy mozna podzieli¢ na:
= reakcje zachodzgce na grupie karbonylowej i anomerycznym atomie wegla,
= reakcje grup hydroksylowych,

» reakcje wigzania glikozydowego.
Z punktu widzenia metod oznaczania sacharydow duze znaczenie majg reakcje jakim

podlegajg sacharydy w obecnosci stezonych kwasoéw oraz ich wiasciwosci redukujgce.
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Przemiany cukrow w srodowisku stezonych kwasow. Cukry o liczbie atomow wegla
wiekszej od 4 w czgsteczce, ogrzewane z mocnymi kwasami, ulegajg odwodnieniu
I cyklizacji. Z pentoz powstaje furfural, natomiast z heksoz powstaje
5-hydroksymetylofurfural, ktéry dalej ogrzewany przeksztatca sie w kwas mrowkowy
i lewulinowy, ktérego pochodne dajg barwne zwigzki z pochodnymi fenolowymi.
Reakcja ta pozwala odrdzni¢ pentozy od heksoz i aldozy od ketoz.

Wiasciwosci redukujgce cukrow. Zarowno aldozy jak i ketozy w srodowisku zasadowym
wykazujg wiasciwosci redukujgce reagujgc z odczynnikiem Fehlinga, ptynem Tollensa,
czy odczynnikiem Benedicta Warunkiem wystepowania wtasciwosci redukujgcych jest
obecnos¢ w czagsteczce cukru wolnej grupy aldehydowej lub ketonowej, co mozliwe jest

w Ssrodowisku zasadowym. Sacharoza (Rys. 8),

CH,OH
Hban  SHOH
QH H H HO
OH Q CH:OH
H OH OH H

Rys. 8. Wz6r sacharozy

powszechnie uzywana w gospodarstwach domowych, jest cukrem nieredukujgcym.

Wiasciwosci odzywcze sacharydéw. Sacharydy spetniajg w organizmie wiele waznych

funkgciji:

* sg gldwnym, najtanszym i najtatwiej dostepnym zrodiem energii, stuzacej przede
wszystkim do utrzymywania statej cieptoty ciata, pracy narzgdoéw wewnetrznych oraz
do wykonywania pracy fizycznej (z 1 g weglowodanow wyzwalajg sie 4 kcal (16,7 kJ)
energii); glukoza jest prawie wytgcznym zrodtem energii dla mézgu,
sg materiatem budulcowym elementéw strukturalnych komorek lub substanciji
biologicznie czynnych, np. rybozy; biorg udziat w budowie bton komérkowych,
pozwalajg na oszczedng gospodarke biatkami i lipidami,
odgrywajg znaczng role w gospodarce wodnej i mineralnej, zmniejszajgc wydalanie
tych sktadnikow,
niektore sacharydy (zawarte w btonniku pokarmowym), cho¢ nie sg przez organizm
cztowieka trawione i przyswajane, odgrywajg istotng role w regulowaniu proceséw
zachodzacych w przewodzie pokarmowym, m.in. wptywajg na perystaltyke przewodu
pokarmowego, stymulujg wzrost i rozwdj ,dobrych” bakterii (bakterii kwasu

29|Strona



mlekowego). Btonnik pokarmowy obniza takze poziom cholesterolu we krwi, reguluje

metabolizm cukréw oraz pozwala na diuzej zachowacé uczucie sytosci po positku.
Zapotrzebowanie. Sacharydy powinny dostarcza¢ 55-60% wartosci energetycznej
dziennej racji pokarmowej dorostego cztowieka.
Wiasciwosci funkcjonalne sacharydow. Sacharydy charakteryzujg sie w wiekszosci
przypadkow stodkim smakiem. Formujg one swojg wilasng makrostrukture, co widac
pod postacig zelowania, gestnienia, delikatnienia masy, zwiekszonej odpornosci na
ogrzewanie i wstrzgsy oraz starzenie. Mogg kompleksowaé¢ z wieloma zwigzkami,
a teksturujgca rola sacharydow zalezy od ich stezenia, warunkow reakcji (temperatury,
pH czy skladu mieszaniny reakcyjnej), zawartosci lipidow i biatek oraz ich budowy.
Btonnik pokarmowy jest mieszaning substancji o charakterze polisacharydowym
(celuloza, hemicelulozy, pektyny, gumy, $luzy) i niepolisacharydowym (ligniny).

Sacharydy wystepujgce w btonniku pokarmowym petnig role substancji balastowych.

3.1.3.2. Sacharydy wystepujgce w zywnosci

W produktach spozywczych zidentyfikowano ponad 100 rodzajow cukrow.
Spotyka sie je nie tylko w postaci czystej, ale tez jako pochodne posiadajgce grupy
aminowe, estrowe, eterowe, wystepujgce w postaci utlenionej, bgdz zredukowanej,
zwigzane z proteinami, biatkami czy lipidami. Monosacharydami obecnymi w zywnosci
sg zarOwno pentozy (np. D-ryboza, p-ksyloza czy L-arabinoza), jak i heksozy (m.in.
D-glukoza, D-fruktoza, D-mannoza) oraz ich pochodne (np. kwas (-D-glukuronowy
czy D-glukozamina). Znajdujg sie w niej ponadto oligosacharydy (m.in. lakoza,
celobioza, sacharoza, rafinoza) oraz polisacharydy (np. skrobia, dekstran, glikogen,
guma arabska czy galaktany). D-Glukoza i D-fruktoza wystepuje gtéwnie w miodzie,
owocach i warzywach, laktoza (dimer D-glukozy i D-galaktozy) w mleku ssakow,
sacharoza w burakach cukrowych i trzcinie cukrowej, a skrobia w ziarnie zbéz,
w przetworach zbozowych oraz w ziemniakach.

Sacharydy zaliczane sg do grupy sktadnikédw energetycznych; obecnych gtownie

w produktach pochodzenia roslinnego (Tabela 7).

Tabela 7. Zawartos¢ sacharydéw w wybranych produktach spozywczych (wg Pachotek B. Oznaczanie
zawartosci sacharydéw. W: Matecka M. (red.) Wybrane metody analizy zywnosci Wydawnictwo Akademii
Ekonomicznej w Poznaniu, Poznan, 2003, str. 48)
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Rodzaj produktu L gczna zawarto $¢ sacharydéw [%]

Wieprzowina, wotowina 0,0
Ser gouda tlusty 0,1
Ogoérek 29
Ser twarogowy ttusty 3,5
Pomidor 3,6
Mleko spozywcze, 2% tluszczu 49
Marchew 8,7
Pomarancza 11,3
Brzoskwinia 11,9
Jabtko 12,1
Banan 23,5
Chleb 56,2
Ziarno pszenicy 70,5
Ziarno zyta 74,2
Kasza jeczmienna, peczak 74,9

Ich najbogatszym zrodiem s3: magka, kasze, pieczywo, suche nasiona roslin
strgczkowych, czyli groch i fasola oraz ziemniaki. Zawierajg one 20-70% sacharydow
w postaci skrobi. Jak juz wspomniano, najbardziej skoncentrowanym zrédiem
weglowodanow jest cukier. Do grupy produktow weglowodanowych zalicza sie ponadto
btonnik. Rozpowszechniony w przyrodzie jako materiat budulcowy i podporowy roslin
jest waznym sktadnikiem pozywienia, chociaz ustréj cziowieka nie trawi go i nie
przyswaja. Zawartos¢ weglowodanow w pozywieniu jest konieczna do prawidtowego

przetwarzania ttuszczow, lecz ich nadmiar prowadzi do otytosci.

3.1.4. Lipidy

Lipidy wraz z biatkami i sacharydami nalezg do podstawowych skiadnikow
zywnosci. Z uwagi na funkcje jakie peilnig w ustroju stanowig absolutnie niezbedny
element diety kazdego cztowieka. Zaleca sie aby lipidy dostarczaty w przyblizeniu 35-
40% calkowitej energii dziennej racji pokarmowej. Wykazujg ponadto najbardziej
wydajng przemiane energii sposrod  wszystkich  skiadnikbw  pozywienia.
Wielosktadnikowg mieszanine réznych lipidow przyjeto z kolei okreslaé mianem

tluszczy .

3.1.4.1. Definicja i klasyfikacja lipidow
Lipidy to obszerna grupa zwigzkéw naturalnych wystepujgcych we wszystkich
organizmach zywych. Sg to substancje o bardzo ziozonej i r6znorodnej budowie,
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nierozpuszczalne w wodzie, natomiast rozpuszczalne w tzw. rozpuszczalnikach
tluszczowych, jak np.: eter etylowy, eter naftowy, chloroform, benzen, tetrachlorek
wegla, czy aceton.

Z uwagi na duzy stopieh zréznicowania lipidéw, a przede wszystkim biorgc pod uwage
roznice w ich strukturze chemicznej, powstata klasyfikacja, ktéra wyodrebnia
3 zasadnicze grupy lipidéw (Rys. 9).

T T

LIPIDY PROSTE LIPIDY ZtOZONE LIPIDY WTORNE
- lipidy wia $ciwe - fosfolipidy pochodne lipidéw prostych i
estry kwasoéw tluszczowych lipidy zawierajgce kwas fosforowy jako ztozonych powstate w wyniku ich
i glicerolu (acyloglicerole) mono- lub diester np.: glicerofosfolipidy, hydrolizy, np.:
- woski sfingofosfolipidy - kwasy tluszczowe
estry wyzszych kwasow - glikolipidy - alkohole lipidowe
tluszczowych i alkoholi zwigzki zawierajgce przynajmniej jedng np.: sterole, barwniki
innych niz glicerol reszte cukrowg potgczong wigzaniem - weglowodory

glikozydowym z czescig lipidowa np.:
glikoglicerolipidy, glikosfingolipidy
- inne lipidy zto zone - np. sulfolipidy

Rys. 9. Schemat ilustrujacy klasyfikacje lipidéw (wg Drozdowski B. Lipidy. W: Sikorski Z.E. (red) Chemia
zywnosci Wyd. 5, Tom 2, WNT, Warszawa, 2007, str. 74)

3.1.4.2. Lipidy proste - acyloglicerole

Powszechnie znane z zycia codziennego oleje roslinne i tluszcze zwierzece pod
wzgledem chemicznym sg obojetnymi estrami glicerolu i wyzszych, alifatycznych
kwasow karboksylowych, zwanych og6lnie kwasami tluszczowymi. Zgodnie
z klasyfikacjg lipidow (Rys. 9) czasteczki takie okreslamy mianem acylogliceroli
i zaliczamy do grupy lipidoéw prostych, podgrupy lipidéw wtasciwych. Jako ze sposrod
wszystkich klas lipidow sg to substancje najbardziej rozpowszechnione w naturze
i w dodatku stanowig podstawowy skiadnik ttuszczy spozywczych zostang omowione
szczegO6towo.

Glicerol, jako alkohol trinydroksylowy, moze formowac estry zaréwno z jednym,
dwoma, jak tez z trzema czgsteczkami kwasow, tworzgc odpowiednio monoacylo-,
diacylo- i triacyloglicerole. Ponizej przedstawiono przykiadowg czasteczke
triacyloglicerolu (Rys. 10).

H2C—O—COC17H35
na



Rys. 10. Czasteczka triacyloglicerolu — tristearynian glicerolu

Kwasy wchodzgce w sktad acylogliceroli mogg by¢ zaréwno nasycone (np.
stearynowy C;7H35sCOOH, palmitynowy C;sH3;COOH), jak i nienasycone (np. oleinowy
C17H33COOH, linolowy C;7H3;COOH). Ponadto w przypadku triacylogliceroli w jednej
czgsteczce mogg wystepowaé albo trzy rozne kwasy tluszczowe (triacyloglicerole
trojkwasowe), albo dwa lub jeden, tworzac w ten sposob odpowiednio triacyloglicerole
dwu- lub jednokwasowe. Analogicznie jest w przypadku diacylogliceroli, z tym ze tu
wyodrebni¢ mozna diacyloglicerole dwu- badz jednokwasowe. Sposréd wszystkich
acylogliceroli najwieksze znaczenie pod wzgledem spozywczym odgrywajg
triacyloglicerole. To wiasnie one i wystepujgce w nich kwasy tluszczowe determinujg
wiasciwosci fizyczne i chemiczne tluszczow, a tym samym decydujg o ich przydatnosci
technologicznej i wartosci zywieniowej. Diacyloglicerole nie majg wiekszego znaczenia
zarbwno w technologii ttuszczow, jak tez nie odgrywajg wiekszej roli jako skfadnik
pozywienia. Z kolei monoacyloglicerole sg aktywnymi emulgatorami stabilizujgcymi
emulsje typu woda/olej i wykorzystywane sg gtdwnie w technologii produkcji zywnosci.
Wiasciwosci chemiczne lipidow prostych zostang przedstawione na przyktadzie
triacylogliceroli.

Triacyloglicerole wykazujg wilasciwosci typowe dla estrow. W warunkach kwasnych
mogg by¢ zhydrolizowane do gliceryny i wolnych kwasow tluszczowych, bgdz tez
do mono- czy diacylogliceroli i kwaséw ttuszczowych. Hydroliza ttuszczy przebiega
takze w warunkach zasadowych - powstajg wéwczas gliceryna oraz sole (sodowa,
potasowa) kwasow tluszczowych, potocznie zwane mydtami. Z uwagi na produkty
reakcje te przyjeto nazywacC reakcjg zmydlania lub saponifikacji. Przykiad reakcji

hydrolizy zasadowej triacyloglicerolu przedstawiono ponizej (Rys. 11).

Hzc_O—COC17H35 NaOH, Hz(l:;_OH
H,C—0—COC,;Haz Twrzenia  H,C—OH

tristearynian gliceryny glicerol stearynian sodu (mydio)
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Rys. 11. Reakcja hydrolizy czasteczki tristearynianu glicerolu w srodowisku zasadowym

Z uwagi na mozliwos¢ wystepowania nienasycownych kwasow tluszczowych
w czgsteczce triacylogliceroli zwigzki te mogg ulega¢ takze reakcji addycji
(przytgczania). Najbardziej znang jest rekcja uwodornienia, podczas ktorej nastepuje
przylaczenie czgsteczki wodoru w miejsce wigzan podwdjnych wystepujgcych
w resztach kwasowych tluszczu nienasyconego. W efekcie czgsteczka tluszczu
przyjmuje charakter nasycony, a takze zmienia konsystencje z cieklej na stalg. Metoda
ta jest bardzo powszechnie wykorzystywana w przemysle spozywczym do produkcji

margaryny i nosi nazwe reakcji utwardzania tluszczy (Rys. 12).

Ni, Temp.
(C17H33C0O0)3C3Hs5 + 3H, /> (C17H35C0O0)3C3Hs5

trioleinian gliceryny (ciecz) tristearynian gliceryny (c. state)
Rys. 12. Reakcja uwodornienia czgsteczki trioleinianu gliceryny

Triacyloglicerole w stanie statym wykazujg zjawisko polimorfizmu, co oznacza, iz moga
wystepowaé¢ w kilku formach krystalicznych réznigcych sie miedzy sobg temperaturg
topnienia. Przemiany polimorficzne zachodzg najczesciej na skutek ogrzewania,
chlodzenia czy tez sg wynikiem krystalizacji z r6znych rozpuszczalnikbw. Proste
triacyloglicerole przyjmujg trzy zasadnicze formy polimorficzne: vy, a, B. Z kolei
w przypadku triacylogliceroli mieszanych i nieparzystoweglowych wystepuje dodatkowa
czwarta posta¢ B'. Posta¢ a moze by¢ uzyskana w wyniku powolnego schtadzania
stopionego glicerydu lub przez termostatowanie postaci y w poblizu jej temperatury
topnienia. Posta¢ 3 jest z kolei trwatg formg polimorficzng triacylogliceroli i powstaje
przy bardzo powolnym schiadzaniu tluszczu. Posta¢ najmniej trwata — forma y moze
by¢ otrzymana przez szybkie schtodzenie stopionego ttuszczu. Podobnie nietrwata jest
postac¢ B' — jej temperatura topnienia oscyluje pomiedzy temperaturg topnienia form a
I B. Przeksztalcenie jednej formy w drugg istotnie wptywa na witasciwosci reologiczne
(konsystencje, plastycznos¢) oraz inne cechy fizyczne wielu produktow tluszczowych.
Z punktu widzenia zastosowan spozywczych oraz przemystowych jest to raczej

zjawisko niepozgdane. Podejmuje sie zatem wiele staran, aby przemiany krystaliczne
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tluszczow podczas zabiegow produkcyjnych odbywaly sie w Sciste kontrolowanych
warunkach, zapewniajgc im odpowiednig i stabilng forme krystaliczna.

3.1.4.3. Kwasy ttuszczowe

Kwasy tluszczowe stanowig podstawowy skiladnik tluszczéw. Sg to substancje
0 o0goélnym wzorze chemicznym R-COOH (R — grupa alkilowa, -COOH - grupa
karboksylowa). Niezaleznie czy majg charakter nasycony czy nienasycony nhalezg
do zwigzkow o prostym (nierozgatezionym) tancuchu i parzystej liczbie atomoéw wegla
w czagsteczce. Wystepowa¢ mogg zaréwno w stanie cieklym jak tez jako ciala stale.
W poréwnaniu z weglowodorami kwasy ttuszczowe zbudowane z podobnej diugosci
podstawnikow alkilowych charakteryzujg sie wyjagtkowo wysokimi temperaturami
wrzenia. Jest to zwigzane z obecnoscig grupy karboksylowej w czgsteczce kwasu,
w obrebie ktorej tworzg sie bardzo trwale wigzania wodorowe stabilizujgce caty ukiad.
Temperatury topnienia kwasow tluszczowych rosng z kolei wraz ze wzrostem masy
czgsteczkowej, a malejg gdy w tahcuchu pojawiajg sie wigzania podwojne.

W zaleznosci od liczby atoméw wegla w czgsteczce kwasow zmienia sie rowniez
ich rozpuszczalnos$é. Kwasy ttuszczowe o fancuchu zawierajgcym do 4 atoméw wegla
sg rozpuszczalne w wodzie, z kolei od 4 do 12 atoméw wegla stabo rozpuszczalne,
natomiast powyzej 12 atomow wegla to praktycznie substancje nierozpuszczalne
w wodzie. Zdecydowanie lepiej zwigzki te rozpuszczajg sie w rozpuszczalnikach
organicznych, takich jak: benzen, etanol, benzyna, izopropanol. Sktadnikami tluszczy
spozywczych sg dwa zasadnicze typy kwasow ttuszczowych: nasycone i nienasycone.
Kwasy tluszczowe nasycone — nie zawierajg wigzan podwojnych w czgsteczce,
Sg najczesciej parzystoweglowe i majg fancuch prosty. Wiekszos¢ 2z nich
w temperaturze pokojowej wystepuje w stanie statym. Przyklady najwazniejszych

nasyconych kwasow ttuszczowych podano w Tabeli 8.

Tabela 8. Wazniejsze nasycone kwasy tluszczowe i ich wystepowanie (wg Drozdowski B. Lipidy. W:
Sikorski Z.E. (red) Chemia zywnos$ci Wyd. 5, Tom 2, WNT, Warszawa, 2007, str. 78)

Liczba Nazwa kwasu
atomow systematyczn zZwyczajowa Wyst gpowanie
wegla a
4 butanowy mastowy masto, olej kokosowy, olej palmowy
6 heksanowy karponowy masto, olej kokosowy, oleje roslinne
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8 oktanowy kaprylowy masto, olej kokosowy

10 dekanowy kaprynowy masto, olej kokosowy

12 dodekanowy laurynowy masto, olej kokosowy, olej palmowy

14 tetradekanowy mirystynowy wigkszos¢ tluszczow zwierzecych

16 heksadekano palmitynowy wszystkie tluszcze zwierzece, oleje
wy roslinne

18 oktadekanowy stearynowy wszystkie tluszcze zwierzece, oleje

roslinne

20 ejkozanowy arachidowy oleje rybie, oleje z roslin krzyzowych

22 dokozanowy behenowy olej stonecznikowy, olej rzepakowy

24 tetrakozanowy | lignocerynowy | olej arachidowy, oleje roslinne

Sposréd kwaséw nasyconych najbardziej rozpowszechnione sg kwas palmitynowy (Cis)
i stearynowy (Cig). Sg one typowymi sktadnikami wiekszosci olejow roslinnych i ttuszczy
zwierzecych. Kwasy o krétkich tancuchach (C4 -C;2) wystepujg zdecydowanie rzadziej,
wchodzg miedzy innymi w sktad masta czy oleju kokosowego i palmowego. Rownie
rzadko spotykane sg tez kwasy o tancuchach weglowych dluzszych niz Cig —
przyktadowo kwas ejkozanowy (Cy) jest sktadnikiem olejéow z ryb, zas kwas
dokozanowy (Cz) wystepuje w oleju stonecznikowym i rzepakowym.

Kwasy tluszczowe nienasycone — czgsteczki tych kwasow zawierajg przynajmniej
jedno wigzanie podwojne. W obrebie tej klasy zwigzkéw wyrdzni¢ mozna:

monoenowe kwasy tluszczowe — majg tylko jedno wigzanie podwojne, ktore zazwyczaj
usytuowane jest przy 9 atomie wegla (A% liczac od koncowej grupy metylowej;
najczesciej wystepujg w konfiguracji cis. Obecnos¢ duzej ilosci trans izomeréw
w tluszczach zywnosciowych moze by¢ natomiast wynikiem procesow modyfikacyjnych,
np. Kkatalitycznego uwodornienia. Najbardziej rozpowszechnionym w naturze
monoenowym kwasem tluszczowym jest kwas cis A° C17H33COOH znany jako kwas

oleinowy. Przyktady innych wazniejszych kwaséw monoenowych podano w Tabeli 9.

Tabela 9. Wazniejsze monoenowe kwasy ttuszczowe i ich wystepowanie (wg Drozdowski B. Lipidy. W:
Sikorski Z.E. (red) Chemia zywnosci Wyd. 5, Tom 2, WNT, Warszawa, 2007, str. 79)

Liczba Nazwa kwasu
atomow w egla systematyczna zZwyczajowa Wyst gpowanie
12 cis-5-dodecenowy lauroleinowy oleje rybie
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14 cis-9-tetradecenowy mirystoleinowy | olej wielorybi

16 cis-9-haksadecenowy palmitoleinowy | ttuszcz mleczny, ttuszcze roslinne
18 cis-6-oktadecenowy petroselinowy | olej z koriandra

18 cis-9-oktadecenowy oleinowy wiekszos$¢ tluszczow

18 cis-11-oktadecenowy wakcenowy tluszcze zwierzece i roslinne

20 cis-9-ejkozenowy gadoleinowy oleje zwierzgt morskich

polienowe kwasy ttuszczowe (PUFA) — posiadajg zazwyczaj od 2 do 6 wigzan
podwojnych oddzielonych miedzy sobg zazwyczaj jedng grupg metylenowg (-CH=CH-
CH,-CH=CH-); najczesciej wystepujg w konfiguracji cis. Przyktadowe kwasy polienowe
zestawiono w Tabeli 10. Niektore z tych zwigzkow spetniajg szczegolng role biologiczng
I sg niezbedne do prawidiowego rozwoju i normalnego funkcjonowania organizmu. Sg

to tzw. niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe (NNKT).

Tabela 10. Wazniejsze polienowe kwasy ttuszczowe i ich wystepowanie (wg Drozdowski B. Lipidy. W:
Sikorski Z.E. (red) Chemia zywnosci Wyd. 5, Tom 2, WNT, Warszawa, 2007, str. 80)

Liczba Nazwa kwasu
atomow systemat yczna zZwyczajowa Wyst gpowanie
wegla
18 cis,cis-9,12-oktadekadienowy linolowy wiele tluszczow
roslinnych
18 all cis-9,12,15-oktadekatrienowy linolenowy olej Iniany, oleje roslinne
20 all cis-5,8,11,14-ikozatetraenowy arachidonowy oleje z watroby
20 all cis-4,8,12,16-ikozatetraenowy - olej z wieloryba,
sardynek
22 all cis-4,7,10,13,16,19- klupanodonowy | oleje rybie
dokozaheksaenowy
Niezbedne nienasycone kwasy tluszczowe - nalezg do grupy kwaséw polienowych,

majgcych przynajmniej dwa wigzania podwojne usytuowane w $cisle okreslonych

miejscach fancucha weglowego. Z uwagi na brak odpowiednich enzyméw kwasy te nie
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moga by¢ bezposrednio syntezowane przez organizm cziowieka i muszg byé

doprowadzane z zewnatrz (np. z pozywieniem). Trudno jednak jednoznacznie

powiedzie¢ jaka powinna by¢é optymalna dawka NNKT w diecie czlowieka.

Zapotrzebowanie na te kwasy w gtdwnej mierze uzaleznione jest od okresu zycia czy

tez stanu fizjologicznego organizmu. Uwaza sie jednak, ze ich udzial powinien

ksztattowaé sie w zakresie od 2 do 10% ogolnej kalorycznosci diety. Najwiekszg zaletg

nienasyconych kwasow ttuszczowych jest przede wszystkim:

= zapobieganie i leczenie miazdzycy oraz innych stanéw chorobowych prowadzgcych
do zaburzen gospodarki lipidami w ustroju,

= obnizanie poziomu cholesterolu i triacylogliceroli w surowicy krwi,

= zapobieganie powstawaniu zakrzepdw naczyniowych,

» regulowanie pracy serca i przeptywu krwi przez naczynia wiencowe.

Polienowe kwasy ttuszczowe wykazujgce wiasciwosci NNKT to przede wszystkim:

kwas linolowy - cis,cis-9,12-oktadekadienowy — najbardziej popularny wsrod NNKT,;

wstepuje prawie we wszystkich tluszczach i olejach roslinnych; jest gtownym

sktadnikiem oleju sojowego i stonecznikowego.

kwas linolenowy - all cis-9,12,15-oktadekatrienowy — gtéwny skiadnik oleju Inianego

(50-60%) oraz oleju sojowego i rzepakowego (6-10%).

kwas arachidonowy - all cis-5,8,11,14-ikozatetraenowy — bardzo aktywny biologicznie,

obecny przede wszystkim w fosfolipidach zwierzecych (lipidach watrobowych); jest

prekursorem prostaglandyn, tromboksandw i leukotrienéw.

W zaleznoéci od pochodzenia tluszcze naturalne charakteryzujg sie rézng
zawartoscig kwasow ttuszczowych. Triacyloglicerole obecne w ttuszczach roslinnych
zbudowane sg w gtéwnej mierze z nienasyconych kwasow ttuszczowych. W tluszczach
zwierzecych przewazajg natomiast kwasy nasycone.

Wsrod kwasow tluszczowych, wchodzgcych w skiad tluszczow zwierzat
lgdowych, obecne sg prawie wytgcznie 16- i 18-weglowe nasycone kwasy ttuszczowe.
Udziat procentowy kwasow 16-weglowych wynosi w tej grupie okoto 35% natomiast 18-
weglowych 65%. Udowodniono réwniez, ze rodzaj paszy jakg karmione sg te zwierzeta
moze znaczgco wptywac na skiad kwasow ttuszczowych.

Zdecydowanie bardziej r6znorodny jest skiad kwasow ttuszczowych tluszczow
zwierzat morskich. Wystepujg tu gtéwnie kwasy nienasycone, wérod ktorych dominuje

kwas oleinowy. Typowymi sktadnikami tych tluszczy sg ponadto kwasy 20:5 i 22:6, ktore
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to nie wystepujg w zadnych innych tluszczach zaréwno zwierzecych jak tez roslinnych.
Kwas palmitynowy jest z kolei gidbwnym przedstawicielem nasyconych kwaséw
ttuszczowych wchodzgcych w skiad triacylogliceroli tych zwierzat.

Triacylogliecrole obecne w mleku przezuwaczy charakteryzujg sie najbardziej
urozmaiconym skladem kwasow ttuszczowych sposrod wszystkich rodzajow ttuszczy.
Szczegolnie bogate w kwasy ttuszczowe jest mleko krowie. Dominujg w nim kwasy 16:0
i 18:1 (ponad 50%) aczkolwiek bardzo czesto mozna tam tez spotka¢ kwasy
ktrotkotancuchowe (C4-Cio).

Ttuszcze roslinne w gtdbwnej mierze wydobywa sie z migzszu owocOw i nasion.
Sktad kwasow tluszczowych jest tutaj bardzo Scisle zwigzany z gatunkiem rosliny, ale
takze moze sie zmienia¢ w zaleznosci od warunkéw srodowiska w jakich dana roslina
jest uprawiana. Typowym skfadnikiem tluszczOw z migzszu owocow (np. olej palmowy
I oliwkowy) sg kwasy 16:0 i 18:1. Triacyloglicerole nasion zawierajg z kolei kwasy 16:0,
18:1, 18:2 oraz niekiedy 18:3. Zdarza sie rowniez, ze dany kwas jest charakterystyczny
dla konkretnej rodziny roslin, np. kwas erukowy (22:1) wystepuje we wszystkich
roslinach z rodziny krzyzowych.
3.1.4.4. Thuszcze jako sktadniki pozywienia

Jak juz wspomniano, tluszcze obecne w surowcach i produktach zywnosciowych
(ttuszcze naturalne) sg wielosktadnikowg mieszaning roznych lipidow, w ktérej
podstawowym sktadnikiem sg triacyloglicerole. Wszystkie inne lipidy zawarte
w tluszczach (oprocz triacylogliceroli) nazywa sie substancjami towarzyszgcymi. 0S¢
tych substancji zmienia sie w zaleznosci od: rodzaju i pochodzenia ttuszczu, sposobu
jego wydobywania, czy tez od zabiegow, jakim byt poddawany przed i po wydzieleniu
Z surowca.

Z uwagi na duzg réznorodnosé¢ tluszczow naturalnych brak jest jednolitych
kryteriow ich podzialu. W zaleznosci od konsystencji jakg tluszcze przyjmujg
w temperaturze pokojowej wyodrebni¢ mozna tluszcze state (zwane tluszczami) oraz
tluszcze ciekle (zwane olejami). Bardzo powszechny jest takze podziat ttuszczow
naturalnych wzgledem ich pochodzenia: roslinne i zwierzece. Tiuszcze roslinne
otrzymywane sg z nasion lub migzszu owocow, natomiast zwierzece pochodzg z tkanek
lub mleka zwierzat lgdowych, czy tez z tkanek zwierzat morskich. Z uwagi na swe
wilasciwosci i sklad chemiczny nie wszystkie tluszcze naturalne mogg byc

wykorzystywane w celach konsumpcyjnych. W zwigzku z powyzszym wyroznia sie
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rowniez ttuszcze jadalne i techniczne. Podziat ten nie jest jednak w petni jednoznaczny,
a to dlatego, ze tluszcze z grupy jadalnych mogg by¢ takze uzyte do celéw
technicznych i odwrotnie. Tluszcze naturalne bardzo czesto poddawane sg réznym
zabiegom technologicznym, w efekcie czego zostajg przeksztalcane w nowe tluszcze
badz produkty tluszczowe. Otrzymane w ten sposéb substancje nazywane
sg tluszczami modyfikowanymi i nalezg tu np.. tluszcze uwodornione,

przeestryfikowane, emulsje ttuszczowe.

3.1.4.5. Wiasciwosci pokarmowe ttuszczow
Tiluszcze nalezg do podstawowych, wrecz niezbednych sktadnikéw pokarmowych
w diecie kazdego cztowieka. Rodzaj i ilo$¢ ttuszczu w zywnos$ci znaczgco wpltywa na jej
wiasciwosci zywieniowe, fizyczne i sensoryczne. Do zasadniczych funkcji ttuszczu
spozywczego nalezy jego dziatanie jako:
» skfadnika energetycznego pokarmu i zrodta wegla w procesach biosyntezy,
= zrodta i nosnika skladnikbw biologicznie czynnych takich jak: niezbednych
nienasyconych kwasow ttuszczowych (NNKT), fosfolipidow, glikolipidow, sterydow,
witamin.
Sposrod wszystkich sktadnikbw pokarmowych to wiasnie tluszcze sg gtdwnym
I najbardziej skoncentrowanym zrodiem energii. Z jednego grama ttuszczu uzyskaé
mozna ok. 9 kcal (37,7 kJ), co daje w przyblizeniu dwa razy wiecej energii niz
z analogicznej ilosci biatka czy sacharydéw. Ponadto zwigzki te pelnig w ustroju
cztowieka wazng role strukturalng. Triacyloglicerole, fosfolipidy, cholesterol i jego estry
stanowig czes¢ skladowg komorek ustrojowych, m.in.: bton i organelli komorkowych.
Dodatkowo triacyloglicerole sg gtdbwnym sktadnikiem zapasowej tkanki tluszczowej,
ktéra to z kolei chroni organizm przed utratg ciepta, a organy wewnetrzne przed
wstrzgsami i uszkodzeniami.

Dla prawidtowego funkcjonowania organizmu istotne sg nie tylko wysokie walory
energetyczne tluszczy, ale réwniez obecnos¢ w nich nienasyconych kwasow
tluszczowych, wsréd ktorych szczegdlng wartos¢ majg kwasy: linolowy i arachidowy.
NNKT obecne sg réwniez w niektérych ttuszczach zwierzecych, aczkolwiek wystepujg
tam w zdecydowanie mniejszych ilosciach.

Tluszcze sg rowniez istotnym zrodiem fosfolipidow (lecytyny, kefaliny,

sfingomieliny). Skfadniki te stanowig integralng cze$¢ struktur komorkowych,
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szczegOlnie mitochondrialnych, a takze biorg aktywny udziat w przemianie materii. Dla
wielu istotnych substancji, gtdwnie witamin i karotenoidow, tluszcze petnig z kolei
funkcje rozpuszczalnika, umozliwiajgc im w ten sposéb wnikniecie do organizmu.
Przyktadem tego typu zwigzkéw jest witamina D, ktérej niedobdér u dzieci moze
spowodowac wystepowanie krzywicy, zas u dorostych odwapnienie kosci.

Tluszcze spetniajg takze wiele znaczacych funkcji w technologii zywnosci.
Stosuje sie je miedzy innymi jako czynnik kontrolowanego przenoszenia ciepta (np.
tluszcze smazalnicze), co jednoczesnie wigze sie z ksztaltowaniem cech
organoleptycznych produktow ttuszczowych, takich jak: wyglad, tekstura, konsystencja,
zapach, smak, mazistos¢. Poszczegllne skiladniki tluszczy, takie jak np. mono-,

diacyloglicerole oraz lecytyna, sg z kolei powszechnie stosowane jako emulgatory.

3.1.4.6. Pozostate lipidy
Do grupy lipidow, oprocz triacyloglieceroli, nalezg nastepujgce grupy zwigzkow:

Woski. Podobnie jak acyloglicerole woski to estry dlugotancuchowych kwaséw
ttuszczowych i alkoholi innych niz glicerol. Wystepujg najczesciej na powierzchni
organizmow rodlinnych oraz zwierzecych razem z takimi zwigzkami jak
np.: diugotancuchowymi weglowodorami, alkoholami, kwasami ttuszczowymi. Z tego
powodu tez bardzo czesto nazwg woski okresla sie catg te mieszanine. Woski naturalne
sg state w temperaturze pokojowej, odporne na wode, czynniki atmosferyczne
I chemiczne. Dzieki swym wiasciwosciom chronig tkanki przed utratg wody,
drobnoustrojami czy tez szkodliwym dziataniem czynnikdw mechanicznych. Najbardziej
znanym i wartosciowym jest wosk pszczeli, wosk z weiny (lanolina) oraz wosk
z Carnauba.

Fosfolipidy. Fosfolipidy nalezg do grupy lipidéw ziozonych; obok alkoholi i kwaséw
tluszczowych zawierajg w czgsteczce takze estrowo zwigzang reszte kwasu
fosforowego. Wystepujg we wszystkich organizmach Zzywych, szczegdlnie obficie
w tkankach nerwowych, moézgu czy tez nasionach roslin oleistych. Stanowig jedyng
grupe lipidow, ktéra posiada zdolnos¢ rozpuszczania sie w  acetonie.
Do najwazniejszych fosfolipidéw zaliczamy m.in.: glicerofosfolipidy i sfingofosfolipidy.
Te pierwsze wykazujg powinowactwo zaréwno do wody jak i do tluszczéw, dzieki
czemu odgrywajg wazng role w przenoszeniu roznych zwigzkéw przez bilone

biologiczng. Wstepujg zazwyczaj w postaci kompleksow z biatkami przez co stanowig
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wazny skiadnik osocza krwi. Sfingofosfolipidy sg natomiast pochodnymi aminoalkoholu
— sfingozyny.

Glikolipidy . Glikolipidy podobnie jak fosfolipidy to zwigzki nalezgce do lipidow
zlozonych, zawierajg przynajmniej jedng reszte cukrowg polgczong wigzaniem
glikozydowym z czescig lipidowg. Przedstawicielem tej klasy lipiddw sg np.:
glikoglicerolipidy. Wystepujg gtdbwnie w roslinach wyzszych i drobnoustrojach.
Sktadnikiem cukrowym glikoglicerolipidoéw u roslin wyzszych jest zazwyczaj galaktoza;
wsrod kwasow tluszczowych wchodzgcych w skiad tej grupy zwigzkéw przewazajg
z kolei kwasy wielonienasycone.

Alkohole lipidowe. To tzw. nieglicerydowe sktadniki tluszczOw o stosunkowo
niewielkim znaczeniu technologicznym. Nalezg tu przede wszystkim: alkohole
alifatyczne zwane tluszczowymi, sterole, alkohole triterpenowe, karotenole a takze
alkohole z grupy witamin rozpuszczalnych w tluszczach. Wiekszos¢ z nich zostaje
usunieta podczas proceséw rafinacyjnych, tylko niektére majg znaczenie w zywieniu
(sterole, witaminy). Alkohole lipidowe mogg wystepowac zaréwno w postaci wolnej bgdz
zestryfikowanej.

Weglowodory. Weglowodory mogg by¢ zaréwno naturalnym sktadnikiem niektorych
tluszczow, jego zanieczyszczeniem, a takze mogg powstawac jako produkty rozktadu
tluszczéw w wyniku ich jetczenia. Przykladem naturalnie wystepujgcych weglowodoréw
w tluszczach sg karoteny i skwalen. Te pierwsze spotkaé mozna zazwyczaj

w tluszczach roslinnych, skwalen zas to typowy sktadnik wielu gatunkoéw olejow z ryb.

3.1.5. Witaminy

Witaminy sg to niskoczgsteczkowe zwigzki organiczne, o réznorodnej budowie
chemicznej, rozpowszechnione w swiecie roslinnym i zwierzecym. Sg one
katalizatorami ogélnych lub swoistych reakcji biochemicznych, wchodzg w skiad
enzymow i koenzymoéw, sg niezbedne do wzrostu i podtrzymania funkcji zyciowych. Dla
wielu organizmodw, w tym zwierzat i cztowieka sg to na ogot zwigzki egzogenne i muszg
by¢ dostarczane z pozywieniem. Niektdre z nich okazaly sie réwniez egzogennymi
czynnikami  wzrostowymi dla réznych drobnoustrojéw, a dwie niezbednymi
biokatalizatorami, dostarczanymi przez bakterie glebowe roslinom wyzszym (witamina
B12) i nizszym ( witamina B1). Aby odrézni¢ je od innych niezbednych skiadnikow

pokarmowych, witaminy rozwaza sie jako substancje dziatajgce w bardzo matych
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ilosciach; z wyjgtkiem kwasu askorbinowego, dzienne zapotrzebowanie na pozostate
witaminy jest istotnie bardzo male — nie przekracza 20 mg. Niektore witaminy
wytwarzajg zwierzeta z odpowiednich zwigzkow syntetyzowanych przez rosliny. Takie
zwigzki nazywane sg prowitaminami np. B-karoten.

Odkrycie witamin i udowodnienie ich roli w odzywianiu cztowieka nastgpito
na przetomie XIX i XX wieku. W 1912 roku polski biochemik Kazimierz Funk nadat
skladnikowi wyizolowanemu z otrebow ryzowych nazwe witamina, tzn. amina
niezbedna do zycia. Nazwa ta jest powszechnie stosowana rowniez we wspoitczesnej
terminologii, mimo ze niektore z poOzniej odkrytych witamin nie posiadajg funkciji
aminowych.

Zrodtem witamin i prowitamin sg rosliny i bakterie zyjgce w przewodzie
pokarmowym, a takze tkanki zwierzat. Rzeczywiste zapotrzebowanie ilosciowe
na poszczegodlne witaminy jest trudne do okreslenia min. ze wzgledu na synergiczne
dziatanie wielu z nich. Zalezy ono od cech osobniczych, stanu zdrowia i okresu zycia
cztowieka. Objawy wywotane catkowitym brakiem witamin zwane sg awitaminozami.
Czesto wystepujg niekorzystne stany posrednie miedzy awitaminozg a optymalnym
zaspokojeniem  zapotrzebowania organizmu na okreslong witamine, czyli
hipowitaminozg. Z kolei nadmierne przyjmowanie preparatéw witaminowych, gtéwnie
witamin rozpuszczalnych w ttuszczach, moze prowadzi¢ do szkodliwych dla organizmu
objawéw, zwanych hiperwitaminozami. Zawarto$¢ witamin w surowcach i produktach
zywnosciowych jest wiec jednym z gtéwnych wskaznikéw ich jakosci oraz prawidtowosci
stosowanych zabiegéw technologicznych. Wiekszos¢ witamin to substancje bardzo
wrazliwe na dziatanie réznych czynnikéw fizycznych i chemicznych, dlatego ich straty
bywajg stosunkowo duze.

Podstawowg klasyfikacjg witamin jest podziat na:
= witaminy rozpuszczalne w tluszczach

= witaminy rozpuszczalne w wodzie.

3.1.5.1. Witaminy rozpuszczalne w tluszczach

Witamina A. Zaliczamy do nich: retinol (wit. Al), retinal, 3-dehydroretinol (wit.
A2) oraz niektére stereoizomery retinolu (13-cis-retinol, 9-cis- i 9,13-cis-retinole) —
Rys. 13.
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CH, Retinol (witamina Al)
HsC CHs CHs CH; O
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HeC_ CHs  CHs CHg
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CHa 3-dehydroretinol (witamina A2)

Rys. 13. Wzory witamin z grupy A

Bezposrednimi prekursorami witamin z grupy A sg karoteny (Rys. 14).

Rys. 14. Wz6r B-karotenu

Witamina A oraz prowitaminy w $rodowisku beztlenowym sg trwate w temp.

do 130 °C. W wyzszej temperaturze oraz w obecnosci tlenu substancje te tatwo ulegajg

rozktadowi. Proces jest przyspieszany przez: promienie UV, enzymy, jony metali

ciezkich, nadtlenki. Produkty utleniania witaminy A i karotendw sg biologicznie

nieczynne.

Aktywno$¢ biologiczna zwigzkéw nalezacych do witamin grupy A jest

zroznicowana. Ich uszeregowanie wedtug malejgcej aktywnosci jest nastepujgce: retinol

(Al) > retinal > 13-cis-retinol > 3-dehydroretinol (A2) > 9,13-cis-retinol. Witamina A2

wykazuje okoto 50% aktywnosci witaminy Al. Obecnie zaleca sie wyrazanie aktywnosci

za pomocg tzw. réwnowaznika retinolu. Przy okreslaniu ilosci retinolu stosuje sie

nastepujgce przeliczenia:

1 pg rownowa znika retinolu =1 ug czystej formy retinolu (pochodzenia zwierz ~ ecego)
= 6 pug R-karotenu (pochodzeniaro $linnego)

=12 pg innych karotenoidéw (pochodzeniaro  slinnego)
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Dzienne zapotrzebowanie dorostego cztowieka na witamine A wyrazone w ug retinolu
wynosi 1000. Najbogatszym jej zrodiem sg trany rybne oraz watrobki zwierzece, jak
rowniez owoce oraz warzywa: marchew, natka pietruszki, szpinak, dynia, mango,

morele.

Witamina D. Zwigzki z grupy witamin D nalezg do steroidéw i sg pochodnymi tych
steroli, ktére w pierscieniu B majg uklad dwodch sprzezonych wigzan podwdjnych.
Najwazniejsze witaminy grupy D to: witamina D1 (kalcyferol), D2 (ergokalcyferol) —
Rys. 15A oraz D3 (cholekalcyferol) — Rys. 15B.

(A) (B)
H ;CHS CH,

H,C T)\/\)\
CH

3

Rys. 15. Wzory witamin D: (A) ergokalcyferol, (B) cholekalcyferol

Witamina D jest odporna na dziatanie podwyzszonej temperatury i nie zmienia
sie w czasie dlugotrwatego przechowywania. Jest rowniez trwata w srodowisku
zasadowym, natomiast jest wrazliwa na dziatanie kwaséw. Pod wplywem silnego
promieniowania UV ulega zniszczeniu. Roztwory tluszczy stabilizujg witaminge D,
w srodowisku bezttuszczowym w obecnosci tlenu tatwo ulega autooksydaciji.

Z punktu widzenia zywienia cziowieka najwazniejsze sg witaminy D2 i D3.
W organizmie witaminy te mogg powstawac na skutek syntezy pod wptywem promieni
UV (wit. D3), oraz by¢ dostarczane z pozywieniem. Najbogatszym zrodiem witaminy D
jest tran (2 tyzeczki — 242 mg), ryby: sledz, makrela, toso$, tuhczyk oraz mleko i jaja.

Najlepiej poznang funkcjg witaminy D, jest rola jakg odgrywa w gospodarce
wapniowo-potasowej i w tworzeniu kosci. Wedtug norm obowigzujgcych w naszym kraju

dzienne zapotrzebowanie dorostego cztowieka wynosi 5-20 ug, czyli 200-800 j.m.

Witamina E. Witaminy grupy E sg pochodnymi albo tokolu, czyli 2-metylo-2-(4',8’,12'-
trimetylotridecylo)-chroman-6-olu  albo  tokotrienolu, czyli 2-metylo-2-(4’,8",12'-

trimetylotrideka-3',7’,11'-trienylo)-chroman-6-olu  (Rys. 16A i 16B). Stwierdzono
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wystepowanie w przyrodzie co najmniej 8 zwigzkéw nalezgcych do dwdéch grup witamin
E, nazywanych odpowiednio tokoferolami i tokotrienolami (Rys. 17).

(A)

HO

(B)

OH

HzC CH3

H:C
CHg CHg CHz

e A,

Rys. 16. Wzory zwigzkéw chemicznych: (A) - tokolu, (B) — tokotrienolu

R

d

Fa (8]
HO
R Tokoferol
Rs
Fo
-~ e -~
HO
R Tokotrienol
Zwigzek R1 R2 R3
a-tokoferol/a-tokotrienol CHs CHs CHs,
[3-tokoferol/B-tokotrienol CHs H CHs,
y-tokoferol/y-tokotrienol H CHs CHs,
O-tokoferol/d-tokotrienol H H CHs,

Rys. 17. Wzory zwigzkdéw nalezacych do dwoch grup witamin E

Najwiekszg czynnos¢ biologiczng wykazujg zwigzki a.
Witaminy E w temperaturze pokojowej sg substancjami oleistymi,
nierozpuszczalnymi w wodzie, tatwo rozpuszczalnymi w ttuszczach. W srodowisku
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beztlenowym sg odporne na dziatanie wysokiej temperatury, nawet do 200°C oraz
kwasow i zasad. Sg bardzo wrazliwe na dziatanie promieni UV oraz tlenu. W obecnosci
soli zelaza fatwo ulegajg utlenieniu, stgd podczas przyjmowania zelaza nie powinno sie
jednoczesnie stosowaé witaminy E.

Stwierdzono, ze witamina E jest odpowiedzialna za prawidiowe funkcjonowanie
narzgddéw rozrodczych. U dzieci stwierdzono dodatni wptyw witaminy E na wytwarzanie
czerwonych krwinek w przypadku anemii. Zapotrzebowanie dorostego cziowieka na te
witamine waha sie w granicach 10-30 mg a-tokoferolu na dzien. Witamine E wyraza sie
w tabelach zywieniowych jako "rownowaznik a-tokoferolu” w mg; a-tokoferol wykazuje
100% bioaktywnosci.

1 mg rébwnowa znika a-tokoferolu = 1 mg czystej formy a-tokoferolu

= 2 mg B-tokoferolu

4 mg y-tokoferolu

5 mg a-tokotrienolu

Bogatym zrédtem tej witaminy sg oleje roslinne, zwlaszcza z kietkbw pszenicy, sojowy
i bawetniany. Z innych produktow wymieni¢ nalezy: satate, szpinak, kapuste, masto,

jaja.

Witamina K. Zwigzki wykazujgce aktywnosc¢ biologiczng witaminy K zawierajg w swoim
sktadzie aromatyczny uktad 1,4-naftochinonu, podstawiony w pozycji 2 grupg metylowa.
Naturalnie wystepujgce witaminy K majg w potozeniu 3 diugi weglowodorowy tancuch
boczny fitolowy lub poliprenylowy. Do grupy tej nalezg: witamina K1 (filochinon),
witamina K2 (menachinon), witamina K3 (menadion) — Rys. 18.

o 0
CH, CH;
N
0 CH, CH, CH; o
Filochinon (K1) Menadion (K3)

Rys. 18. Wzory witamin K
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Filochinon w temperaturze pokojowej jest cieczg oleistg, nierozpuszczalng w wodzie. W
temperaturze powyzej 100°C ulega rozkfadowi. Jest wrazliwy na Swiatlo, na
promieniowanie UV oraz na dziatanie zasad i mocniejszych kwasow. Wystepuje gtdwnie
w produktach roslinnych.

Menachinony sg zwigzkami krystalicznymi o temperaturze topnienia powyzej 35°C,
nierozpuszczalnymi w wodzie. Ich wrazliwos¢ na $wiatto, kwasy i zasady jest podobna
do wtasciwosci filochinonu. Pod dziataniem substanciji utleniajgcych ulegajg rozktadowi.
Menachinony znajdujg sie gtébwnie w tkankach zwierzecych i drobnoustrojach.

Menadion jest zwigzkiem syntetycznym, wykazujgcym wiekszg aktywnos¢ biologiczng
niz witaminy naturalne, lepiej rozpuszcza sie w wodzie i jest fatwie] przyswajany przez
organizm.

Witamina K jest niezbedna organizmom zwierzecym do tworzenia czynnikow
zapewniajgcych prawidiowg krzepliwos¢ krwi. Katalizuje synteze protrombiny
w watrobie. Niezaleznie od tych funkcji prawdopodobnie bierze udziat w formowaniu
tkanki kostnej, ponadto ma réwniez wikasciwosci przeciwbakteryjne, przeciwgrzybiczne,
przeciwbolowe i przeciwzapalne. Witamina K wystepuje w znacznych ilosciach

w zielonych czesciach roslin np. w kapuscie i szpinaku.

3.1.5.2. Witaminy rozpuszczalne w wodzie

Tiamina (witamina B1). Witamina Bl sktada sie z podstawionego pierscienia
pirymidynowego zwigzanego przez grupe metylenowg z podstawionym pierscieniem
tiazolowym. W handlu dostepna jest jako chlorek amoniowy chlorku tiaminy (zwany tez

chlorkiem amoniowym tiaminy) — Rys. 19.

N_

Rys. 19. Wz6r chlorku amoniowego tiaminy

Tiamina jest bardzo rozpowszechniona w tkankach roslinnych i zwierzecych.
Najczesciej wystepuje jako difosforan tiaminy (pirofosforan), rzadziej jako

niefosforylowana tiamina, bgdz mono- lub trifosforan tiaminy.
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Tiamina jest stosunkowo termostabilna, zwilaszcza w srodowisku kwasnym.
W srodowisku zblizonym do obojetnego lub w zasadowym ulega rozktadowi na
pojedyncze uktady pierscieniowe, tracgc aktywnosc¢ biologiczng. Destrukcyjnie dziata na
nig rowniez SO,. Straty witaminy podczas zabiegdw kulinarnych i technologicznych sg
zatem najmniejsze w srodowisku kwasnym i przy ograniczonym dostepie tlenu.

Witamina Bl stanowi istotny czynnik w reakcjach spalania weglowodandw
w komorkach. Szczegolnie wazng role petni witamina B1 w czynnosciach i regeneracji
systemu nerwowego. Wspomaga rowniez proces wzrostu oraz przyspiesza gojenie sie
ran i wykazuje dzialanie usmierzajgce bol. Dzienne zapotrzebowanie cztowieka na
witamine B1 wynosi przecietnie 1-2 mg i zalezy od ilosci sacharydéw spozywanych
i spalanych w organizmie. Najwazniejszym zrodiem witaminy Bl sg drozdze, przetwory

zbozowe (ok. 40 %), a nastepnie produkty miesne.
Ryboflawina (witamina B2). Ryboflawina — 7,8-dimetylo-10-(1’-D-rybitylo)-izoaloksazy-

na (Rys. 20), jest czescig skladowg wielu enzymdw i wystepuje w tkankach prawie

zawsze w formie zwigzanej jako tzw. flawoproteina.
GH}:@:
CH,

HO

Rys. 20. Wzor ryboflawiny

Witamina B2 obecna w zywnosci jest dos¢ stabilna, natomiast jej straty wystepujg
podczas procesu rozdrabniania i ptukania. Stwierdzono, ze witamina ta jest bardziej
trwata w srodowisku kwasnym niz alkalicznym. Pod wptywem Swiatta tatwo rozktada sie
do zwigzkow niewykazujgcych aktywnosci biologiczne;.

Ryboflawina bierze udziat w procesach utleniania i redukcji, wspotdziata
w prawidlowym funkcjonowaniu uktadu nerwowego, blon $luzowych, drog
oddechowych, s$luzowki przewodu pokarmowego, nabtonka naczyn krwionosnych i
skory, uczestniczy w przemianach aminokwaséw i lipidow, odgrywa wazng role w
funkcjonowaniu narzgdu wzroku. Wiele faktow wskazuje na to, ze odgrywa takze wazng
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role w tworzeniu sie czerwonych krwinek, jak i samej krwi. Dzienne zapotrzebowanie na
witamine B2 wynosi od 1,5 do 3 mg. Jej najbogatszym zrédtem jest watroba, mieso,

jaja.

Kwas nikotynowy i jego amid (witamina PP, B3). Niacyna, czyli witamina B3, zwana
tez witaming PP obejmuje amid kwasu nikotynowego, kwas nikotynowy oraz pochodne
wykazujgce biologiczng aktywnosc¢ nikotynoamidu. Zaliczana jest do kompleksu witamin

grupy B, a pod wzgledem chemicznym jest pochodng pirydyny (Rys. 21).

(A) (B)
B I
= NH; h|] /%)J\DH
0 =

Rys. 21. Wzory witamin PP: (a) - amid kwasu nikotynowego, (b) kwas nikotynowy

Zaréwno kwas nikotynowy, jak i jego amid sg réwnocenne pod wzgledem aktywnosci
biologicznej; kazda z tych substancji moze tatwo ulega¢ przemianie w drugg i obie
sg obecne w produktach zywnosciowych.

Witamina B3 jest termostabilna i niewrazliwa na odczyn $rodowiska oraz
utlenianie. Najwieksze straty tych zwigzkéw w nastepujg w wyniku rozdrabniania
Zywnosci.

Witamina PP uczestniczy w regulacji poziomu cukru we krwi (produkcja
zwigzkow energetycznych), regulacji poziomu cholesterolu, w procesach utleniania
i redukcji w organizmie. Wplywa tez na odpowiedni stan skory, uczestniczy w regulacji
przeptywu krwi w naczyniach oraz wspotdziala w syntezie hormondw piciowych.
Dzienne zapotrzebowanie cztowieka na witamine PP wynosi 10-25 mg. Do bogatych

zrodet tej witaminy nalezg watroba, mieso, ryby, ziarna zb6z oraz drozdze.
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Kwas pantotenowy (witamina B5). Zbudowany jest z reszt kwasu 2,4-dihydroksy-3,3-
dimetylo-mastowego i B-alaniny, potgczonych ze sobg wigzaniem peptydowym
(Rys. 22).

\ f o 0
|
HO~_ -
MH oH
H  OH

Rys. 22. Wz64r kwasu pantotenowego

Kwas pantotenowy jest zaliczany do kompleksu witamin B.

Witamina B5 jest dos¢ trwata, przy czym pochodne fosforanowe, odznaczajg sie
wiekszg trwatoscig, zwtaszcza w srodowisku alkalicznym.

W uktadach biologicznych jest skiadnikiem koenzymu A, a takze kompleksu
wieloenzymowego katalizujgcego synteze kwasoOw tluszczowych. Kwas pantotenowy
uczestniczy w syntezie hemu do hemoglobiny i cytochroméw. Bierze udziat
w regeneracji komorek skory i bton sluzowych, uczestniczy w wytwarzaniu przeciwciat.
Wspomaga proces pigmentacji wlosow. Dzienne zapotrzebowanie ocenia sie na okoto
5 mg. Bogatym zrodiem kwasu pantotenowego sg min.: watroba, mieso, jaja, groch

oraz cate ziarna zboz.

Pirydoksyna, pirydoksal, pirydoksamina (witamina B6 ). Nazwa witamina B6 jest
uzywana jako okreslenie wszystkich pochodnych 3-hydroksy-2-metylopirydyny
(Rys. 23). Czynnymi biologicznie formami witaminy B6 (koenzymami) sg fosforanowe
pochodne pirydoksaminy i pirydoksalu.

(A) (B) (®)
OH 0._H NH,

HO HO HO

V
i
/’

Rys. 23. Wzory witamin B6 (a) — pirydoksyna, (b) — pirydoksal, (c) pirydoksamina

Enzymy z takimi koenzymami biorg udziat gldwnie w przemianach aminokwasow,

np. w racemizacji optycznie czynnych aminokwasow, dekarboksylacji aminokwasoéw,
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transaminacji. Witamina B6 podnosi odpornos¢ immunologiczng organizmu
I uczestniczy w tworzeniu przeciwciat. Pomaga w zamianie tryptofanu na witamine PP,
co zwieksza poziom tej witaminy w organizmie, jest rOwniez niezbedna w syntezie
porfiryn (synteza hemu do hemoglobiny w produkcji krwinek czerwonych) i hormonow
(np: histamina, serotonina).

Zwigzki te sg dosc¢ trwate w procesach obrobki termicznej i nie ulegajg wyraznym
przemianom pod wptywem tlenu atmosferycznego. Sg stosunkowo wrazliwe
na dziatanie swiatla, zwtaszcza w obojetnych i alkalicznych roztworach.

Dzienne zapotrzebowanie organizmu cztowieka na tg witamine nie jest ustalone,
przypuszcza sie, ze wynosi ono kilka miligraméw. Do najbogatszych zrodet witaminy B6

nalezg: watroba, ryby, mieso, warzywa, produkty zbozowe.

Kwas foliowy. Nalezy do grupy witamin B i zwany jest takze kwasem

pteroiloglutaminowym, poniewaz zawiera ,fragmenty” pochodnej pterydyny (2-amino-4-

hydroksy- 6-metylopterydyne), kwas p-aminobenzoesowy i kwas glutaminowy (Rys. 24).
0 oH

OH
HMN

= Q

HN\

Ny
|
M= N
gy
H,MN 4 oH
Rys. 24. Wzér kwasu foliowego

Obecnie termin ,kwas foliowy” ma szersze znaczenie i dotyczy wielu zwigzkow,
ze wzgledu na duzg ilos¢ analogow i zwigzkdw pokrewnych. W przyrodzie wystepuja
kwasy foliowe, ktore majg do siedmiu reszt kwasu glutaminowego potgczonych
wigzaniami peptydowymi.

W czasie ogrzewania, w $rodowisku kwasnym lub alkalicznym nastepuje
hydrolityczne odszczepienie od kwasu foliowego reszty p-aminobenzoiloglutaminowej.
W Srodowisku obojetnym jego rozktad jest nieznaczny. Jest on wrazliwy na Swiatto,
czynniki utleniajgce i redukujgce.
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Kwas foliowy, uczestniczy w tworzeniu kwaséw nukleinowych DNA i RNA,
syntezie aminokwasow, puryn, pirymidyn, bierze udziat w procesie podziatu komorek,
petni wazng funkcje w procesie tworzenia czerwonych ciatek krwi (wraz z witaming B12)
oraz w procesach mielizacji (tworzenie ostonki mielinowej) neuronéw i przy
przeksztatcaniu homocysteiny w metionine. Jako koenzym F w uktadach
enzymatycznych uczestniczy w przenoszeniu reszt jednoweglowych. Dzienne
zapotrzebowanie na te witamine wynosi ok. 0,4 mg. Po raz pierwszy kwas foliowy
wyizolowano z lisci szpinaku, jego bogatym zrédtem sg zielone czesci roslin, watroba

oraz drozdze.

Cyjanokobalamina (witamina B12). Witamina B12, nalezy do grupy korynoidéw, gdyz
zawiera w swoim sktadzie uklad korynowy (pseudoporfirynowy). Uklad ten jest
zbudowany z czterech zredukowanych pierscieni pirolowych i umieszczonego
centralnie, zwigzanego kompleksowo, atomu kobaltu z przytlaczong do niego grupag
cyjanowg (Rys. 25). Oprécz tego w czgsteczce wystepuje fragment nukleotydowy
z zasadg benzimidazolowg. Rybozyd 5,6-dimetylobenzimidazolu jest potgczony przez

ryboze i reszte fosforanowg z 1-amino-2-propanolem.

Rys. 25. Wzér cyjanokobalaminy

Inny zwigzek z grupy B zawiera zamiast grupy cyjanowej — grupe hydroksylowg —

witamina B12b. Stwierdzono réwniez wystepowanie zwigzku, ktory zamiast 5,6
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dimetylobenzimidazolu ma w czasteczce reszte adeniny, zwigzek ten nazwano
pseudowitaming B12.

Witamina B12 w stanie czystym jest termostabilna. Wodne roztwory sg trwate
w zakresie pH 4-7, rozkladajg sie jednak pod wptywem swiatta.

W komérce wystepuje tylko w postaci koenzymu (adenozylokobalaminy lub
metylokobalaminy) i dopiero po przeksztalceniu powstaje z niego cyjanokobalamina.
Funkcje biochemiczne koenzymu B12 polegajg na jego udziale w kilku typach reakcji
min. izomeryzacji kwasOw dikarboksylowych, przeksztalcania rybonukleotydow
w  deoksyrybonukleotydy, przenoszenia  grup  metylowych. Stwierdzono,
ze cyjanokobalamina jest czynnikiem  zapobiegajgcym anemii  ziosliwe;.
Zapotrzebowanie dobowe na witamine B12 wynosi okoto 0,003 mg. Do bogatszych

zrodet witaminy B12 nalezg watroba i nerki oraz mieso wotowe.

Biotyna (witamina H). Biotyna sklada sie z dwodch skondensowanych uktadéw
pierscieniowych — imidazolowego i tetrahydrotiofenowego, podstawionego w pozycji 2

resztg kwasu n-walerianowego (Rys. 26).

)T\
HN MNH
0
""" “ OH

Rys. 26. Wz6r biotyny

Sposrod osmiu izomeréw optycznie czynnych i czterech mieszanin racemicznych
jedynie p-biotyna jest aktywna biologicznie.

Zwigzek ten jest termostabilny w $Srodowisku obojetnym. Pod wplywem
silniejszych kwasow i zasad rozktada sie.

Witamina H peini role przenosnika ditlenku wegla w réznych procesach
przemiany materii. Bierze udziat w metabolizmie biatlek i tluszczéw, uczestniczy
w syntezie kwasow tluszczowych, jak tez przy wchianianiu witaminy C. Wspétdziata
w przemianie aminokwaséw i cukréw jak rowniez uczestniczy z witaming K w syntezie
protrombiny biatka odpowiedzialnego za prawidtowe krzepniecie krwi. Wplywa
na witasciwe funkcjonowanie skory oraz wilosOw, zapobiega siwieniu wlosow oraz

lysieniu. Przypuszczalne dzienne zapotrzebowanie cztowieka na biotyne wynosi okoto
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100 ug. Do gtébwnych zrodet biotyny nalezg drozdze, watroba, w mniejszych ilosciach

wystepuje w innych produktach, np.: w zéttku jaj, grochu, kalafiorze.

Kwas L-askorbinowy (witamina C).  Wiasciwosci witaminy C wykazuje kwas
L-askorbinowy oraz jego forma utleniona -kwas L-dehydroaskorbinowy. Pod wzgledem
chemicznym kwas L-askorbinowy jest laktonem endiolu kwasu 2-okso-L-gulonowego,

a kwas L-dehydroaskorbinowy laktonem kwasu 2,3-diokso-L-gulonowego (Rys. 27).

kwas askorbinowy kwas dehydroaskorbinowy
HZCIJ—OH H2|C—OH
HC—OH HC—OH
-2e -2H *\
0 - —0
— +2e+2H "
% \
HO OH 0 0]

Rys. 27.Wzory chemiczne: kwasu askorbinowego i kwasu dehydroaskorbinowego

Kwas L-askorbinowy jest zwigzkiem krystalicznym, dobrze rozpuszczalnym w wodzie
a jego roztwory majg smak kwasny. Wykazuje wiasciwosci redukujgce. W warunkach
beztlenowych jest odporny na wysokg temperature. Kwas dehydroaskorbinowy jest
mniej trwaly w tych warunkach i tym tlumaczy sie straty witaminy C podczas
ogrzewania. W obecnosci tlenu obie formy ulegajg nieodwracalnemu utlenianiu do
produktow nieaktywnych biologicznie, zwlaszcza w obecnosci jonow niektorych metali,
szczegoblnie Cu?* i Fe®",

Biologiczne funkcje kwasu askorbinowego nie zostaty w peini wyjasnione. Uktad
oksydoredukcyjny kwas askorbinowy<—kwas dehydroaskorbinowy moze uczestniczyé
w regulowaniu potencjatu oksydoredukcyjnego w komoérce i bra¢ udziat w transporcie
elektronow. Poniewaz witamina C wystepuje w znacznych ilosciach w gruczotach
nadnercza, przypuszcza sie, ze uczestniczy ona w syntezie hormonow sterydowych.
Witamina C uczestniczy w syntezie kolagenu i podstawowych biatek w catym
organizmie oraz w metabolizmie tluszczow, cholesterolu i kwaséw zotciowych. Jako

jeden z najwazniejszych przeciwutleniaczy petni takze istotng funkcje w reakcjach
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odtruwania i odpornosci organizmu chronigc go przed procesami utleniania. Jest
czynnikiem stabilizujgcym uktad odpornosciowy i immunologiczny, hamuje powstawanie
w zoladku rakotworczych nitrozoamin. Ma  wlasciwosci  bakteriostatyczne
i bakteriobdjcze w stosunku do niektérych drobnoustrojéw chorobotworczych.
Zapotrzebowanie cziowieka na witaming C jest bardzo duze i wynosi Srednio
50-100 mg. Do gtéwnych zrédet witaminy C nalezg owoce i warzywa: czarna porzeczka,
papryka czerwona, brukselka, kalafior, szpinak, kapusta kiszona, cytryny. Z uwagi na
wysokie zapotrzebowanie organizmu na te witamine oraz straty w procesach
kulinarnych i technologicznych duze znaczenie ma produkcja produktéw wzbogaconych

w witamine C oraz witaminy syntetycznej.

3.1.6. Zwigzki mineralne
Skfadniki mineralne, podobnie jak witaminy, sg niezbedne do prawidtowego
rozwoju naszego organizmu i muszg by¢ dostarczane wraz z pozywieniem, poniewaz

nie sg przez nasz organizm wytwarzane.

3.1.6.1. Wystepowanie i wtasciwosci

W skiad soli mineralnych wchodza:

» makrosktadniki wystepujgce w wiekszych ilosciach w organizmie (np. wegiel, azot,
tlen, wapn), ktérych zawartos¢ w organizmie przekracza 50 mg/kg suchej masy
tkanek;

» mikroskladniki obecne w organizmie w mniejszych ilosciach; ktére sg jednak
niezbedne do jego prawidiowego funkcjonowania regulujgc wiele procesow
zachodzacych w komérkach; nalezg do nich m.in. zelazo, miedz, mangan, jod,
kobalt, cynk i fluor;

= substancje balastowe pochodzace bezposrednio lub posrednio
z zanieczyszczonego srodowiska, niespetniajgce zazwyczaj zadnych pozytecznych
funkciji fizjologicznych, czesto charakteryzujgce sie dziataniem toksycznym.

Takie makroelementy jak: C, H, O, N, Ca, Mg, P, Na, K, S i Cl stanowig prawie

98,8% masy roslin i zwierzat i sg gtdwnym skiadnikiem biatek, lipidow, cukrow,

nukleotydéw i ukiadu kostnego oraz szkieletu zewnetrznego zwierzgt. W postaci soli

regulujg cisnienie osmotyczne i rownowage kwasowo-zasadowg organizmu.
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Mikroelementy nie spetniajg funkcji materiatu budulcowego, niemniej wplywajg
na aktywnos¢ enzymow, hormondw, witamin i innych czynnikbw regulujgcych
réznorodne funkcje zyciowe organizmu. Za pierwiastki niezbedne dla wszystkich
organizmow zywnych uznano: B, Br, Co, Cu, F, Fe, I, Mn, Mo, Ni, Si, Vi Zn, z kolei: As,
Cr, Li i Se sg konieczne tylko dla zwierzat, natomiast Al i Ti tylko dla roslin. Niektore
mikroelementy, np. Se, Mn, Co, | sg potrzebne w tak maitej ilosci, ze nazywa sie je
czesto pierwiastkami $ladowymi. Nalezy zaznaczy¢, ze nie tylko niedobdr
mikrosktadnikbw w znacznym stopniu zaktoca prawidiowg prace naszego organizmu,
nadmiar mikroelementow takze wywiera czesto dziatanie szkodliwe, a r6znica miedzy
dawkg niezbedng i toksyczng jest czesto bardzo mata.

Substancje mineralne wystepujg w organizmie zazwyczaj w postaci prostych lub
zlozonych soli. Nalezy przy tym podkresli¢, ze do mineralnych skfadnikdw zywnosci nie
zalicza sie zwigzkow wegla, tlenu, azotu i wodoru, ktére po spaleniu nie pozostawiajg
popiotu. Mozliwos¢ spetnienia funkgciji fizjologicznych przez substancje mineralne zalezy
od:

» budowy powitok elektronowych,

= wartosciowosci,

= potencjatu jonizacyjnego,

= potencjatu redoks,

» latwos$ci zmiany stopnia utlenienia,

= wielko$ci atomow,

» zdolnosci tworzenia wigzan podwdéjnych, wodorowych i jonowych,
» rodzaju i trwatosci tworzonych przez pierwiastki jonow,

» ich zdolnosci przenikania przez btony biologiczne,

» rozpuszczalnosci soli,

= dostepnosci w srodowisku.

Wiasciwosci te wpltywajg réwniez na przemiany zachodzgce w zywnosci podczas

obrobki cieplnej, utrwalania, sktadowania czy przetwarzania zywnosci.

3.1.6.2. Zawartos¢ w produktach zywnosciowych
llos¢ i sktad zwigzkéw mineralnych obecnych w produktach zywnosciowych jest
zroznicowany i zalezy gtownie od rodzaju produktu, procesu produkcyjnego, sposobu

przechowywania oraz stopnia zanieczyszczenia $rodowiska naturalnego. Zawarto$é
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zwigzkéw mineralnych w surowcach roslinnych zalezy od stezenia tych substanciji
w glebie, wodach gruntowych, stosowanych nawozach i aerozolach znajdujgcych sie
w powietrzu. Skiad i ilos¢ tych substancji w miesie zwierzat hodowlanych i innych
surowcach pochodzenia zwierzecego zmienia sie w stopniu mniejszym niz
w produktach roslinnych i zalezy gtéwnie od dostepnosci tych pierwiastkbw w paszy,
gatunku zwierzat, ich stanu fizjologicznego i wieku. Pewna ilo$¢ pierwiastkow
wystepujgcych w zywnosci moze pochodzi¢ takze z aparatury i urzgdzeh stosowanych
w procesie produkcji, opakowan zywnosci (puszki, folie aluminowe), bagdz jest
dodawana celowo w procesie produkcyjnych (chlorek sodu, konserwanty, barwniki,
polifosforany). Waznym zrodiem skiadnikéw mineralnych jest takze woda pitna, w ktérej
zawsze znajdujg sie roznorodne sole.

Aby ograniczy¢ straty sktadnikow mineralnych w procesie produkcji zywnosci
nalezy unika¢ takich procesow jak obieranie, rozdrabnianie, gotowanie, rozmrazanie
czy blanszowanie. Straty pojawiajg sie na skutek usuniecia niektorych tkanek podczas
wstepnej obrobki surowca, wycieku zawartosci uszkodzonych komorek, ekstrakcji
rozpuszczalnych w wodzie sktadnikow tkanek, czy tez adsorpcji jonéw przez skiadnik,
ktory jest usuwany w procesie produkcji zywnosci.

Czes¢ pierwiastkow utraconych w procesie przetworstwa zywnosci zostaje
uzupetniona poprzez wprowadzanie do zywnosci soli mineralnych, melasy, otrebow,
,drozdzy selenowych” i innych produktow pochodzenia organicznego. Przyktadem
takiego dziatania jest wprowadzenie do soli kuchennej jodku potasu oraz wzbogacanie
zywnosci dietetycznej, pieczywa i innych produktow zbozowych w weglan wapnia,
siarczan zelaza(ll) czy mleczan i glukonian wapnia i zelaza(ll).

Nalezy zaznaczy¢, ze sktadniki mineralne znajdujgce sie w zywnosci
sg wykorzystywane przez organizm tylko czesciowo. Stopien ich wchianiania
w przewodzie pokarmowym jest bardzo zmienny i zalezy od rodzaju pierwiastka, formy
jego wystepowania, stopnia utlenienia oraz stanu fizjologicznego organizmu

i zapotrzebowania na dany pierwiastek.

3.1.7. Niebiatkowe zwi gzki azotowe
Niebiatkowymi zwigzkami azotowymi sg wolne aminokwasy i peptydy, kwasy
nukleinowe, nukleotydy i produkty ich metabolizmu, tlenek trietyloaminy i mocznik oraz

powstajgce z nich lotne aminy i amoniak, a takze glukozydy i heterozydy cyjanogenne,
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alkaloidy oraz tiazole, oksazole, pirole i pirazyny. Zawartos¢ niebiatkowych zwigzkdéw
azotowych w produktach zywnosciowych zalezy od rodzaju zywnos$ci, czasu i sposobu
przechowywania oraz od ich obrobki. Sktadniki niebiatkowe majg duzy udziat w ogoéinej
ilosci zwigzkow azotu w miesie, rybach i bezkregowcach morskich (do 55%
w przeliczeniu na azot). Miesnie czerwone charakteryzujg sie zazwyczaj znacznie
wiekszg zawartoscig azotu niebiatkowego w poréwnaniu do miesni biatych. Niebiatkowe
zwigzki azotowe miesa ryb sktadajg sie przede wszystkim z kreatyny, wolnych
aminokwaséw biatkowych, tlenku trimetyloaminy, nukleotydow i peptydow.
W warzywach azot zwigzkéw niebiatkowych moze stanowi¢ 20-60% ogolnej ilosci
azotu. Duzy wplyw na zapach i smak zywnosci majg niebiatkowe zwigzki azotowe
I powstajgce z ich rozktadu bezazotowe lotne produkty, a niektére z nich w wiekszych

stezeniach mogag by¢ szkodliwe dla zdrowia cztowieka.

3.1.7.1. Wolne aminokwasy i peptydy

Aminokwasy sg na ogot dobrze rozpuszczalne w wodzie, a szczegolnie duzg
rozpuszczalnos¢ wykazuje prolina, hydroksyprolina, glicyna i alanina, natomiast stabo
rozpuszczalne sg cystyna i tyrozyna. Rozpuszczalnos¢ aminokwaséw w srodowisku
zasadowym i kwasnym jest wieksza niz w wodzie. Aminokwasy aromatyczne absorbujg
promieniowanie UV z maksimum w zakresie 200-230 nm oraz 250-290 nm, a histydyna,
cysteina i metionina w zakresie 200-210 nm. Te wiasciwosci aminokwasow
wykorzystuje sie podczas analiz HPLC. Aminokwasy, przewaznie majg smak obojetny,
stodki lub gorzki, natomiast peptydy majg smak obojetny lub gorzki. Tylko dipeptydy
kwasu glutaminowego i asparaginowego sg kwasne, a estry dipeptydow kwasu
L-asparaginowego sg stodkie.

Gtownym zrédtem wolnych aminokwaséw w surowcach i produktach
zywnosciowych jest metabolizm komérek oraz dziatalnos¢ drobnoustrojéw. Zwigzki te
sg obecne w wielu produktach zywnosciowych, np.: w miesie zwierzagt rzeznych,
skorupiakow, ryb, fok, w bulwach ziemniaka, warzywach, miodzie czy zielonej i czarnej
herbacie

Podczas przechowywania i przetwarzania zywnosci, np. podczas obrébki
w procesach technologicznych oraz w wyniku dziatania mikroflory, wolne aminokwasy

ulegajg korzystnym i niekorzystnym zmianom. Zwigzki te ulegajg reakcjom syntezy,
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deaminacji i eliminacji amoniaku, uwalniania amoniaku z amidéw, deaminacji przez

odwodornienie lub przy udziale tlenu i bakteryjnemu rozktadowi.

3.1.7.2. Aminy i ich pochodne

W produktach piekarskich, piwie, winach, herbacie, czekoladzie, kawie, owocach,
warzywach, przetworach zbozowych, serach, przetworach mlecznych, miesie, rybach
i grzybach obecne sg wolne aminy, ktére sg naturalnymi i powszechnie wystepujgcymi
skladnikami zywnosci. Prekursorami wolnych amin w 2zywnosci sg aminokwasy
i fosfolipidy. Aminy mogg powstawa¢ z aminokwasoéw w skutek dekarboksylacji
pod wptywem endogennych enzymow. Czesciej jednak aminy powstajg z aminokwasow
przy udziale dekarboksylaz drobnoustrojow, a takze w wyniku rozkladu cieplnego.
Dodatkowo, aminy powstajg w zywnosci takze jako produkty aminacji i transaminacji
aldehyddéw. Zawarto$¢ niektorych lotnych zwigzkéw azotowych wykorzystuje sie jako
wskaznik swiezosci, a wiele nielotnych amin moze dziata¢ toksycznie.

Duzo lotnych amin (metyloamina, dimetyloamina, propyloamina, butyloamina,
izobutyloamina i izoamyloamina) wykryto wsrod zwigzkow zapachowych, np. piwa,
wina, herbaty i czekolady. Produkty rybne, miesne i mleczarskie charakteryzujg sie
duzg zawartoscig metyloamin. W miesie zwierzgt morskich zrodtem lotnych amin jest
tlenek trimetyloaminy. Po $nieciu ryb zwigzek ten ulega redukcji pod wptywem
enzymow do trimetyloaminy, ktora daje charakterystyczny rybi zapach. Proces ten

zostat przedstawiony na ponizszym réwnaniu (Rys. 28).

(CH3)3NO +NADH + H* — (CH3)sN + NAD" + H,0

tlenek trimetyloaminy trimetyloamina

Rys. 28. Schemat powatawania trimetyloaminy

3.1.7.3. Histamina i alifatyczne poliaminy

W wielu artykutach Zzywnosciowych wystepujg histamina, putrescyna,
kadaweryna, spermidyna i tyramina. Zwigzki te wystepujg w produktach wytwarzanych
i dojrzewajgcych przy udziale proceséw fermentacyjnych oraz w nieswiezych lub silnie
zanieczyszczonych mikrobiologicznie. Putrescyna i spermidyna sg powszechne
w komorkach roslinnych, w ktérych petnig funkcje regulacyjne w okresach wzrostu
i dojrzewania. Prekursorami tych amin sg aminokwasy uwalniane z biatek wskutek

hydrolizy.
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W produktach rybnych najwieksze znaczenie ma histamina, ktéra gromadzi sie
przede wszystkim w miesniach bogatych w histydyne w postaci wolnej lub zwigzanej
w biatkach. Gltoéwng przyczyng powstawania histaminy w snietych rybach jest dziatanie
enzymow bakteryjnych. W rybach morskich zidentyfikowano drobnoustroje nalezgce
do kilkunastu gatunkow, ktére dekarboksylujg histydyne. Szybkosé¢ wytwarzania
histaminy zalezy od wielu czynnikbw, miedzy innymi od stezenia wolnej histydyny
w miesniach, od wtasciwosci i liczebnosci populacji bakterii, od obecnosci aktywatoréw

i inhibitoréw dekarboksylaz histydyny, a takze od temperatury.

3.1.7.4. Nitrozoaminy

Zwigzki te wykazujg silne dziatanie rakotworcze. Wystepujg przede wszystkim
w peklowanym miesie, wedzonych rybach, a takze w piwie, sosie sojowym i wielu
innych produktach spozywczych. W celu ograniczenia powstawania szkodliwych
nitrozoamin bardzo skuteczne jest dodawanie zwigzkbw o0 charakterze
przeciwutleniaczy (witamin C i E) w trakcie obrébki produktow spozywczych. Toksyczne
zwigzki N-nitrozowe w zywnosci mogg powstawaé w reakcji amin z azotanami(lll).
Okoto 90% z nich wykazuje dziatanie rakotwoércze. Najsilniejsze dziatanie rakotworcze
wykazuje N-nitrozodimetyloamina. Drugorzedowe i trzeciorzedowe aminy oraz amidy
ulegajg nitrozowaniu w reakcji z azotanami(lll). Szybkosc tej reakcji jest najwieksza przy
pH od 2 do 4, poniewaz ze wzrostem pH maleje stezenie czynnikdw nitrozujgcych. W
kwasnym srodowisku powstaje z azotanu (Ill) nietrwaty HNO,, a z niego bezwodnik
N2O3 (Rys. 29):

2HONO= O—N—O—N=—0 + HO

Rys. 29. Schemat powstawania bezwodnika N,O5
Czynnikami nitrozujgcymi sg bezwodnik N,Os, bezwodnik protonowany i kation
nitrozoniowy oraz halogenki nitrozylu O=N-X i tiocyjanian nitrozoniowy O=N-NCS.

Czynniki nitrozujgce tworzg z aminami drugorzedowymi N-nitrozoaminy, co ilustruje

ponizszy schemat (Rys. 30):
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R

Rys. 30. Schemat powstawania N-nitrozoamin

Niektére trzeciorzedowe aminy aromatyczne ulegajg powolnemu nitrozowaniu
w pierscieniu aromatycznym, natomiast alifatyczne podlegajg reakcji utleniajgcego
dealkilowania. N-nitrozoaminy tworzgce sie w reakcji amin pierwszorzedowych
izomeryzujg do nietrwatych kwasow diazowych R-N=N-OH, a te w srodowisku kwasnym

przechodzg w sole diazoniowe, rozktadajgce sie z wydzieleniem azotu.

3.1.7.5. Heterocykliczne aminy aromatyczne i kwasy nukleinowe oraz nukleotydy

Heterocykliczne aminy aromatyczne dzialajg mutagennie i rakotwérczo. Sg one
produktami pirolizy aminokwasow i biatek oraz pochodnymi wytwarzanymi z kreatyniny,
aminokwaséw i sacharydéw. Dotychczas zidentyfikowano okoto 20 heterocyklicznych
amin aromatycznych. llos¢ heterocyklicznych amin aromatycznych zalezy od wielu
czynnikbw, m.in. od obecnosci prekursorow, aktywatoréw i inhibitorow oraz
temperatury, czasu reakcji i odczynu s$rodowiska. W produktach zywnosciowych
wystepujg niewielkie ilosci kwaséw nukleinowych. Kwas rybonukleinowy jest obecny
gtéwnie w rybosomach, a kwas deoksyrybonukleinowy przede wszystkim w jadrze
komdrkowym. Obydwa kwasy wystepujg w potgczeniach z zasadowymi biatkami jako
nukleoproteiny. W artykutach zywnosciowych wystepujg rowniez nukleotydy i produkty
ich przemian. Sg to wolne nukleotydy i produkty rozktadu kwasoéw nukleinowych.

3.2. Zanieczyszczenia zywno Sci

Zywno$é narazona jest na dziatanie czynnikbw chemicznych, fizycznych i

biologicznych. Do zanieczyszczen zywnos$ci moze dojs¢ podczas jej wytwarzania,
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pakowania, transportu oraz przechowywania, a takze w czasie przygotowania do
spozycia.

Do chemicznych zanieczyszczen zywnosci, ktére mogg by¢ szkodliwe dla
zdrowia cztowieka naleza:
= skladniki naturalne, ktére sg produktami metabolizmu surowcéw roslinnych

| zwierzecych,
= substancje wchioniete ze srodowiska przez organizmy ro$linne i zwierzece,
» pozostatosci nawozow mineralnych i sSrodkow ochrony roslin,
= zwigzki stosowane w hodowli i lecznictwie zwierzat oraz w produkcji pasz,
» substancje wprowadzone do produktow zywnosciowych wskutek procesow
technologicznych,

» substancje pochodzace z urzadzen, sprzetu, naczyn i opakowan,
» substancje obecne w zywnosci wskutek dziatania drobnoustrojow.

Zanieczyszczenia fizyczne zywnosci najczesciej stanowig fragmenty opakowan.
Tego typu zanieczyszczenia sg eliminowane podczas prawidtowo przeprowadzonego
procesu technologicznego. Znacznie bardziej niebezpieczne dla zdrowia cztowieka sg
zanieczyszczenia biologiczne. Do produkcji zywnosci mogg by¢ dostarczane produkty
rolne skazone mikrobiologicznie. Z tych wzgledow konieczna jest kontrola
mikrobiologiczna surowcéw i produktow zywnosciowych na kazdym etapie procesu
technologicznego. W badaniach mikrobiologicznych zywnosci, na podstawie oznaczenh
ilosciowych drobnoustrojow, mozna stwierdzi¢ stan higieniczny i trwatos¢ danego
produktu. Dlatego w normach ilosciowych poszczegdélinych produktéw podana jest
gorna, dopuszczalna granica ogolnej liczby bakterii i liczby dobnoustrojow szkodliwych.
W celu okreslenia liczby dobnoustrojow najczesciej stosowane sg metody
mikroskopowe, hodowlane i wskaznikowe. llosciowe metody mikroskopowe polegajg na
liczeniu komorek bezposrednio w polu widzenia mikroskopu, a wynik obejmuje
wszystkie komorki: zywe i martwe. Metody hodowlane oparte sg na wzroscie
drobnoustrojow, dlatego oznaczane sg wytgcznie komorki zywe. Natomiast metody
wskaznikowe polegajg na ujawnieniu okreslonych wiasciwosci drobnoustrojow.
Stosowane sg one w badaniach wzrostu kultur drobnoustrojéw i mierzona jest ilos¢

produktow metabolizmu, wiasciwosci redukujgce, poziom azotu w biomasie, zmetnienie

pozywki itp.
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3.2.1. Mikotoksyny

Mikotoksyny sg silnie toksycznymi produktami wtérnego metabolizmu grzybdéw
(plesni) nalezacych do rodzajéw: Aspergillus, Penicillinum i Fusarium. Tworzg sie
w okresie wegetacji lub zbioru, a takze w wyniku nieprawidtowego przechowywania
licznych produktéw zywnosciowych. Zanieczyszczenia mikotoksynami wystepujg
gtéwnie w zbozu i jego przetworach, orzechach, przyprawach, kukurydzy, kawie, kakao,
herbacie, owocach suszonych, piwie, winie i mleku. Ze wzgledu na zréznicowany
charakter toksycznego oddziatywania mikotoksyn na organizmy wyzsze podzielono
je na 6 grup: aflatoksyny, ochratoksyna A, patulina, fumonizyny, deoksyniwalenol
i zearalenon. Najbardziej toksyczna sposrod wszystkich rodzajéw mikotoksyn jest

aflatoksyna B; (Rys. 31).

e
o "o OCH,

Rys. 31. Wz6r aflatoksyny B,

Mikotoksyny, ktore znajdujg sie w zywnosci mogg by¢ powodem mikotoksykoz.
Dlatego zywnos¢ powinna by¢ wytwarzana, transportowana i przechowywana
w odpowiednich warunkach, tak aby zabezpieczy¢ jg przed wilgocig oraz niekorzystng
temperaturg. Efekt toksyczny mikotoksyn zalezy od rodzaju oraz ilosci toksyny, ktéra
zostata spozyta wraz z produktami zywnosciowymi. Dtugotrwate narazenie organizmu
na mikotoksyny moze powodowac rézne przewlekte choroby, np. nowotwory watroby
i nerek. Istniejg rowniez ostre zatrucia po pobraniu jednorazowo duzej dawki
mikotoksyn.

Zapobieganie powstawania mikotoksyn polega na zapewnieniu odpowiednich
warunkow produkcji pasz i zywnosci. Dodatkowo, w produkcji pasz stosowane sg
grzybobojcze srodki chemiczne. W zapobieganiu wytwarzania mikotoksyn biorg udziat
takze naturalne mechanizmy obronne ro$lin poprzez wytwarzanie zwigzkow

antygrzybowych.
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3.2.2. Wielopier scieniowe w eglowodory aromatyczne (WWA)

WWA s3 to wysoce niebezpieczne substancje wykazujgce whasciwosci zarbwno
kancerogenne, jak i mutagenne. Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) szacuje, ze
narazenie na WWA jest w 99% wynikiem konsumpcji zywnoséci. Jedynie okoto 0,9%
tych zwigzkéw dostaje sie do organizmu wskutek wdychania, zas 0,1-0,3% z wodag
pitng. W zywnosci zwigzki te mogg powstawa¢ albo w trakcie procesow jej
przetwarzania (prazenie kawy, suszenie zb06z), badz tez podczas termicznej obrobki
(pieczenie, smazenie, grillowanie), a takze w trakcie jej utrwalania (wedzenie). Ponadto
duze ilosci WWA znajdujgce sie w produktach spozywczych pochodzag
Z zanieczyszczenia srodowiska, np. ryby wylawiane z rejonéw wysoce
uprzemystowionych. Najbardziej znanym przedstawicielem tej grupy mutagendéw jest

benzo[a]piren (Rys. 32).

Rys. 32. Wz6r benzo[a]pirenu

Stwierdzono, ze WWA zawierajgce powyzej 3 pierscieni sg rakotworcze
i mutagenne. Do tych zwigzkéw nalezg m.in. benzo(a)piren, dibenzo(a,h)antracen,
benzo(a)antracen, benzo(b)fluoranten i dibenzo(a,e)piren. WWA sg metabolizowane
przez mikrosomalne enzymy cytochromu P 450 do zwigzkéw moggcych tworzy¢ trwate
potgczenia z DNA (np. epoksydy), co moze prowadzi¢ do wysoce prawdopodobnego
procesu tworzenia nowotworéw. W celu oceny toksycznosci wszystkich rakotwoérczych
WWA, wprowadzono tzw. wzgledny wspoétczynnik rakotwoérczosci (k), odnoszacy sie do
rakotworczosci benzo[a]pirenu (BaP), dla ktérego przyjeto warto$¢ rowng 1 (Tabela 11).
Obecnie, jako miare narazenia na wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne
przyjmuje sie wskaznik bedacy sumg iloczynéw stezen 9 WWA i ich wzglednych

wspotczynnikdw rakotwaorczosci.
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Tabela 11. Wartosci wzglednych wspotczynnikéw rakotwoérczosci (wg. Posniak M., Makhniashvili 1.,
Koziel E., Kowalska J., Bezpieczenstwo Pracy 9/2001, str. 12)

Lp WWA Wzgl edny wspotczynnik rakotwérczo  sci k

1 Dibenzo(a,h)antracen 5

2 Benzo(a)piren 1

3 Benzo(a)antracen 0,1
4 Benzo(b)fluoranten 0,1
5 Benzo(k)fluoranten 0,1
6 Indeno(1,2,3-c,d)piren 0,1
7 Antracen 0,01
8 Chryzen 0,01
9 Benzo(g,h,i)perylen 0,01

WWA do zywnosci przenika z powietrza, gleby i wody, czyli ze wszystkich
elementow s$rodowiska. Rosliny mogg syntezowaé, wchtania¢ i rozklada¢ WWA.
Przyktadowo, obecnos¢ benzo(a)pirenu stwierdzono w satacie, szpinaku i szczypiorze.
Rowniez ryby, mieczaki, wodorosty i plankton zawierajg ten zwigzek. Wzrost zawartosci
WWA obserwowany jest podczas obrébki termicznej zywnosci wraz ze wzrostem

temperatury i czasu jej dziatania.

3.2.3. Heterocykliczne aminy aromatyczne (HAA)
HAA powstajg na skutek obrébki cieplnej zywnosci, przede wszystkim tej o duzej
zawartosci biatka. W zaleznosci od temperatury w jakiej prowadzony jest proces

przetwarzania  produktéw spozywczych powstawa¢ mogg rozne rodzaje
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heterocyklicznych amin aromatycznych. W temperaturze wyzszej niz 300°C powstajg
produkty pirolizy aminokwaséw i biatek, z kolei w nizszych temperaturach (150-200°C)
tworzg sie pochodne chinoliny, chinoksaliny i pirydyny. W efekcie zwigzki te wystepuja
W smazonym i pieczonym miesie oraz w smazonych rybach. Przedstawicielem tej grupy

mutagendw jest 2-amino-5-fenylopirydyna, w skrécie Phe-P-1 (Rys. 33).

2 e

L
= = MH,

M
Rys. 33. Wz6r 2-amino-5-fenylopirydyny Phe-P-1

3.2.4. Azotany(V) i azotany(lll)

Stosowanie nawozéw mineralnych, obecnos¢ azotanow(V) w wodach
powierzchniowych, zanieczyszczenia sciekami komunalnymi i przemystowymi oraz
odchody zwierzece to gtdbwne zrodla azotanow(V) w zywnosci. Duza zawarto$c
azotanow(V) wystepuje w warzywach lisciastych, takich jak: burak, seler, szpinak,
rzodkiewka, satata, marchew i kapusta. Zawartosci azotanow(V) w warzywach zalezy
od intensywnos$ci nhawozenia, wiasciwosci gleby, klimatu, ale takze od gatunku rosliny
I czasu wegetacji. Azotany(lll) w warzywach wystepujg w matych ilosciach. Tylko
podczas przechowywania zawartos¢ ich moze wzrosngé na skutek redukcji
azotanow(V). Azotany(V) i azotany(lll) wystepujg takze w produktach pochodzenia
zwierzecego, a zrodtem ich jest pasza i woda. Zwigzki te stosowane sg w przetworstwie
miesa i serowarstwie. Dzieki ich zastosowaniu, produkty zyskujg rézowg barwe oraz
charakterystyczny smak i zapach. Oprocz tego, azotany(lll) dziatajg przeciwutleniajgco,
zmniejszajg odpornosc¢ cieplng przetrwalnikdw bakterii i hamujg rozwéj drobnoustrojéw.
Azotany(V) sg mato toksyczne, jednak mogg powodowac¢ podraznienia btony sluzowej
przewodu pokarmowego. Gltownym zrodiem pobrania azotanow(lll) sg peklowane
przetwory miesne. Pobrane z zywnoscig sg wchianiane z przewodu pokarmowego
i wydalane z moczem. U niemowlat szybkos¢ redukcji azotanow(V) jest znacznie
wieksza ze wzgledu na nizszg kwasowos¢ soku zotgdkowego. Zatrucie azotanami(lll)

objawia sie bélami brzucha, zaczerwienieniem twarzy i skoéry, zawrotami gtowy, sinica,
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dusznoscig i spadkiem cisnienia krwi, co moze doprowadzi¢ do zapasci. Niedotlenienie
nastepuje, gdy stezenie methemoglobiny przekracza 20%, zgon nastepuje gdy ta
warto$¢ wynosi 50%. Dawkg smiertelng dla osoby dorostej jest okoto 4 g azotandw(lll).

Azotany(V) i azotany(lll) mogg by¢ zrédtem N-nitrozoamin.

3.2.5. Metale ci ezkie

Metale ciezkie sg to pierwiastki o gestosci powyzej 4,5 glcm®. Wystepuja
w sposob naturalny w srodowisku cztowieka. Niektore z nich, w niewielkich stezeniach
sa niezbedne dla prawidiowego rozwoju cziowieka i katalizujg wiele reakcji
biochemicznych (tzw. mikroelementy — cynk i miedz). Inne mogg by¢ zbedne lub
niebezpieczne (otow, kadm, rte¢, arsen, chrom, kobalt, nikiel). Metale przenikajg
do zywnosci zarbwno z powietrza, gleby, jak i wody. Gtéwnymi zrédtami metali ciezkich,
ktore zanieczyszczajg srodowisko sg: procesy spalania paliw, transport, skiadowanie
i spalanie odpaddéw. Dodatkowym zrédiem metali ciezkich w produktach spozywczych
sg srodki ochrony roslin i nawozy stosowane w ich uprawie. Stosowanie odpowiednich
zabiegOw agrotechnicznych daje mozliwos¢ ograniczenia zawarto$¢ metali ciezkich
w warzywach. Mozna to osiggng¢ stosujgc:
= wapnowanie,
= utrzymanie stabilnego odczynu (pH 6,5-7),
* nawozenie organiczne (obornik, kompost, nawozy zielone).
Ponadto metale osadzajg sie na powierzchni lisci wraz z pytami i tylko w niewielkim
stopniu sg wchtaniane w gitgb tkanek, dlatego tez stosunkowo fatwo mozna je usungc¢
poprze mycie. Zrodiem skazen zywnosci metalami ciezkimi mogag by¢ réwniez procesy
technologiczne, naczynia, sprzet, aparatura stuzgca do jej produkcji i przetwarzania,
a takze opakowania i pojemniki, w ktérych jest ona transportowana i przechowywana.

Sposrod metali ciezkich najwieksze zagrozenie dla cztowieka stwarzajg: otow,
kadm, rte¢ oraz cynk. Posiadajg one zdolnos¢ bioakumulacji oraz dtugi okres
biologicznego pottrwania i w zwigzku z tym mogg wykazywaé tzw. toksycznosé
chroniczng. Zatrucia ostre zdarzajg sie bardzo rzadko.

Metale ciezkie mogg powodowac:
= zmiany w syntezie biatek,
= zaburzenia wytwarzania ATP,

= uszkodzenia bton i organelli komorkowych (mitochondridw, lizosomow),
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= reakcje z grupami sulfhydrylowymi, karboksylowymi i fosforanowymi ligandow
biologicznych,

» uszkodzenia w ukladzie pokarmowym, oddechowym, nerwowym, krgzenia,
krwiotworczym i wydalniczym,

» dziatanie rakotworcze.

Okoto 90% metali ciezkich dostaje sie do organizmu wraz z pozywieniem
(zwtaszcza pochodzenia roslinnego), natomiast pozostata czes¢ wchianiana jest przez
uktad oddechowy. Obrébka technologiczna (blanszowanie, gotowanie) znacznie obniza
zawartos¢ metali ciezkich w zywnosci. Rowniez skiadniki pokarmowe takie jak: biatka,
btonnik, witaminy C, D i E oraz niektére sktadniki mineralne ograniczajg ich
przyswajalnosc.

Metale ciezkie mozna spotka¢ m.in. w miesie, watrobie, nerkach zwierzat
hodowlanych i townych, a takze w mleku, jajach i miodzie. Poszczegllne metale
wykazujg roznorodne efekty toksyczne:

* Pb wywoluje zaburzenia w funkcjonowaniu watroby, nerek, osrodkowego i
obwodowego uktadu nerwowego, uktadu pokarmowego i sercowo-naczyniowego,

= Hg powoduje zmiany w osrodkowym ukfadzie nerwowym,

» Cd wykazuje dziatanie rakotworcze i mutagenne oraz embriotoksyczne. Efektem
jego dziatania sg zmiany morfologiczne i czynnosciowe uktadu oddechowego i nerek,

= Zn prowadzi do uszkodzenia trzustki, a takze powoduje zmiany morfologiczne
mozgu, dziala mutagennie i embriotoksycznie, powoduje zahamowanie wzrostu,
wywotuje zaburzenia w ukiadzie krgzenia i metabolizmie metali niezbednych dla
funkcjonowanie organizmu,

= Sn powoduje powiekszenie i zwyrodnienie watroby, zaburzenie funkcjonowania
uktadu nerwowego,

= Cu wywoluje uszkodzenie watroby, nerek i naczyn wiosowatych oraz zmniejsza

stezenie hemoglobiny, krwinek czerwonych i hemakrytu.

3.2.5.1. Zanieczyszczenia wod metalami ciezkimi

Zanieczyszczenie wod nastepuje z przyczyn naturalnych, jak
I antropogenicznych. W zwigzku z dziatalnoscig cztowieka, najbardziej narazone sg
powierzchniowe wody $rodlgdowe, plytkie gruntowe i wody atmosferyczne,

a najmniej zanieczyszczane sg wody podziemne. Zanieczyszczenia woéd powodowane
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sg gtéwnie Sciekami przemystowymi i komunalnymi. Dopuszczalne zawartosci
pierwiastkow sladowych w wodach powierzchniowych i w $ciekach odprowadzanych do
wod lub do gleby okresla Rozporzgdzenie Ministra Ochrony Srodowiska, Zasobow
Naturalnych i Lesnictwa z dnia 5.11.1991 r. Dz.U. z 16 grudnia 1991 r.

3.2.5.2. Zanieczyszczenia roslin metalami ciezkimi

Nadmiar metali ciezkich, zaréwno niezbednych dla roslin, jak i niespetniajgcych
zadnej roli biochemicznej jest szkodliwy dla cztowieka. Ros$liny wystepujgce na terenach
zanieczyszczonych rozwijajg mechanizmy adaptacyjne. Polega to na unikaniu
nadmiernego pobierania pierwiastkdw, wydzielaniu ich, a takze na wigzaniu ich
w miejscu, w ktérym bedg one nieszkodliwe. Wsrdéd roslin uprawnych istniejg takie,
ktére posiadajg podatnos¢ do akumulowania metali: satata — Cd, Pb, szpinak — Cd, Pb,
kapusta — Cd, Zn, Pb, marchew — Cd, buraki — Cu, Ni, Zn, ziemniaki — Cd, Pb, rosliny
strgczkowe — Cu. Rosliny zbozowe zazwyczaj pobierajg mniej metali ciezkich od roslin
dwulisciennych. Oprécz dziatania fitotoksycznego, duze ilosci metali ciezkich stwarzajg
zagrozenie zanieczyszczenia fancucha zywieniowego. Na podstawie badan
toksykologicznych na zwierzetach i obserwacji ludzi ustalono dawki, jakie mogg byc¢
pobierane przez cziowieka przez okres catego zycia, bez zagrozenia dla jego zdrowia.
Dopuszczalne zawartosci pierwiastkow Sladowych w $rodkach spozywczych
pochodzenia roslinnego, stanowigcych podstawe diety dorostego cztowieka okresla
Zarzadzenie Ministra Zdrowia i Opieki spotecznej z dnia 31.03.1993 r. Dopuszczalne
zawartosci wybranych metali ciezkich w zywnosci pochodzenia roslinnego zostaty

przedstawione w Tabeli 12.

Tabela 12. Dopuszczalne zawartosci wybranych metali ciezkich w zywno$ci pochodzenia roslinnego
(mg/kg Swiezej masy) (wg Kabata-Pendias A., Pendias H. Biogeochemia pierwiastkéw sladowych PWN,
Warszawa, 1999, str. 102)

Zywno $¢ pochodzenia ro $linnego Cd Pb Hg Cu Zn
Warzywa bez korzeniowych i lisciastych 0,05 0,3 0,02 4,0 10,0
Warzywa korzeniowe i lisciaste bez 0,08 0,5 0,02 4,0 10,0

rzodkiewki i kapusty
Owoce bez jagodowych 0,03 0,2 0,01 4,0 10,0

Owaoce jagodowe 0,04 0,3 0,01 4,0 10,0
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Pszenica 0,10 0,4 0,02 6,0 50,0

Kukurydza 0,03 0,3 0,01 6,0 30,0
Zboza bez pszenicy i kukurydzy 0,10 0,5 0,02 6,0 50,0
Ziemniaki 0,05 | 0,25 0,02 4,0 10,0

3.2.6. Dioksyny

Dioksyny (PCDD) to substancje nalezgce do zwigzkéw silnie toksycznych,
sztucznie wytworzonych przez cziowieka. Powstajg jako produkty uboczne podczas
proceséw spalania odpadow zawierajgcych chlor, a takze w procesie wytwarzania
papieru metodg Krafta. Najwieksze stezenie dioksyn obserwuje sie w mleku,
przetworach mlecznych oraz w rybach. Ponadto zwigzki te mogg przenika¢ do zywnosci
z produktow papierniczych takich jak: filtry do kawy, serwetki, talerze papierowe.
Miedzynarodowa Agencja Badah nad Rakiem zakwalifikowata dioksyny jako
kancerogen grupy A, chociaz tak naprawde do dzisiaj nie udowodniono do konca ich
rakotworczego, teratogennego i mutagennego dziatania.

Budowa dioksyn (PCDD) zostata przedstawiona na Rys. 34. Dioksyny stanowig
grupe 75 zwigzkéw o réznym stopniu podstawienia chlorem, natomiast wystepujgce
z dioksynami, polichlorowane dibenzofurany (PCDF) stanowig grupe 135 zwigzkow

o réznych miejscach i roznym stopniu podstawienia chlorem (Rys. 34).

C|x ClX
10
9 1
8 O 2
7 3
2
PCDD
C|x ClX
O
PCDF

Rys. 34. Wzory dioksyn i dibenzofuranéw
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Toksycznos¢ tych zwigzkow zalezy od liczby atomdéw chloru i miejsca ich
rozmieszczenia w czgsteczce. Najbardziej toksyczne sg zwigzki, ktére posiadajg
przynajmniej 3 atomy chloru w pozycjach 2, 3, 7 lub 8. Zatrucia dioksynami moga
prowadzi¢ do trgdzikowych zmian skory, porfirii (tzn. wydalanie z moczem duzych ilosci
porfiryn), uszkodzen watroby i polineuropatii (zwyrodnienia nerwow). Toksycznosc
dioksyn zostata wyznaczona w stosunku do 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioksyny.
Wspotczynniki toksycznosci TFE (toxicity equivalent factor) umozliwiajg oszacowanie

catkowitej toksycznosci wszystkich izomerow w danych produktach zywnosciowych.

3.2.7. Polichlorowane bifenyle (PCB)

Polichlorowane bifenyle zaliczane sg przez Miedzynarodowg Agencje Badan nad
Rakiem do grupy 2A - zwigzkow o prawdopodobnym dziataniu rakotwérczym
dla cziowieka. Nalezg do tzw. ksenoestrogendw, czyli substancji majgcych zdolnos¢
do nasladowania estrogendw przy jednoczesnym zmniejszaniu aktywnosci tych
hormonow. Zwigzki te tworzg sie w trakcie chlorowania wody pitnej i bardzo dobrze
rozpuszczajg sie w tluszczach. Podobnie jak pestycydy wykazujg zdolnos$é
do bioakumulacji, przez co w miare wydtuzania sie tancucha troficznego, ich zawartos¢
rosnie w organizmach na wyzszych poziomach troficznych. Szczegélnie duzo PCB
odktada sie w organizmach zyjgcych w wodzie, gtdwnie w watrobie i tkance tluszczowej

ryb.

3.2.8. Radionuklidy

Zagrozeniem dla zdrowia ludzi moze by¢ takze zywnos$¢ skazona radioaktywnymi
izotopami. Substancje te stanowig zagrozenie dla czilowieka z powodu fatwej
przyswajalnosci i zdolnosci odkladania sie w organizmie, a ponadto posiadajg diugi
okres polowicznego rozkladu. Naturalne izotopy promieniotwOrcze obecne sg
Ssrodowisku i nie stanowig zagrozenia dla cziowieka. Zagrozenie stanowig skazenia
promieniotwdrcze spowodowane probami nuklearnymi, awariami reaktorow atomowych
oraz niewtasciwym zabezpieczeniem odpadow radioaktywnych. Sposréd radionuklidow
najczesciej przenikajg do zywnosci i stanowig najwieksze zagrozenie dla zdrowia
czlowieka: *Sr (okres poitrwania 28 lat), #Sr (okres péitrwania 51 dni), **’Cs (okres
péttrwania 30 lat), **!I (okres péttrwania 8 dni) i *°Ba (okres poéltrwania 1 dzien).

Radionuklidy te majg zdolnos¢ do bioakumulacji w tancuchach troficznych, ktorych
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konsumentem ostatniego rzedu jest cztowiek. Owoce czarnej porzeczki i podgrzybki

brunatne ze wzgledu na duzg zdolno$¢ bioakumulacji radionuklidow mogg byc¢

wskaznikami skazenia $rodowiska. Radionuklidy przyjmowane wraz z pozywieniem

uszkadzajg btony i komorki przewodu pokarmowego. W wyniku dziatania

promieniowania tworzg sie rodniki ‘H i 'OH, ktore reagujg z makroczgsteczkami

komorkowymi lub z sobg i powstaje silny utleniacz, jakim jest H,O,. Rowniez rodnik

HO, moze ulec redukcji do H,0,. Oddziatywanie tych rodnikow i H,O, z kwasami

nukleinowymi moze powodowaé rozerwanie nici DNA, aberracje chromosomalne,

mutacje punktowe i $mier¢ komorki. Radionuklidy wykazujg wiele r6znorakich efektéw

toksycznych:

= 2?°Ra wywotuje zmiany nowotworowe kosci,

= 95y powoduje biataczke szpikowa,

= 37Cs jest przyczyna zaniku szpiku,

= Cer prowadzi do promiennego zapalenia ptuc, martwicy watroby, zaniku szpiku,
biataczki szpikowej oraz zmian nowotworowych watroby i kosci,

= 28y wykazuje dziatanie nefrotoksyczne oraz powoduje zmiany widkniste ptuc,
przerost komorek nabtonka ptuc i nowotwory pluc,

= 2Py powoduje zmiany wi6kniste ptuc i zmiany nowotworowe oskrzeli.

3.2.9. Pestycydy

Pestycydy to szeroka grupa zwigzkéw pochodzenia naturalnego oraz
syntetycznego wykazujgca duzg aktywnos¢ biologiczng. Mozna je podzieli¢ na zoocydy,
bakteriocydy, herbicydy i fungicydy. Gtownym zrodiem zanieczyszczen zywnosci
pestycydami jest stosowanie nadmiernych ilosci s$rodkow ochrony roslin oraz
stosowanie ich w nieodpowiednich terminach wegetacji roslin. Srodki ochrony roslin
to substancje lub ich mieszaniny, ktére sg przeznaczone do:
= ochrony roslin uprawnych przed organizmami szkodliwymi,
* niszczenia niepozgdanych roslin i regulowania wzrostu,
= rozwoju i innych procesow biologicznych ros$lin uprawnych.
Substancja biologicznie czynna to z kolei aktywna czes¢ Srodka ochrony roslin
zwalczajgca organizmy szkodliwe. Gtowne grupy srodkdéw ochrony roslin zawierajg

podobng liczbe substancji czynnych: herbicydy - 109, zoocydy - 97 i fungicydy - 92.
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W skfad herbicydéw, zoocydow i fungicydéw wchodzi odpowiednio: 30, 17 i 20 klas
chemicznych.

Najliczniejszymi klasami herbicydow, zoocyddw i fungicydow sa:
. Fenoksykwasy (8 substancji biologicznie czynnych),

. Chloroacetanilidy (8),

. Pochodne sulfonylomocznika (9),

. 1,3,5-Triazyny (7),

. Zwigzki fosforoorganiczne (22),

. Piretroidy (14),

. Karbaminiany (13),

. Azole (23),

. Fenyloaminy (6),
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10. Benzimidazole (5),
11. Karbaminiany (5).

Organizmy lgdowe (rosliny wyzsze, mikroorganizmy i zwierzeta) i morskie (algi,
gabki i korale) wytwarzajg substancje, ktére sg insektycydami naturalnego pochodzenia.
Ponad 2000 gatunkow roslin wyzszych syntezuje insektycydy, a ponad 60 sktadnikdw
o takim dziataniu wyizolowano z r6znych gatunkéw grzybow.

Ze wzgledu na zagrozenie jakie stanowig $rodki ochrony roslin okreslono m. in.
najwyzsze dopuszczalne poziomy pozostatosci chemicznych srodkéw ochrony roslin:
= w Srodkach spozywczych przeznaczonych dla niemowlagt i matych dzieci,

» ktére mogg znajdowaé¢ sie w srodkach spozywczych pochodzenia roslinnego
lub na ich powierzchni,
= ktore nie mogg by¢ stosowane w uprawach surowcow przeznaczonych do wyrobu

przetworzonych produktéw zbozowych i zywnosci dla niemowlat i matych dzieci.

3.3. Rakotwaorcze i mutagenne sktadniki  zywno $ci

Zywno$é stanowi istotny element w zyciu kazdego cziowieka. Zawarte w niej
substancje odzywcze sg niezbedne do prawidiowego rozwoju i funkcjonowania
organizmu. Niestety ws$rod skladnikbw zywnosci wystepujg rowniez zwigzki
niepozgdane, majgce wkasciwosci rakotworcze i mutagenne. Substancje te sg bardzo
grozne i niebezpieczne dla naszego zdrowia, a nawet zycia. Mutageny powodujg

zmiany w zapisie genetycznym, prowadzg do jego uszkodzenia i pojawienia sie
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groznych mutacji. Kancerogeny (substancje rakotwodrcze) przyczyniajg sie z kolei

do powstawania nowotworow bez ingerencji w kod genetyczny. Czynniki

odpowiedzialne za inicjowanie w zdrowej komérce zmian, w wyniku ktérych moze
rozwingc¢ sie komadrka nowotworowa dzieli sie na:

» epigenetyczne — dotyczg nowotworow powstajgcych wskutek zaktocenia gospodarki
hormonalnej, dziatania draznigcych substancji statych (np. azbestu) oraz w wyniku
uszkodzenia tkanki, np. przez czesto powtarzane iniekcje,

» genotoksyczne — to w gidwnej mierze substancje o dzialaniu mutagennym; majg
zdolnosc¢ do uszkadzania materiatu genetycznego poprzez wigzanie sie z czgsteczka
DNA, w efekcie czego nastepuje btedne kodowanie w czasie replikacji DNA.
Uszkodzone w ten sposob DNA moze by¢ z kolei przyczyng powstania r6znego
rodzaju mutacji genowych, chromosomalnych, co w dalszej kolejnosci prowadzi
do rozwoju komorek nowotworowych.

Opisane tu kancerogeny inicjujg proces transformacji zdrowej komérki w komorke

nowotworowg, aczkolwiek aby ostatecznie doszio do powstania nowotworu muszag

zadziata¢ dodatkowe czynniki, zwane promotorami. Substancje te nie wykazujg
wiadciwosci rakotwérczych a jedynie zwiekszajg czestotliwo$¢ pojawienia sie
nowotworéw lub skracajg czas potrzebny do ich rozwijania sie. Czynniki promotorowe
obecne w zywnosci to np: nienasycone kwasy tluszczowe, bromian (V) potasu,
polichlorowane bifenyle, czy tez duza zawarto$¢ ttuszczu i biatka. Szczegoinie
niebezpieczne sg czesciowo zredukowane czasteczki tlenu (rodniki tlenowe)
powstajgce jako produkt uboczny normalnego metabolizmu substancji odzywczych.

To whlasnie one w szczegoélnosci przyczyniajg sie do formowania substancji

genotoksycznych w organizmie.

Potencjalne mutageny i kancerogeny wystepujgce w zywnosci mozna podzieli¢ na trzy

grupy-

= zwigzki wystepujgce naturalnie — toksyny roslinne,

= zwigzki tworzgce sie podczas przechowywania i przetworstwa zywnosci,

= zwigzki pochodzace z pestycydow, srodkéw przeciwgrzybicznych i dodatkow

do zywnosci.

75|Strona



3.3.1. Mutageny i kancerogeny pochodzenia naturalne  go

Jest to szeroka grupa zwigzkdéw reprezentowanych miedzy innymi przez
pochodne hydrazyny, alkenylobenzeny, alkaloidy pyrolizydynowe. Dzienne spozycie
tych substanciji przez cztowieka moze siega¢ nawet rzedu kilku graméw.

Naturalnie wystepujgce prekursory mutagenow zostaty wyizolowane juz w latach
80 XX wieku z ziaren kawy i kapusty chinskiej. Nastepnie w 1994 roku Miedzynarodowa
Agencja Badan nad Rakiem (IARC) odnotowata obecnos¢ kancerogennych
akryloamidow w ziemniakach. W czerwonym migsie, warzywach i produktach
mlecznych stwierdzono z kolei wystepowanie kwasu a-linolenowego, moggcego
powodowaC wzrost ryzyka wystepowania raka prostaty. Ponadto wykryto takze
obecnos¢ azotowych prekursorow mutagenéw miedzy innymi w nasionach fasoli Vicia

fava a takze w sosie sojowym i grzybach.

3.3.2. Mutageny tworzone podczas przechowywaniaip rzetworstwa zywno sci
Najczestszg przyczyng tworzenia mutagendw i kancerogendw w zywnosci jest
przetworstwo, a w szczegolnosci obrobka termiczna. To wiasnie w trakcie takich
procesOw jak: smazenie, pieczenie na ruszcie czy tez grillowanie powstajg miedzy
innymi wysoce rakotworcze wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (WWA) oraz
heterocykliczne aminy aromatyczne (HAA). Z kolei podczas peklowania miesa,
wedzenia ryb oraz produkcji sosu sojowego i wywaru piwowarskiego powstajg inne
zwigzki rakotwdrcze — nitrozoaminy. Sg one miedzy innymi podejrzewane
0 powstawanie raka jelita grubego. Pomimo, ze procesy przetworstwa zywnosci
sg gtéwnym zrodiem mutagendw i kancerogendw w produktach spozywczych, to jednak
z drugiej strony znaczgco poprawiajg ich walory smakowe, a takze zwiekszajg
ich trwatos¢. W takiej sytuacji istnieje zatem duza potrzeba inwestowania w rozwaj
nowoczesnych technologii przetworstwa zywnosci, ktére to ograniczytyby powstawanie
szkodliwych substancji, a jednoczes$nie pozwolityby zachowac¢ dotychczasowe walory
produktow spozywczych. W Tabeli 13 zebrano najwazniejsze mutageny, ktére powstajg

w efekcie ztego przechowywania i przetworstwa zywnosci.
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Tabela 13. Przyktady mutagendw powstatych w skutek ztego przechowywania i przetworstwa zywnosci
(wg. Sikorski Z.E., Chemia Zywnosci, wyd. 5, WNT, Warszawa, 2007)

Rodzaj Przedstawiciele  Przyklady wyst epowania Dziatanie
mutagenu
aflatoksyna B; kukurydza, orzechy ziemne | hepatokancerogenne
MIKOTOKSYNY ochratoksyna wszystkie zboza nefrotoksyczne i
nefrokancerogenne
patulina jabika, sok jabtkowy mutagenne
NITROZOAMINY N,N-dimetylo- peklowane mieso wywotujg nowotwor jelita
nitrozoamina grubego
WWA benzo[a]piren grillowane mieso silnie rakotwércze
2-amino-5- miesa i ryby pieczone nad silnie mutagenne,
HAA fenylopirydyna otwartym ogniem kancerogenne

3.3.3. Mutageny pochodz gce z pestycydow, srodkéw przeciwgrzybicznych
i dodatkow do zywno S$ci

Mutageny nalezgce do te] kategorii ku zaskoczeniu odgrywajg jedynie
marginalne znaczenie dla powstawania nowotworéw u ludzi, a to gtdwnie z uwagi
na mate stezenia w jakich wystepujg w produktach spozywczych. Sposrod tej klasy
czynnikdw rakotworczych najbardziej grozne wydajg sie by¢ pestycydy, a szczegolnie
dichlorodifenylotrichloroetan (DDT) (Rys. 35). Zwigzki te uzywane sg do zwalczania
chordb roslin, regulacji ich wzrostu a takze do usuwania chwastéw. Wiele z nich
za posrednictwem zywnosci kumuluje sie w organizmie cztowieka. W badaniach
prowadzonych na zwierzetach odnotowano niekorzystny wptyw DDT miedzy innymi

na: uklad nerwowy, watrobe, nerki i uktad odpornosciowy. Stosowanie tego specyfiku
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w Polsce jest co prawda zabronione od 1976 roku, ale w srodowisku w dalszym ciggu
obecne sg jego rownie niebezpieczne metabolity, takie jak DDE oraz DDD. Szeroko
prowadzone badania wlasnosci toksykologicznych DDT i jego metabolitdw generalnie
nie wykazujg u nich wtasciwosci rakotwoérczych. Jak dotgd w petni udokumentowano
jedynie zwigzek pomiedzy DDT a wystepowaniem u kobiet raka piersi. Niemniej jednak
Agencja Ochrony Srodowiska (EPA) klasyfikuje DDT, DDE i DDD w klasie B2

.prawdopodobnych ludzkich czynnikow rakotworczych”. Z kolei Miedzynarodowa

H H H
I\ L/ L/ N/
Cl H

Agencja Badan nad

Rakiem klasyfikuje je jako ,mozliwe substancje rakotworcze”.

DDT DDD DDE
Rys. 35. Wzér chemiczny dichlorodifenylotrichloroetanu (DDT) i jego dwdch metabolitéw: DDD i DDE

3.3.4. Pozostate czynniki ryzyka rozwoju choréb now  otworowych

Przedstawione powyzej zwigzki rakotworcze i mutagenne, z jakimi mozemy sie
spotka¢ w zywnosci, Sg najczesciej wymieniane i opisywane w literaturze. Nalezy
jednak wspomnie¢, ze istnieje rowniez szeroka grupa innych czynnikow ryzyka rozwoju
chor6b nowotworowych. Sg nimi chociazby substancje obecne w codziennych
uzywkach, jak np. w kawie, herbacie, alkoholu. Produkty te zawierajg w swym skitadzie
m.in. kwas chlorogenowy — naturalnie wystepujgcy zwigzek mutagenny. Ponadto
w wyniku pirolizy tworzy¢ sie mogg dodatkowo metyloglioksal, a takze mniej aktywny
glioksal i biacetyl (Rys. 36). Kawa i herbata zawierajg ponadto kofeine, ktdra to réwniez

moze przyczyni¢ sie do rozwoju choréb nowotworowych.

CHz
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glioksal metyloglioksal biacetyl kofeina

Rys. 36. Wzory glioksalu, metyloglioksalu, biacetylu i kofeiny

Zrodtem wielu substancji rakotworczych moze byé réwniez sam alkohol.
W wyniku jego metabolizmu dochodzi bowiem do powstania bardzo szkodliwych
aldehydéw np. octowego. Dodatkowo zaznaczy¢ trzeba, ze ryzyko rozwoju choroby
nowotworowej wzrasta szczegOlnie szybko, gdy oprécz spozywania alkoholu
dodatkowo palimy papierosy. Dym z papieroséw zawiera bowiem okoto
40 rakotworczych substancji, wsréd ktorych znajdujg sie wielopierscieniowe
weglowodory aromatyczne, nitozoaminy a nawet DDT.

Do rozwoju niektérych rodzajow nowotworéw u ludzi przyczynia¢ sie moze
rowniez duze spozycie tluszczow. Niewlasciwa dieta, np. wysokokaloryczna czy tez
bogata w produkty biatkowe, wptywa na wzrost stezenia rodnikow tlenowych. Jak juz
wspomniano wczesniej rodniki te nalezg do tzw. promotorow - zwiekszajg czestotliwosé
pojawienia sie nowotworéw lub skracajg czas potrzebny do ich rozwijania. Ponadto
obecne w tluszczach nienasycone kwasy ttuszczowe i cholesterol podczas obrobki
cieplnej ulegajg utlenieniu do rodnikéw, nadtlenkow, epoksydow kwasow ttuszczowych
oraz aldehydéw. One z kolei mogg zapoczatkowaé tancuchowg reakcje peroksydacji
lipidow prowadzacych do powstania licznych mutagenow, promotoréw i kancerogendw.

Innym czynnikiem, ktéry moze mie¢ wplyw na zwiekszenie ryzyka rozwoju
choroby nowotworowej, jest dieta zawierajgca duze ilosci wysokoprzetworzonych
produktéw spozywczych. Produkty takie majg znacznie obnizong zawarto$¢ btonnika,
ktory to odgrywa wazng role ochronng. Jest on odpowiedzialny m.in. za wigzanie
substanciji rakotworczych w przewodzie pokarmowym uniemozliwiajgc im w ten sposob
wchtanianie. Ponadto ma zdolno$¢ wigzania kwaséw zoéfciowych, jednych z wielu

groznych promotorow transformacji nowotworowe.

3.4. Przeciwrakotworcze skiadniki  zywno $ci

Podstawowg funkcjg zywnosci jest dostarczenie cziowiekowi energii
i niezbednych skiadnikéw do jego prawidtowego rozwoju i funkcjonowania. Coraz
czesciej jednak w zywnosci upatruje sie takze funkcji prozdrowotnej. Stwierdzono
bowiem, ze oprécz substancji odzywczych sktadnikami zywnosci sg réwniez substancije

wykazujgce aktywnos$é biologiczng (tzw. substancje nieodzywcze), ktore to mogag
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dziata¢ profilaktycznie, a niekiedy wspomagac leczenie réznych choréb, w tym
nowotworow. Do takich wiasnie substancji ochronnych zalicza sie tzw. zwigzki
przeciwrakotworcze. Sg to zwigzki majgce zdolnos¢ zapobiegania powstawania lub
rozrostowi nowotworéw; mogg byé zarébwno pochodzenia naturalnego oraz
przemystowego. Dzielimy je na trzy zasadnicze grupy:

= czynniki blokujace,

= czynniki supresorowe,

= czynniki uodparniajgce sie.

Przyktady réznych substancji przeciwrakotworczych wystepujgcych w  zywnosci
pochodzenia roslinnego przedstawiono w Tabeli 14.

Tabela. 14. Substancje o dziataniu przeciwrakotworczym w zywnosci pochodzenia roslinnego
(wg. Sikorski Z.E, Chemia Zywnosci, wyd. 5, WNT, Warszawa, 2007)

Czynnik przeciwrakotworczy Przykladowa substancja Wyst epowanie
witamina E oleje roslinne
Czynniki blokujgce glutation cebula
karoten marchew
witamina A warzywa pomaranczowe
Czynniki supresorowe izotiocyjaniany kapusta
genistein soja
izoflawony soja
Czynniki uodparniajgce witamina D tran
kwas fitynowy ziarno sezamowe

Czynniki blokuj gce. Sg to substancje, ktore chronig komoérke przed czynnikami

rakotworczymi. Moga dziata¢ na trzy rozne sposoby:

* uniemozliwiajg aktywacje zwigzkéw rakotworczych lub promotorowych, dziatanie
takie wykazuje m.in. witamina C, ktéra hamuje tworzenie sie rakotwdrczych
nitrozoamin z amin i azotanow (lll),

» obnizajg aktywacje enzymow odpowiedzialnych za wzbudzanie kancerogenow
(enzymy fazy 1) oraz indukcje enzyméw zaangazowanych w detoksykacje (enzymy
fazy Il); zdolnosci tego typu wykazujg: ditiolotiony oraz izotiocyjaniany bardzo
powszechnie wystepujgce w warzywach z rodziny krzyzowych — kapuscie, oraz
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katechiny bedgce sktadnikami herbaty,

» wylapujg rakotworcze metabolity — whasciwosci takie wykazujg w szczegdlnosci
zwigzki zawierajgce siarke np. glutation, obecne przede wszystkim w czosnku
i cebuli; bakterie mlekowe licznie wystepujgce w jogurtach i innych przetworach
mlecznych; przeciwutleniacze — stanowigce szczegOlnie duzg grupe czynnikow
blokujgcych, wykazujg zdolnos¢ neutralizacji rodnikéw tlenowych, a zalicza sie
do nich: witaminy A, C, E, karoten, polifenole, flawonoidy, terpenoidy obecne m.in.
w zielonej herbacie, szpinaku, burakach, kapuscie, ziotach i w wielu innych
warzywach i owocach.

Czynniki supresorowe . Ingerujg w procesy przemiany komorki przedrakowej

w komorke w petni rakowg. Dokladne mechanizmy dziatania tych czynnikdéw nie sg w

petni poznane, aczkolwiek wiadomo, ze obejmujg one:

» stymulacje réznicowania komorek — np. retinol czyli inaczej witamina A w czystej
postaci, wystepuje m.in. w tranie z watroby dorsza i innych ryb.

= hamowanie aktywacji onkogendw — np. izotiocyjaniany obecne w kapuscie.

= selektywng inhibicje proliferacji komérek nowotworowych oraz hamowanie procesu
tworzenia naczyn krwionosnych guza niezbednych do jego wzrostu np. genistein
obecny w nasionach soi.

Czynniki uodparniaj gce. Mechanizmy prowadzgce do uodpornienia sie komorki

na transformacje nowotworowg sg najmniej poznane ze wszystkich. Uwaza sie jednak,

ze nastepuje tu hamowanie podziatow komorkowych, do ktérych zdolne sg np. wapn,

fosfor, witamina D a takze niektére skiadniki czosnku. W tej grupie czynnikbw wymienia

sie réwniez izoflawony, ktére zdecydowanie ograniczajg wzrost raka piersi. Substancje

te sg naturalnymi fitoestrogenami roslinnymi wystepujgcymi w duzych ilosciach

w nasionach soi.

Obecnie prowadzi sie szereg badan nad wieloma zwigzkami, ktére to mogtyby
by¢ wykorzystane w chemioprofilaktyce nowotworowej. Przyktady takich zwigzkéw
podano ponizej:

Sulforafan — to izocyjanian produkowany przez warzywa z rodziny krzyzowych
np. brokuly; wykazuje zdolnos¢ do pobudzania enzymow watrobowych powodujgcych
detoksykacje szkodliwych zwigzkow rakotworczych (Rys. 37).

HiC” NCS

Rys. 37. Czasteczka sulforanu
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Galusan epigalokatechiny - to substancja wyizolowana z zielonej lub czarnej herbaty.
Jest silnym przeciwutleniaczem (Rys. 38).

OH
OH
HO o) H o
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OH H OH
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Rys. 38. Wz6r galusanu epigalokatechiny

Resweratrol — substancja wyizolowana z winogron, nalezy do grupy fitoaleksyn;
wykazuje zdolnos¢ aktywacji wielu mechanizméw przeciwdziatajgcych powstawaniu
nowotworow. Posiada wilasciwosci antyoksydacyjne oraz stymuluje ré6znicowanie sie
komorek (Rys. 39).

OH

HO/

OH

Rys. 39. Wzér resweratrolu

Likopen — to przedstawiciel karotenoidow o bardzo silnych wasciwosciach
przeciwutleniajgcych; wystepuje gtownie w pomidorach; zmniejsza ryzyko
wystepowania nowotworu prostaty u mezczyzn oraz nowotworu szyjki macicy
u kobiet. Zwigzek ten znacznie lepiej przyswajany jest z przetworéw pomidorowych
np. ketchupu niz ze $wiezych pomidoréw (Rys. 40).

CHj CHj CHj CHj

H3C\ \\\\\\\\ XN

CH, CHg CHg CH,
Rys. 40. Wzo6r likopenu
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Kurkumina - to gtéwny sktadnik kurkumy, tradycyjnej indyjskiej przyprawy uzywane;j
jako barwnik; zwigzek ten jest przeciwutleniaczem i chroni organizm przed procesem

peroksydacji lipidow (Rys. 41).

OCHj OCHj

Rys. 41. Wzor kurkuminy
Rutyna — to zwigzek wystepujacy w duzej ilosci w gryce, a takze w bzie czarnym,

dziurawcu zwyczajnym oraz w Szczawiu; wykazuje wtasciwosci przeciwutleniajgce
(Rys. 42).

OH OH

Rys. 42. Wz6r rutyny

3.5. Dodatki do zywno $ci

Termin ,dodatek do zywnosci” w jezyku polskim ma szersze znaczenie niz
w jezyku angielskim, w ktérym odpowiadajg mu pojecia: food additive, food ingredient
oraz food constituent. W systemie prawnym Unii Europejskiej uczyniono bardzo wiele
w celu uporzgdkowania terminologii r6znych gatezi gospodarki, jednak w tym przypadku

napotkano na powazne trudnosci; w uproszczony sposob mozna przyjac ze:
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food constituent (sktadnik naturalny) jest to skfadnik produktu zywnosciowego, ktéry
wystepuje w jego pierwotnym (naturalnym) skiadzie, np. skrobia jako sktadnik
ziemniaka,

food ingredient (dodatek uzupetniajgcy) jest to substancja wprowadzana
do zywnosci, ktéra staje sie czescig skiadowg produktu — np. mgczka (skrobia)
ziemniaczana dodana do pieczywa,

food additive (dodatek technologiczny — funkcjonalny) jest to substancja, ktorg
wprowadza sie do zywnosci w celach technologicznych, w tym organoleptycznych,
zazwyczaj sama niespozywana jako zywnosC¢ i niestosowana jako typowy jej
sktadnik. Te grupe dodatkdbw objeto $cistg kontrolg, a poszczegéine dodatki

aprobowane przez komisje FAO/WHO oznaczono symbolem E.

3.5.1. Kategorie dodatkéw do  zywno $ci

Wiekszo$¢ produktéw zywnosciowych dostepnych w obrocie handlowym zawiera

dodatki do zywnosci, ktore sg stosowane w celu:

przediuzenia trwatosci produktow, a wiec ograniczenia Ilub zapobiegania
niekorzystnym zmianom powodowanym przez drobnoustroje, enzymy tkankowe oraz
abiotyczne procesy degradacyjne, np. utlenianie;

zapobiegania niekorzystnym zmianom jakosciowym powodujgcym zmiany barwy,
smaku, zapachu, konsystenciji,

zwiekszenia  atrakcyjnosci  konsumenckiej oraz  ulatwienia  stosowania
lub wykorzystania produktu,

ochrony skfadnikéw odzywczych produktu (np.: witamin zwykle ulegajgcym szybkiej
degradaciji),

utrzymania statej i powtarzalnej jakosci produktu,

utatwienia prowadzenia proceséw produkcyjnych oraz zwigekszania ich efektywnosci
przez np.: zmniejszenie ubytkdw, energochtonnosci lub zwiekszenie wydajnosci,
otrzymywania nowych produktow, w tym dietetycznych np.: zywno$¢ o zmniejszonej

lub zwiekszonej kalorycznosci (energii), zawartosci cukru, biatka, glutenu itd.

Technologiczng klasyfikacje dodatkow do zywnosci mozna uszeregowa¢ w czterech

zasadniczych grupach, a w nich poszczegélne kategorie zgodnie z okresleniem funkcji

przyjetych przez Unie Europejska (Tabela 15).
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Tabela 15. Kategorie dodatkéw do zywnosci (wg Dyrektywy 89/10/EEC)

Zapobiegaj gce Sensoryczne Teksturotworcze Pomocnicze
zepsuciu
Konserwanty Barwniki Emulgatory Enzymy
Kwasy Nablyszczajgce Przeciwzbrylajgce Gazy wypierajgce
Bufory Kwaszace Skrobia Polepszacze maki
modyfikowana Pianotworcze
Przeciwutleniacze Stodziki Spulchniajagce Przeciwpienigce
Sekwestranty Wzmacniajgce smakowitosc Stabilizatory Rozpuszczalniki
Aromaty Zageszczacze

Stabilizatory Zwiekszajgce mase
Gazy (atmosfera Zwilzajgce
kontrolowana) Zelujgce

3.5.2. Dodatki zapobiegaj ace psuciu si € zywno Sci
Dodatki, ktore zapobiegajg psuciu sie zywnosci mozna podzieli¢ na dwie
zasadnicze grupy o zupetnie innym charakterze dziatania, a mianowicie na substancje,
ktore zapobiegajg zmianom powodowanym przez:
= drobnoustroje , czyli konserwanty, kwasy;
= tlen z powietrza, czyli przeciwutleniacze (antyoksydanty), synergenty,
Konserwanty majg na celu zmniejszenie, wzglednie catkowite zahamowanie procesow
biologicznych powodowanych dziataniem mikroflory lub enzymow tkankowych, ktore sg
odpowiedzialne za psucie sie lub obnizanie jakosci zywnosci. Wptywajg one na procesy
biochemiczne komorki przez:
» zmiane przepuszczalnosci Scian komoérkowych lub blon cytoplazmatycznych,
ingerencje w mechanizm genetyczny, np.: przez jego uszkodzenie,
» inaktywacje niektérych enzymoéw np.: poprzez redukcyjne dziatanie siarczandow(IV)
na wigzania disulfidowe,
» inaktywowanie sktadnikdw niezbednych do rozwoju drobnoustrojéw, np.: witamin,

aminokwasow.
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Wsréd konserwantow stosowanych do utrwalania zywnosci, mozna wyr6zni¢ dwie
zasadnicze grupy: antyseptyki — zwigzki syntetyczne o prostej budowie, moggce miec
swoje odpowiedniki w przyrodzie, zwykle stosuje sie je w ilosci ponizej 0,2%; antybiotyki
— zwigzki o skomplikowane] budowie, dziatajgce w bardzo matych dawkach (od kilku
do kilkuset ppm). Efektywnos¢ dziatania konserwanta zalezy od jego aktywnosci
w stosunku do rodzaju drobnoustrojow, warunkéw srodowiska, stezenia jonow
wodorowych, temperatury, skladu chemicznego produktow, obecnosci substancji
zmniejszajgcych aktywnos¢ wody. Szczegodlne znaczenie ma oddziatywanie pH
srodowiska: im nizsze jest pH tym dodatki konserwujgce o charakterze stabych kwasow
lub soli stabych kwaséw wykazujg silniejsze dziatanie (najsilniej dziatajg w stanie
niezdysocjowanym, ze wzrostem pH wzrasta stopien ich dysocjacji). Kwasy:
propionowy, sorbowy, octowy, hydroksybenzoesowy sg trwate przy pH = 4,5 i nizszym,
natomiast powyzej pH 6 szybko ulegajg dysocjacji i zanika ich dziatanie konserwujgce.
Efektywno$¢ dziatania poszczegolnych sSrodkédw konserwujgcych w  stosunku
do roznych grup drobnoustrojow jest r6zna. Najsilniejsze dziatanie bakteriobojcze
i hamujgce rozwoj bakterii wykazujg: azotany(lll), siarczany(lV), kwas benzoesowy
i jego sole. Na grzyby plesniowe i drozdze silnie dziatajg; kwas sorbowy, kwas
benzoesowy oraz estry i sole sodowe i potasowe tych kwaséw. Niektére srodki
konserwujgce wykazujg wybidrcze dziatanie, np.: kwas propionowy i jego sole hamujg
rozwoj Bacillus subtilis, ktory powoduje wady migkiszu chleba i pojawienie sie obcego
zapachu. Bardzo czesto do utrwalania produktu stosuje sie dwa lub wiecej dodatkow,
wykazujgcych efekt synergistyczny, dzieki czemu przy mniejszych dawkach
poszczegoblnych konserwantow uzyskuje sie podobny efekt. Konserwant przeznaczony
do utrwalania zywnosci powinien:

» by¢ nietoksyczny,

» fatwo ulega¢ metabolizmowi w organizmie cztowieka i nie odklada¢ sie w tkance

tluszczowej,
» cechowac sie niezawodnoscig dziatania i szerokim spektrum hamowania bakterii,

drozdzy i plesni,

by¢ rozpuszczalny w wodzie (drobnoustroje rozwijajg sie w fazie wodnej produktu),

by¢ obojetny chemicznie wobec innych sktadnikow zywnosci,

» nie wptywac na cechy organoleptyczne produktu,

by¢ trwaly i odporny na procesy technologiczne, ktorym jest poddawany produkt,
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= by¢ tani.
W Tabeli

dopuszczonych do stosowania w Polsce.

16 przedstawiono krétkg charakterystyke wybranych konserwantow

Tabela 16. Charakterystyka wybranych konserwantéw dopuszczonych do stosowania w Polsce

Nazwa

Kwas

benzoesowy

(E 210)

Kwas

sorbowy

(E 200)

Ditlenek siarki

(E 220)

Wiasciwo $ci

Biate krysztaly, bez zapachu,
stabo rozpuszczalny w
wodzie, dobrze w etanolu i
eterze; w Srodowisku
kwasnym (pH 3-4,5) hamuje
rozwdj drozdzy i plesni, mnigj
skuteczny w stosunku do
bakterii; dziatanie jego
wspomaga obecnos¢ ditlenku
siarki, soli, cukru oraz kwasu

sorbowego i jego soli.

Bezbarwne krysztaty lub biaty
proszek o stabym zapachu i
lekko

dobrze

kwasnym  smaku;
rozpuszczalny —w
gorgcej wodzie, etanolu i
oleju; hamuje rozwdj plesni i
drozdzy (pH 3-6); obecnosé
soli kuchennej, cukru, kwasu
propionowego, nizyny i

fosforanow zwieksza jego

dziatanie konserwujace.

Bezbarwny, draznigcy gaz,
rozpuszczalny w wodzie i
etanolu; skutecznie dziata na
bakterie i plesnie, stabiej na
drozdze (pH 1-6);

wiasciwosci

posiada

odkazajace,

Metabolizm w organizmie

cztowieka, dziatanie na

organizm
W  przewodzie  pokarmowym
wchlania sie szybko i jest

wydalany z moczem, gtownie w
postaci kwasu hipurowego lub
benzoiloglukuronidu, a czesciowo
w postaci wolnej. W wiekszych
dawkach moze wywota¢ objawy
zatrucia (wymioty, bole glowy,

alergie, uczucie drapania w

gardle, podraznienie nabtonka,

zakwaszenie organizmu).

W organizmie cztowieka ulega
procesowi [ oksydacji, typowej
dla kwasoéw ttuszczowych. Jeden
z bezpieczniejszych  $rodkéw
konserwujgcych, uznany za
nietoksyczny dla  organizmu

cztowieka.

Moze powodowaé podraznienia
przewodu pokarmowego oraz
reakcje alergiczne; dlugotrwate
przyjmowanie, nawet w malych
obniza

dawkach, odpornosé

organizmu.
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Nizyna (E 234)

Azotany(lll):

azotan potasu

(E249);

azotan

sodu (E250) i

azotany(V):

azotan
(E251)
i

(E252)

sodu

potasu

wybielajgce, hamuje
aktywnosé enzymoéw
oksydoredukcyjnych

(stabilizacja  witaminy C);

zapobiega enzymatycznemui
nieenzymatycznemu
brunatnieniu oraz tworzeniu

sie nitrozoamin.

Antybiotyk o charakterze
polipeptydu,

przez szczepy bakterii kwasu

wytwarzany

mlekowego; nie jest

stosowana w lecznictwie;
jest skuteczna tylko wobec
bakterii Gram-dodatnich;
przeciwdziata fermentacji

mastowej w serach.

Biate lub Zzéttawe krysztaty,

dobrze rozpuszczalne w

wodzie; w potgczeniu z solg i

cukrem  stanowig skladnik
mieszanek peklujacych.
Azotany(lIl) zapobiegajg
rozwojowi bakterii
beztlenowych, a w
szczegoblnosci laseczek
zgorzeli (Clostridium

perfringens) oraz Clostridium
botulinum, wytwarzajgcego

silng toksyne — jad kielbasiany;

dziatanie antybakteryjne
azotanow(V) jest stabe i
wystepuje dopiero po ich

redukcji do azotanow(lll).

Jest catkowicie rozkiadana przez

trypsyne.
zwigzkiem;

Jest  bezpiecznym
w badaniach na
stwierdzono

zwierzetach  nie

wptywu na mikroflore przewodu

pokarmowego i dziatania
alergicznego.
W  przewodzie pokarmowym

azotany(lll) mogg powodowac
nitrozowanie, dajac N-
nitrozozwigzki o silnym dziataniu
rakotwérczym; przenikajg przez
bariere krew-tozysko i wykazujg
dziatanie teratogenne; u malych
moga
hemoglobinemie — zaburzenia w

dzieci powodowac

wymianie tlenowej krwi.

0 — 33 tys.

Jednostek/kg

masy ciata

0,2

*ADI (dopuszczalne dzienne pobranie substancji konserwujgcych przez czlowieka; z ang. Accceptable
Daily Intake).
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Zakres stosowania konserwantow w zywnosci jest stopniowo ograniczany poprzez
rozwéj fizycznych metod jej utrwalania, np.: niskie temperatury, naswietlanie
nadfioletem, kontrolowana atmosfera, sterylizacja, stosowanie technologii aseptycznych
oraz wprowadzenie procedur analizy zagrozen i koncowej kontroli jakosci HACCP.
Przeciwutleniacze stuzg do zapobiegania procesom utleniania pod wptywem tlenu
z powietrza w dwéch procesach oksydacyjnych:

» utlenianiu tltuszczéw — proces zwany potocznie jelczeniem, jest gtdbwng przyczyng
psucia sie produktow ttuszczowych (smalec, olej) oraz zywnosci o silnie rozwinietej
powierzchni, pomimo niewielkiej zawartosci ttuszczu, np.: mgka i proszek mleczny,

= utlenianiu  substancji niettuszczowych — mogg mie¢ charakter reakcji
nieenzymatycznych lub przebiega¢ przy udziale enzymow (oksydazy o-fenolowej
i askorbinooksydazy); temu zjawisku zapobiega sie, stosujgc termiczng inaktywacje
enzymow (np.: blanszowanie owocow i warzyw) lub niektére przeciwutleniacze —
szczegOlnie kwas L-askorbinowy i jego sole oraz tokoferole.

W celu zahamowania procesu utleniania sie sktadnikow zywnosci w praktyce
stosuje sie r0zne zabiegi, np.: pakowanie produktow pod préznig, w atmosferze gazu
obojetnego (azotu). Dla wielu produktéw jest to jednak niewystarczajgce dlatego tez
w niektorych przypadkach aby zapobiec utlenianiu sie zywnosci stosuje sie dodatki
przeciwutleniaczy naturalnych lub syntetycznych bgdz synergentéw.

Przeciwutleniacze syntetyczne to przede wszystkim estry: propylowy (E 310),

oktylowy (E 311) i dodecylowy (E 312) kwasu galusowego oraz BHA czyli butylo-

hydroksyanizol (E319) i BHT butylo-hydroksy toluen (E 320). Uzywane sg do utrwalania
tluszczéw smazalniczych oraz utrwalenia smazonego produkitu na zasadzie efektu

.przeniesienia” (ang. carry through) dziatania przeciwutleniacza z oleju smazalniczego

na smazony produkt (szczegOlne znaczenie przy produkcji, np.: chipsow, frytek,

paczkéw).

Przeciwutleniacze naturalne to wystepujgce w olejach roslinnych tokoferole (E 306) —

najaktywniejsze dziatlanie przeciwutleniajgce wykazuje ©&-tokoferol (E  308).

W przyrodzie ich obecno$¢ zapobiega nie tylko jetczeniu nienasyconych kwasow

tluszczowych, chroni rowniez przed utlenieniem inne substancje np. zwigzki

aromatyczne. Do naturalnych przeciwutleniaczy zalicza sie takze flawonoidy

i fenylokwasy, ktére wystepujg w owocach, lisciach, nasionach, przyprawach (szaiwia,

rozmaryn, oregano, tymianek). Préby zastepowania przeciwutleniaczy syntetycznych
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naturalnymi nie znalazty dotychczas wigkszego zastosowania. Zwiekszenie aktywnosci
wielu przeciwutleniaczy uzyskuje sie przez wspotdziatanie synergiczne dwoch i wiecej
zwigzkdbw np.: kwas L-askorbinowy + tokoferole. Substancje o charakterze
przeciwutleniajgcym mogg powstawaé rowniez w czasie procesOw przetworczych,
np.: polifenole powstajgce w procesie wedzenia, S-nitrozocysteina powstajgca podczas
peklowania oraz produkty nieenzymatycznego brunatnienia, ktore tworzg sie w wyniku
reakcji Maillarda.

Synergenty wspomagajg i przedtuzajg dziatanie przeciwutleniaczy. Ich rola polega
na aktywowaniu funkcji przeciwutleniacza i kompleksowaniu jonéw metali ciezkich,
ktore katalizujg procesy utleniania. Synergenty tworzg trwale kompleksy z jonami
metali, tzw. chelaty. Najwazniejsze z nich to wersenian wapniowo-sodowy EDTA

(E 385), kwasy: cytrynowy, winowy, jabtkowy oraz difosforany(V), aminokwasy
I peptydy.

3.5.3. Dodatki ksztattuj gce cechy sensoryczne

Na decyzje konsumenta o wyborze produktu spozywczego w gtdbwnej mierze
wptywajg jego cechy wizualne, a wiec forma i barwa, jednak o ostatecznej ocenie tego
produktu decydujg: smak, zapach i tekstura uzytkowa. Obecnie, bardzo popularne stato
sie stosowanie dodatkéw barwigcych i smakowozapachowych, ktére to podnoszag
atrakcyjnosc¢ réznorodnych produktow zywnosciowych. Istotnym postepem w ostatnim
czasie jest stosowanie jako dodatkéw surowcdéw naturalnych, a takze synteza
dodatkow, ktorych wiasciwosci sg identyczne z naturalnymi.
Barwniki. Barwa zacheca lub zniecheca do spozycia, sugeruje odczucie pewnych
smakow i zapachow, ostrzega przed spozyciem produktu zepsutego. Zywno$¢ barwi sie
w celu:
= nadania barwy produktom bezbarwnym, np.: napoje orzezwiajgce,
» nadania lub wzmocnienia barwy produktow, np.: cukierki, napoje, desery,
= odtworzenia pierwotnej barwy, gdy nastgpita degradacja barwnikbw podczas

przerobu, np.: kompoty,

* wyréwnania i zapewnienia takiej samej barwy wszystkim partiom produktu, np.: sosy,
» nadania intensywnej barwy produktom przeznaczonym do rozcienczenia,

np.: syropy, zaprawy owocowe do jogurtow.
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Do produktéw, ktorych nie wolno barwi¢ nalezg: zywnos¢ nieprzetworzona, woda,
chleb, soki, owocowe, dzemy, mleko, Smietana, twardg, sery, olej, mieso i ryby,
przetwory z jaj, kakao, czekolada, kawa, herbata, miod.

Do barwienia stosuje sie:
= barwigce czesci roslin jadalnych,
= barwniki organiczne naturalne,
= barwniki organiczne syntetyczne identyczne z naturalnymi,
= barwniki organiczne syntetyczne,
= barwniki nieorganiczne (pigmenty).
Barwniki naturalne . Najwiekszg akceptacjg konsumentdéw cieszg sie naturalne
barwniki rodlinne: karotenoidy otrzymywane z nasion drzewa tropikalnego, suszonej
marchwi, niektérych glonéw morskich lub skorki owocow cytrusowych; flawonoidy
otrzymywane z wyttoku czerwonych winogron, czarnych porzeczek, zurawin, aronii
lub czarnego bzu; betalainy otrzymywane z soku buraka c¢wiklowego; porfiryny
(chlorofile) otrzymywane z zielonych czesci roslin. Ze wzgledu na budowe chemiczng
barwniki wystepujgce w naturze fatwo ulegajg degradacji (gtdwnie reakcji utleniania)
W czasie przetwarzania i przechowywania (dziatanie tlenu, swiatta, temperatury, pH),
co ogranicza mozliwos¢ ich zastosowania w produktach trwatych. Wieksze
zastosowanie znajdujg preparaty barwnikow naturalnych oraz barwniki syntetyczne
identyczne z naturalnymi z grupy karotenoidéw i ksantofili. Preparaty barwnikow
naturalnych wystepujg jako roztwory wodne lub olejowe, emulsje, zawiesiny, preparaty
suche Ilub na nosnikach (np. na maltodekstrynie) oraz mikrokapsutkowane.
Do najwazniejszych nalezg: kurkuma, koszenila, kompleksy miedziowe chlorofilu
i chlorofiliny, anatto, betanina, kapsorubina, astaksantyna, luteinna i karmele. Barwniki
otrzymane w procesie syntezy, identyczne z naturalnymi to: ryboflawina, B-karoten,
kantaksantyna.
Syntetyczne barwniki organiczne . Do barwienia zywnosci stosuje sie gtdwnie zwigzki
mono- i diazowe. Ich zaletg jest niska cena, trwalo$¢ i odpornos¢ na warunki
srodowiska oraz jednorodno$¢ chemiczna. Wystepujg w postaci: proszku i granulatu
(88 - 93 % czystego barwnika), past (4 - 10 % czystego barwnika), roztworéw wodnych
(1 - 6 % czystego barwnika). W zaleznosci od budowy chemicznej sklasyfikowano je wg
tzw. indeksu barwy. Do najczesciej stosowanych nalezg barwniki zétte i czerwone

(tetrazyna, zoicieh chinolinowa, azorubina, czerwien koszenilowa, czerwieh Allura),
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rzadziej niebieskozielone (btekit patentowy, indygotyna, zielen trwata) oraz brgzowe
i czarne. Wykorzystuje sie je gtownie w przemysle cukierniczym, napojéw
orzezwiajgcych i alkoholowych, koncentratow spozywczych. Struktury wybranych

syntetycznych barwnikOw organicznych przedstawiono na Rys. 43.
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Rys. 43. Wzory wybranych syntetycznych barwnikéw organicznych

Barwniki nieorganiczne . Stosuje sie je bardzo rzadko w barwieniu zywnosci, zwykle
do powierzchniowego barwienia polew cukierniczych (weglan wapnia, ditlenek tytanu,
tlenki zelaza, sadza) oraz nadawania efektow metalicznych (pyt aluminium i srebra

lub ptatki ztota).

3.5.4. Dodatki smakowo-zapachowe

Dodatki stuzgce do wzmacniania lub nadawania okreslonego smaku i zapachu
produktom zywnosciowym majg rézny charakter. Sg to:
» przyprawy naturalne,
= aromaty naturalne i syntetyczne identyczne z naturalnymi,
* esencje spozywcze,
= aromaty syntetyczne,
» substancje wzmacniajgce smak,
= syntetyczne substancje stodzace.
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Przyprawy naturalne otrzymuje sie z suszonych, jadalnych surowcéw roslinnych,
gtdéwnie zidt (korzenie imbiru i selera, cebula i czosnek, liscie majeranku i estragonu,
kwiaty kaparéw i szafranu, owoce papryki i kardamonu, nasiona kminku i kopru, kora
cynamonu i wiele innych pochodzgcych gtéwnie ze strefy krajow tropikalnych. Stosuje
sie je gtownie w wyrobach drobno rozdrobnionych przetworéw miesnych, zywnosci
orientalnej i barowej, koncentratbw obiadowych, 2zywnosci niskottuszczowej
| wegetarianskie;.

Aromaty naturalne i syntetyczne identyczne z natura Inymi. Specyficznym
dodatkiem smakowo-zapachowym jest koncentrat dymu wedzarniczego stosowany
do aromatyzacji przetworéw miesnych i rybnych, seréw, whisky i specjalnych gatunkow
piwa. Otrzymuje sie go metodg suchej destylacji drewna (700°C) i pirolizy drewna
przegrzang parg wodng. Kondensat dymu po usunieciu skladnikéw szkodliwych
dla zdrowia jest cieklg mieszaning aromatycznych substancji smakowych gtéwnie
polifenoli. Aromaty syntetyczne identyczne z naturalnymi otrzymuje sie na drodze
syntezy chemicznej, zwykle produktami takiej syntezy jest mieszanina izomerow
(mieszanina racemiczna). Walory smakowe aromatow identycznych z naturalnymi sg
zblizone do aromatow naturalnych, a ich dodatkowg zaletg jest niska cena. Do tej grupy
zalicza sie rOwniez aromaty otrzymane metodami biotechnologicznymi, np.: z hodowli
tkankowych, przez dziatanie enzymow na prekursory aromatow lub otrzymywane przez
wybrane szczepy drobnoustrojow z odpowiednio dobranych skladnikéw ptynéw
hodowlanych, tzw. biosynteza de novo .

Esencje spo zywcze sg to aromaty naturalne lub ich mieszaniny z aromatami
syntetycznymi w roztworze alkoholu etylowego lub oleju, stad tez wyrézniamy:

= esencje etanolowodne, np.: anyzowa, cytrynowa, ananasowa, wisniowa,

= oleoesencje, czyli esencje spozywcze w oleju roslinnym, np.: cytrynowa, arakowa.
Aromaty syntetyczne otrzymuje sie na drodze syntezy organicznej lub biosyntezy.
Wsréd aromatéw syntetycznych najwiekszg grupe stanowig alkohole, estry, aldehydy
oraz izomery zwigzkow naturalnych (Tabela 17). Wiele z nich ma struktury terpenowe.
Metodami  biosyntezy uzyskano m.in. waniline, antranilan metylu, kwas
2-metylomastowy. Zastosowanie aromatow syntetycznych w produkcji zywnosci

wymaga zezwolenia stuzby zdrowia, wyjgtkiem jest wanilina i etylowanilina.

Tabela 17. Przyklady syntetycznych aromatéw stosowanych do zywnosci
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Zwigzek chemiczny

Typ aromatu

Zwi gzek chemiczny

Typ aromatu

Aldehyd gorzkich migdatow Maslan amylu bananowy
benzoesowy anyzowy Mrowczan izomylu sliwkowy
Benzoesan etylu $wiezego chleba Mréwczan etylu rumowy
Furfural morelowy Octan izobutylu ananasowy
Geraniol

maslano-serowy

Kwas mastowy

Syntetyczne substancje stodz ace sg to gidwnie zamienniki cukru, czyli tzw. stodziki i
ich mieszanki o bardzo duzej intensywnosci stodzenia, ktore majg profil stodkosci
zblizony do cukru. Sg one pomocne przy tworzeniu zywnosci niskoenergetycznej
(napoje orzezwiajgce, jogurty, desery, lody, soki, przetwory owocowe, ptatki
Sniadaniowe). Wrazenie stodkosci produktow niskoenergetycznych (niskokalorycznych)
uzyskuje sie stosujgc polihydroksylowe alkohole cukrowe zwane alditolami, ktorych
stodkos¢ jest mniejsza od sacharozy np. czesto uzywany mannitol (E 965i) — ma
stodkos¢ 0,6-0,9 w stosunku do sacharozy i jest zwykle dodawany do napojow
bezalkoholowych, ciast, wyrobéw cukierniczych. Substancje stodzgce powinny spetniaé
szereg warunkéw, aby mogly by¢ stosowane jako dodatki do zywnosci. Muszg by¢
nietoksyczne, stabilne chemicznie (w réoznym pH i w podwyzszonej temperaturze),
rozpuszczalne w wodzie i w etanolu oraz powinny wykazywa¢ stodycz takag
jak sacharoza lub wiekszg. Poza tym nie mogg wptywaé na barwe i zapach produktu
ani pogarszac jego trwatosci. Pozgdane jest, aby nie pozostawialy posmaku w ustach.
Powinny by¢ tanie, wygodne w stosowaniu, nie powinny wywotywaé¢ skutkdéw ubocznych
(alergie, prochnica zebdw), ani wymagac limitowania w stosowaniu. Substancje
stosowane jako $rodki stodzgce powinny by¢ niemetabolizowane lub metabolizowane w
organizmie w sposob typowy dla sktadnikow odzywczych. Dgzenie do obnizenia
kalorycznosci spozywanych pokarméw wymaga, aby nowe substancje dostarczaty
mniej niz 2 % kalorii w porownaniu z tradycyjnymi $Srodkami stodzgcymi,
przy stosowaniu w stezeniach dajgcych jednakowe odczucie stodkosci.

Struktury chemiczne syntetycznych i naturalnych substancji stodzacych

sg przedstawione na Rys. 44.

aspartam acesulfam K cyklaminian sodu sacharyna
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Rys. 44. Wzory syntetycznych i naturalnych substancji stodzgcych

Syntetyczne, gorzkie dodatki smakowe to pochodne chininy, stosowane w napojach
typu ,tonic”.

Substancje wzmacniaj ace smak lub przediuzajgce czas trwania wrazeh smakowych
nazywa sie rowniez wzmacniaczami smaku. Wiele z nich nie ma smaku, lub jest
on stabo wyczuwalny. Przypisuje sie im wilasciwosci otwierania kubkéw (receptorow)
smakowych jezyka. Sg to gtdbwnie pochodne kwasu glutaminowego (E 620), nukleotydy
kwasu guanylowego (E 626) i inozynowego (E 630) oraz rybonukleotydy (E 634), ktore
dodane do potraw o pH 5-8, szczegdlnie miesnych, rybnych, warzywnych oraz zup
wzmacniajg naturalng smakowitos¢, nadajgc jej specyficzny charakter tzw. umami.
Wbrew powszechnemu przekonaniu odczuwamy nie cztery, a pie¢ smakow. Ten ostatni
to umami - co z japonskiego ttumaczy sie jako "dobry, peiny, miesny". Bezposrednio
wykrywang substancjg jest jeden z aminokwasow - kwas glutaminowy, ktéry obficie
wystepuje w pokarmach bogatych w biatko takich jak: mieso, potrawy sfermentowane
| zlezale (sery parmezan, roquefort), wodorosty, sosy rybne i sojowe, a takze pomidory,
orzechy, winogrona, brokuty 1 grzyby. W kuchni azjatyckiej jako przyprawa
odpowiadajgca temu smakowi jest wykorzystywany glutaminian sodu. Umami odkryt
w 1908 r. Kikunae Ikeda z Cesarskiego Uniwersytetu w Tokio, a jego istnienie zostato

potwierdzone w 2000 roku.

95|Strona



3.5.5. Dodatki ksztattuj ace cechy fizyczne zywno Sci
Dodatki ksztaltujgce cechy fizyczne zywnosci petnig rézne funkcje w technologii.
Podstawowym celem ich stosowania jest uzyskanie optymalnej i trwalej tekstury
produktu, co czesto wigze sie z uzyskaniem wiekszej jego wydajnosci.
Substancje zelujgce i zageszczacze. Do tej grupy zaliczamy przede wszystkim
hydrokoloidy (biopolimery) — zwigzki o duzej masie czgsteczkowej, rozpuszczalne
w wodzie lub tworzgce w niej zawiesiny. Zwiekszajg lepkos$¢ roztworow lub tworzg zele,
czesto wykazujg rowniez wkasciwosci emulgujgce i stabilizujgce.
W zaleznosci od pochodzenia mozna je podzieli¢ na:
1. naturalne:
» wydzieliny ros$lin, np.: guma arabska (E 414), tragakant (E 413), karaya (E 416),
guar (E 412), tara (E 417),
» skfadniki roslin  wyzszych w postaci ekstraktu np.. pektyna (E 440)
lub wyizolowanego sktadnika, np.: skrobia, mgczka chleba swietojanskiego (E 410),
= skiadniki wodorostéw, np.: agar (E 406), alginiany (E 401-405), karagen (E 407),
= produkty pochodzenia zwierzecego, np. zelatyna,
» substancje wytwarzane przez drobnoustroje, np.: dekstran, ksantan, kurdlan,
= surowce roslinne modyfikowane metodami chemicznymi i fizycznymi, jak np.:
pochodne celulozy, pektyna amidowana, skrobie modyfikowane,
2. syntetyczne np.: poli-N-winylopirolidon (PVP).
Hydrokoloidy . Majg najwieksze znaczenie w grupie dodatkdéw strukturotworczych.
Dzieki duzej czgsteczce tworzg w uktadach wodnych tréjwymiarowg sie¢, co powoduje
zwiekszenie lepkosci roztworu, lepsze wigzanie wody, a w odpowiednim stezeniu
tworzg zele lub ggbczastg mase. Hydrokoloidy (z wyjatkiem zelatyny) sg pochodzenia
roslinnego lub mikrobiologicznego i nalezg do polisacharydéw. W zaleznosci od budowy
chemicznej i warunkdw tworzg zele o roznych wikasciwosciach, np.: wysokometylowana
pektyna w celu utworzenia prawidtowego zelu wymaga duzej zawartosci substancji
wigzgce] wode (sacharozy) i kwasnego s$rodowiska, natomiast niskometylowana
pektyna i alginiany, tworzg zel w obecnosci jonéw metali wielowartosciowych,
a karageny wymagajg jonéw potasowych. Zmieszanie dwoéch lub wiecej koloidow
umozliwia uzyskanie ukladéw o nowych wiasciwosciach lub dzieki synergizmowi
zwiekszenie ich efektywnosci. Na przyklad ksantyn oraz maczka chleba

Swietojanskiego same nie tworzg zeli, natomiast ich mieszanina tworzy elastyczny zel.
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Na efekt dziatania hydrokoloidow duzy wplyw majg rowniez warunki procesu
technologicznego: temperatura, sposéb wprowadzania i kolejno$¢ rozpuszczania
sktadnikéw, obecnos$¢ jonébw metali. Dla uzyskania powtarzalnosci cech produktu
konieczne jest przeprowadzanie poszczegolnych czynnosci zawsze w ten sam sposob.
Hydrokoloidy stosuje sie niemal we wszystkich dziatach produkcji zywnosci, a
szczegOlnie do wytwarzania deserow, budyniu, kisieli (zelowanie), zup i soséw w
proszku (wigzanie wody), lepszego wigzania wody przez ciasto i nadawania lepszej
struktury i trwatosci pieczywa, wyrobu cukierkow, galaretek, marmoladek, kremodw,
zapobiegania krystalizacji cukru w syropach i lodach, lepszego zwigzania wody,
nadania struktury przetworom i napojom owocowym oraz warzywnym, zapobieganie
rozwarstwianiu sie sosow, majonezow itp.

Emulgatory i stabilizatory . Emulgatory sg to substancje powierzchniowo czynne,
ktorych czasteczki majg grupy hydro- i lipofilowe. Sg one absorbowane na granicy faz
emulsji oleju i wody. Najbardziej typowg emulsjg, gdzie olej jest rozproszony w wodzie
(o/w) jest majonez, a odwrotnie w margarynie czy masle — woda jest rozproszona
w fazie tluszczowej (w/0). Efektywnosé emulgatorow wspomagajg stabilizatory.
Najczesciej sg nimi hydrokoloidy, ktore, tworzgc usieciowania w fazie wodnej,
zapobiegajg migracji fazy olejowej, jej zlewaniu i wydzielaniu sie. Emulgatory sg
stosowane do wyrobu wielu produktow zywnosciowych, jak np.: przetworéw
tluszczowych, jogurtow, deserdéw, lodow, pieczywa, a nawet rozdrobnionych przetworéw
miesnych. Najczesciej uzywanymi emulgatorami sg mono- i diacyloglicerole (E471),
estry mono- i diacylogliceroli z kwasami organicznymi, a z emulgatoréw naturalnych —

lecytyna.

3.5.6. Dodatki skrobiowe i biatkowe
Oprocz typowych dodatkow ksztattujgcych cechy sensoryczne i fizyczne
zywnosci duze znaczenie ma grupa dodatkéw o wszechstronnej uzytecznosci. Sg to:
= skrobie modyfikowane chemicznie (E 1410 do 1451),
» preparaty z biatek roslinnych i mlecznych,
» dodatki balastowe, zwane réwniez wypetniaczami, zwigzane z rozwojem produkciji
zywnosci 0 obnizonej wartosci energetycznej, pochodne skrobi i celulozy.
Ich wartos¢ uzytkowa zalezy od charakteru surowca oraz rodzaju i stopnia modyfikacji.

Stosuje sie je w celu tworzenia odpowiedniej tekstury produktu i trwalego zwigzania
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wody. Majg one rowniez posredni lub bezposredni wplyw na podniesienie warto$ci

odzywczej albo obnizenie wartosci energetycznej zywnosci.

Skrobie modyfikowane. W wyniku modyfikacji chemicznej skrobi ziemniaczanej

lub kukurydzianej (depolimeryzacja kwasowa, utlenianie, sieciowanie, stabilizowanie

przez estryfikacje lub eteryfikacje) otrzymuje sie produkty o wiasciwosciach podobnych

do naturalnych hydrokoloidéw. Powszechnie wykorzystuje sie je w produkcji zywnosci

ze wzgledu na ich duzg odpornos¢ na degradacje w srodowisku kwasnym (np. ketchup)

oraz w czasie ogrzewania. Korzystne cechy fizyczne zeli i roztworow z dodatkiem skrobi

modyfikowanych to odporno$¢ na zjawiska retrodegradacji i synerezy mrozonek.

Do najczescie] stosowanych nalezg fosforany diskrobiowe, skrobie acetylowane,

hydroksypropylowane i acetylowany adypinian diskrobiowy.

Preparaty biatlkowe o réznym stopniu oczyszczenia otrzymuje sie z surowcow

roslinnych (soja) i zwierzecych (mleko, ryby). Stosowanie preparatow biatkowych

w okreslonych produktach zywnosciowych ma na celu:

= wzbogacanie produktéw w biatko, np.: chleba i zywnosci specjalnej,

= zapewnienie statej i powtarzalnej jakosci np.: smarowalnos¢ pasztetow,

» zmniejszenie strat technologicznych, np.: zmniejszenie ubytkdéw termicznych wedlin
oraz zwiekszenie wydajnosci produktu,

» modelowanie sktadu i jakosci produktéw, np. obnizenie wartosci energetycznej,
zawartosci ttuszczow (zywnosc dietetyczna),

= obnizenie kosztu wsadu surowcowego, np.: czesciowe zastgpienie miesa,

= wytwarzanie zywnosci przeznaczenia specjalnego, np.: odzywki dla niemowlat,

zywnos¢ bezmleczna, preparaty odchudzajgce.

3.5.7. Dodatki o warto s$ciach od zywczych

Dodatek witamin i soli mineralnych ma na celu przywrdcenie poziomu
sktadnikéw istotnych dla racjonalnego zywienia, a utraconych podczas proceséw
przetworczych. Natomiast zamierzone wzbogacanie zywnosci ma na celu zwiekszenie
zawartosci sktadnikéw istotnych w zywieniu cziowieka lub nadanie substytutowi (np.
margaryna) wartosci odzywczej zblizonej pierwotnego produktu (np. masto). Osobng
grupe stanowig dodatki, ktdrych celem jest uzupetnienie lub wzbogacenie zywnosci
w tzw. skfadniki deficytowe, badz zwiekszenie jej wartosci odzywczej. Do tej grupy

nalezy zaliczy¢ sole wapnia, potasu, magnezu, zelaza oraz witaminy, gtdwnie A, B, C
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I D. Zgodnie z regulacjami WHO ani witaminy, ani aminokwasy nie sg traktowane jako
dodatki sensu stricto. Wzbogacanie zywnosci tymi dodatkami jest regulowane
odrebnymi rozporzgdzeniami Ministra Zdrowia, a jej wytwarzanie odbywa sie
pod nadzorem wiadz sanitarnych. Dotyczy to szczegOlnie zywnosci tzw. prozdrowotnej,
odzywek i zywnosci dietetycznej, w ktorej dodatki wzbogacajgce stosuje sie w celu
pokrycia ich wzmozonego zapotrzebowania przez okreslone grupy konsumentéw
(dzieci, sportowcy, ludzie starsi).

Oprocz typowych dodatkéw wzbogacajgcych powstaje nowa grupa dodatkow
modyfikujgcych skfad produktu w celu ksztaltowania jego zdrowotnych cech
uzytkowych. Sg to dodatki obnizajgce wartos¢ energetyczng produktu tzw. substancje
balastowe , ktore wykorzystuje sie w celu produkcji wyrobow dajgcych odczucie sytosci.
Do tej grupy dodatkdw mozna zaliczy¢ dodatki modyfikujgce sktad zywnosci: preparaty
biatka mleka lub biatka roslinnego w celu wzbogacenia produktu w biatko
czy zastgpienia glutenu w odzywkach; preparaty sojowe w zywnosci wegetarian,

czy 0s0b nietolerujgcych biatka mleka.

3.5.8. Dodatki utatwiaj gce wyrdb zywno $ci

Dodatki utatwiajgce wyréb zywnosci (zwane pomocniczymi  dodatkami
przetworstwa) to niektére substancje uzywane w celu utatwienia przebiegu procesow
przetworczych lub wspomagajgce procesy technologiczne. W koncowych etapach
przetworstwa usuwa sie je i nie wystepujg jako skfadnik w gotowym produkcie
(Tabela 18).

Tabela 18. Dodatki pomocnicze i utatwiajgce wyrob

Rodzaj dodatku Funkcja dodatku
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Preparaty enzymatyczne przyspieszajg reakcje biochemiczne

Polepszacze maki polepszajg jakos¢ wypiekowa maki lub ciasta
Spulchniacze uwalniajg CO,, powodujgc zwigkszenie objetosci ciasta
Nosniki rozpuszczajg, rozcienczaja, dysperguja dodatki w celu

utatwienia ich stosowania
Rozpuszczalniki stuzg do rozpuszczania

Gazy obojetne tworzg atmosfere kontrolowang w opakowaniach

jednostkowych lub pomieszczeniach sktadowania zywnosci

Gazy wypierajgce utatwiajg wypchniecie ciektego artykulu spozywczego z
pojemnika i powodujg uzyskanie odpowiedniej konsystencji (np.

piana)

Substancje klarujace i filtrujgce oddzielajg Iub ufatwiajg sedymentacje badz oddzielanie

zawiesin wystepujgcych w cieczach

3.6. Zafatszowania zywno Sci

Zafatszowanie zywnosci polega na zmianie sktadu produktu lub zastgpieniu
sktadnika innym sktadnikiem (najczesciej tanszym), ukryciu wad jakosciowych i
rzeczywistego sktadu lub podaniu nieprawdy na opakowaniu, a takze na nieprawdziwej
deklaracji sposobu produkcji. Powodem zafatszowania zywnosci jest che¢ producenta
do osiggniecia maksymalnego zysku poprzez zwigekszenie sprzedazy, ukrycie
niewtasciwej jakosci lub btedow w procesie technologicznym, ktére mogg generowac
znaczne straty finansowe producenta zywnosci. Ze wzgledu na skiad chemiczny i
wiasciwosci biologiczne, zywnos¢ zafalszowana zazwyczaj posiada mniejszg wartosc
odzywczg. Moze by¢ réwniez niebezpieczna dla zdrowia i zycia konsumentow.
Powodem tego mogg by¢ dodatki substancji szkodliwych. Kontrolowaniem jakosci
produktow zywnosciowych zajmuje sie wiele instytucji panstwowych m. in.: Ministerstwo
Rolnictwa i Rozwoju Wsi, Ministerstwo Zdrowia, Ministerstwo Srodowiska, Inspekcja
Jakosci Handlowej Artykutdbw Rolno-Spozywczych, Inspekcja Ochrony Roslin
i Nasiennictwa, Inspekcja Ochrony Srodowiska, Inspekcja Weterynaryjna, Inspekcja

Handlowa, Panstwowa Inspekcja Pracy oraz laboratoria referencyjne, a ujawnienie
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zafalszowania zywnos$ci naraza firme na utrate rynkdéw zbytu oraz kary finansowe
I administracyjne.
Najczesciej zafalszowywane sg soki, napoje i przetwory owocowe, napoje
alkoholowe, miody, oleje roslinne, ryby mrozone, sery zoite, masto, chleb i pieczywo,
zboza i przetwory zbozowe, mieso i przetwory miesne, wyroby wedliniarskie, warzywa
i przetwory warzywne, dréb i przetwory drobiowe, kawa, herbata, kakao, wina, wyroby
cukiernicze, piwo, jaja, cukier, koncentraty spozywcze oraz mleko i produkty
mleczarskie. Ponizej podano przyktady zafatszowan zywnosci:
= drozsze soki i nektary sg zastepowane sokami tanszymi,
= do masta i serow dojrzewajgcych dodawane sg ttuszcze niemleczne,
= W wyrobach z miesa czerwonego zanizany jest udzialu miesa wysokiej jakosci,
a takze zwiekszona jest ilosci ttuszczu, skrobi i wody,

= oleje otrzymuje sie z wykorzystaniem tanszego sposobu ekstrakcji, a takze dodaje
sie tluszcze zwierzece,

= do oliwy z oliwek dodawane sg inne oleje roslinne,

= mleko i Smietane zageszczane jest mgkq i kreda,

= do mleka koziego i owczego dodawane jest mleko krowie,

= do mleka dodawany jest niewielkiej ilosci proszek do prania,

= soki owocowe sg zafalszowywane poprzez dodatek cukru, rozcienczanie woda,
dodatek soku z czesci owocow oraz dodatek tanszego soku,

® zafalszowania win z reguty polegajg na dodatku cukru trzcinowego i buraczanego,
dodatku ekstraktéw owocow bogatych w antocyjany w celu barwienia, nieprawdziwej
deklaracji odmiany winogron i regionu pochodzenia,

= napoje alkoholowe sg zafalszowywane poprzez nieprawdziwg deklaracje gatunku
wyrobéw spirytusowych, maskowanie braku lezakowania napojow alkoholowych,

= przy produkcji piwa jeczmien zastepowany jest owsem, a chmiel innymi, gorzkimi
ziotami,

= herbata jest mieszana z lisSémi wierzbowki waskolistnej,

" miody sg zafaszowywane dodatkiem cukru trzcinowego, kukurydzianego

i buraczanego.
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4. Charakterystyka metod stosowanych w analizie Zywno SCi

4.1. Zasady pobierania i przygotowania probek  zywno $ci do analizy

Kazdy proces analityczny rozpoczyna sie od etapu pobierania probki,
a nastepnie przygotowania do analizy. Zasady pobierania i przygotowania prébek
zywnosci do analiz sg scisle okreslone i sprecyzowane. W zaleznosci od rodzaju
badanego preparatu (woda, artykuty mocno zamrozone, ziarna zbdz, mieso), a takze
od rodzaju substancji, jakg chce sie oznacza¢ w pobranej prébce zywnosci
(np. oznaczanie pestycydow, mikotoksyn, dioksyn) nalezy postugiwa¢ sie réznego
rodzaju dokumentami normalizacyjnymi. Sg to miedzy innymi Rozporzgdzenia Ministra
Zdrowia, Rozporzgdzenia Parlamentu Europejskiego, Polskie Nomy, Dyrektywy Komisji
Europejskiej i inne. Opisujg one bardzo precyzyjnie zasady pobierania i przygotowania
konkretnej probki do konkretnej analizy.

4.1.1. Podstawowe poj ecia

Partia — mozliwa do zidentyfikowania ilos¢ srodka spozywczego dostarczona w jednym
terminie, dla ktorej urzedowo stwierdzono, ze posiada te same wspdllne cechy, jak:
pochodzenie, odmiana, rodzaj opakowania, jednostka pakujgca, dostawca
i oznakowanie. Dla ryb poréwnywalna musi by¢ takze ich wielkosc.

Podpartia — cze$¢ partii wyznaczona w celu zastosowania na niej danej metody
pobierania probek. Kazda podpartia musi by¢ fizycznie wyodrebniona i mozliwa
do zidentyfikowania.

Prébka pierwotna - ilos¢ materiatu pobrana z jednego miejsca partii lub podpartii.
Probka zbiorcza (zmieszana) — probka otrzymana przez potgczenie wszystkich probek
pierwotnych pobranych z partii lub podpartii; probki zbiorcze uznaje sie
za reprezentatywne dla danych partii lub podpartii.

Prébka laboratoryjna — reprezentatywna czes¢ prébki zbiorczej przeznaczona
do badania laboratoryjnego.

Probka do analizy - probka przygotowana ze s$redniej probki laboratoryjnej np.

po rozdronieniu probki laboratoryjnej pobiera sie z niej probke analityczna.
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4.1.2. Ogolne zasady pobierania probek
Przygotowanie probek do analiz jest zazwyczaj zadaniem ztozonym, a operacje
I réznego rodzaju czynnosci wchodzgce w sktad tego procesu mogg przyczyniaé sie
zarowno do straty analitow, jak tez mogg by¢ zrodtem dodatkowych zanieczyszczen.
Jak juz wspomniano wszelkie procedury pobierania probek zywnosci do r6znego
rodzaju analiz sg wyszczegolnione w odpowiednich dokumentach normalizacyjnych.
Kazdy taki dokument zawiera takze przepisy ogolne, majgce zastosowanie
przy pobieraniu kazdego rodzaju prébek. Przepisy te méwig np., ze prébki muszg byé
pobierane przez odpowiedni, upowazniony i wykwalifikowany personel w sposdb
zapewniajacy ich reprezentatywnos¢. Informacje dotyczgce prébki muszg stanowic
doktadne matematyczne odbicie informaciji przynaleznych do badanego obiektu. Prébka
reprezentatywna powinna mie¢ zatem przecietny sklad i whlasciwosci materiatu
pobranego. Pobranie reprezentatywnej probki uwazane jest za wysoce newralgiczny
punkt calego procesu analitycznego. Bardzo staranne wykonanie analizy probki
niereprezentatywnej, nie zmienia faktu uzyskania btednej oceny catej partii produktu.
Aby otrzymac reprezentatywng probke analityczng z masowej partii materiatu nalezy

przeprowadzi¢ nastepujgce operacje (Rys. 45).

dostawa, towar

seria, partia

pierwotna probka
przypadkowa

probka zmieszana
ztozona

probka wtorna

[ PSSR PRI I 0\

préobka
laboratoryjna

probka do analizy ?? f

Rys. 45. Schemat postepowania przy pobieraniu prébek (wg Namiesnik J. (red.) Pobieranie probek
Srodowiskowych do analizy Wydawnictwo Naukowe PWN, Warszawa, 1995, str. 17-19

————

rozdrobnienie

Prébki z kazdej partii muszg by¢ pobierane oddzielnie. Duze partie powinny byc¢
podzielone na podpartie, z ktérych to prébki nalezy pobra¢ réwniez oddzielnie. Zasady
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podziatu partii na podpartie zostang oméwione w nastepnym punkcie na konkretnym
przyktadzie.

Podczas pobierania prébek zywnosci do badan nalezy zastosowac¢ odpowiednie
srodki ostroznosci aby zapobiec wszelkim zmianom, ktére moglyby wptynagé
na zawartos¢ zanieczyszczen, niekorzystnie oddziatywa¢c na wynik analizy
lub spowodowac, ze probki zbiorcze nie beda reprezentatywne. Nalezy zwroci¢ rowniez
uwage aby nie zanieczysci¢ pobranej probki w trakcie transportu. Prébki powinny byé
zatem pakowane w czyste, wykonane z obojetnego materiatu pojemniki i odpowiednio
zabezpieczone przed zanieczyszczeniem i uszkodzeniem podczas transportu. Kazdg
urzedowo pobrang prébke zywnosci pieczetuje sie w miejscu pobrania oraz sporzgdza
dla niej protokot umozliwiajgcy jednoznaczng identyfikacje kazdej partii lub podpartii.
Protokot ten zawiera informacje o dacie oraz miejscu pobrania probki oraz wszelkie

dodatkowe informacje, ktére mogg okazac sie pomocne dla analityka.

4.1.3. Szczegotowe zasady pobierania probek  zywno Sci

Przy pobieraniu i przygotowaniu probek zywnosci do analizy zastosowanie majg
nie tylko przytoczone wyzej zasady ogélne, ale tez kazdy badany produkt spozywczy
wymaga odmiennej strategii. Zasady te omdwione zostang na przyktadzie
Rozporzagdzenia Komisji (WE) Nr 333/2007 z dnia 28 marca 2007 roku, zawierajgcego
wytyczne w zakresie pobierania i analizy prébek zywnosci do celow urzedowej kontroli
poziomoOw ofowiu, kadmu, rteci, 3-MCPD (3-monochloropropano-1,2-diolu) oraz
benzo[a]pirenu w srodkach spozywczych. Dokument ten reguluje miedzy innymi sposéb
dzielenia duzych partii na podpartie. | tak w przypadku produktéw wprowadzanych do
obrotu handlowego luzem (np. zboza) zastosowanie ma Tabela 19. W przypadku partii
0 masie przekraczajgcej 1500 ton masa jednej podpartii powinna wynosi¢ 500 ton.
Z kolei w odniesieniu do innych produktéw (np. wystepujgcych w opakowaniach)
odpowiednie dane zawiera Tabela 20. Poniewaz masa partii nie zawsze stanowi
doktadng wielokrotnos¢ masy podpartii ustalono, ze masa podpartii nie moze

przekroczy¢ 20 % masy partii.

Tabela 19. Podziat partii na podpartie w przypadku produktéw wprowadzonych do obrotu handlowego
luzem (WE) Nr 333/2007
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Masa partii (w tonach) Masa lub liczba podpartii

= 1500 500 ton
> 300 i< 1500 3 podpartie
2100i=<300 100 ton

<100 -

Tabela 20. Podziat partii na podpartie w przypadku innych produktéw (WE) Nr 333/2007

Masa partii (w tonach) Masa lub liczba podpartii
=15 15 -30 ton
<15 -

Rozporzgdzenie okresla takze minimalng liczbe prébek pierwotnych pobieranych z partii
lub podpartii (Tabela 21). W przypadku produktow ptynnych luzem partia lub podpartia
powinna by¢ jak najdokladniej wymieszana metodg reczng Ilub mechaniczng,
bezposrednio przez jej pobraniem. Zaklada sie wowczas jednorodny rozkiad
zanieczyszczen w danej partii lub podpartii. W tej sytuacji do utworzenia prébki
zbiorczej nalezy pobrac trzy prébki pierwotne, ktore z kolei muszg mie¢ podobng mase
(co najmniej 100 gram lub 1000 mililitrow). Masa probki zbiorczej powinna wynosié

co najmniej 1 kilogram lub 1 litr.

Tabela 21. Minimalna liczba prébek pierwotnych pobieranych z partii lub podpartii (WE) Nr 333/2007

Masa lub obj etos¢ partii/podpartii (w kg lub litrach) Minimalna licz ba prébek pierwotnych do pobrania
<50 3
2 50 oraz < 500 5
> 500 10
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Nieco inaczej wyglagda to w przypadku partii lub podpartii sktadajgcych sie
z pojedynczych opakowan lub jednostek. Liczbe opakowan lub jednostek, ktére majg

by¢ pobrane w celu utworzenia probki zbiorczej, podano w Tabeli 22.

Tabela 22. Liczba opakowan lub jednostek, ktére nalezy pobra¢ w celu utworzenia prébki zbiorczej (WE)

Nr 333/2007
Liczba opakowa n lub jednostek w Liczba opakowa n lub jednostek do pobrania
partii/podpartii
<25 Co najmniej 1 opakowanie lub jednostka
26 - 100 Okoto 5 %, co najmniej 2 opakowania lub jednostki
>100 Okoto 5 %, nie wiecej niz 10 opakowan lub jednostek

Poniewaz kazdy produkt spozywczy posiada odmienne wytyczne w zakresie pobierania
probek do analiz, ponizej przedstawiono wykaz dokumentéw nornalizacyjnych
dla przyktadowych artykutow rolno-spozywczych (Tabela 23).

Tabela 23. Wykaz dokumentéw normalizacyjnych dla wybranych produktow rolno-spozywczych

Produkt rolno -

Spo zywczy Dokumenty normalizacyjne
Makaron Makaron. Pobieranie probek i metody badan PN — 93/A — 74130
Pieczywo Pieczywo. Pobieranie probek i kontrola jakosci PN — 86/A — 74104

Oleje i tluszcze | Oleje i ttuszcze roslinne oraz zwierzece. Pobieranie i przygotowanie probek margaryn
roslinne do badan chemicznych i fizykochemicznych PN-A-86929:1996

i zwierzece
Oleje i tluszcze roslinne oraz zwierzece. Pobieranie probek PN-EN 1SO 5555:2002

Grzyby Grzyby Swieze i produkty grzybowe. Pobieranie i przygotowanie prébek PN-68/A-
78508
Herbata Herbata. Pobieranie prébek PN-ISO 1839:1996
Cukier Cukier. Pobieranie i przygotowanie probek PN-85/A-74856
Mleko Rozporzgdzenie MR i RW z dnia 25 sierpien 2004r w sprawie metod pobierania
i przetwory prébek mleka do badan zawartosci ttuszczu w mleku oraz metod oznaczania
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mleczne zawartosci ttuszczu w mleku
Mleko i przetwory mleczne. Pobieranie probek PN-86/A-86041/Az1:2000

Mleko i przetwory mleczne. Wytyczne do pobierania probek PN-EN ISO 707:2008

4.1.4. Btedy popetniane w trakcie pobierania probek

W trakcie pobierania prébek popetnia sie dwa rodzaje btedow: systematyczne oraz
przypadkowe.
Btedy systematyczne — pojawiajg sie w momencie, kiedy stosowany sposéb
pobierania probki nie daje mozliwosci wejscia w skfad probki analitycznej wszystkim
elementom skitadowym partii. Bledy takie pojawiajg sie np. gdy podczas pobierania
probki cieczy wykazujgcej sktonnos¢ do rozwarstwiania sie probke czerpiemy jedynie
Z jednej warstwy owej cieczy. Inny przyktad to pobieranie probek materiatu ziarnistego
narzedziem, ktérego otwor jest za maly aby duze ziarna mogty sie swobodnie zmiescic.
Aby unikngé bltedow tego typu powinno sie stosowac¢ zasade randomizacji, czyli
losowego wybierania poszczegdlnych elementéw partii we wszystkich etapach procesu
pobierania prébek.
Btedy przypadkowe —-mogg one powstawaC np. podczas pobierania materiatu
ziarnistego, gdzie zachodzi koniecznos$¢ wieloetapowego pomniejszania i rozdrabniania

materiatu. Btedy etapowe sktadajg sie na ogolny btgd przypadkowy.

4.1.5. Przygotowanie probek do analizy

Zdecydowana wiekszo$¢ probek zywnosci bezposrednio po pobraniu zostaje
poddana r6znorodnym operacjom. Czynnosci te wykonuje sie albo na miejscu pobrania,
w trakcie transportu lub przechowywania. W zalezno$ci od typu probki przeprowadza
sie np.:
= filtracje (np. soki z migzszem),
= utrwalanie (zakwaszanie, chtodzenie, zamrazanie),
» oddzielenie materiatdbw obcych (np. piasku z sataty),
= suszenie,
= rozdrabnianie.
Wiekszos¢ stosowanych metod analitycznych (spektrofotometria UV-VIS, absorpcyjna
spektrometria atomowa, potencjometria) wymaga przeprowadzenie probek do roztworu.
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W zwigzku z powyzszym nastepng czynnoscig po pobraniu prébki jest najczescie]

jej rozpuszczenie.

4.1.5.1. Rozpuszczanie prébek
Najprostsze, aczkolwiek nie zawsze skuteczne jest rozpuszczenie probek

w wodzie. Najczesciej jednak stosuje sie tzw. roztwarzanie probek w kwasach. Jest to

proces, ktory polega na przeprowadzaniu substancji do roztworu w wyniku zachodzacej

reakcji chemicznej. Roztwarzanie przeprowadza sie przy uzyciu kwasow (z reguty
solnego, azotowego oraz siarkowego). Najkorzystniejsze jest wykorzystanie w tym celu
kwasu solnego, gdyz jest to kwas nieutleniajgcy, ktéry tatwo usungé przez odparowanie.

Zaletg stosowania tego kwasu jest rowniez to, ze wiekszos¢ chlorkdéw rozpuszcza sie

w wodzie. Kwas azotowy ma z kolei dziatanie utleniajgce, a powstajgce azotany,

podobnie jak chlorki, sg z reguly rozpuszczalne w wodzie. W zaleznosci od stezenia

kwas siarkowy moze miec z kolei wiasciwosci utleniajgce (stezony) albo nieutleniajgce

(rozcienczony). Podczas roztwarzania probek najpierw stosuje sie rozcienczony kwas

siarkowy (2 mol/l), a dopiero gdy jest on nieskuteczny stosuje sie kwas stezony.

Czasami rozpuszczanie niektérych substancji wymaga uzycia silniejszego
utleniacza niz stezony kwas azotowy. W takich przypadkach bardzo czesto stosuje sie
mieszanine stezonego kwasu solnego i stezonego kwasu azotowego w stosunku
objetosciowym 3:1 (tzw. woda krolewska). W przypadku utleniania siarczkow
wykorzystuje sie z kolei mieszanine o tym samym skiladzie, ale w stosunku
objetosciowym 1:3 (tzw. mieszanina Leforta).
Sposréd  innych  rozpuszczalnikbw, uzywanych w procesie roztwarzania
zastosowanie majg réwniez:

» kwas fluorowodorowy — utatwia rozpuszczanie, gdyz tworzy liczne kompleksy;
rozktada krzemionke tworzgc lotny SiF,,

» kwas nadchlorowy — nie ma zdolnosci tworzenia komplekséw z metalami, stezony
(70%) dziata utleniajgco i odwadniajgco; w obecnoéci substancji redukujgcych
rozktada sie wybuchowo,

» roztwory wodorotlenkéw sodu i potasu — stosuje sie do rozpuszczania niektorych

metali o charakterze amfoterycznym.
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4.1.5.2. Stapianie probek
W niektorych przypadkach roztwarzanie probek w kwasach lub alkaliach moze
by¢ nieskuteczne. W takich sytuacjach nieroztworzone substancje nieorganiczne stapia
sie z odpowiednio dobranym topnikiem. Po stopieniu probke bardzo ftatwo mozna
przeprowadzi¢ do roztworu. Wyrdznia sie dwa podstawowe rodzaje topnikow:
= alkaliczne — np. NaOH, KOH, bezwodny Na,CO3, Na,CO3; w mieszaninie z K,COg,
KNOs, NayB,O7; stosuje sie je do stapiania prébek o charakterze kwasowym
(np. krzemianow, glinokrzemianow),
= kwasne — np. pirosiarczan potasu K,S,0;, wodorosiarczan potasu, wodorofluorki
potasu i amonu, tlenek boru; uzywane sg do stapiania probek o charakterze
zasadowym (np. BeOg3, CaO, Al,O3, ZrOy).
W zaleznosci od zastosowanego topnika stapianie probek przeprowadza sie
w tyglach platynowych, kwarcowych, niklowych, srebrnych lub zelaznych. Na dno tygla
wprowadza sie warstwe sproszkowanego topnika, nastepnie dobrze wymieszang
probke z kilkakrotnym nadmiarem topnika. Na wierzch wprowadza sie ponownie czysty
topnik. Wypetnienie tygla nie powinno zajmowac wiecej niz 2/3 jego pojemnosci. Tygiel
przykrywa sie pokrywka, a nastepnie ogrzewa na poczgtku matym ptomieniem, po czym
stopniowo zwieksza sie temperature reakciji.

4.1.5.3. Mineralizacja probek

Mineralizacja to proces catkowitego usuniecia z probki sktadnikdw organicznych
w celu oznaczenia skladnikéw nieorganicznych. W wyniku tego procesu wegiel
substancji organicznej zostaje utleniony do ditlenku wegla, wodor do wody, a azot
zwigzany w wolny. Mineralizacja powinna przebiegac ilosciowo, tzn. cze$¢ organiczna
probki w catosci powinna ulec utlenieniu, natomiast cze$¢ nieorganiczna pozostac, aby
nastepnie mozna jg bylo przeprowadzi¢ do roztworu. Sposrod wszystkich metod
roztwarzania probek produktow spozywczych mineralizacja jest sposobem najczesciej
stosowanym. Wykonuje sie jg zazwyczaj przed oznaczaniem jonéw metali ciezkich jako
zanieczyszczen w produktach spozywczych. Wyrdznia sie dwa zasadnicze rodzaje
mineralizacji: mineralizacje suchg oraz mineralizacje mokra.
Mineralizacja sucha - polega na spalaniu czesci organicznej w powietrzu. Probke
umieszcza sie w tyglu i ogrzewa na palniku lub w piecu. W trakcie rozktadu powstaje

popidt (ztozony gtownie z weglanow i tlenkéw), ktory nastepnie roztwarza sie
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w odpowiednim kwasie lub mieszaninie kwaséw. Proces prowadzi sie zazwyczaj
w temperaturze 400-600°C. Jezeli w prébce oznaczane sg produkty gazowe
to mineralizacje prowadzi sie w odpowiedniej aparaturze, w powietrzu wzbogaconym
w tlen (w piecu rurowym) Ilub w tlenie pod cisnieniem (mineralizacja
niskotemperaturowa w plazmie tlenowej). W celu utatwienia spalania wegla bardzo
czesto do prébki dodaje sie zwigzki utleniajgce np. Na,O,, KNO3, KOH. W tej grupie
mozna wyrozni¢ takze tzw. mineralizacje suchg z dodatkiem. Wprowadzanie
specjalnych dodatkéw zapobiega utlenieniu niektérych sktadnikow probki, np. dodatek
tlenku wapnia zapobiega utlenieniu sie boru, gdyz wigze sie go w borany.

Mineralizacja mokra — polega na dziataniu cieklych utleniaczy, najczesciej kwasow:
azotowego, siarkowego, nadchlorowego. Przyktadem takiej mineralizacji jest
oznaczanie azotu w zwigzkach organicznych metodg Kjeldahla poprzez dziatanie
stezonym kwasem siarkowym. Wykonujgc mineralizacje mokrg unika sie strat
zwigzanych z ulatnianiem sie skladnikdbw oznaczanych podczas mineralizacji suchej.
Inne techniki to np.: mineralizacja z wykorzystaniem ultradzwiekOw, mineralizacja

promieniami UV, mineralizacja mikrofalowa.

4.1.5.4. Ekstrakcja probek

W celu przygotowania probek zywnosci do analizy wtasciwej bardzo czesto
poddaje sie je r6znym metodom ekstrakcyjnym. Najbardziej popularne sg: ekstrakcja
w ukfadzie ciecz-ciecz, ekstrakcja w ukladzie ciecz-ciato state, ekstrakcja do fazy state]
oraz mikroekstrakcja do fazy statej.

Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciecz

Jest to technika izolacji i wzbogacania analitow, ktérg zalicza sie do grupy proceséw
dyfuzyjnych. Z uwagi na roOznice stezen, zwigzki badane przemieszczajg sie
do odpowiednio dobranego rozpuszczalnika i dzielg miedzy matryce a ekstrahent
zgodnie z prawem podzialu Nernsta. Ekstrakcje te prowadzi sie przy wykorzystaniu
rozpuszczalnika niemieszajgcego sie z matrycg. Zazwyczaj jest to ukiad: woda-
rozpuszczalnik organiczny. Technika ta moze by¢ stosowana zarbwno w temperaturze
pokojowej jak tez nizszej, przez co nadaje sie do izolacji substancji nietrwatych.
W pierwszej kolejnosci analizowane prébki wstrzgsa sie wraz z rozpuszczalnikiem
w specjalnych rozdzielaczach, a nastepnie rozdziela sie obie fazy poprzez

np. wirowanie czy odstawianie, a na koncu wydziela sie anality poprzez np. destylacje,
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liofilizacje czy krystalizacje. Podstawowg niedogodnoscig tego typu ekstrakcji jest duze
zuzycie rozpuszczalnika, co daje zbyt duzg objetosc¢ ekstraktu w stosunku do potrzeb
analizy. Ekstrakt trzeba zatem zatezacC przez co proces jest pracochtonny oraz moze
prowadzi¢ do pewnych strat analitu. Ponadto zatezony rozpuszczalnik moze byé
zrodiem zanieczyszczeh probki koncowej - minimalna obecno$¢ interferenta
w rozpuszczalniku powoduje po jego zatezeniu pojawienie sie sygnatu, mogacego

zdecydowanie zmienic¢ interpretacje wynikdw oznaczen.

Ekstrakcja w uktadzie ciecz-ciato state

Ekstrakcje typu ciecz - cialo stale przeprowadza sie w celu wyekstrahowania z ciata
statego okreslonego skfadnika rozpuszczalnego w danym rozpuszczalniku. Metoda
ta polega na wybidérczym rozpuszczaniu substancji znajdujgcej sie w statej probce.
Ekstrakcje tego typu najczesciej prowadzi sie w aparacie Soxhleta (Rys. 46)

4 1 - kolba destylacyjna
2 - ekstraktor
3 - rurka przelewowa
4 - chtodnica zwrotna
2 3

Rys. 46. Aparat Soxhleta

Aparat Soxhleta sktada sie z czterech czesci: kolby destylacyjnej (1) , ekstraktora (2),
rurki przelewowej (3) i chtodnicy zwrotnej (4). Ekstrahowane ciato state umieszcza sie
w bibutowe] gilzie w srodkowe] czesci aparatu. W kolbie znajduje sie tatwo lotny
rozpuszczalnik, ktéry w wyniku podgrzania zaczyna wrzec, a jego pary przedostajg sie
do chtodnicy zwrotnej. Po skropleniu rozpuszczalnik gromadzi sie w srodkowej czesci
aparatu, gdzie znajduje sie gilza. W dalszej kolejnosci ciecz z wyekstrahowang
substancjg samoczynnie przelewa sie do kolby, gdzie nastepuje ponowne
oddestylowanie rozpuszczalnika. W efekcie wydzielona substancja pozostaje w kolbie

rozpuszczona w nadmiarze rozpuszczalnika.
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Ekstrakcja do fazy statej SPE

Ekstrakcja do fazy statej (Solid Phase Extraction, SPE) to technika izolowania analitu
w ukladzie ciecz - cialo state oparta na chromatografii przy uzyciu zmodyfikowanych
powierzchniowo materiatdw krzemionkowych czy polimerycznych. Sg to zazwyczaj
adsorbenty takie jak zel krzemionkowy, florisil, tlenek glinowy, krzemionka
modyfikowana grupami alkilowymi (np. C-18), fenylowymi, cyjanowymi,
propyloaminowymi lub fazy stacjonarne typu SCX — kwas sulfonowy oraz SAX —
czwartorzedowe aminy, czy tez réznego rodzaju modyfikacje polimeru diwinylobenzenu
(DVB). Zasada rozdzialu metodg SPE zalezy gtéwnie od natury sorbentu, natomiast
caly proces sklada sie z czterech etapow: kondycjonowanie kolumny, nanoszenie

probki, wymywanie zanieczyszczen oraz elucja analitéw (Rys. 47)

Etap 1 Etap 2 Etap 3 Etap 4
KONDYCJONOWANIE NANOSZENIE PROBKI WYMYWANIE ELUCJA AMALITOW
—— —— C— 1 — [ 1 [ 1 [ 1 1

]
I < |
2 g
2 arees n <&
@ 2 a0
Sg <0 e
O -matryea <7~ 73 - zanieczyszezenia il - analit O - rozpuszezalnik A > - rozpuszczalnik B - rozpuszzzalnik ¢

Rys. 47. Etapy procesu ekstrakcji do fazy statej

Kondycjonowanie kolumny - zloze przemywa sie rozpuszczalnikiem (takim
samym jaki zastosowany zastanie do elucji) w celu usuniecia ewentualnych
zanieczyszczen z  kolumny. Nastepnie poprzez dodanie rozpuszczalnika
o wilasciwosciach najbardziej zblizonych do wiasciwosci matrycy prébki, sorbent zostaje
aktywowany, dzieki czemu ztoze jest przygotowane do selektywnego zatrzymywania
analitu. Przyktadowo stosujgc niepolarng faze stacjonarng taka jak zel krzemionkowy
z grupami oktadecylowymi, podczas kondycjonowania, wstepnie skrecone tancuchy
alkilowe rozprostowuja sie, co zwieksza powierzchnie adsorpcji. Nalezy zwroci¢ uwage,

aby przed przystgpieniem do kolejnego etapu nad powierzchnig zioza pozostato
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ok. 1 mm cieczy, co zapobiega wysuszeniu zioza. W przeciwnym wypadku
kondycjonowanie nalezy powtorzyé.

Nanoszenie probki - uprzednio przefiltrowang lub odwirowang probke wprowadza
sie przy pomocy np. pipety Pasteura w cato$ci na powierzchnie ztoza, a nastepnie
za pomocg prézni lub nadcisnienia powoli przepuszcza przez ztoze. Przeptyw nie
powinien przekracza¢ 5 mil/min. Ekstrahujgc duze ilosci probki, moze dojs¢ do utraty
przez sorbent wiasciwosci selektywnej adsorpcji analitow. Aby je utrzymac¢ do probki
dodaje sie niewielkg ilos¢ rozpuszczalnika organicznego stosowanego podczas
kondycjonowania (do 10%).

Wymywanie - moze by¢ przeprowadzone na dwa sposoby:
= W pierwszym przypadku badane zwigzki pozostajg w ziozu, natomiast
Zanieczyszczenia usuwane sg za pomocg rozpuszczalnika, w ktérym znajdowata sie
probka, badz innego, ktéry nie usunie analitow (jest stabszym eluentem
od rozpuszczalnika uzytego do elucji analitéw, a silniejszym od matrycy),
= W drugiej metodzie to anality zostajg wymyte z kolumny. Sorbent przemywa sie
roztworem, w ktorym znajdowata sie probka. W tym przypadku jest to ostatni etap
procesu ekstrakcji do fazy statej.
Elucja analitow — w celu wymycia analitdw zatrzymanych na kolumnie stosuje sie
od 200 pl do 2 ml eluentu. Przeptyw powinien by¢ powolny, natomiast dla uzyskania
lepszej skutecznosci wymywania eluent powinien by¢é podawany dwiema mniejszymi

porcjami. Wyciek zbiera sie i przygotowuje do dalszej analizy.

Mikroekstrakcja do fazy statej (SPME)

Podstawg tej metody ekstrakcji jest cienkie wiokno ze stopionej krzemionki, ktérego
powierzchnie pokryto cienkg warstwg sorbentu. Wiokno to przymocowane jest do ttoka
mikrostrzykawki, dzieki czemu moze by¢ wysuwane lub wsuwane do igty strzykawki.
Najczesciej stosowanymi sorbentami sg: polidimetylosiloksan (PDMS), poliakrylan (PA)
i rozne ich mieszaniny, np. polidimetylosiloksan-polidiwinylobenzen (PDMS/DVB),
Carbowax, Carboxen. Rodzaj i grubos¢ widkna sg dobierane w zaleznosci od
whasciwosci fizycznych analitow. Technika ta moze by¢ stosowana zaréwno do prébek
ciektych jak i do probek statych i gazowych (HS).

Analiza technikg SPME skfada sie z dwoch etapow:
= | etap — wtOkno jest zanurzane bezposrednio w badanej probce ciekiej (DI- Direct

Immersion SPME) lub jest umieszczony w fazie nadpowierzchniowej (HS- Head
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Space SPME) gdzie nastepuje podziat zwigzkédw organicznych pomiedzy faze
stacjonarng osadzong na wioknie i matryce (Rys. 48),

DI-SFME HS-SPME

2202

Rys. 48 Schemat bezposredniej mikroekstrakcji do fazy stacjonarnej (DI-SPME) oraz mikroekstrakcji
do fazy stacjonarnej w warstwie nadpowierzchniowej (HS-SPME)

Il etap — to desorpcja termiczna odbywajgca sie w dozowniku chromatografu
gazowego, gdzie wysoka temperatura powoduje znaczng zmiane wspotczynnika
podziatu zwigzkow zatrzymanych na fazie stacjonarnej w kierunku desorpcji do fazy

gazowej.

Wydajnos¢ tej metody ekstrakcji mozna modyfikowac, przeprowadzajgc anality

w pochodne. Ze wzgledu na miejsce przeprowadzania procesu derywatyzacji mozemy

tu wyréznic:

derywatyzacje bezposrednio w matrycy ,in situ” — pochodne otrzymane w wyniku
reakcji ekstrahuje sie do wibkna SPME;

derywatyzacje na wioknie SPME - wi0kno jest impregnowane odczynnikiem
derywatyzujgcym, a nastepnie anality sg wyodrebniane z matrycy do widkna, gdzie
ulegajg derywatyzacji;

derywatyzacie w komorze dozownika chromatografu —  wprowadzenie
wyekstrahowanego analitu do widkna w postaci pary jonowej, a nastepnie
do dozownika chromatografu gazowego, gdzie dzieki wysokiej temperaturze

zachodzi reakcja.

4.2. Metody chemiczne
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Metody chemiczne to metody oparte na zjawiskach chemicznych, w ktorych
sygnat analityczny uzyskuje sie w wyniku reakcji chemicznej. W badaniach nad
zywnoscig wykorzystuje sie zarébwno metode wagowg jak i miareczkowanie.
W metodzie wagowej sygnatem analitycznym jest masa otrzymanego osadu, natomiast
w analizie miareczkowej objetos¢ roztworu mianowanego zuzyta do zmiareczkowania
probki.

4.2.1. Metoda wagowa

Analiza wagowa (grawimetria) polega na strgcaniu oznaczanego skiadnika
w postaci trudno rozpuszczalnego osadu. Strgcony osad po odsgczeniu, przemyciu,
wysuszeniu lub prazeniu wazy sie na wadze analitycznej. Schemat czynnosci w analizie

wagowej przedstawiono na Rys. 49.

STRACANIE PRZEMYCIE

OSADU OSADU WAZENIE
ODSACZENIE SUSZENIE

OSADU PRAZENIE

Rys. 49. Schemat czynnosci w analizie wagowej (wg Cyganski A. Metody spektroskopowe w chemii
analitycznej WNT, Warszawa, 1993, str. 53)
4.2.1.1. Mechanizm strgcania osadéw

W metodach wagowych kluczowg role odgrywa mechanizm strgcania osadow.
Jest to proces stosunkowo prosty w wykonaniu, aczkolwiek otrzymanie osadu
0 odpowiedniej czystosci i postaci wcale nie jest tatwe.

Osad krystaliczny powstaje w wyniku procesu krystalizacji, ktory inicjujg bardzo
mate krysztaly, zwane zarodkami krystalizacji. Sposob, w jaki powstajg owe zarodki nie
jest do kohAca poznany. Wiadomo jednak, ze warunkiem tworzenia sie zarodkow jest,
aby roztwor byt przesycony. W kolejnym etapie dochodzi do wzrostu krysztatow. Jesli
szybkos¢ wzrostu krysztatdw jest wieksza od szybkosci tworzenia sie nowych zarodkow
krystalizacji powstajg osady gruboziarniste; w przeciwnym przypadku tworzg sie osady
drobnoziarniste. Zasadniczy wptyw na posta¢ osadow odgrywa rowniez szybkosc¢ takich
procesow jak:

» agregacja — proces tgczenia sie poszczegolnych zarodkéw w skupienia,
» aglomeracja — proces tworzenia sie i wzrostu agregatow,
» rekrystalizacja — przejscie pierwotnych skupien o nieuporzgdkowanej budowie
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w uporzadkowang sie¢ krystaliczna.

4.2.1.2. Wspotstrgcanie osadow
Nieodligcznym procesem zwigzanym ze strgcaniem osadow jest tzw.

wspotstrgcanie. Polega ono na jednoczesnym strgcaniu z roztworu, wraz z trudno

rozpuszczalnym osadem, makrosktadnika rozpuszczalnego w danych warunkach.

W efekcie nastepuje zanieczyszczenie strgconego osadu. Wspoistrgcanie moze

zachodzi¢ w wyniku:

= adsorpcji powierzchniowej jondw czyli zageszczenia sie substancji na granicy dwoch
faz: fazy skondensowanej i plynnej; proces ten zachodzi pod wplywem sit
powierzchniowych,

= okluzji — procesu zachodzgcego w trakcie formowania osadu, polegajgcego
na wigczaniu (adsorpcji) do osadu czgsteczek substancji obcych, ktére to na skutek
szybkiej krystalizacji zostajg zatrzymane w jego wnetrzu,

= tworzenia krysztatbw mieszanych, ktore oprécz zasadniczego macierzystego
sktadnika zawierajg drugi skltadnik wbudowany i rozprowadzony w sieci krystalicznej
macierzystego sktadnika,

» powstawania okreslonych zwigzkéw chemicznych, spowodowanego tworzeniem
zwigzkow miedzy osadami a wspotstrgcajgcymi sie jonami,

= strgcania nastepczego — polegajgcego na wytrgcaniu na powierzchni osadu innej
substancji, zazwyczaj o wspélnym jonie z osadem.

Aby zapobiec wspotstrgcaniu sie zanieczyszczen wraz z osadem, odczynnik strgcajgcy

dodaje sie stopniowo, do energicznie mieszanych, rozcienczonych roztworéw. Ponadto

stosuje sie podwyzszong temperature i unika duzego nadmiaru odczynnika

strgcajgcego. Strgcony osad mozna oczysci¢ z réznego rodzaju domieszek poprzez np.

przemywanie czy tez kilkukrotne strgcanie.

4.2.1.3. Oddzielanie osadu od roztworu

W celu oddzielenia osadu od roztworu macierzystego nalezy go w pierwsze;j
kolejnosci odsgczy¢ a nastepnie przemyc.
Saczenie osadow - jest to mechaniczne rozdzielanie mieszaniny roztwor-osad
za pomocg roznego typu sgczkoéw filtracyjnych czy spiekédw porowatych. Wybor

sposobu sgczenia jest uzalezniony od dalszego postepowania z osadem. Sgczenie
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przez bibute stosuje sie np. gdy osad nastepnie bedzie prazony, natomiast jezeli osad
bedzie tylko suszony sgczy sie go przez szklane tygle z dnem porowatym. Ponizej
przedstawiono typowy zestaw do sgczenia przez bibute oraz przez tygle z dnem

porowatym (Rys. 50).

A) B)

Rys. 50. Zestaw do A) sgczenia przez bibule, B) sgczenia prézniowego przez tygiel z dnem porowatym

Przemywanie osaddéw — jest to dzialanie majgce na celu oczyszczenie strgconego

I odsgczonego osadu z zanieczyszczen o charakterze powierzchniowym. Stosuje sie

dwa podstawowe typy przemywania osadéw:

» przemywanie na sgczku — osad przemywa sie przy pomocy tryskawki bezposrednio
na sgczku,

= przemywanie przez dekantacje — polega na zalaniu osadu cieczg przemywajgca,
wymieszaniu i po opadnieciu osadu, zlaniu cieczy przez saczek. Tego typu dziatanie
stosuje sie w przypadku osadow, ktorych przemycie na sgczku nie jest skuteczne,

np. dla osadéw bezpostaciowych.

4.2.1.4. Suszenie i prazenie osadéw

Przed ostatecznym zwazeniem osad musi by¢é wysuszony lub wyprazony
w temperaturze zaleznej od whasciwosci osadu. Procesy te majg na celu otrzymanie
osadu o $cisle zdefiniowanym skiadzie.
Suszenie - prowadzi sie zazwyczaj w suszarkach elektrycznych w temperaturze
105-140°C. Czas suszenia do pierwszego wazenia wynosi na ogot 1-2 godzin,
a nastepnie po uptywie 30 min sprawdza sie stalos¢ masy. Wazne jest aby do suszarki,

gdzie juz suszg sie rézne substancje, nie wstawia¢ nowych, wilgotnych préobek.
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Po wysuszeniu z kolei konieczne jest, aby tygiel lub naczynko wagowe wstawic
na kilkanascie minut do eksykatora, aby ochtodzito sie do temperatury pokojowej i nie
absorbowato wilgoci z powietrza.

Prazenie - prazenie osadow prowadzi sie albo na palnikach gazowych albo w piecach
elektrycznych. Jezeli trzeba przeprowadzi¢ prazenie osadu odsgczonego na bibule
to najpierw nalezy wysuszy¢ osad wraz z sgczkiem a nastepnie cato$¢ spalic nad
palnikiem. Osad jest catkowicie wyprazony dopiero wtedy, gdy réznica dwdéch kolejnych
wazen nie przekracza 0.0005 g. Poszczegolne etapy spalania sgczka na mokro ilustruje

ponizszy rysunek (Rys. 51).

! n i

N

———
\n_—"

Rys. 51. Etapy spalania sgczka: I-suszenie, ll-zweglanie, llI-prazenie osadu

4.2.2. Analiza miareczkowa

Analiza miareczkowa (analiza objeto$ciowa) polega na oznaczaniu substancji
badanej w roztworze za pomocg dodawania matych porcji roztworu odczynnika (titranta)
o dokiadnie znanym stezeniu (mianie). Obliczenia zawartosci oznaczanej substanciji
dokonuje sie na podstawie zmierzonej objetosci roztworu miareczkujgcego w oparciu
o rownanie reakciji.
Podstawowe pojecia uzywane w analizie miareczkowej:
Miano roztworu — jest to liczba gramow substancji rozpuszczonej, znajdujgca sie
w 1 cm?® roztworu lub liczba graméw substancji oznaczanej reagujaca z 1 cm?® danego
roztworu mianowanego. Jednostka miana to g/cm?.
Roztwor mianowany — roztwér o doktadnie znanym stezeniu.
Titrant — roztwor miareczkujgcy o doktadnie znanym stezeniu.
Punkt rownowa znikowy (PR, punkt nasycenia rownowaznikowego) — punkt
miareczkowania, w ktérym zostata doprowadzona taka ilos¢ titranta, ktéra jest
rownowazna chemicznie ilosci substancji oznaczanej.
Punkt ko ncowy miareczkowania (PK) — punkt, w ktérym za pomocg metod

instrumentalnych lub zmiany barwy wskaznika mozna zaobserwowa¢ punkt
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rownowaznikowy (koniec miareczkowania). Punkt koncowy powinien pokrywac sie
Z punktem rownowaznikowym.

Btad miareczkowania — rbéznica miedzy punktem kohncowym a punktem
rownowaznikowym. Powinno sie tak dobra¢ wskaznik lub metode instrumentalng,
by btgd miareczkowania nie byt wiekszy niz 0.05-0.1%. Kiedy PK znajduje sie za PR,
otrzymujemy zawyzone wyniki (btad dodatni), natomiast w przeciwnym przypadku
wyniki sg zanizone (btgd ujemny).

Indykator — wskaznik.

Krzywa miareczkowania — graficzny sposob przedstawienia przebiegu procesu
miareczkowania. W ukladzie wspotrzednych na osi odcietych przedstawia sie objetos¢
titranta (cm®) lub % zmiareczkowania, natomiast na osi rzednych wartosci liczbowe
parametru odpowiadajgcego stezeniu substancji oznaczanej.

Procent zmiareczkowania — jest to stosunek ilosci substancji miareczkowanej, ktora
przereagowata z titrantem, do catkowitej poczatkowej ilosci tej substancji, wyrazony w %.
Skok miareczkowania — gwaltowna zmiana w poblizu punktu réwnowaznikowego,

spowodowana dodaniem jednej kropli roztworu miareczkujgcego.

4.2.2.1. Klasyfikacja metod miareczkowania

Metody miareczkowe dzieli sie wedtug trzech podstawowych kryteriow:
» typu reakcji zachodzgcej podczas miareczkowania i zwigzku bedacego titrantem,
= sposobu przeprowadzania oznaczenia miareczkowego,

= sposobu wyznaczenia punktu kohcowego.

Podziat wedtug typu reakcji zachodzgcej podczas miareczkowania i zwigzku bedgcego
titrantem

Biorgc pod uwage typ zachodzacej reakcji analize miareczkowg dzieli sie
na cztery podstawowe dziaty: alkacymetrie, redoksymetrie, miareczkowanie

strgceniowe oraz kompleksometrie (Rys. 52).
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/ ANALIZA MIARECZKOWA \

ALKACYMETRIA MIARECZKOWANIE
reakcje typu kwas-zasada STRACENIOWE
REDOKSYMETRIA KOMPLEKSOMETRIA stragcanie osadow
reakcje utleniania i redukeji  tworzenie kompleksow

v

alkalimetria acydymetria
argentometria

oksydymetria reduktometria miareczkowanie merkurometria
/ \ chelatometryczne
manganometria - KMnO,4 ferometria - FeSQOy4 miareczkowanie
jodometria - |5 tytanometria - TiCly hiechelatometryczne
bromianometria - KBrO4 askorbinometria np. merkurymetryczne

jodanometria - KIO3
chromianometria - KoCrO7
cerometria - Ce(S0y4)2

Rys. 52. Podziat metod miareczkowych ze wzgledu na typ reakcji i zwigzek bedgcy titrantem
(wg Cyganski A. Chemiczne metody analizy ilosciowej Wyd. 4, WNT, Warszawa, 1994, str. 214)

Podziat wedtug sposobu przeprowadzania oznaczenia miareczkowego

Miareczkowanie bezpo srednie — polega na wykorzystaniu do miareczkowania tylko

jednego roztworu titranta, ktéry bezposrednio reaguje z substancjg oznaczang.

Miareczkowanie po srednie — podczas miareczkowania oznaczana substancja nie

reaguje w sposéb bezposredni z roztworem miareczkujgcym a np. z inng substancja,

ktorg sie miareczkuje. Metode te mozemy podzieli¢ na:

miareczkowanie odwrotne — wymaga przygotowania dwdch  roztworow
mianowanych; najpierw dodajemy w nadmiarze roztwor substancji reagujgcej
z substancjg oznaczang, a w dalszej kolejnosci nadmiar miareczkuje sie drugim
roztworem mianowanym,

miareczkowanie podstawieniowe (substytucyjne) — w tym przypadku nie miareczkuje
sie oznaczanego skiladnika, ale jego podstawnik, ktory moze by¢ produktem reakcji

oznaczanego skfadnika z odpowiednim odczynnikiem.
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Podziat wedtug sposobu wyznaczania punktu korncowego
Metody wizualne — gdy nastepuje wyraznie zauwazalna zmiana barwy roztworu
w wyniku zmiany barwy wskaznika, utworzenia barwnego produktu przez nadmiar
titrantu, bgdz pojawienia sie nadmiaru barwnego titranta.
Metody instrumentalne — polegajga na pomiarze zmian wiasciwosci fizycznych
lub  fizykochemicznych  roztworu (np. miareczkowanie  potencjometryczne,
konduktometryczne, spektrofotometryczne).

Sposréd wszystkich typow miareczkowania w analizie skladnikbw zywnosci
najczesciej stosuje sie alkacymetrie, i dlatego tez zostata ona omoéwiona nieco szerzej

w nastepnym podrozdziale.

4.2.2.2. Miareczkowanie alkacymetryczne

Podstawg alkacymetrii sg reakcje kwas-zasada. Podczas miareczkowania
nastepuje ciggta zmiana stezenia jonéw hydroniowych [HsO"] czyli pH roztworu. Punkt
koncowy wyznacza sie zarowno wizualnie jak i metodami instrumentalnymi
(np. potencjometrycznie lub konduktometrycznie).

W przypadku miareczkowania alkalimetrycznego (kwas oznaczany jest
mianowanym roztworem zasady) wyrdznia sie:
= miareczkowanie mocnego kwasu mocng zasadg

Hi0" + OH « 2 H,0
* miareczkowanie stabego kwasu (w tym kwasow wieloprotonowych) mocng zasadg
HA+OH < HO+A
= miareczkowanie mocnego kwasu stabg zasadg
H,O" + B < BH" + H,0
= miareczkowanie stabego kwasu stabg zasadg
HA+B o BH +A
Podobnie jest w przypadku miareczkowania acydymetrycznego (zasada oznaczana
jest mianowanym roztworem kwasu):
* miareczkowanie mocnej zasady mocnym kwasem,
= miareczkowanie stabej zasady (w tym zasad wielowodorotlenkowych) mocnym
kwasem,

» miareczkowanie mocnej zasady stabym kwasem,

» miareczkowanie stabej zasady stabym kwasem.
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Miareczkowanie mocnego kwasu mocn g zasada
Jednym z najprostszych przyktadow tego typu miareczkowania jest miareczkowanie
0,1 mol/ dm?® roztworu HCI (100 cm?®) za pomocg 0,1 mol/dm? roztworu NaOH (Rys. 53).

HiO"+Cl +Na"+OH — 2H,0+Cl +Na’

HsO"+ OH < 2 H,0

W punkcie ,,0” miareczkowania mamy tylko roztwor kwasu solnego, ktory jest catkowicie
zdysocjowany (mocny kwas).

pH = -Ig [H30"] = -lgche = - Ig10t = 1

i

Fenoloftaleina

e e i i =

0 50 100 150 200 ml NaOH

Rys. 53. Krzywe miareczkowania: linia ciggla — stabego kwasu mocng zasada; linia przerywana —
mocnego kwasu mocng zasadg (wg Kocjan R. (red.) Chemia analityczna Wydawnictwo Lekarskie PZWL,
Warszawa, 2000, str. 471)

Przed PR (I etap) stezenia jonéw hydroniowych [H3O'] malejg w miare dodawania
titranta (tgczg sie z OH_). Warto$¢ pH rosnie powoli. Obliczajgc przyktadowo wartos¢

pH po dodaniu 50 cm? roztworu NaOH otrzymujemy:
Ci:C=Vii V,
¢, = 0,1 mol/dm®; V, =50 cm®; V, = 150 cm®
c, = 0,033 mol/dm?®
pH =-1g0,033 = 1,48
W poblizu PR nastepuje gwattowny wzrost pH. W punkcie réwnowaznikowym (Il etap
miareczkowania) do obliczenia pH korzysta sie z iloczynu jonowego wody:
[H:0'][OH ] = 107
w PR [Hs0"]=[ OH ]
[H;0'? = 10™
pH=7
Za punktem rownowaznikowym (lll etap miareczkowania) pojawia sie nadmiar jonow
OH . W celu obliczenia wartosci pH nalezy skorzystaé¢ z iloczynu jonowego wody:
[H:0'][OH ] = 107
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[Hs0"] = 10™/[ OH ]
Ig[Hs0"] = -14 - Ig[ OH ]
pH = 14- pOH
Przyktadowe obliczenia punktow krzywej miareczkowania mocnego kwasu mochg

zasadg podano w Tabeli 24.

Tabela 24. Obliczanie punktéw krzywej miareczkowania mocnego kwasu mocng zasadg - 100 cm®
0,1 mol/dm® HClI miareczkowany 0,1 mol/dm® NaOH; V- poczatkowa obj%toéé kwasu (cm3); V,- objetosé
zasady (cm3); C,- Stezenie zasady (mol/dm3); Cx- stezenie kwasu (mol/dm®) (wg Kocjan R. (red.)Chemia
analityczna Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warszawa, 2000, str. 468)

Etap llos¢ ml Sktad Stezenie Obliczenie pH pH
miareczkowania dodanego roztworu nie zoboj etnionego HCI roztworu
NaOH [mol/dm 3]
0 0,0 HCI 0,1 pH = -lg [Hs0"] = 1,00
= -lgcuc
c, V% -c,- V
2 Yk "z V¥
CHel = Vik +V;
| 10,0 8,2 - 10° 1,08
50,0 3,4-10° pH=-lg[HO"]= | 1,48
90,0 HCI 53-10° = -lgche 2,27
99,0 NaCl 50 10? 3,30
99,9 5,0-10 4,31
Il (PR) 100,00 NacCl pH = - Ig V10™ 7,00

Stezenie nadmiaru
zasady (mol/dm?®)

NaOH, c, = [OH] =
NaCl
c, -V, —C - V% pH = pKw — pOH =

i = T VSV, =14 +lgc,

100,1 50 10° 9,70
101,0 50 10° 10,70

Miareczkowanie stabego kwasu mocn g zasada

Przyktadem takiego miareczkowania jest miareczkowanie kwasu octowego roztworem
zasady sodowej. W miare dodawania roztworu zasady nastepuje zobojetnianie
roztworu, ale jest ono zaktdécane przez dysocjacje tworzacej sie zasady anionowej czyli

hydrolize soli stabego kwasu i mocnej zasady.
CH;COOH + OH «> CH,COO + H,0
CH;COO + H,0 «» CH;COOH + OH
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Przyktadowa krzywa miareczkowania przedstawiona jest na Rys. 53, natomiast sposéb

obliczania poszczegdélnych punktow na tej krzywej zamieszczony jest w Tabeli 25.

Tabela. 25. Obliczanie punktow krzywej miareczkowania stabego kwasu mocng zasadg - 100 cm?®
0,1 mol/dm® CH;COOH miareczkowany 0,1 mol/dm® NaOH; V°- poczatkowa objetos¢ kwasu (cm?); V,-
objetosé zasady (cm®); c,- stezenie zasady (mol/dm?); c,- stezenie kwasu (mol/dm®) (wg Kocjan R. (red.)
Chemia analityczna Wydawnictwo Lekarskie PZWL, W-arszawa, 2000, str. 472)

Etap llosé ml Skiad Stezenie roztworu Wzér do obliczanie
miareczkowania dodanego roztworu lub stosunek pH roztworu
NaOH stezen pH
Cs
Cx [mol/dm ¥
0 0,0 CH3;COOH c=0,1 pH =% pK, — %2 lgck 2,90
staby kwas
_Cs
10,0 CH3;COOH stosunek stezen ¢y 3,80
50,0 CH3;COONa pH = pKy + Ig c/c 4,75
90,0 c, -V, 5,70
I 99,0 mieszanina - V% -c,- V, 6,70
99,9 buforowa 7,70
Zasada stezenie cg
Il (PR) 100,00 anionowa pH =7 + ¥ pK,+ Igcs 8,70
CH;COONa ce - Vo
s6l stabego Vo +V,
kwasu i
mocnej
zasady
stezenie NaOH
NaOH,
100,1 CH;COONa c,=[OH]= 9,70
1l 101,0 nadmiar pH =14 — pOH 11,70
mocnej N
zasady C; Ve—Co V

= Vi +V,

Przed rozpoczeciem miareczkowania w roztworze obecny jest tylko staby kwas.
W | etapie miareczkowania powstaje mieszanina buforowa ztozona ze stabego kwasu
I sprzezonej z nim zasady anionowej — jonu octanowego. W PR w roztworze bedzie
obecna jedynie staba zasada sprzezona z miareczkowanym kwasem, a jej dysocjacja
powoduje, ze odczyn roztworu bedzie =zasadowy. Po przekroczeniu punktu

rownowaznikowego o pH roztworu decyduje jedynie nadmiar dodanej mocnej zasady.
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4.2.2.3. Miareczkowanie redoksymetryczne

Reakcje utleniania i redukcji, bedgce podstawg miareczkowania redoksymetrycznego,
przebiegajg znacznie wolniej od reakcji jonowych (np. alkacymetria). Wymiana
elektron6bw pomiedzy jonami przebiega w kilku etapach, a najwolniejszy z nich decyduje
o szybkosci catego procesu. Ogolne réwnanie reakcji redoks mozna schematycznie
zapisac

Ox; + n;e — Red; | N2
Red, — OXxz + nye | Nnq

n,Ox; + n; Red, = n,Red; + n1Ox»

Uktad, w ktorym postac utleniona jest zwigzana z postacig zredukowang tylko wymiang
elektrondw, nazywany jest sprzezong parg redoks (np. Fe*'/Fe®"). Krzywa
miareczkowania redoksymetrycznego wykresla sie na podstawie wartosci potencjatéw
redoks obliczonych ze wzoru Nernsta.

E = Ep + 0,059/n x (log[utl)/[red])
W punkcie rownowaznikowym Epr = E; = E»

Epr = (E% X Ny + E%eny) / (N1 + Ny)

Przyktadowg krzywg miareczkowania 10 cm® 0,1 mol/dm*® roztworu jonéw Fe*'

roztworem 0,1 mol/dm? jonéw Ce** w 1 mol/dm?® HCI przedstawiono ponizej.
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Krzywa miareczkowania jonow Fe®* roztworem jonow ce* (wg R. Kocjan (red.) Chemia analityczna,
Wydawnictwo Lekarskie PZWL, W-wa 2000)

Miareczkowanie manganometryczne
Jako roztworu miareczkujgcego uzywa sie manganianu(VIl) potasu o silnie fioletowym
zabarwieniu, ktory w zaleznosci od srodowiska reakcji (ze zmiang pH zmienia sie
potencjat redoks uktadu) ulega réznym przemianom:
a) srodowisko kwasne

MnO, +8H" +5e > Mn," +4H,0  (E°=+1,53V)
roztwor ulega odbarwieniu
b) srodowisko obojetne lub stabo zasadowe lub stabo kwasowe

MnO, +2H,0+3e —MnO, | +4 OH (E° =+ 0,58 V)
wytrgca sie brunatny osad MnO,
C) srodowisko mocno zasadowe

MnO,~ + e— MnO,>  (E°=+0,56V)
roztwor przybiera zielong barwe.
Metodg miareczkowania manganometrycznego mozna oznaczac¢ zelazo w postaci
jonéw dwuwartosciowych. Reakcje przeprowadza sie w Srodowisku kwasu
siarkowego(V1).

5 Fe?* + MnO, +8 H" — 5 Fe® + Mn*" + 4 H,0
Sole zelaza(lll) majg intensywng z6itg barwe, ktora mogtaby zakiéci¢ obserwacje koica

miareczkowania, dlatego tez wigze sie je w bezbarwny kompleks z kwasem
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fosorowym(V). Duzy wptyw na bledne oznaczenie ma obecnos¢ jonéw chlorkowych w
roztworze, ktére mogg utlenia¢ sie do wolnego chloru lub nawet chloranow(l), a
oznaczane jony zelaza indukujg te reakcje. Aby zapobiec takim niepozgdanym
reakcjom, przed rozpoczeciem miareczkowania wprowadza sie mieszanine
Zimmermana i Reinhardta, w ktorej sklad wchodzg: siarczan(Vl) manganu, kwas
siarkowy(VI) i kwas fosforowy(V). Jesli w miareczkowanym roztworze obecne sg
réwniez jony Fe*, nalezy je zredukowaé do Fe?*. W tym celu jako reduktoréw uzywa
sie chlorek cyny(ll), siarkowodédr, kwas siarkowy(VI) lub niektére metale (Zn, Cd, Al. —
czesto w postaci amalgamatéw).

Miareczkowanie jodometryczne
Podstawg wszystkich oznaczen jodometrycznych jest odwracalna reakcja
L+2eo21 (E° =+ 0,54 V)

Miareczkowanie jodometryczne przeprowadza sie w $rodowisku kwasnym,
poniewaz potencjat uktadu 1,/2 | nie zalezy od stezenia jonoéw wodorowych w zakresie
do pH. W roztworach bardziej alkalicznych, potencjat ten maleje na skutek reakcji

l,+20H —10 +1 +H,0
310 - 103 +21

Jodometria jest jedng z najwazniejszych metod analizy miareczkowe). W
zaleznosci od wartosci potencjatu utleniajgcego substancji oznaczanych mozemy
podzieli¢ ja na dwie grupy. Substancje, ktérych potencjaly utleniajgce sg nizsze od
potencjatu 1,/2 | mozna miareczkowaé bezposrednio mianowanym roztworem jodu
(siarczki, siarczany(lV), arsen(lll), cyna(ll), tiosiarczany). Substancje o wyzszym
potencjale utleniajgcym niz potencjat uktadu 1,/2 | utleniajg jony jodkowe do jodu, ktory
nastepnie miareczkuje sie mianowanym roztworem tiosiarczanu sodu.

I, + 2 S,052 — 21 +S,06°
W taki posredni sposdb oznacza sie liczne substancje utleniajgce (bromiany, jodany,
manganiany(VIl), chlor, cer(1V), miedz(ll), zelazo(lll).
Wskaznikiem uzywanym w oznaczeniach jodometrycznych jest zawiesina skrobi, ktora
tworzy z jodem potgczenie o charakterze addycyjnym o intensywnym niebieskim

zabarwieniu.
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Przyktadem bezposredniego miareczkowania metodg jodometryczng jest oznaczanie
kwasu askorbinowego (witaminy C). Kwas ten ma wtasciwosci redukujgce i utlenia sie

pod wptywem jodu do kwasu dehydroksyaskorbinowego.

HO—C=—=—= C—OH O=C—— C=0
+1,- l + 2HI
—C C=0 H—C C=
N N
o
H—C—OH H—(lj—OH
H—C—OH H—(‘J—OH
H H
KWAS ASKORBINOWY KWAS DEHYDROASKORBINOWY
(posta¢ zredukowana) (postag utleniona)

Jodometryczne oznaczanie dichromianu(VI) potasu w $rodowisku kwasnym jest
przyktadem miareczkowania posredniego. Roztwor dichromianu(VI) potasu zakwasza
sie kwasem siarkowym(VI), a nastepnie miareczkuje roztworem KI.

Cro072 +61 +14H" - 2Cr** + 71+ 7 H,0
Wydzielony jod miareczkuje sie nastepnie tiosiarczanem(VI) sodu, dodajgc pod koniec
miareczkowania wskaznika skrobiowego. Moment, w ktérym zanika barwa niebieska, a
pojawia sie barwa zoéttozielona lub fioletowa kompleksow Cr(lll), oznacza punkt

koncowy miareczkowania

4.3. Metody instrumentalne

Obecnos¢  zanieczyszczen chemicznych w  zywnosci jest jednym
z podstawowych kryteriow oceny bezpieczenstwa produktdow zywnosciowych.
Konieczne jest wiec dysponowanie odpowiednimi metodami analizy instrumentalnej,
pozwalajgcymi na uzyskanie bardzo niskiej granicy oznaczalnosci. Wybor wiasciwej
techniki oznaczen koncowych podyktowany jest przede wszystkim witasciwosciami
oznaczanych sktadnikow.

Najczesciej stosowanymi metodami instrumentalnymi w analizie zywnosci
sq: spektrofotometria UV-Vis, chromatografia gazowa (GC); wysokosprawna

chromatografia cieczowa (HPLC) oraz techniki tgczone (GC-MS oraz LC-MS).
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4.3.1. Chromatografia gazowa

W chromatografii sktadniki rozdzielane ulegajg podzialowi miedzy faze
stacjonarng a ruchoma. Jezeli fazg ruchomg (mobilng) jest gaz, to jest
to chromatografia gazowa (GC). Czeéciej stosowana jest chromatografia w uktadzie gaz
— ciecz (podziatlowa chromatografia gazowa, GLC). Rozdzielanie mieszanin na sktadniki
polega na réznicach w powinowactwie poszczegolnych zwigzkow do fazy stacjonarne;.

Wyraza to rownanie Nernsta (Rys. 54):

Rys. 54. Réwnanie Nernsta; ¢s i ¢, - Stezenia substancji badanej w fazie stacjonarnej i ruchomej, K. -
wspotczynnik podziatu

Chromatografia gazowa jest skuteczng metodg rozdzielania ztozonych mieszanin
zwigzkow organicznych, dlatego tez znalazia ogromne zastosowanie w analityce
zywnosci. Praktycznie kazdy zwigzek, ktéry charakteryzuje sie stabilnoscig termiczng
I odpowiednig lotnoscig moze by¢ analizowany przy pomocy tej techniki.

Rozdzielanie ma charakter dynamiczny i dlatego analizy przeprowadza sie
w temperaturze powyzej temperatury wrzenia rozdzielanych zwigzkéw. Strategia
analizy, o ile to konieczne, polega na przeprowadzeniu zwigzkéw w bardziej lotne
pochodne w procesie derywatyzacji. Ze wzgledu na znaczne réznice w temperaturach
wrzenia analizowanych zwigzkéw, w celu poprawy rozdzielania i unikniecia dtugich
czasOw retencji, analize prowadzi sie metodg programowanej temperatury z izotermg
na poczatku i koAcu analizy. W analizie GC, jako cieklg faze stacjonarng stosuje sie

najczesciej polisiloksany (Tabela 26).

Tabela 26. Przykiady faz stacjonarnych stosowanych w chromatografii gazowej

Rodzaj fazy Skiad fazy Maksymalna Kolumna

temperatura pracy [ °C]

polarne 90% biscyjanopropylo/10% 275 Rt-2330

fenylocyjanopropylopolisiloksan

$redniopolarn 14 %-cyjanopropylofenylo-86 % 320 OV-1701
e dimetylopolisiloksan
glikol polietylenowy 260 DB-Wax,
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Supelcowax 10

niepolarne dimetylopolisiloksan 360 DB-1, Rt-1, SPB-1,
SP-2100, OV-1,
OV-101

Analiza metodg chromatografii gazowej przebiega w nastepujgcych etapach:
» nastrzyk prébki do dozownika chromatografu gazowego,

» rozdzielanie zwigzkéw w kolumnie chromatograficznej,

= wykrywane zwigzkow przez detektor.

Chromatografia gazowa stuzy do analizy jakosciowej i ilosciowej stosunkowo
lotnych zwigzkéw chemicznych. Analize jakosciowg przeprowadza sie na podstawie
poréwnania nastepujgcych parametréow retencyjnych analizowanych zwigzkow
| WzZorcow:

- calkowity czas retencjit r (Rys. 55) jest to czas liczony od momentu wprowadzenia

probki do momentu pojawienia sie ha chromatogramie maksimum sygnatu zwigzku:
L
tg =—x(@1+k)
u

Rys. 55. Catkowity czas retencji; L - dlugos$¢ kolumny chromatograficznej, u - srednia, liniowa predkosé
przeptywu gazu nosnego, k - wspétczynnik retencji

- zerowy czas retencji t vy (czas martwy) jest to czas przebywania na kolumnie
substancji, ktéra nie oddzialuje z fazg stacjonarng. Czas zerowy jest rowny czasowi
przeptywu fazy ruchomej przez kolumne.

- zredukowany czas retencjit' g (Rys. 56) jest to roznica pomiedzy catkowitym czasem

retencji danego sktadnika a zerowym czasem retenciji:

th:t R™ v

Rys. 56. Zredukowany czas retencji

Wielkos¢ ta charakteryzuje zatrzymywanie sie danego skfadnika na fazie stacjonarnej.

- wzgledny czas retencji (Rys. 57) wyraza ponizszy wzor:

o = tri
woo
tRW
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Rys. 57. Wzgledny czas retencji

Indeks "I" oznacza dowolng substancje, a indeks "w" oznacza wzorzec.
- wspétczynnik retencji k  (Rys. 58) zdefiniowany jest wzorem:
k= =ty
tM

Rys. 58 Wspéiczynnik retencji

Im wiekszg wartos¢ przyjmuje wspotczynnik Kk, tym silniej substancja jest
zatrzymywana jest przez faze stacjonarng.
- indeks retencji Kovatsa | x (Rys. 59) jest to wielkoS¢ charakterystyczna dla danej
substancji, analizowanej na danej fazie stacjonarnej, stuzgca do analizy jakosciowe].
Indeks retencji substancji jest réwny 100 * liczba atomdéw wegla hipotetycznego
n-alkanu majgcego taki sam zredukowany czas retencji jak badana substancja. Alkany
majg w kazdej temperaturze i dla kazdej fazy ciekiej indeks réwny liczbie atomow wegla
X100, czyli np. n-pentan 500, n-oktan 800. Indeksy retencji analizowanych zwigzkow

mozna obliczy¢ korzystajgc ze wzoru:

Rys. 59. Indeks retencji Kovatsa, | x - indeks retencji nieznanego zwigzku, th - zredukowany czas

retencji nieznanego zwigzku, t

t

R, - zredukowany czas retencji n-alkanu zawierajgcego z atomow wegla,
R..m- Zredukowany czas retencji n-alkanu o (z + m) atomach wegla, m najczesciej wynosi 1, przy czym
ty <ty <t

Rizm) *

Do obliczenia indeksu retencji zwigzku wybiera sie dwa n-alkany, ktérych czasy
retencji lezg ponizej i powyzej czasu retencji nieznanej substancji. Alkany te dodaje sie
do probki i wykonuje analize GC. Indeks retencji jest w znacznym stopniu niezalezny
od warunkow analizy i przez to jest parametrem charakterystycznym dla danego
zwigzku w danej temperaturze i dla okreslonej fazy cieklej. Zaleznos¢ temperaturowa
jest przy tym stosunkowo niewielka i wynosi zazwyczaj od 2 do 6 jednostek indeksu

przy zmianie temperatury o 10°C.
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W chromatografii gazowej waznymi parametrami sg rowniez:

= sprawno $¢  kolumny  chromatograficznej . Na  sprawnos¢  kolumn

chromatograficznych wptywa liczba poétek teoretycznych. Im wiecej potek

teoretycznych posiada kolumna, tym jest ona sprawniejsza. W wyniku analiz

z wykorzystaniem kolumn o wysokiej sprawnosci sygnaly sg waskie i lepiej

rozdzielone.

= potka teoretyczna jest to objeto$¢ kolumny, w ktorej zostaje osiggniety stan

rownowagi pomiedzy stezeniami substancji w fazie ruchomej i w fazie

stacjonarnej. Kolumna chromatograficzna skiada sie z N poétek teoretycznych

(Rys. 60):
L=NxH

Rys. 60. Dtugos¢ kolumny chromatograficznej; L - dtugos$¢ kolumny chromatograficznej, H (lub WRPT) —

wysokos¢ rdwnowazna potce teoretycznej, N - liczba poétek teoretycznych

Liczbe potek teoretycznych mozna obliczy¢ z nastepujgcych wzoréw(Rys. 61):

t 2
N =16x (—Rj
w

2
N = 554{ e j

Wl/2h

Rys. 61. Wzory pozwalajgce na obliczenie liczby potek teoretycznych; w - szerokos¢ piku mierzona
u podstawy, Wi - Szerokosc piku mierzona w potowie wysokosci piku, o- odchylenie standardowe
krzywej (szerokos¢ piku na wysokosci rownej 0,882 wysokosci)

Wszystkie wielkosci mierzone sg w jednostkach czasu.

- wspotczynnik selektywno $ci a (Rys. 62) jest miarg selektywnosci rozdzielenia

chromatograficznego dwdéch zwigzkow:

kg t re

a=— ;
Ky tra
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Rys. 62. Wspéiczynnik selektywnosci; k, - wspétczynnik retencji zwigzku A,
t're - Zredukowany czas retencji zwigzku B (t'rg> t'ra)
- rozdzielczo $¢ Rs (Rys. 63) jest miarg skutecznosci rozdzielenia skiadnikow

mieszaniny:

R, = 2xtRB_tRA
W, + W,

Rys. 68. Rozdzielczos¢; tr Oraz trg Sg czasami retencji zwigzkéw A oraz B, w; oraz w; to szerokosci
pikébw mierzone przy podstawie

Rozdzielczos¢, czas retencji, selektywnos¢ i liczbe poétek teoretycznych tgczy ze sobg

wzor Purnella (Rys. 64):

_1 ja-1 K, »
RS_Z { } L+kj \/I\TZ

a

Rys. 64. Wzér Purnella; a - wspoétczynnik selektywnosci, k, - wspotczynnik retencji dla zwigzku 2,
N, - liczba pétek teoretycznych dla zwigzku 2

Na podstawie tego wzoru mozna stwierdzic¢, ze:

= podwojenie dtugosci kolumny powoduje wzrost rozdzielczosci tylko V2 razy,
= catkowite rozdzielenie zwigzkow nastepuje gdy Rs > 1,5,
» warto$¢ Rs zalezy od trzech czynnikow: selektywnosci wyrazanej wspoétczynnikiem

selektywnosci, sprawnosci kolumny i retencji wyrazonej wspotczynnikiem retencji.

4.3.1.1. Budowa chromatografu gazowego

Chromatograf gazowy skilada sie z nastepujgcych elementow:

= zbiornika gazu no$nego,

» regulatora przeptywu gazu nosnego,

» dozownika,

= kolumny chromatograficznej umieszczonej w piecu chromatograficznym,
= detektora,

» rejestratora (komputera).

Oczyszczony gaz nosny (faza ruchoma, np. argon) jest doprowadzony z butli
| ptynie przez regulator przeptywu do dozownika, a nastepnie przez kolumne
umieszczong w termostacie i w efekcie trafia do detektora. Temperatury dozownika,
detektora i kolumny sg odpowiednio regulowane. Do dozownika wprowadza sie probke,

ktora po odparowaniu, miesza sie ze strumieniem gazu nosnego a nastepnie trafia
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do kolumny. W kolumnie nastepuje rozdzielanie sktadnikéw probki, ktére to nastepnie
po opuszczeniu kolumny trafiajg wraz z gazem nosnym do detektora, a ten reaguje
sygnatem elektrycznym na obecnos¢ chromatografowanego zwigzku chemicznego.
Zbiornik gazu no snego. W chromatografii gazowej gazem nosnym moze by¢ hel,
argon, azot lub wodoér. Najwazniejszg cechg gazu nosnego jest obojetno$¢ wobec fazy
stacjonarnej, elementow przyrzgdu oraz skladnikow badanych mieszanin. Bardzo
wazna jest rowniez czystos¢ gazu nosnego, poniewaz zanieczyszczenia mogq
powodowa¢ dezaktywacje faz stacjonarnych i zaklocenia pracy detektora. Z tych
powodow, zwykle przed kolumng znajdujg sie filtry (roznego rodzaju adsorbenty), ktore
stuzg do usuwania wody, tlenu i zanieczyszczen organicznych. Przed wlotem
na kolumne znajduje sie réwniez regulator przeptywu, pozwalajgcy na utrzymanie
statego cisnienia gazu.
Dozownik . Chromatografia gazowa stuzy do analiz substancji, ktorych temperatura
wrzenia nie przekracza 300-400°C. Dozowniki pozwalajg na wprowadzenie
do strumienia gazu nosnego analizowanych substancji, dlatego dozownik jest
ogrzewany do temperatury, ktdra pozwala aby wprowadzone substancje przeszily
w stan gazu. W przypadku kolumn kapilarnych stosuje sie zwykle dwa typy
dozownikow:
= dozowniki z dzieleniem strumienia (ze spliterem, split injection). Do gorgcego
dozownika (przez membrang) wprowadza sie probke za pomocg strzykawki.
Wiekszo$¢ odparowanej probki jest usuwana na zewnatrz chromatografu
ze strumieniem gazu nosnego i tylko niewielka jej czesc trafia wraz z gazem
do kolumny. Pozwala to na dozowanie probki w ilosci optymalnej dla kolumn
kapilarnych o malej $rednicy. Dozowniki tego typu pozwalajg réwniez na zmiane
stopnia podziatu strumienia. Mozliwe jest rowniez dozowanie catej probki (dozownik
split — splitless),
= dozowniki typu on-column. W tym dozowniku ciekfa prébka jest dozowana poprzez
nieogrzewany dozownik bezposrednio do kolumny o temperaturze 20-60°C i dopiero
wtedy kolumna jest ogrzewana, co powoduje odparowanie rozpuszczalnika,
a nastepnie skladnikbw probki. Ta technika dozowania zmniejsza
prawdopodobienstwo termicznego rozkiadu zwigzkéw o0 malej stabilnosci
w wyzszych temperaturach. Pozwala réwniez na dozowanie stosunkowo matych

ilosci analitbw (cata probka dozowana jest na kolumne). Istnieje jednak ryzyko
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zanieczyszczenia poczatkowego odcinka kolumny substancjami nielotnymi lub stabo
lotnymi, ktére sg wprowadzane razem z prébka.

Kolumny chromatograficzne. W chromatografii gazowej, gtdwnie stosuje sie kolumny

kapilarne. Sg one elastyczne i trwate, wykonane ze stopionego kwarcu, a ich diugo$é

wynosi od 10 do nawet 300 metrow. Najczesciej stosowane sg kolumny o diugosci

15-60 metréw. Srednica wewnetrzna takich kolumn wynosi 0,2-0,3 mm, a warstwa filmu

cieklej fazy stacjonarnej, pokrywajgcej $cianke wewnetrzng, ma zwykle grubos¢ rzedu

utamka mikrometra. Mozna wyroznic trzy podstawowe typy kolumn:

= kolumny do chromatografii w uktadzie gaz — cialo state z porowatg warstwg
adsorbentu na $ciankach (porous layer open tubular, PLOT),

» kolumny z naniesionym na $cianki nosnikiem nasyconym cieklg fazg stacjonarng
(support coated open tubular, SCOT),

= kolumny ze Sciankami pokrytymi cieklg fazg stacjonarng (wall-coated open tubular,
WCOT).

Detektor. Zadaniem detektora jest wykrywanie substancji, ktére opuszczajg kolumne

chromatograficzng. Detektor powinien charakteryzowa¢é sie duzg czuloscig

I wykrywalnoscig, mozliwie szerokim zakresem liniowosci wskazan (proporcjonalnosci

powstajgcego sygnatu do stezenia zwigzku), niskim poziomem szuméw linii zerowej,

a takze mozliwie niskg ceng i tatwoscig obstugi. Detektory w chromatografii gazowej

mozna podzieli¢ na:

» nieselektywne, ktdre reagujg na wszystkie sktadniki probki (detektory uniwersalne),

» selektywne, ktére wykrywajg pewng grupe zwigzkéw o podobnych witasciwosciach
chemicznych lub fizycznych,

= specyficzne, ktore reagujg na pojedynczy zwigzek chemiczny.

Najczesciej stosowanym detektorem jest detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID).

Detektor FID jest czuly, pozwala wykryé¢ juz 10 g substancji. Jest to detektor

uniwersalny, zdolny do wykrywania niemal wszystkich zwigzkdw organicznych. Detektor

FID nie wykrywa jedynie zwigzkow nieorganicznych oraz niektérych zwigzkow wegla:

CO, CO,, CS,, HCOOH, COCI,. Do tego detektora doprowadzone sg dwa gazy: wodor

I powietrze. Gaz nosny wyptywajgcy z kolumny jest mieszany z wodorem i kierowany

przez dysze do komory, przez ktorg przeptywa powietrze. Wodér spala sie tworzac

ptomien wodorowy. Sktadniki probki doprowadzone wraz z gazem nosnym do ptomienia

ulegajg spaleniu. W komorze znajdujg sie dwie elektrody: jedng jest dysza palnika,
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a drugg stanowi pierscien umieszczony w odpowiedniej odlegtosci od dyszy.
Powstajgcy prad jonowy jest wzmacniany i rejestrowany przez potencjometr. Sygnat
z detektora jest proporcjonalny do liczby atoméw wegla niezwigzanych z tlenem, czyli

w przyblizeniu jest proporcjonalny do masy analizowanej substanciji.

4.3.1.2. Poltgczenie chromatografii gazowej ze spektrometrig mas (GC-MS)
Sprzezenie chromatografii gazowej ze spektrometrig mas jest jedng
z podstawowych technik analitycznych w analizie zywnosci. Polega ono na potgczeniu
chromatografu gazowego ze spektrometrem mas. Jest wykorzystywana gtéwnie do
identyfikacji skladnikbw mieszanin zwigzkéw organicznych, ale takze moze byc¢
stosowana do analiz ilosciowych. Oznaczanie ilosciowe metodg GC-MS stosuje sie, gdy
badana mieszanina sktada sie z wielu sktadnikow, a stezenie oznaczanego sktadnika
jest niewielkie. Analiza takiej] mieszaniny z wykorzystaniem chromatografii gazowej nie
daje pewnosci czy dany sygnat odpowiada oznaczanemu zwigzkowi i wtedy niezbedne
jest zastosowanie potgczenia ze spektrometrem mas. Kolumna chromatografu
gazowego podigczona jest bezposrednio do zrodia jonow spektrometru mas. Zwigzki
organiczne eluujg sie kolejno z kolumny do zrédta jondw, gdzie zachodzi jonizacja.
Zaletg technik sprzezonych jest mozliwos¢ jednoczesnego rozdzielenia,
jednoznacznej identyfikacji i analizy ilosciowej. Ze wzgledu na wysokg czutos¢ detekciji
(na poziomie 107 - 10™*2 g), spektrometr mas pozwala na efektywna analize $ladowych
ilosci  zwigzkéw wystepujgcych  w  skomplikowanych matrycach naturalnych.
Chromatograf gazowy stanowi uktad wprowadzania probki, a spektrometr mas peni role
detektora nieselektywnego rejestrujgc catkowity prad jonowy w czasie, TIC (Total lon
Current) lub detektora selektywnego - rejestrujgc wybrane jony, SIM (Selective lon
Monitoring).
Kazdy spektrometr mas sktada sie z nastepujgcych elementéw (Rys. 65):
» uktadu wprowadzenia probki,
= Zzrodta jondw,
= analizatora,
= detektora,

= rejestratora.
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Rys. 65. Zestaw GC-MS: 1 - zbiornik gazu no$nego, 2 - regulator przeptywu gazu, 3 - dozownik, 4 -
kolumna, 5 - piec chromatograficzny, 6 - linia transferowa, 7 - zrédto jonéw, 8 - analizator (kwadrupol),
9 - detektor, 10 - rejestrator (komputer)

Eluat w fazie gazowej, z kolumny chromatograficznej trafia do komory
jonizacyjnej. Najczesciej stosowang metodg wytwarzania jondéw jest jonizacja
elektronami, El (Electron lonization). Elektrony bombardujg czasteczke, prowadzgc
do utraty przez nig elektronu i powstania jonu molekularnego, ktéry jest
kationorodnikiem. Nastepnie jon molekularny, w wyniku nadmiaru energii wewnetrznej,
ulega dalszej fragmentacji. Powstate jony sg kierowane do analizatora, gdzie nastepuje
rozdzielenie mieszaniny jondw w zaleznosci od wartosci masy do fadunku (m/z).
Rozdzielone jony sg wykrywane i mierzone ilosciowo w detektorze. Identyfikacje
przeprowadza sie na podstawie widm mas, ktore sg charakterystyczne i niepowtarzalne
dla danej substancji.

Uktad wprowadzania probki. Probki jednorodne chemicznie wprowadza sie
bezposrednio do spektrometru mas. Prébki bedgce ciatami statymi wprowadza sie
bezposrednio za pomocg sondy, ktora przechodzi przez prézniowg $luze. Prdznia
w $luzie jest wytwarzana przez olejowg pompe rotacyjng. Zastosowanie sluzy jest
konieczne, poniewaz w zrédle jondw panuje wysoka préznia (10° mm Hg), wytwarzana
przez pompe dyfuzyjng lub turbomolekularng. Ze wzgledu na wysokg proznie oraz
ogrzewanie sondy mozliwe jest wykonanie analiz dosé¢ trudno lotnych zwigzkow
organicznych. Niewielkg ilosci probki (okoto 10° g) rozpuszcza sie w rozpuszczalniku
I wprowadza mikrostrzykawkag do tygielka znajdujgcego sie na koncu sondy. Do lotnych
probek (cieczy) stosuje sie wprowadzenia sktadajgce sie z komory, do ktorej wstrzykuje

sie probke oraz zaworu dozujgcego prébke do przyrzadu. Probki niejednorodnie
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chemicznie i mieszaniny zwigzkOw organicznych wprowadza sie przez chromatograf
gazowy (technika GC-MS).

Zrodio jonéw. W zrédle jondw nastepuje jonizacja czasteczek zwigzkéw chemicznych.
Elektrony emitowane przez katode, ktorg jest zwykle zarzgce sie wiokno wolframowe,
majg kierunek prostopadly do kierunku przeptywu badanej prébki w stanie gazowym.
Jonizacja czagsteczek probki zachodzi w wyniku zderzen z elektronami. Powstate jony
dodatnie sg nastepnie odpychane przez dodatnio natadowang elektrode odpychajgca
i po zblizeniu do elektrody przyciggajacej sg przyspieszane przechodzac do analizatora.
Najczesciej stosowana jest jonizacja elektronami i jonizacja chemiczna.

Jonizacja elektronami (EI, electron impact) polega na bombardowaniu wigzka
elektronow analizowanych czgsteczek znajdujgcych sie w stanie gazowym. Wigzka
elektronow jest emitowana z katody wykonanej z trudno topliwych metali - wolframu lub
renu. Katoda ogrzewana jest prgdowo do temperatury kilku tysiecy stopni. Energie
elektronbw mozna zmienia¢ przez zmiane napiecia miedzy katodg a anoda, do ktérej
kierowana jest wigzka elektronéw z katody. Zazwyczaj stosuje sie standartowg energie
70eV. Bombardowanie par czgsteczek substancji organicznej wigzkg elektronow
prowadzi do oderwania elektronow od badanych czgsteczek i w efekcie powoduje

powstawanie tzw. jonébw molekularnych:
M+e— M" +2

M jon molekularny

Jony molekularne mogg ulega¢ dalszemu rozpadowi tworzgc jony fragmentacyjne. Jony

molekularne mogg rozpas¢ sie na jony parzystoelektronowe i nieparzystoelektronowe:

M™”—~ A" +R
A jon parzystoelektronov
R rodnik

M+'—> A+'+IT])

A** jon nieparzystoelektronowy
Mo czasteczka obegna

138|Strona



Powstajgce jony fragmentacyjne mogg takze rozpas¢ sie tworzac nowe jony
fragmentacyjne: jony nieparzystoelektronowe mogg rozpasc¢ sie dwojako, tak jak jony
molekularne. Natomiast jony parzystoelektronowe rozpadajg sie wytgcznie na jony

parzystoelektronowe i czgsteczki obojetne:
+ +
A — B +m
B jon parzystoelektronov

Powstajgce w zrédle jonow jony pod wpltywem napiecia przyspieszajgcego od 2 do 8 kV
kierowane sg ze zrédta jonow do analizatora.

Jonizacja chemiczna (CI, chemical ionization), w tym procesie w wyniku jonizacji
wigzka elektronéw, z gazu reagujgcego (np. metan) pod ci$nieniem 10* mm Hg,
powstajg jony molekularne CH,"". Na skutek zderzen powstatych jonéw z czgsteczkami

gazu reagujgcego powstajg z kolei jony wtorne:

+. + .
CH4 + CH - CH5 + CH3

CH4+' jon molekularny

CHy jon wtérny

*CH;  rodnik
Reakcja jonow z czgsteczkami obojetnymi jest mozliwa ze wzgledu na stosunkowo
nizsza préznie (rzedu 10® mm Hg), co powoduje duze prawdopodobienstwo zderzen
jonéw z czgsteczkami obojetnymi. Jony wtdrne gazu reagujgcego sg silnymi kwasami

Lewisa, dlatego tatwo oddajg proton badanym czgsteczkom:
+ +
CH5 + M — MH + CH4

MH pozorny jon molekularn
W wyniku tej reakcji tworzg sie pozorne jony molekularne MH*. Jony te ulegajg
w matym stopniu dalszemu rozpadowi, poniewaz nie majg one duzego nadmiaru energii
wewnetrznej. Jony MH" sg z reguly jonami o duzej intensywnos$ci (czesto sg jonami
podstawowymi), czyli jonami 0 najwiekszej intensywnosci (0 intensywnosci wzglednej

100%). Z tego powodu chemiczna jonizacja jest czesto stosowana do analiz zwigzkow,
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ktorych jony molekularne w przypadku zastosowania jonizacji elektronami, sg malej
intensywnosci.

Analizator. W analizatorze zachodzi rozdzielanie jondw na podstawie stosunku ich
masy do niesionego tadunku (m/z). Najczesciej stosowanymi analizatorami s3:
analizator magnetyczny i kwadrupolowy. Podstawowg zaleznos¢ opisujgcg zachowanie

sie jonOw w analizatorze magnetycznym przedstawia ponizsze rownanie (Rys. 66):

2 2
m_r-H
z 2V
Rys. 66. Podstawowa zaleznos$c¢ opisujgcg zachowanie sie jondw w analizatorze magnetycznym; z -
tadunek jonow, r - promien krzywizny toru jonéw, V - napiecie przyspieszajgce, H - natezenie pola
magnetycznego

Zwiekszajgc natezenie pola magnetycznego (H) w sposéb ciggty do detektora
dochodzg kolejno jony o wzrastajgcym stosunku masy do tadunku (m/z). Jest to tzw.
przemiatanie polem.

Trzema podstawowymi cechami analizatorow sg: zakres mas, przepuszczalnosé
(transmisja) i zdolnos¢ rozdzielcza (rozdzielczos¢). Zakres mas jest to zakres wartosci
m/z, w ktorym mozliwy jest pomiar (w praktyce chodzi o gbérng granice mas).
Przepuszczalnos¢ analizatora jest to stosunek liczby jonow docierajgcych do detektora
do liczby jonéw wytwarzanych w zrodle jondw. Natomiast zdolnos$¢ rozdzielcza okresla
zdolnos¢ rozrézniania sygnatldbw pochodzgcych od dwoch jondow o sgsiadujgcych
warto$ciach m/z. Rozdzielczos¢ R definiuje sie wzorem (Rys. 67):

IVln
R=———
Mn_Mm

Rys. 67. Rozdzielczosé; M, i M ,— masy dwu najblizszych jonéw, ktére mozna uzna¢ za rozdzielone
(Mn> M)

Detektor. Najbardziej czutym detektorem stosowanym w spektrometrach mas jest
powielacz elektronowy. Zbudowany jest w formie rogu z rury wykonanej ze szkia
otowiowego. Materiat ten posiada dobre wilasciwosci emisji elektronéw wtornych. Jon
docierajgcy do anody konwersyjnej powoduje emisje elektrondéw, a nastepnie kazdy
elektron docierajgcy do wewnetrznej powierzchni detektora, powoduje emisje kolejnych
elektronow. Nastepnie, elektrony sg przyspieszane przez pole elektryczne do wnetrza

rury i ponownie zderzajg sie ze Sciankg powodujgc emisje elektronow wtornych
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(powielanie kaskadowe w kierunku wnetrza powielacza). Powstajgcy prad
przekazywany jest do elektrometru.

Rejestrator. Komputer, w Kktory wyposazony jest spektrometr mas, rejestruje
otrzymywane dane i przedstawia je w postaci widma mas oraz chromatogramu
catkowitego pradu jonowego (TIC). Komputer moze zawierac biblioteke widm, gdzie sg
zamieszczone widma mas zwigzkow. PorOwnanie otrzymanego widma z widmem

z bazy danych komputera utatwia interpretacje otrzymanych wynikow.

4.3.2. Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC)

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography; High Pressure Liquid Chromatography) jest dzi$ najpopularniejszg
I najbardziej uniwersalng technikg chromatograficzng. Jest to technika kolumnowa,
cisnieniowa, w ktorej faza ruchoma przeptywa przez kolumne wypetniong faza
stacjonarng pod cisnieniem. Stato$¢ przeptywu i wysokie cisnienie zapewnia specjalna
pompa, a jako detektor najczesciej stosuje sie spektrofotometr UV, ktéry sprzezony
Z rejestratorem lub komputerowym urzgdzeniem rejestrujgcym wykresla chromatogram,
na podstawie ktérego mozna dokonac¢ analizy jakosciowej i ilosciowe;.

Ze wzgledu na nature zjawisk, bedacych podstawg procesu rozdzielenia chromatografie

cieczowg dzielimy na:

» adsorpcyjn @, gidbwnym  zjawiskiem  determinujgcym  przebieg  procesu
chromatograficznego jest zjawisko adsorpcji; zjawisko to polega na tym,
ze czagsteczka substancji tgczy sie w sposéb nietrwaty (gtownie sitami o charakterze
wigzania wodorowego) z powierzchnig adsorbenta (np. zel krzemionkowy, tlenek
glinu),

* podziatow g, w Kktorej rozdzielanie zwigzane jest z rdéznymi wartosciami
wspoitczynnika podziatu skladnikow mieszaniny miedzy dwie niemieszajgce sie fazy,
z ktorych jedng jest faza stacjonarna (ciecz na nosniku), a drugg faza ruchoma (gaz,
ciecz lub ptyn w stanie nadkrytycznym),

* jonowymienn g, w ktérej podstawg rozdzielania sg roznice w sile oddziatywan
miedzyczgsteczkowych pomiedzy jonami z roztworu a jonami zwigzanymi z fazg
stacjonarng (zwang jonitem). Jonity sg to nierozpuszczalne substancje
wielkoczgsteczkowe o budowie jonowej, zdolne do wymiany jonow zgodnie

Z rownaniami reakciji:
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(MR—Y+)j + (X+)r - (MR-—X+)j +(Y+)r
(MR+=Y-)j + (X-)r - (MR+—X-)j +(Y-)r
Indeks “j” oznacza faze jonitu, a indeks “r’ faze roztworu. Technike te stosuje sie
przede wszystkim do rozdzialu zwigzkéw jonowych, zjonizowanych lub ulegajgcych
jonizacji, a takze dla zwigzkéw niejonowych, po wczesniejszym przeprowadzeniu
ich w kompleksy jonowe,
» sitow g, zwang inaczej chromatografig Zzelowg, sgczeniem molekularnym
lub chromatografig wykluczania, w ktérej o rozdzielaniu skladnikbw mieszaniny

decydujg rozmiary czgsteczek.

4.3.2.1. Budowa i zasada dziatania chromatografu cieczowego

Schemat budowy chromatografu cieczowego przedstawiono na Rys. 68. Pompa
ze zbiornika (lub zbiornikow) zasysa faze ruchomg i przez dozownik ttoczy do kolumny
chromatograficznej. Kolumna jest niekiedy umieszczana w termostacie. Analizowang
probke wstrzykuje sie za pomocg dozownika na szczyt kolumny chromatograficznej,
a nastepnie sktadniki mieszaniny rozdzielajg sie w kolumnie i na wyjsciu z niej
sa wykrywane przez detektor. Sygnat elektryczny z detektora po wzmocnieniu jest
zapisywany na papierze rejestracyjnym lub rejestrowany za pomocg integratora albo
komputera w postaci sygnatu chromatograficznego. Przeptyw cieczy przez ukiad jest
kontrolowany manometrem bgdz przeptywomierzem. W niektorych przyrzgdach

mozliwe jest zbieranie rozdzielonych sktadnikéw w kolektorze frakciji.

4 5
\ |
EEE ’_&

Rys. 68. Schemat chromatografu cieczowego, 1 — zbiornik fazy ruchomej, 2 — pompa, 3 — dozownik, 4 —
kolumna chromatograficzna, 5 — detektor, 6 - komputer
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Pompy. Pompa jest waznym elementem chromatografu cieczowego poniewaz
w sposoOb ciggly, odtwarzalny i z optymalng predkoscig wymusza przeptyw fazy
ruchomej przez kolumne chromatograficzng. Dobre pompy powinny charakteryzowaé
sie statym przeptywem fazy ruchomej z mozliwg regulacjg w granicach
0,1 — 10 cm®min, odpornoscig chemiczng materialu pompy na faze ruchoma, malg
objetosciag wewnetrzng, bezpulsacyjnym przeptywem oraz mozliwoscig uzyskania
cisnien roboczych do 35 MPa. Pompy stosowane w chromatografii cieczowej mozna
podzieli¢ na statocisnieniowe i statoprzeptywowe. Do pomp statocisnieniowych nalezg
pompy wyporowe i pompy z ttokami z napedem pneumatycznym. Obecnie stosowane
sg rzadko ze wzgledu na mozliwos¢ niepozgdanych zmian przeptywu fazy ruchome,.
Lepsze wiasciwosci odtwarzania  wymuszonego przepltywu majg pompy
statoprzeptywowe i dlatego sg stosowane czesciej. Najbardziej rozpowszechnionym
typem pomp statoprzeptywowych sg pompy ttokowe. Sg to najczesciej pompy z jednym
lub dwoma tlokami. Tioki przesuwajg sie w cylindrach o male] objetosci
(0,03 cm® — 1 cm?), a ruch tlokéw jest zsynchronizowany z otwieraniem i zamykaniem
zaworow kulkowych, ktore kontrolujg przeptyw fazy ruchomej. Objetosciowa predkosc
przeptywu regulowana jest albo wielkoscig skoku ttoka albo czestoscig ruchu ttoka.
Pompy tlokowe zapewniajg mozliwo$¢ pracy ciggtej w zakresie 0,1 - 30 cm®min, a ich
wadg moze by¢ pulsacja cieczy powodujgca niestato$¢ linii zerowej i spadek czutosci
detektora.

Dozowniki. Przez dozownik chromatografu cieczowego (port iniekcyjny) wprowadza sie
probki pod cisnieniem atmosferycznym do kolumny, w ktorej panuje cisnienie
kilkudziesieciu MPa. We wspoiczesnych chromatografach cieczowych do dozowania
probek analizowanych substancji stosuje sie najczesciej zawory dozujgce zaopatrzone
w petle dozowniczg. Kierunek przeptywu fazy ruchomej zalezy od potozenia zaworu,
w jednym potozeniu dzwigni moze omija¢ petle a w drugim - przechodzi¢ przez nia.
Do napetnienia petli dozujgcej wykorzystuje sie strzykawki szklane. Pojemnosc petli
dozowniczej moze byé rézna i wynosi¢ od kilku pl do kilku cm?®.

Detektory. Detektor HPLC to instrument mierzgcy stezenie, albo strumien masy
substancji w eluacie wyptywajgcym z kolumny chromatograficznej i przeptywajgcym
przez naczynie pomiarowe detektora lub doptywajgcym do czujnika pomiarowego
detektora. Detektor jest wiec urzgdzeniem okreslajgcym zmiany w skiadzie eluatu,

na podstawie réznic pomiedzy witasciwosciami fizykochemicznymi eluentu i substancji
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oznaczanej (analitu). Niezaleznie od rodzaju detektora i wlasciwosci wykorzystane]
podczas detekcji, eluent zawierajgcy substancje oznaczang (eluat), po wyjsciu
z kolumny jest kierowany do przeptywowego naczynka pomiarowego. W wiekszosci
przypadkow o wyborze detektora decyduje sklad zastosowanego eluentu i wkasciwosci
substancji rozdzielanych.

Detektory dzialajgce na zasadzie absorpcji Swiatta nadfioletowego (UV) lub
nadfioletowego i widzialnego (UV-VIS) 1{acznie sg najlepsze i najbardziej
rozpowszechnione ws$rod detektorow stosowanych w kolumnowej chromatografii
cieczowej. Stosuje sie je do wykrywania zwigzkéw zawierajgcych w czgsteczce
wigzania nienasycone i grupy chromoforowe, olefin.

Najprostsze monochromatyczne detektory UV  umozliwiajg wykrywanie
rozdzielanych substancji przy jednej dlugosci fali - 254 nm. Jest to dlugosc¢ fali swiatta
pochtanianego przez wiekszo$¢ substancji organicznych (okoto 65%). Obecnie
powszechnie stosowane sg detektory spektrofotometryczne, w ktérych mozliwa jest
ptynna regulacja dtugosci fali. Detektor UV jest niewrazliwy na zmiany przeptywu fazy
ruchomej i na zmiany temperatury. Wykrywalno$¢ analizowanej substancji przy dobrze
dobranej dtugosci fali nadfioletu wynosi srednio 1 ng w probce.

Niektére firmy produkujg detektory z matryc g fotodiodow g (ang. diode array
detector, DAD). Swiatlo z lampy deuterowe] jest skupiane przez uktad optyczny
w komorce przeptywowej, w ktorej cze$¢ Swiatta jest absorbowana przez substancje
zawarte w prébce. Nastepnie promieh Swiatla rozszczepiony na siatce dyfrakcyjnej
pada na matryce diodowg. Diody tej matrycy mogq rejestrowa¢ natezenie swiatta
w zakresie 190-600 nm w ciggu 10 milisekund (10 ms). W matrycy umieszcza sie np.
211 fotodiod, z ktérych kazda jest przeznaczona do pomiaru waskiego spektrum
Swiatla. Jednoczesna rejestracja prgdéw z poszczegoélnych fotodiod umozliwia
rejestracje catego widma absorpcji analizowanego zwigzku chemicznego. Widmo to
moze by¢ przedstawione w ukfadzie trojwymiarowym - czas retencji, dlugosé¢ fali
i absorbancja. Mozliwe tez jest rejestrowanie zwyklego chromatogramu z maksimum
absorbancji dla kazdego sktadnika probki rejestrowanego na chromatogramie w postaci
sygnatu chromatograficznego.

Detektor refraktometryczny  jest najbardziej uniwersalnym detektorem sposrod
stosowanych w chromatografii cieczowej. Detekcja polega na pomiarze réznicy

wspotczynnika zatamania swiatta eluentu i eluatu.
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Zasada dziatania detektora aerozolowego promieniowania rozproszonego
polega na tym, ze eluat z kolumny rozpylany jest ditlenkiem wegla w nebulizatorze
podgrzanym do temp. 42°C. Wskutek tego eluent ulega odparowaniu a nielotne
sktadniki prébki tworzg aerozol. Aerozol w strumieniu CO, i par eluentu jest
przenoszony przez rurke dyfuzyjng i komérke pomiarowg poza detektor. W komdérce
pomiarowej aerozol rozprasza promien sSwiatta emitowany z lasera. Rozproszone
promieniowanie jest doprowadzane przez sSwiattowod do fotopowielacza, a prad
fotopowielacza po wzmocnieniu w elektrometrze rejestruje sie w postaci

chromatogramu.

4.3.2.2. Wypetnienia kolumn

W wysokosprawnej chromatografii cieczowej stosuje sie najczesciej wypetnienia
0 rozmiarze ziaren 5-10 um. Drobnoziarniste wypetnienia zapewniajg krotkg droge
dyfuzji czgsteczek substancji rozdzielanych do wnetrza ziaren i dzieki temu, przy
wzglednie duzych predkosciach fazy ruchomej uzyskuje sie wysokie sprawnosci
kolumn. Wiasciwosci kinetyczne sorbentu sg tym lepsze, im ciensza jest grubos$é
warstwy aktywnej. Mozna to uzyska¢ stosujgc sorbenty o porowatej powierzchni na
nieporowatym wn etrzu (np. szklanym). Zaletg ich jest to, ze mozna je tatwo
otrzymywac w postaci czgstek o ksztaltach zblizonych do kulistego. Rozmiary czgstek
takich sorbentow sg zwykle wieksze niz sorbentéw objetosciowo-porowatych, wiec
wypetnianie nimi kolumn jest stosunkowo tatwe, a ponadto stawiajg one maly opor
przeptywowi fazy ruchomej. Kolumny napetnione sorbentami powierzchniowo-
porowatymi majg jednak matg powierzchnie sorpcyjng i matg sprawnos¢ dlatego tez
obecnie stosowane sg rzadko. Powszechnie uzywane sg sorbenty obj etosciowo-
porowate . Wprawdzie stawiajg one dos¢ duzy opér przeptywowi fazy ruchomej,
ale przy zastosowaniu odpowiedniej pompy, nie stanowi to problemu. Cisnienie
potrzebne do przettaczania fazy ruchomej przez kolumne wynosi 5-15 MPa
(~50-150 atm). Wypelnienie sorbentami objetosciowo-porowatymi zapewnia wysokag
sprawnos¢i duzg pojemnos¢ sorpcyjng kolumny. Stosowane sg jako wypetnienia
kolumn do rozdzielania preparatywnego.

W chromatografii adsorpcyjnej, prowadzonej w normalnym uktadzie faz, jako
wypetnienie kolumn stosuje sie przede wszystkim zel krzemionkowy . Bardzo rzadko

uzywany jest tlenek glinu i inne polarne adsorbenty przydatne do pewnych,
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szczeg6lnych  przypadkéw rozdzielania. Zel krzemionkowy jest materiatem
amorficznym, porowatym i jako wypetnienie kolumn ma duzo zalet: posiada uziarnienie
0 pozadanej wielkosci i odpowiednich rozmiarach porow, okreslong powierzchnie
whasciwg i duzg wytrzymato$é mechaniczng. Zele krzemionkowe wytwarzane sg przez
wiele firm i noszg r6zne nazwy. Chemiczna struktura powierzchni zelu krzemionkowego
zwigzana jest z obecnoscig grup silanolowych -Si-O-H lub siloksanowych -Si-O-Si -

i moze by¢ przedstawiona schematycznie na Rys. 69:

= ‘_\__‘ Silanol
Z:\

| oH (I)H |0H
; Si Si—OH
Siloksan o % "\ / I'
O O O O O
2 s‘!i/ \Si/
0/ \0 0/ \0
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Rys. 69. Budowa powierzchni zelu krzemionkowego

Obecnie duzo wieksze znaczenie niz zel krzemionkowy majg wypetnienia otrzymane
w wyniku jego modyfikacji, polegajgcej na wigzaniu z aktywnymi grupami zelu
krzemionkowego zwigzkdéw organicznych. Zwykle z powierzchnig zelu krzemionkowego
wigzane sg tancuchy alkilowe lub tancuchy alkilowe zakonczone grupami funkcyjnymi.
Otrzymane w ten sposOb wypelnienia nazywa sie w skrocie fazami zwi gzanymi.
Przyjmuje sie, ze mechanizm dziatania tych faz jest podziatowy. W rzeczywistosci
znaczny udziat w procesie rozdzielania majg zjawiska adsorpcji. Sposréd faz
zwigzanych najwieksze znaczenie majg fazy otrzymywane w wyniku modyfikacji zelu
krzemionkowego alkilochlorosilanami. Zwigzane z powierzchnig zelu krzemionkowego
tancuchy alkilowe nadajg jego powierzchni charakter niepolarny (hydrofobowy).
Polarnos¢ zmodyfikowanej powierzchni zalezy od dtugosci i ilosci zwigzanych z nig
lancuchow alkilowych. Najwieksze znaczenie praktyczne posiadajg te sorbenty,
w ktérych z powierzchnig zelu krzemionkowego zwigzane sg fancuchy alkilowe

zawierajgce 2, 8 lub 18 atomow wegla w czgsteczce. Im diuzszy jest tancuch alkilowy
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oraz im mniej jest wolnych grup hydroksylowych na powierzchni zelu, tym mniejsza jest
jego polarnosgé.

Najpopularniejszg fazg niepolarng (hydrofobowg) jest faza oktadecylosilanowa
(ODS) o 18 atomach wegla w tancuchu (C18) (Rys. 70).

i T -
LR e W L W N

Oktadecylosilan (ODS)

Rys. 70. Faza oktadecylosilanowa

Rzadziej stosowane sg fazy zawierajgce w tancuchu alkilowym 8 (C8) lub 2 (C2) atomy
wegla. Czasami tancuch alkilowy zakonczony jest grupg fenylowg (-CgHs) Ilub
difenylowg (-CgHs)2. Fazy zwigzane hydrofobowe sg podstawowymi wypetnieniami
stosowanymi do chromatografii w odwréconym uktadzie faz (RP) (ang. reversed
phase, RP). Stosowane sg do rozdzielania substancji nierozpuszczalnych lub stabo
rozpuszczalnych w wodzie. Nalezg do nich weglowodory aromatyczne, polimery,
steroidy i alkaloidy. Inng grupe faz zwigzanych stanowig hydrofilowe fazy stacjonarne
0 posredniej polarnosci (zel krzemionkowy zmodyfikowany grupami propylocyjanowymi
-(CH2)3CN lub propyloaminowymi -(CH2)3NH,.

Fazy zwigzane z silnie polarnymi grupami funkcyjnymi, podobnie jak zel
krzemionkowy, stosowane sg do chromatografii w normalnym uktadzie faz (NP) .
Do rozdzielenia sktadnikow niektorych mieszanin potrzebne sg specjalne wypetnienia
kolumn. Grupe takich faz stacjonarnych, stosowanych do rozdzielania izomeréw
optycznie czynnych (mieszanin racemicznych) stanowig 2zele krzemionkowe
modyfikowane grupami chiralnymi (optycznie czynnymi).

Do analizy zwigzkbw jonowych stosuje sie wymieniacze jonowe .
Do rozdzielania w oparciu 0 wymiane anionOw stosuje sie wymieniacze anionowe, np.

czwartorzedowe aminy (Rys. 71),
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Rys. 71. Wymieniacz anionowy

a do rozdzielania na zasadzie wymiany kationow stuzg wymieniacze kationowe

(Rys. 72), np. aromatyczne kwasy sulfonowe.

|
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Rys. 72. Wymieniacz kationowy

W chromatografii sitowej (nhazywang czesto chromatografig zelowg) jako fazy
stacjonarne stosuje sie zele polimerowe o okreslonych wielkosciach porow. Umozliwia
to rozdzielenie substancji w zaleznosci od wielkosci ich czgsteczek. Przykladem fazy
stacjonarnej uzywanej w chromatografii sitowej sg rézne typy Sephadeksow i zele
poliakryloamidowe  (Bio-Gel-e) uzywane np. do rozdzielania  zwigzkow
wielkoczgsteczkowych.

W chromatografii par jonowych  (jonowo-asocjacyjnej) stosuje sie zwykte fazy
ODS. Nie zaleca sie jednak uzywaé tej samej kolumny do chromatografii RP i do
chromatografii par jonowych, poniewaz odczynniki uzywane w chromatografii par
jonowych mogg powodowac trwate zmiany aktywnosci kolumny jesli zastosujemy jg do
chromatografii RP. W ostatnich latach coraz wieksze znaczenie majg zwigzane fazy
stacjonarne nowej generacji, w ktorych znajdujg sie fragmenty naturalnie wystepujace
w ukiladach biologicznych. Ich cechg charakterystyczng jest to, ze umozliwiajg
rozdzielanie zwigzkéw na podobnych zasadach jak na granicy faz w organizmach
zywych, np. mézg — krew czy otoczenie oraz wnetrze komérki. Fazy nowej generaciji
stosowane sg gtownie do analizy zwigzkéw aktywnych biologicznie. Od zwyklych faz
stacjonarnych réznig sie tym, ze rézne zwigzki chemiczne powigzane sg z powierzchnig
zelu krzemionkowego za posrednictwem grupy aminopropylowej, specyficznej dla

rozdzielanych analitow.
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4.3.2.3. Fazy ruchome

Fazy ruchome w chromatografii cieczowej stanowig pojedyncze rozpuszczalniki
lub ich dwu- lub wiecej sktadnikowe mieszaniny. Faza ruchoma, ktdrg wprowadza sie
do kolumny, nosi nazwe eluentu. W kolumnie w sktad fazy ruchomej oprocz eluentu
mogag wchodzi¢ takze sktadniki rozdzielanej mieszaniny. Po rozdzieleniu sktadniki te sg
obecne w wycieku z kolumny, ktéry nosi nazwe eluatu . Faza ruchoma w chromatografii
cieczowej jest czynnikiem aktywnym, a rodzaj i ilo§¢ rozpuszczalnikow jg stanowigcych
ma istotny wplyw na proces rozdzielania. Przy wyborze fazy ruchomej nalezy
uwzglednic¢ rodzaj i sktad rozdzielane]j mieszaniny, rodzaj zastosowanego wypetnienia
kolumny oraz rodzaj detektora.

Przy doborze eluentu nalezy wzig¢ pod uwage jego site elucyjn g, ktdbrg mozna
charakteryzowa¢ wielkoscig sity oddzialtywania jego czgsteczek z powierzchnig
adsorbentu. W chromatografii na adsorbentach polarnych site elucji wyznacza
polarnos¢ i polaryzowalnos$¢ czasteczek eluentu. Sita ta jest tym wieksza, im wieksza
jest polarnosé rozpuszczalnika. W przypadku adsorbentéw niepolarnych polarnosé
i polaryzowalno$¢ nie majg wiekszego wpltywu na site elucji rozpuszczalnika. Zalezy
ona natomiast od niespecyficznych sit van der Waalsa (oddziatywan dyspersyjnych).
W tym przypadku sita elucji wzrasta ze wzrostem rozmiaréw niepolarnych fragmentow
czgsteczek rozpuszczalnikébw. W celu utatwienia wyboru wtasciwego rozpuszczalnika
jako eluentu rozpuszczalniki utozono w szeregi eluotropowe. W przypadku polarnych
faz stacjonarnych (np. zelu krzemionkowego lub tlenku glinu) rozpuszczalniki utozone
wg rosngcej mocy eluowania (miarg ktorej sg indeksy polarno $ci) majg kolejnosé
nastepujgca: n-pentan < n-heksan < cykloheksan < tetrachlorek wegla < toluen <
benzen < eter dietylowy < chloroform < dichlorometan <tetrahydrofuran < dichloroetan <
aceton < octan etylu < acetonitryl < pirydyna < etanol < metanol < woda < kwas octowy.
Moc elucji przy chromatografowaniu na niepolarnej fazie stacjonarnej (np. weglowej
fazie odwréconej ) jest odwrotna.

Oprocz polarnosci wazng cechg eluentow jest ich lepkos¢. Wplywa ona na
wysokos¢  cisnienia  potrzebnego do wywofania odpowiedniego przeptywu
rozpuszczalnika przez kolumne (nalezy stosowac eluenty o matej lepkosci). Z innych
whasciwosci fizykochemicznych eluentdbw majgcych wplyw na ich przydatnosé
w chromatografii cieczowej wymieni¢ nalezy wspoélczynnik zatamania Swiatla

(w przypadku zastosowania detektora refraktometrycznego) oraz granice diugosci fali
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promieniowania elektromagnetycznego, przy ktérej rozpuszczalnik staje sie
nieprzezroczysty dla nadfioletu (w przypadku stosowania absorpcyjnego detektora UV).
W Tabeli 27 zebrano podstawowe wiasciwosci niektorych rozpuszczalnikdw

stosowanych jako eluenty w chromatografii adsorpcyjne;j.

Tabela 27. Wiasciwosci niektdrych rozpuszczalnikéw stosowanych w cieczowej chromatografii
adsorpcyjnej (wg. Witkiewicz Z., Podstawy chromatografi200s, str. 205)

Rozpuszczalnik Gestosé Lepko $é w Sita Wspotczynnik Graniczna
g/cm 3 temp. 20°C elucji zalamania diugo s$é
€ Swiatta pochtanianegj
fali UV, nm

n-Pentan 0,629 0,23 0,00 1,358 205
n-Heksan 0,659 0,33 0,01 1,375 195
Cykloheksan 0,779 1,00 0,04 1,427 205
Cyklopentan 0,740 0,47 0,05 1,406 210
1-Penten 0,640 0,24 0,08 1,371 215
Disiarczek wegla 1,260 0,37 0,15 1,626 380
Tetrachlorek wegla 1,590 0,97 0,18 1,466 265
m-Ksylen 0,864 0,62 0,26 1,500 290
Eter n-dipropylowy 0,747 0,37 0,28 1,368 220
2-Chloropropan 0,862 0,33 0,29 1,378 225
Toluen 0,867 0,59 0,29 1,496 285
1-Chlorobutan 0,873 0,35 0,30 1,397 225
Chlorobenzen 1,106 0,80 0,30 1,525

Eter diizopropylowy 0,33 1,368

Eter dietylowy 0,713 0,23 0,38 1,353 220
Chloroform 1,500 0,57 0,40 1,443 245
Chlorek metylenu 0,44 0,42 1,424 235
Tetrahydrofuran 0,880 0,85 0,45 1,408 215
1,2-Dichloroetan 1,250 0,79 0,49 1,445 225
Keton etylowo- 0,805 0,40 0,51 1,381 330
metylowy

1-Nitropropan 1,001 0,84 0,53 1,400 380
Aceton 0,818 0,32 0,56 1,359 330
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Dioksan 1,033 1,54 0,56 1,422 220

Octan etylu 0,901 0,45 0,58 1,370 260
Octan metylu 0,927 0,37 0,60 1,362 260
Pentanol 0,815 4,10 0,61 1,410 210
Anilina 1,022 4,40 0,62 1,586

Dietyloamina 0,702 0,38 0,63 1,387 275
Acetonitryl 0,782 0,37 0,65 1,344 190
Pirydyna 0,983 0,94 0,71 1,510 305
2-Metoksyetanol 0,965 1,72 0,74 1,401 220
2-Propanol 0,786 2,30 0,82 1,380 205
Etanol 0,789 1,20 0,88 1,361 205
Metanol 0,796 0,60 0,95 1,329 200
Kwas octowy 1,049 1,26 duza 1,372

Woda 1,000 1,00 duza 1,330

W chromatografii sitowej eluent powinien by¢ obojetny zaréwno w stosunku do
substancji rozdzielanej, jak i do wypetienia kolumny, a jego jedynym zadaniem jest
przenoszenie sktadnikow mieszaniny wzdtuz kolumny. Gdy wypetnienie stanowig
organiczne stacjonarne fazy hydrofobowe, woéwczas fazami  ruchomymi
sa rozpuszczalniki srednio polarne: dichlorometan, chloroform, toluen lub
tetrahydrofuran. Natomiast, gdy wypetnienie kolumny stanowi polarny zwigzek
nieorganiczny, eluentem musi by¢ woda, ewentualnie alkohole. Wodne fazy ruchome
stosuje sie takze w przypadku faz stacjonarnych takich jak Sepharose i Sephadex.

Inne zadanie spetnia eluent w chromatografii jonowej . Fazy ruchome zawierajg
jony przeciwnego znaku (przeciwjony) wzgledem tadunkéw elektrycznych
na powierzchni wymieniaczy jonowych. Substancje jonowe silnie dysocjujgce,
rozdzielane stabym eluentem, silnie oddzialujg z wymieniaczem i majg ditugie czasy
retencji. Substancje chromatografowane stabo dysocjujgce nie mogg wypiera¢ jonéw
osadzonych na wymieniaczu jonowym z eluentu o silnym charakterze jonowym i majg
bardzo krotkie czasy retencji. Sita jonowa jest najwazniejszym czynnikiem
charakteryzujgcym eluent w chromatografii jonowymiennej. Na witasciwosci eluentu

wptywa tez pH i obecno$¢ modyfikatora organicznego.
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Do rozdzielania sktadnikbw niektorych mieszanin (zwlaszcza zwigzkéw
biologicznie czynnych) stosuje sie chromatografi € z tworzeniem par jonowych
W tym rodzaju chromatografii do eluentu dodaje sie substancje tworzgcg jony
hydrofobowe (np. C7H15S03-) zwane przeciwjonami. Jony te oddziatujgc z jonami probki
tworzg neutralne pary jonowe, ktore podlegajg zwykiemu rozdzielaniu
chromatograficznemu w odwréconym uktadzie faz (RP). Wybor przeciwjonéw zalezy od
rodzaju analizowanej probki. Probki zasadowe sg zwykle analizowane przy
zastosowaniu przeciwjonow soli sodowych alkilosulfonianéw przy pH okoto 3. Prébki
kwasowe sg analizowane przy uzyciu np. fosforanu tetrabutyloamoniowego przy pH
okoto 7-8. Dobre wyniki uzyskuje sie stosujgc bromek cetylotrimetyloamoniowy do
tworzenia par jonowych z pochodnymi kwaséw karboksylowych.

W przypadku stosowania normalnego ukiadu faz, tzn. polarnych faz
stacjonarnych, jako fazy ruchome uzywane sg rozpuszczalniki majgce mniejszg od nich
polarnos¢. Eluentami w tym ukladzie sg np.: heksan, izooktan, chloroform
i dichlorometan. Jezeli faza stacjonarna jest stabo polarna lub niepolarna, to faza
ruchoma musi by¢ bardziej polarna. Fazg ruchomg moze byc¢: tetrahydrofuran,
acetonitryl, metanol, woda. Dobierajgc sktad eluentow, nalezy pamietac¢, ze wzrost
zawartosci wody wydtuza czasy retencji chromatografowanych substancji niepolarnych,

a wzrost ilosci rozpuszczalnika organicznego - skraca ich czasy retenciji.

Elucja izokratyczna i elucja gradientowa

W réznych metodach chromatografii cieczowej czas retencji sktadnikdédw prébki mozna

regulowac przez odpowiedni dobor mocy elucyjnej eluentu. Moze to by¢ dobér skiadu

mieszaniny rozpuszczalnikow (chromatografia adsorpcyjna, chromatografia podziatowa

z fazami zwigzanymi w ukiladzie NP i RP) lub pH roztworu i sity jonowej roztworu

w przypadku chromatografii jonowymiennej.

Wyrézni¢ mozna dwa przypadki:

» skfad eluentu jest jednakowy przez caly czas analizy — jest to tzw. elucja
izokratyczna ,

» skfad eluentu zmienia sie podczas analizy — jest to tzw. elucja gradientowa .

Elucja gradientowa ma szerokie zastosowanie w przypadku rozdzielania mieszanin

zlozonych, zawierajgcych skfadniki réznigce sie znacznie polarnoscig. W elucji

gradientowej proces rozdzielania rozpoczyna sie eluentem o matej mocy elucyjnej,
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a nastepnie dodajgc rozpuszczalnika o duzej mocy elucyjnej, zwieksza sie moc elucyjng
mieszaniny w czasie. W przypadku chromatografii jonowymiennej moc elucyjng reguluje

sie przez zmiane pH i sity jonowej eluentu.

4.3.2.4. Polgczenie chromatografii cieczowej ze spektrometrig mas (LC-MS)

W analizie zywnosci stosowana jest chromatografia cieczowa sprzezona
ze spektrometrig mas (LC-MS). W technice LC-MS anality sg najpierw rozdzielane
w kolumnie chromatograficznej, a nastepnie eluowane za pomocg odpowiednio
dobranych rozpuszczalnikow. W wielu przypadkach, preferowane jest zastosowanie
rozdzielania chromatograficznego w odwroconym ukfadzie faz, stosujgc kolumny
chromatograficzne z niepolarng fazg stacjonarng oraz polarne rozpuszczalniki i ich
mieszaniny. Do tego celu najczesciej stosowane sg mieszaniny metanol/woda,
acetonitryl/woda przy odpowiednio dobranym pH 2z dodatkiem octanu amonu,
mréwczanu amonu lub/i kwasu mréwkowego czy octowego, ktorych dodatek powoduje
zwiekszenie czutosci oznaczenia i poprawe jonizacji prébki. Identyfikacja rozdzielanych
w kolumnie chromatograficznej substancji jedynie na podstawie parametrow retencji jest
na ogét metodg niewystarczajgcg, poniewaz w probkach rzeczywistych istnieje wiele
r6znych substancji o charakterze interferentéw, ktdre mogg mie¢ bardzo zblizony lub
nawet identyczny czas retencji jak badane zwigzki. Z tego wzgledu, w celu dokonania
poprawnej analizy jakosciowej, produkty rozdzielania chromatograficznego sg wraz
z fazg ruchomg kierowane do spektrometru mas, gdzie nastepuje ich jonizacja
i fragmentacja, natomiast identyfikacja poszczegolinych zwigzkéw potwierdzana jest
na podstawie analizy ich widm mas. Mozliwe jest zastosowanie chromatografii
cieczowej sprzezonej ze spektrometrig mas z jonizacjg na drodze elektrorozpraszania
ESI (ang. Electrospray lonization) lub z chemiczng jonizacjg pod ciSnieniem
atmosferycznym APCI (ang. Atmospheric Pressure Chemical lonisation). Jonizacja
metodg elektrorozpraszania zaliczana jest do tak zwanych ,miekkich” technik jonizacji
probki, prowadzgcych do otrzymania wyraznego jonu molekularnego i w chwili obecnej
jest najczesciej stosowang technikg jonizacji zwigzkéw polarnych. Natomiast dla
srednio polarnych i mniej polarnych bardziej odpowiednia jest druga technika.
Elektrorozpraszanie (ESI). W metodzie jonizacji poprzez elektrorozpraszanie miedzy
ogrzewang kapilare a cylindryczng sScianke komory jonizacyjnej przyktada sie

odpowiedniej wielkosci potencjal, rzedu 3-6 kV. Nastepuje odparowywanie kropelek
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rozpuszczalnika, co powoduje wzrost gradientu potencjatu przy powierzchni kropli
i prowadzi w efekcie do desorpcji jondéw z kropli. Jonizacja metodg elektrorozpraszania
prowadzi najczesciej do otrzymania wyraznego jonu pseudomolekularnego
(np. [M+17]).

Jonizacja chemiczna pod ci $nieniem atmosferycznym (APCI). W przypadku
jonizacji chemicznej pod cisnieniem atmosferycznym, eluat z kolumny najpierw zostaje
poddany nebulizacji. Powstaty aerozol przemieszcza sie w kierunku igty wytadowawczej
(2-3,5 kV), gdzie jonizacji ulegajg czasteczki rozpuszczalnika. Kolejnym etapem jest
jonizacja — w wyniku kolizji nastepuje przeniesienie protonu z utworzeniem jondéw
[M+H]" lub [M-H]. W wyniku jonizacji powstaje jon pseudomolekularny (w zaleznosci
od trybu pracy: [M-H] dla ujemnej jonizacji lub [M+H]*w przypadku dodatniej jonizacji),
ktory nastepnie ulega rozpadowi, dajgc inne jony fragmentacyjne. Oprocz jonow
pseudomolekularnych powstajgcych w wyniku protonowania czgsteczki, powstajg takze
jony bedagce produktami przylgczenia, np. jonu amonowego Ilub jonow metali
alkalicznych [M+NH,4]*, [M+Na]", [M+K]". W warunkach tworzenia jonéw ujemnych moze
tworzy¢ sie jon [M+COOH]. Powstale w ten sposob jony sg nastepnie rozdzielane
w zaleznosci od stosunku m/z w analizatorze, skad przemieszczajg sie do detektora,
ktory przeksztatca prad jonowy w mierzalny sygnat.

Analizatory. Najczesciej stosowanymi analizatorami mas jest pojedynczy lub potréjny
kwadrupol (ang. quadrupol, Q lub triple quadrupol, QqQ), putapka jonowa (ang. lon
Trap Detector, ITD) lub rzadziej analizator czasu przelotu (ang. Time of Flight, TOF).
Stosowane sg réznego rodzaju detektory, takie, ktére dokonujg bezposredniego
pomiaru fadunkow docierajgcych do detektora jak i zwiekszajgce intensywnosé
wykrywanego sygnatu. Uzyskiwane ze spektrometru mas dane sg przeksztalcane
w zaleznosci od potrzeb przez komputer w wykres zaleznosci intensywnosci pikdw

od wartosci stosunku m/z.

4.3.3. Spektrofotometria UV-VIS

W metodach spektroskopowych sygnat analityczny powstaje w wyniku
oddziatywania promieniowania elektromagnetycznego lub korpuskularnego na badang
probke. Promieniowanie elektromagnetyczne sktada sie z fotonow, czyli kwantéw
promieniowania (kwantéw energii), ktorych charakterystyczng wiasciwoscig jest energia

wyrazona wzorem:
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E=hD

gdzie: E - energia fotonu wyrazona w jednostkach energii (zgodnie z uktadem Sl w dzulach, poprzednio w
ergach lub w kaloriach: 1 J = 10’ erg = 0,2389 cal); h - stala uniwersalna Plancka - 6,626x10°>* J-s
(6,626x10%'erg-s, 1,583x10°* cal-s); v - czestotliwo$é drgan promieniowania emitowanego lub
absorbowanego, wyrazona w hercach (Hz).

Promieniowanie elektromagnetyczne okresla sie takze przy pomocy dtugosci fali:

=t
;

gdzie: ¢ - predkos¢ swiatta w prézni (3x108 m/s).

Spektroskopia  molekularna  (czgsteczkowa) obejmuje  badanie  widm
czgsteczkowych. W ogdélnym pojeciu widma czasteczkowego sg zawarte trzy rodzaje
widm promieniowania elektromagnetycznego: widmo rotacyjne, widmo oscylacyjno-
rotacyjne oraz elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne danej czgsteczki. Catkowitg energie
czgsteczki E mozna zatem przedstawi¢ jako sume trzech skfadnikbw odpowiadajgcych

trzem rodzajom ruchu w czgsteczce:

E = Ec + Eos + Erot
gdzie: E. - energia elektronowa (zwigzana z ruchem elektronéw), Eos - energia oscylacyjna (zwigzana
z ruchem oscylacyjnym), E, - energia rotacyjna (zwigzana z ruchem rotacyjnym).

Energia elektronowa w czgsteczce (wartos¢ podobna jak w atomie) jest wielokrotnie
wieksza od energii oscylacyjnej, a ta z kolei jest wieksza od energii rotacyjnej. R6znice
pomiedzy poziomami elektronowymi wynoszg kilka elektronowoltéw, pomiedzy
poziomami oscylacyjnymi dziesigte i setne czesci eV, a pomiedzy poziomami
rotacyjnymi tysieczne czesci eV. Stosunek wartosci poszczegolnych rodzajow energii

jest w przyblizeniu nastepujacy:
Ee:Eos:Et=1000:10:1

Znaczne réznice wartosci poszczegolnych rodzajow energii powodujg, ze odpowiednie
widma pojawiajg sie w roznych zakresach spektralnych. Pochtoniecie kwantow
promieniowania z zakresu dalekiej podczerwieni jako najmniej energetycznego moze
powodowac¢ tylko zmiany energii rotacji; powstaje wtedy widmo rotacyjne.

Zaabsorbowana energia nie wystarcza do zmiany energii oscylacji i energii
155|Strona



elektronowej. Promieniowanie z zakresu bliskiej podczerwieni, o wigksze] energii,
powoduje przejScia pomiedzy poziomami oscylacyjnymi. Poniewaz zmianom energii
oscylacyjnej towarzyszg zmiany energii rotacyjnej, powstajg widma oscylacyjno-
rotacyjne. Zmiany energii elektronowej moze wywota¢ tylko zaabsorbowanie
promieniowania z zakresu widzialnego i nadfioletu. Poniewaz zmianom tej energii
towarzyszg zazwyczaj zmiany energii oscylacyjnej i rotacyjnej, powstaje widmo
elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne.
Energie rotacji, oscylacji i elektronowa mogag przyjmowac tylko wartosci
okreslone warunkami kwantowymi. Podstawowe warunki kwantowe sg nastepujgce:
» aby nastgpita absorpcja promieniowania muszg istnie¢ takie dwa stany kwantowe
czgsteczki W, i W, ktérych roznica energii odpowiada energii promieniowania

padajgcego hv:
E -E =hv _=AE

, M

» Dla 1 mola substancji AE przyjmie wartos¢:

heN, _ 12000
A A

gdzie: N, - stata Avogadra, h - stata Plancka, A - dlugosc fali w nm, y - czestotliwo$¢ promieniowania.

NE= hV N, = J/ mol

= absorpcja promieniowania musi by¢é zwigzana ze zmiang momentu dipolowego
czgsteczki u. W sposob ilosciowy warunek ten opisuje tzw. moment przejscia miedzy
stanami elektronowymi, okreslajgcy prawdopodobienstwo absorpcji dopasowanego,
zgodnie z poprzednim warunkiem, fotonu:
Ry = [Wu W, dr
gdzie: R, - moment przejscia, W, Wn, - elektronowe funkcje stanéw, miedzy ktérymi zachodzi

przejscie elektronow, |l - moment dipolowy czgsteczki, dT- element objetosci.

Przejscie elektronowe dozwolone jest wtedy, gdy R, m # 0. Przejscia spetniajgce
reguty wyboru noszg nazwe przejs¢ dozwolonych, a niespetniajgce regut wyboru -
przejs¢ wzbronionych. Miarg intensywnosci pasma absorpcji jest wartos¢ molowego

wspoitczynnika absorpcji &max, przy dtugosci fali w maksimum absorpcji Amax Wartosé

Emax JESt Miarg prawdopodobienstwa przejscia i dla przejs¢ wzbronionych & przyjmuje
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mate wartosci (rzedu kilku I/mol.cm) a dla przejs¢ dozwolonych wartosci duze
(do 1,5.10° dm®/(mol@m)).

4.3.3.1. Prawa absorpcji
Promieniowanie elektromagnetyczne, przechodzac przez roztwor, moze ulegac:

absorpcji, odbiciu i rozproszeniu. Natezenie wigzki padajgcej wyraza sie wzorem:

b =1a + Lk + |

gdzie: |, - natezenie promieniowania zaabsorbowanego przez roztwor, |, - natezenie promieniowania
przechodzacego przez roztwor, |, -natezenie promieniowania odbitego i rozproszonego.

Poniewaz pomiary absorpcji promieniowania wykonuje sie najczesciej w stosunku do
roztworu poréwnawczego (odnosnika), ktérego skiad powinien by¢ zblizony do skiadu
probki i ktory znajduje sie w identycznych kuwetach, promieniowanie odbite
i rozproszone (I;) w obu przypadkach jest jednakowe i moze by¢ pominiete. Roztwor
odnosnika w warunkach pomiaru nie absorbuje promieniowania, gdyz nie zawiera
substancji oznaczanej i mozna przyjg¢, ze natezenie wigzki promieniowania
przechodzgcej przez roztwor odnosnika jest rOwne natezeniu wigzki padajgcej na
roztwor badanej probki. Stosunek natezenia promieniowania przechodzgcego przez
prébke (l;) do natezenia promieniowania padajgcego na prébke (l;) (rwnego natezeniu
promieniowania przechodzgcego przez odnosnik), nazywamy transmitancjg lub
przepuszczalnoscig i oznaczamy:
|
T

Transmitancje najczesciej wyrazamy w procentach:

T= :—t [100%

(o}
Moze ona przybierac¢ wartosci od 0% do 100%.
Natezenie promieniowania zaabsorbowanego zalezy od stezenia roztworu
i od grubosci warstwy absorbujgcej. Matematycznie zalezno$¢ te opisuje prawo

Lamberta-Beera, ktdre w postaci logarytmicznej przyjmuje postac:

|
A= Ig —=kcl

Iy
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Logarytm dziesietny stosunku natezenia wigzki promieniowania padajgcego na badang
probke (I,) do natezenia wigzki promieniowania przechodzgcego przez badang probke
(I) nazywany jest absorbancjg. Przyjmuje ona wartosci z przedzialu od 0 do
nieskonczonoéci. Gdy stezenie roztworu (c) jest wyrazone w mol/dm?® a grubo$é
warstwy (I) jest wyrazona w cm, wspoiczynnik proporcjonalnosci k nosi nazwe
molowego wspotczynnika absorpcji (€).

A=¢lc

Jest to podstawowe prawo spektrofotometrii.

Zalezno$¢ miedzy absorbancjg a transmitancjg wyraza zaleznosé:

1
A=lg =
97
lub gdy transmitancja jest wyrazona w procentach
10C
A= lg—
977
Zalezno$¢ odwrotnag tj. transmitancji od absorbancji wyraza wzor:
_ 1 _10C
T= 107 a w procentach T= 10~

Czutos¢ metody spektrofotometrycznej okresla wspotczynnik proporcjonalnosci
z prawa Lamberta-Beera:
* molowy wspotczynnik absorpciji wkasciwej (€) dla stezenia wyrazonego w mol/ldm?,
ktérego jednostka jest dm?®/(molcm):;
= masowy wspétczynnik absorpcji (a) dla stezenia (p) wyrazonego w g/dm?, ktérego
jednostka jest dm®/(g@ém). Liczbowo wspétczynnik absorpcji wiasciwej jest réwny
absorbancji roztworu substancji oznaczanej o stezeniu 1 g/dm®, w kuwecie

0 grubosci 1 cm.

€
a=wm

Absorpcje wlasciwg wyraza sie w cm®/(ugcm); jest ona wtedy liczbowo réwna
absorbancji roztworu oznaczanej substancji o stezeniu 1 pg/cm® (dawniej ppm)
w kuwecie o grubosci warstwy 1 cm.

Jezeli w badanym roztworze znajduje sie kilka skfadnikéw, oznaczanie

spektrofotometryczne mozna wykonac poprawnie tylko wtedy, gdy spetnione jest prawo
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addytywnosci absorbancji, wg ktérego absorbancja mieszaniny jest réwna sumie
absorbancji poszczegélnych sktadnikéw, a absorbancja pojedynczego skfadnika jest
taka, jakby tylko on jeden znajdowat sie w badanej prébce. Matematycznie prawo to

okreslajg nastepujgce wzory:

n
A=£,cl+e,Cl+..6,c1=D g6l

i=1
a dla stezenia masowego;
n
A=ap,l+a,p,+..8,60,1=) ap |
i=1
gdzie: A - absorbancja mieszaniny, A;, A ,, A, - absorbancje poszczegdlnych sktadnikéw, c,, c, , C, -
stezenia molowe poszczegdinych skfadnikéw, €, €, €&, - molowe wspélczynniki absorpcji
poszczegolnych sktadnikéw, a;, a,, a, - wspoétczynniki absorpcji wtasciwej poszczegdlnych skiadnikow,
P1, P2, Pn - Stezenia masowe poszczegodlnych skiadnikdw.
4.3.3.2. Budowa aparatury
Do pomiardw absorpcji stuzg spektrofotometry. Rys. 73 przedstawia blokowy

schemat spektrofotometru.

Zrédto L »| Monochromator | )] Kuweta | 5| Detektor | 3] Rejestrator
promieniowania Pomiarowa

Rys. 73. Blokowy schemat spektrofotometru UV-Vis

Zrodio Z wysyla ciggte promieniowanie elektromagnetyczne. Wyodrebniona przez
monochromator M monochromatyczna wigzka promieniowania przechodzi na przemian
przez kuwete K z badang substancjg i przez identyczng kuwete poroéwnawcza K,
(z odnosnikiem). Kuweta K, w przypadku pomiarow absorpcji roztworow jest
wypetniona ta samg cieczg, w ktdrej rozpuszczono substancje badang. W niektorych
przyrzgdach (tzw. spektrofotometry dwuwigzkowe) promieniowanie wychodzgce
z monochromatora jest dzielone na dwie wigzki o jednakowym natezeniu, z ktorych
jedna przechodzi przez K a druga, jednoczesnie, przez Ko. W obu przypadkach,
w ukfadzie detektora D, nastepuje pomiar natezenia wigzki, ktéra przeszta przez kuwete
K (Ap) i przechodzacej prze kuwete K, (lo). Rejestrator R kresli widmo absorpcyjne

badanej substancji w postaci krzywej A= f(A).
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Prostoliniowy przebieg tej zaleznosci w badanym zakresie swiadczy o spetnieniu
przez uktad prawa Lamberta-Beera. Wspéiczynnik kierunkowy otrzymanej prostej
(tangens kagta nachylenia) jest to wspotczynnik absorpcji oznaczanej substancji

(przy jednostkowej grubosci warstwy pochtaniajgcej).

4.3.3.3. Wybor diugosci fali i stezen roztworéw wzorcowych

W spektrofotometrii ilosciowej nalezy dokonaé¢ wyboru:
» analitycznej dtugosci fali przy ktérej bedg wykonane pomiary,
= odpowiednich stezen substancji oznaczanej,

* metody pomiaru.

Analityczng dtugos$¢ fali A wybiera sie na podstawie krzywej absorpcji (Rys. 74).

0,35 7

0%

0.75

02 = L
015 /'/.‘_'\.\ -\h
‘*&-.\ _'/-/'

absorbancja

0.t

.05

400 310 420 £30 440 450 Y470 480 250 .i.'r!l 41'2!.12'}5.'10 540 S50 550 571 580 L0

Amax Amin A [nm]

Rys. 74. Poréwnanie doktadnosci pomiaru absorbancji roztworu dla réznych dtugosci fali, krzywe
absorpcji
Pomiary wykonywane przy Amax 0dznaczajg sie najwieksza dokiadnoscig i czutoscia.
Bardzo male stezenia substancji barwnej w roztworze sg oznaczane z duzym btedem,
gdyz przepuszczalno$¢ roztworu badanego jest podobna do przepuszczalnosci
roztworu odniesienia i najczesciej bliska 100%. W przypadku intensywnie zabarwionych
roztworow tylko mata czes¢ promieniowania przechodzi przez roztwor, co takze
powoduje zwiekszenie wynikOw pomiaru. Przygotowujgc robocze roztwory wzorcowe
przez rozcienczenie wzorcowego roztworu podstawowego, najkorzystniej jest tak

dobrac stezenia, aby otrzymac optymalny dla danego spektrofotometru zakres wartosci
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mierzonej absorbancji. Najczesciej uzywany zakres wartosci pomiarowych dla aparatéw

punktowych wynosi 0,2 - 0,8 wartosci absorbanciji.

4.4. Metody analizy ilo sciowej

Metoda wzorca wewn etrznego

Sposréd réznych metod oceny ilosciowej, w analizie chromatograficznej,
najwieksze znaczenie ma metoda wzorca wewnetrznego. W metodzie tej do badanej
probki dodaje sie okreslong ilos¢ wzorca (substancji standardowej), dobrze
oddzielajgcego sie w danych warunkach analizy od wszystkich badanych sktadnikow.
Wzorzec powinien mie¢ wkasciwosci maksymalnie zblizone do wlasciwosci substancji
badanej, nie moze znajdowac¢ sie w analizowanej prébce, poza tym powinien byc¢
nielotny, trwaty i dostepny w postaci czystej. llos§¢ dodanego wzorca powinna by¢
poréwnywalna z iloscig badanej substancji. Sygnat wiekszosci detektoréw zalezy
od rodzaju analizowanych zwigzkow i dlatego stosunek powierzchni sygnatow dwu
sktadnikow nie jest réwny stosunkowi ich zawartosci w mieszaninie. Odpowiedz
detektora ptomieniowo-jonizacyjnego (FID) jest wprost proporcjonalna do liczby atomow
wegla niezwigzanych z tlenem a nie do masy zwigzku. Trudnosci tej mozna unikngc
stosujgc metode standardu wewnetrznego i wyznaczajgc tzw. wspotczynniki detekcji
(odpowiedzi). W tym celu nalezy wyznaczyC zaleznos¢ miedzy stosunkiem stezen
badanej substancji i wzorca a stosunkiem odpowiedzi detektora dla badanej substancji

I wzorca zgodnie ze wzorem:

Ms _ fh_s
. h,

Ny

gdzie: mgs, m,- masa oznaczanej substancji i wzorca, hs, h, - wysokosci pikdbw (lub powierzchnie)
odpowiadajgce sygnatom badanej substancji i wzorca, f- wspotczynnik detekcji (odpowiedzi).

Metoda dodawania wzorca

Procedura oznaczehn w metodzie dodawania wzorca jest nastepujgca:

a) przygotowujemy prébke analizowang i przeprowadzamy dla niej pomiar, mierzgc
wartos¢ Yo (w naszym przypadku wielkos¢ absorpcji promieniowania UV, ktora jest

proporcjonalna do wysokosci lub powierzchni sygnatu chromatograficznego),
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b) do tej samej prébki dodajemy znang ilo$¢ substancji oznaczanej (wzorca), roztwor
mieszamy i mierzymy wartos¢ Y;. Wartos¢ parametru mierzonego wzrasta, a wzrost jest
proporcjonalny do ilosci dodanego wzorca.
Stezenie analitu mozna wyliczy¢ na podstawie réwnan:
Yo=a-c
Y;=a(c+c-s)

gdzie: Y, oznacza pole powierzchni lub wysokos¢ sygnalu chromatograficznego analitu zmierzony dla
prébki bez dodatku wzorca, a — wspéiczynnik proporcjonalnosci, Y; — pole powierzchni lub wysokosé
sygnatu chromatograficznego analitu zmierzony dla probki po dodaniu wzorca, ¢ — stezenie analitu w
probce, cs — stezenie wzorca w prébce.

Po dokonaniu odpowiednich przeksztatceh otrzymamy :
Yi=Yo/C: (C+Cs)

Metoda krzywej kalibracyjnej

W metodzie krzywej kalibracyjnej przygotowuje sie szereg roztwordw o znanych
stezeniach substancji analizowanych oraz tzw. $lepg prébe — roztwor, w ktérym
sg wszystkie skiladniki roztworéw wzorcowych z wyjatkiem analitu i dla kazdego
roztworu mierzy sie warto$¢ Y. Zaleznos¢ Y od ¢ wzorcow wykresla sie (Rys. 75) lub
wylicza rownanie prostej. Warto$¢ Y mierzy sie rowniez dla probki badanej, nanosi na

krzywa kalibracyjng i odczytuje stezenie lub oblicza z réwnania proste;.

15+

10+

ol

I
I
Cx 10 15 C

Rys. 75. Krzywa kalibracyjnaY =ac

Przed przystgpieniem do oznaczen metodg krzywej kalibracyjnej nalezy zbada¢ zakres

prostoliniowej zaleznosci wartosci mierzonej od stezenia analitu (Rys. 76).
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Rys. 76. Krzywa kalibracyjna o ograniczonym zakresie stosowania

Na przedstawionej na Rys. 76 krzywej kalibracyjnej do celow analitycznych
nadaje sie zakres stezen od 0 do 5 (odcinek krzywej OD). Krzywg kalibracyjng nalezy
wykonywaé w dniu pomiaréw, zmiana warunkow pomiarow (np. temperatury) czy uzycie
innej partii odczynnikbw moze powodowac przesuniecie krzywej kalibracyjnej na osi Y

lub zmiane nachylenia prostej Y = f(c).

4.5. Analiza sensoryczna

Analiza sensoryczna zajmuje sie oznaczaniem jakosci sensorycznej Zywnosci
za pomocg jednego lub kilku zmystéw stosowanych jako aparat pomiarowy, przy
zachowaniu odpowiednich wymagan wzgledem o0s0b jg przeprowadzajgcych,
zapewnieniu prawidtowych warunkéw oceny oraz przy uzyciu whlasciwych -
do stawianego zadania - metod. Zadaniem analizy sensorycznej jest dostarczenie
informacji nie o chemicznych lub fizycznych wtasciwosciach analizowanego produktu,
lecz o reakcjach (wrazeniach) wywotywanych przez ten produkt, ktory dziata na nasze
zmysty (wzrok, wech, smak, dotyk i czesciowo takze stuch) jako bodziec. W ramach
analizy sensorycznej opracowano szereg metod, ktore dostarczajg istotnych informacji
o cechach zywnosci postrzeganych zmystami. Majg one szerokie zastosowanie
nie tylko w pracach badawczych nad wplywem ré6znych czynnikéw (surowcowych,
technologicznych i przechowalniczych) na jakosé¢ gotowych produktow spozywczych,

ale tez w praktyce przemystowej (kontrola jakosci, porownanie jakosci produktow
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konkurencyjnych, opracowanie nowych technologii, zapewnianie odpowiedniej jakosci

sensorycznej, badania marketingowe).

4.5.1. Analiza sensoryczna i badania konsumenckie ( hedoniczne)
W percepcji sensorycznej reakcja na bodziec (m.in. zywnos$¢) moze miec
charakter:
» wrazenia jakosciowego, nastepuje wowczas rozpoznawanie i identyfikowanie
bodzca, jest ono wyrazane stownie (np. identyfikowanie smakow czy zapachéw),
= wrazenia ilosciowego, nastepuje okreslenie intensywnosci bodzca (np. niska lub
wysoka stodycz),
= reakcji hedonicznej, ktora wyraza stopien odczuwanej (przy ocenie) przyjemnosci.
W ocenie jakosci sensorycznej produktéw wyréznia sie dwa rodzaje ocen:
= oceny analityczne odnoszgce sie do wrazen jakosciowych i ilosciowych,
= oceny konsumenckie (hedoniczne) zwigzane z reakcjg hedoniczna.
Obie te oceny majg odmienne cele i zadania, wymagajg zapewnienia innych warunkow

ocen oraz réznych kwalifikacji oséb biorgcych udziat w ocenach (Tabela 28).

Tabela 28. Badanie jakosci sensorycznej produktow (wg Kostyra E. Wprowadzenie do analizy
sensorycznej. W: Klepacka M.(red.) Analiza zywnosci Fundacja Rozwd] SGGW, Warszawa, 2005, str. 8)

Sensoryczne badania analityczne Badania konsumenckie

(ocena hedoniczna)

Cel badan Opracowanie nowych produktéw, Okreslenie reakcji konsumentéw na
Zapewnienie jakosci sensorycznej produkty.
produktéw,

Poréwnanie jakosci produktow

konkurencyjnych.

Zadania Wykrywanie rdznic, Akceptacja lub odrzucenie,
stawiane Poréwnywanie ze standardem, Okreslenie preferencji w warunkach
oceniaj agcym | Analiza opisowa. wyboru,

Okreslenie stopnia ,lubienia” produktu.

Wymagania Przeszkolony zesp6t oséb Grupa nieprzeszkolonych konsumentéw o
odno s$nie odpowiednio przygotowany do odpowiedniej liczebnosci (100 oséb lub
zespotu stosowanej metodyki (6-12 wiecej).

oceniajgcych ekspertéw).
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Wymagania Laboratorium analiz sensorycznych Laboratorium analiz sensorycznych,
odno s$nie (indywidualne stanowiska ocen). Miejsca publiczne (domy handlowe,
warunkow kawiarnie),

Warunki domowe.

4.5.2. Laboratoryjna analiza sensoryczna

Sensoryczne metody analityczne stosowane sg przede wszystkim do poréwnania
jakosci produktéw konkurencyjnych, opracowania nowych produktéw oraz zapewniania
odpowiedniej jakosci sensorycznej zywnosci.

Najczesciej stosowanymi metodami laboratoryjnej analizy sensorycznej sa:
» metody réznicowe,
» metoda kolejnosci (szeregowania),
» metody skalowania,
» metoda ilosciowej analizy opisowej (ang. Quantitative Descriptive Analysis — QDA),
» metody okreslania zmian intensywnosci wrazen sensorycznych w czasie (ang. Time-

Intensity - T-I).

Metody ro znicowe — majg na celu wykrywanie roznic w jakosci sensorycznej
produktow (np. w wyniku zmian procesu technologicznego) pod wzgledem wybranej
cechy jakosciowej; ewentualnego stwierdzenia kierunku réznicy (metoda tréjkgtowa).
Wsréd metod réznicowych wyrézniamy:
a) metode parzystg — polega na porownywaniu proébek w parach; do oceny podaje sie
jedng lub kilka par prébek w celu stwierdzenia roznicy w jakosci sensorycznej wybranej
cechy (np. twardosci). Zadaniem oceniajgcego jest dokonanie wyboru badanej probki
ze wzgledu na badang ceche (np. ktéra jest bardziej aromatyczna). Do oceny
statystycznej istotnosci réznicy wynikéw stosuje sie odpowiednie tablice statystyczne.
b) metode trojkgtowg — poréwnanie probek w elementach tréjkowych; w kazdym z nich
dwie sg identycznej jakosci, a trzecia odmienna pod wzgledem badanej cechy.
Zadaniem oceniajgcego jest wskazanie, ktore sg identyczne oraz wskazaniu odmiennej.
Do oceny statystycznej istotnosci (lub jej braku) stosuje sie odpowiednie tablice
statystyczne. Czasami zadaniem oceniajgcego jest rowniez wskazanie kierunku
réznicy, np. czy jest bardziej czy mniej intensywna, przy czym wéwczas stosuje sie inne

tablice statystyczne.
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c) metode duo — trio — polega ona na porownaniu dwoch prébek nieznanej jakosSci
(edna jest standardem a druga jest odmienna) ze wskazanym i zaznaczonym
standardem (prébka porownawcza) i stwierdzeniu, ktéra z dwdch jest identyczna
ze standardem, a ktora jest odmienna; stosowane sg te same tablice co w metodzie
parzyste;.

Metoda kolejno sci (szeregowania) — ma charakter posredni pomiedzy metodami
réznicowymi a metodami skalowania. Polega ona na uszeregowaniu kilku probek,
podanych w przypadkowej kolejnosci, pod wzgledem wybranej cechy jakosciowej (np.
od najbardziej do najmniej stodkiej). Skala trudnosci zadania zalezy od wielkosci réznic
miedzy prébkami. Jej zaletg sg proste zadania i szybko$¢ przeprowadzenia oceny.
Do oceny statystycznej wynikdw stosuje sie tablice statystyczne Kramera.

Metody skalowania — stuzg do ilosciowego wyrazanie jakosci i intensywnosci
sensorycznej produktu pod wzgledem wybranych cech (wyr6znikow). W metodach tych
zaklada sie, ze kazda liczba (lub punkt na skali) jest proporcjonalna do intensywnosci
cechy jakosciowej bedgcej obiektem oceny. Stosowane sg nastepujgce rodzaje skal:

a) skala kategorii — przedstawia rézne, hierarchicznie uporzgdkowane okreslenia
stowne przypisane odpowiednim poziomom jakosci. Okreslenia mogg byc¢ specjalnie
dostosowane lub ogdlne. Skale te mogg by¢ bardziej lub mniej rozbudowane (nalezy
do nich m.in. skala ocen szkolnych).

b) skala liczbowa— r6znym poziomom jakosci przyporzadkowane sg odpowiednie liczby
(skale majg najczesciej 5, 7 lub 9 stopni). Zadaniem oceniajgcego jest zaznaczenie
na skali liczby odpowiadajgcej wrazeniu podczas oceny.

c) skala graficzna - stanowi jg odcinek linii prostej o okreslonej diugosci
z odpowiednimi okredleniami brzegowymi. Dzielg sie na dwie kategorie: skale
strukturowane - podzielone na réwne odcinki i skale niestrukturowane - posiadajgce
tylko okreslenia brzegowe. Oceniajgcy nanosi swojg ocene w odpowiedniej kratce
lub zaznacza jg za pomocg prostopadtej kreski. Wynik oceny zamienia sie nastepnie
na wartosci liczbowe wyrazane w jednostkach umownych.

Metoda ilo sciowej analizy opisowej (QDA) (Quantitative Descriptive Analysis) — jest
jedng z najbardziej ztozonych (kompleksowych), ale tez dynamicznie rozwijajgcych sie
i szeroko stosowanych metod analizy sensorycznej. Metody te, nazywane rowniez
metodami profilowania, wykorzystuje sie do jakosciowo-ilosciowego okreslenia

kompleksowej i szczegotowe] charakterystyki produktu spozywczego. Podstawowym
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ich zalozeniem jest stwierdzenie iz smakowitos¢, zapach Ilub tekstura, nie jest
pojedynczg cechg jakosci produktu, lecz kompleksem wielu cech jednostkowych, ktére
mozna rozrozni¢, zidentyfikowaé i okresli¢ ich intensywnosc. Charakterystyczne cechy
jednostkowe analizowanych produktow sg wybierane wedtug specjalnej procedury
wstepnej i ustalane sg ich definicje. Ocene ilosciowg kazdej z cech przeprowadza sie
na skali liniowej (lub liczbowej) o odpowiednich okresleniach brzegowych. Wyniki oceny
zamienia sie na wartosci liczbowe, poddaje obrébce statystycznej i przedstawia

w postaci wykreséw (biegunowych Ilub stupkowych). Nalezy zaznaczy¢, ze nie

uwzglednia sie w nich zmian wrazen sensorycznych w czasie.

Metody okre slania zmian intensywno sci wra zen sensorycznych w czasie (T-I ang.

Time-Intensity) — gtbwnym zadaniem tej metody jest monitorowanie zmian

intensywnosci sensorycznej okreslonej cechy probki w czasie i zapisu tego przebiegu.

Dostarcza cennych informacji o jakosci produktu spozywczego, niedostepnych przy

zastosowaniu innych metod (np. analiza jako$ci gumy do zucia). Stosowanie tej metody

wymaga specjalnego przygotowania i treningu 0sob oceniajgcych oraz dysponowania
skomputeryzowanym systemem do ciggtego zapisu wyniku oceny.

Analiza sensoryczna przeprowadzana jest przez zespo6t wykwalifikowanych
specjalistow, ktorzy spetniajg szereg wymogow:

» cechujg sie zdolnoscig skupienia nad zadaniem oceny, spostrzegawczoscia,
wrazliwoscig sensoryczng, zdolnoscig do identyfikowania i stownego okreslania
réznych cech jakosciowych,

* pozytywnie zaliczajg testy oceniajgce wrazliwos¢ sensoryczng (m.in. prébe
na daltonizm smakowy czy zdolno$¢ rozrézniania natezenia smaku),

» przechodzg szkolenia na temat zasad analitycznych metod sensorycznych,

= charakteryzujg sie znajomoscig zarowno teorii jak i stosowania jej w praktyce.

Analizy opisowe (profilowe) przeprowadzane sg przez 6-10 ekspertow (ocena w dwdch

lub trzech powtérzeniach), w metodach réznicowych do oceny przystepuje 15-30 os6b

w zaleznosci od stopnia ich wyszkolenia i doswiadczenia oraz trudnosci zadania.

Analizy sensoryczne wymagajg duzej koncentracji oceniajgcych, aby uzyskac
poprawne i powtarzalne wyniki. Konieczne jest zatem zapewnienie odpowiednich
warunkow fizycznych (okreslona, stata temperatura, wilgotnos¢ wzgledna, wymiana
powietrza, oswietlenie), wyeliminowanie czynnikOw rozpraszajgcych (hatas, rozmowy,

obce zapachy) oraz zapewnienie komfortu oceny (indywidualne, wygodne stanowiska
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robocze). Aby speini¢ te warunki analizy sensoryczne przeprowadzane sg

w laboratorium sensorycznym. Sktada sie ono najczesciej z:

» pomieszczenia do przeprowadzania ocen - od 4 do 8 indywidualnych stanowisk
roboczych, oddzielonych przegrodami, ktére umozliwiajg samodzielng, niezaktécong
wptywami postronnymi ocene,

= czeSci przeznaczonej do przygotowania probek — obok pomieszczenia
do przeprowadzania ocen, wyposazona w sprzety potrzebne do przygotowywania
badanych produktéw,

* miejsce spotkar osoby prowadzgcej oceny z oceniajgcymi.

4.5.3. Badania konsumenckie (ocena hedoniczna)

W przeciwienstwie do analitycznej oceny sensorycznej oceny konsumenckie
(hedoniczne) majg na celu okreslenie reakcji konsumentow na badany produkt.
Podstawowym zadaniem oceniajgcych jest okreslenie stopnia akceptacji lub odrzucenia
danego produktu, okreslenie preferencji w warunkach wyboru oraz okreslenie stopnia
tej akceptacji (,lubienia”). Metody te sg stosowane gtéwnie w celu ustalenia
spodziewanego popytu na dany produkt, opracowania nowego artykutu spozywczego
zanim wprowadzi sie go na rynek oraz ustalenia upodoban i preferencji zywieniowych
réznych grup konsumentow.

Metody hedoniczne dzielg sie nha dwie zasadnicze grupy ocen:

» preferencji , podczas ktérych dokonuje sie wyboru probki bardziej pozadanej
sposréd dwoch lub wiecej probek; stosuje sie wowczas metode parzystg oraz
metode szeregowania. ROznica polega na zadaniu jakie oceniajgcy ma wykonag;
pytania odnoszg sie do preferencji — np. ,ktérg prébke z dwoch przedstawionych
preferujesz?”, "uszereguj prébki pod wzgledem ich preferencji — od najlepszej
do najgorszej”,

» akceptacji , w ktorych wyraza sie stosunek do ocenianej probki wspotdecydujgcy
o0 jej wyborze; wykorzystuje sie metode skali hedonicznej i jej modyfikacje.
Najczesciej stosowana jest 9-stopniowa skala hedoniczna okreslajgca poszczegolne
stopnie, np. w Kkategoriach Ilubienia oraz skala graficzna ustrukturowana
I niestrukturowana z odpowiednimi okresleniami brzegowymi. Ocena moze dotyczyc¢
zarowno o0golnej akceptacji produktu, jak i akceptacji poszczegoélnych cech (barwa,

konsystencja, smakowitosc).
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W badaniach konsumenckich role oceniajgcych petnig osoby, ktére nie podlegaja
zadnemu szkoleniu 1 nie biorg udzialu w jakichkolwiek testach analitycznych.
Podstawowym kryterium doboru takich osob jest ich reprezentatywnos$¢ (wiek, ptec,
wyksztatcenie, czestotliwos¢ spozywania produktu) dla okreslonej populacji
konsumentow. Poniewaz ocena produktu jest czesto bardzo subiektywna w badaniach
konsumenckich uczestniczy zwykle ponad 100 os6b. W przypadku mniejszej liczby
uczestnikow (30-40 osb6b) oceny traktowane sg jako oceny semikonsumenckie; wyniki
badan uzyskane przez testy prowadzone przez 15-20 osob traktowane sg jako wstepne
I orientacyjne.

Oceny konsumenckie przeprowadzane sg w r6znych warunkach:

= w laboratorium analizy sensorycznej — do zalet takich warunkéw badan nalezy
kontrola warunkow otoczenia oraz wzglednie niski koszt analiz; wadg sg nietypowe -
jak dla konsumentow - warunki ocen;

= w miejscach publicznych (kawiarnie, duze domy towarowe) — plusem takich analiz
jest duza ilos¢ osob, populacja losowa, przypadkowa, duza ilos¢ wynikow w krotkim
czasie; wadg powyzszej lokalizacji jest brak mozliwosci skupienia nad oceng,
ograniczona mozliwos¢ kontroli przebiegu oceny;

= w warunkach domowych — warunki oceny najbardziej zblizone do warunkow
konsumpciji, nielimitowana ilos¢ testowanego produktu, mozliwos¢ kilkakrotnej oceny
(zalety); wadg tej lokalizacji jest wysoki koszt badan oraz dtugi czas ich trwania.

Procedury przygotowania probek do analiz zalezg od rodzaju produktu oraz

wykorzystywanej metody, np.: cukierki, chipsy, wedliny — poddaje sie ocenie

W niezmienionym stanie, po przygotowaniu z nich probek jednostkowych; ziemniaki,

dréb, mieso — wymagajg obrobki cieplnej, sg Scisle kontrolowane; przyprawy czy

dodatki aromatyzujgce — rozciencza sie w neutralnym medium nie zmieniajgcym

ich charakterystyki jakosciowej. Sposéb podawania prébek do oceny musi spetniaé

kryteria dotyczace:

a) anonimowosci — probki oznaczane sg tylko np. 3 cyfrowym kodem,

b) rodzaju naczyn — muszg by¢ bezwonne, nie reagowaé¢ z probkami, jednakowe

dla wszystkich oceniajgcych,

c) wielkosci jednostkowej probek — zaleznie od typu metody i produktu, dla kazdego

taka sama ilosé,
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d) temperatury — na statym poziomie, temp. pokojowa (chipsy, soki) 37°C (oleje), 5°C
(zimne napoje), 65°C (dania gorgce); nie powinna przekraczac¢ 75°C, gdyz wrazliwos¢
sensoryczna ulega znacznemu obnizeniu,
e) liczby probek — zalezy od typu produktu, liczby ocenianych cech, rodzaju testu,
charakteru i stopnia wyszkolenia zespotu,

f) kolejnos¢ prezentacji — losowa, inna dla kazdego oceniajgcego.
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5. Metody oznaczania podstawowych sktadnikow Zywno SCi

5.1. Oznaczanie wody

Woda jest normowanym skftadnikiem zywnosci, a jej oznaczanie jednym
z gtbwnych elementow biezgcej kontroli towaroznawczej. Istnieje kilka typéw metod
oznaczania zawartosci wody i suchej substancji w produktach spozywczych:
a) metody suszenia termicznego w réznych warunkach temperatury i cisnienia,
b) metoda destylacji azeotropowej,
c) metody densymetryczne,
d) metody refraktometryczne,
e) metody chemiczne (okreslenie ilosci wydzielonego gazu w reakcji chemicznej
lub obliczenie stechiometryczne na podstawie reakcji z okreslonym odczynnikiem),
f) metody elektryczne,

g) pomiar za pomocg magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR).

Metody suszenia termicznego

Metody suszenia termicznego polegajg na usunieciu wody z probki za pomocg suszenia
w temperaturze pokojowej lub podwyzszonej oraz pod normalnym lub zmniejszonym
cisnieniem, przy czym parametry te (temperatura i cisnienie) dobiera sie stosownie
do whasciwosci badanego produktu. Ponadto suszenie mozna prowadzi¢ do uzyskania
statej masy lub w ciggu umownego czasu.

W odniesieniu do wielu produktéw spozywczych stosuje sie suszenie do statej
masy w temp. 100-105°C pod cisnieniem normalnym. W przypadku niektorych, np. zb6z
I przetworow zbozowych, lepszg doktadnos¢ i powtarzalnos¢ wynikow daje suszenie
w temp. 130°C w ciggu 60 min. Stosowanie tej temperatury jest dopuszczalne
w odniesieniu do produktéw niezawierajgcych zwigzkow wrazliwych na podwyzszong
temperature lub zawierajgcych je w niewielkiej ilosci (dotyczy to przede wszystkim
monosacharydéw). W stosunku do produktbw o duzej zawartosci zwigzkow
termolabilnych stosuje sie suszenie w warunkach obnizonego cisnienia w odpowiednio
nizszej temperaturze lub w temperaturze otoczenia przy jednoczesnym zastosowaniu
zwigzkéw pochfaniajgcych wode, takich jak np. chlorek wapnia, stezony kwas

siarkowy(VI) czy bezwodnik kwasu fosforowego(V). Jezeli skladniki sg szczegolnie
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wrazliwe na utlenianie, suszenie powinno prowadzi¢ sie w atmosferze azotu lub ditlenku
wegla.

Niektére produkty, np. sery czy miesa, tworzg w poczatkowym etapie suszenia
na swojej powierzchni blonke, ktéra utrudnia, a czasami wrecz uniemozliwia dalsze
odparowanie wody. W takich przypadkach zwieksza sie powierzchnie parowania probki
przez zmieszanie jej z odpowiednim materiatem sypkim (najczesciej jest to przemyty
wodg, kwasem i wyprazony piasek morski bgdz gruboziarnisty pumeks).

Produkty potptynne, np. przeciery owocowe i warzywne, suszy sie dwustopniowo:
wstepnie probke podsusza sie na wrzacej fazni wodnej, a nastepnie umieszcza
ja w suszarce w temp. 100-105°C na 1 godzine. Do wstepnego podsuszenia mozna
zastosowac¢ alkohol, ktéry parujgc, stosunkowo szybko porywa ze sobg wode.

Suszenie produktow ptynnych, np. mleka, prowadzi sie na zwinietych paskach
bibuty filtracyjnej, celem zwiekszenia powierzchni parowania. W tym przypadku
suszenie przeprowadza sie w ciggu 6 godzin w temp. 60°C, a nastepnie w 102°C.

W przypadku wielu produktéw spozywczych, przed etapem wiasciwego suszenia,
probke nalezy rozdrobni¢ lub poddaé wstepnemu suszeniu w temperaturze 50-60°C.
W czasie suszenia termicznego z produktu usuwana jest woda wolna i stabo zwigzana,

nie usuwana jest natomiast woda krystaliczna i zwigzana chemicznie.

Metoda destylacji azeotropowej
Metoda destylacji azeotropowej zaliczana jest do bezposrednich metod oznaczania
zawartosci wody. Polega ona na wydzieleniu wody z badanej prébki na drodze
destylacji z cieczami niemieszajgcymi sie z wodg, lecz tworzgcymi z nig mieszaniny
azeotropowe 0 temperaturze wrzenia powyzej 100°C. Oznaczenie przeprowadza sie
w specjalnych aparatach, gdzie skroplony w chiodnicy destylat jest odbierany
w kalibrowanej probowce, stgd objetos¢ warstwy wodnej odczytuje sie bezposrednio
na skali probowki (po rozdzieleniu sie destylatu na dwie warstwy). Stosowane w tej
metodzie rozpuszczalniki powinny by¢ praktycznie nierozpuszczalne w wodzie, powinny
charakteryzowac sie dostatecznie wysokg (ale nie za wysoka) temperaturg wrzenia
oraz mieé gesto$é znacznie r6zng od 1 g/cm® (najczesciej ponizej 1 g/cm?®), jest to np.
toluen (temp. wrz. 111°C, d — 0,867 g/cm?) czy ksylen (temp. wrz. 140°C, d-
0,862 glcm?).

Metoda ta jest przydatha do oznaczania zawartosci wody w produktach

nieulegajgcych rozktadowi w temperaturze wrzenia zastosowanego rozpuszczalnika
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oraz  niezawierajgcych  skiadnikébw lotnych, rozpuszczalnych ~w  wodzie
po oddestylowaniu. Badany produkt powinien zawiera¢ nie mniej niz 0,5% i nie wiecej
niz 40% wody (np. produkty przemiatu zboza).

Zrodtem bledéw w tej metodzie moze byé niedoktadne odczytanie objetosci wody
w odbieralniku na skutek tworzenia sie emulsji rozpuszczalnika z wodg, badz

zatrzymywanie sie kropelek wody w gornej czesci aparatury.

Metody densymetryczne

Metody densymetryczne polegajg na przygotowaniu roztworu podstawowego
I oznaczeniu jego gestosci, ktdorg na podstawie specjalnych tablic przelicza sie
na zawartos¢ ekstraktu. Po oznaczeniu czesci nierozpuszczalnych w wodzie oblicza sie
zawartos¢ wody i suchej substancji. Metody te sg stosowane przede wszystkim do tych
produktéw spozywczych, w ktérych jeden skladnik (np. cukry) moze wystepowac

w roznych ilosciach (np. marmolady, dzemy, miody itp.).

Metody refraktometryczne

Metody refraktometryczne opierajg sie na pomiarze wspotczynnika zatamania swiatta
(refrakcji). Jego warto$¢ zalezy od diugosci fali Swiatta padajgcego, rodzaju substancji
I jej stezenia w badanym roztworze oraz w znacznym stopniu od temperatury. Metody
refraktometryczne sg stosowane przede wszystkim do oznaczania zawartosci ekstraktu
w przetworach owocowych (marmolady, konfitury, dzemy) i warzywnych (soki i pasty
pomidorowe). Niektore typy refraktometréw majg dwie skale, z ktérych jedna podaje
wartosci wspotczynnika zatamania swiatta, a druga, tzw. skala cukrowa, procentowg
zawartosc¢ ekstraktu. W przypadku produktéw zawierajgcych, oprocz sacharozy, duze
ilosci innych sktadnikéw (np. koncentraty pomidorowe) nie nalezy korzysta¢ ze skali
cukrowej lecz dokona¢ odczytu wspoétczynnika zatamania Swiatta i przeliczyé

za pomocg odpowiednich wzorow lub tabel na zawarto$¢ suchej substanciji.

Metody chemiczne

Metody chemiczne umozliwiajg oznaczenie catkowitej ilosci wody, zarobwno wolnej jak
i zwigzanej, charakteryzujg sie do$¢ dobrg doktadnoscig i powtarzalnoscig wynikow.
Istnieje wiele chemicznych metod oznaczania wody, ale przy badaniach produktéw
zywnosciowych stosuje sie gtownie metode Karla-Fishera oraz metode z weglikiem

wapnia.
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Metoda Karla Fischera — oznaczenie polega na bezposrednim miareczkowaniu
metanolowego roztworu prébki badanego produktu odczynnikiem Fischera (metanolowy
roztwor jodu, tlenku siarki(IV) i pirydyny) i obliczeniu procentowej zawarto$ci wody
na podstawie objetosci odczynnika Fischera zuzytego w trakcie miareczkowania.
Warunkiem uzyskania prawidtowego wyniku jest nieobecnos¢ w produkcie innych
substancji mogacych reagowac ze sktadnikami odczynnika Fischera absorbujgcymi jod.

Sumarycznie reakcja przebiega nastepujaca:

H,O + 1, + SO, + 3 CsHsN + CH30H — 2 CsHsNHI + CsHsNSO4HCH;
jod pirydyna metanol jodowodorek siarczan

pirydyny pirydynometylowy

Tlenek siarki(lV) redukuje jod w roztworze metanolu i pirydyny stechiometrycznie
do ilosci wody zawartej w probce; obecnos¢ pirydyny jest konieczna do zobojetnienia
nadmiaru kwasu siarkowego(VI) tworzgcego sie w poczgtkowym etapie reakcji. Metoda
Fischera nalezy do bardzo doktadnych metod i nadaje sie do oznaczania zawartosci
wody w produktach zawierajgcych jej stosunkowo niewiele, np. w suszach.

Metoda z weglikiem wapnia — polega na pomiarze ilosci wydzielonego acetylenu

w reakcji wegliku wapnia (CaC,) z woda.
CaC, + 2 H,0 — Ca(OH)2 + CyH,

Pomiaru dokonuje sie najczesciej w biurecie gazometrycznej nad stezonym roztworem
chlorku potasu (KCI). Zmierzong objetos¢ acetylenu sprowadza sie do warunkow
normalnych (temp. 273 K, cisnienie 760 mm Hg) wedtug wzoru:

273[vIP
° (273+1) (760

gdzie: V, — objetos¢ acetylenu w warunkach normalnych [dm3], v - objetosé acetylenu w temperaturze
pomiaru t °C, [dm3], P — ci$nienie barometryczne [mm Hg].

Metody elektryczne

Zastosowane metody elektryczne oparte sg na zaleznosci miedzy przewodnoscig
elektryczng i wartoscig statej dielektrycznej produktu a zawartoscig wody w badanym
produkcie (ze wzrostem wilgotnosci produktu zwieksza sie jego przewodnosc i wartosé
statej dielektrycznej). Oznaczenia przeprowadza sie za pomocg wilgotnosciomierzy
elektrycznych roznej konstrukcji, w ktorych sygnat elektryczny przetwarzany jest wprost
na wilgotnos¢ proby lub jednostki umowne, ktére za pomocg dotgczonych do aparatu
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wykreséw lub tablic przelicza sie na wilgotnos¢ (odpowiednich dla danego produktu).
Stosuje sie je czesto w skupie, obrocie, przetworstwie i przechowalnictwie ziarna zboz,

roslin strgczkowych i rzepaku.

Pomiar za pomoc g magnetycznego rezonansu j gdrowego (NMR)

Metoda magnetycznego rezonansu jgdrowego wykorzystuje zjawisko pochtaniania
energii pola elektromagnetycznego z zakresu fal radiowych przez jgdra atomoéw wodoru
wody znajdujgcej sie w badanym produkcie. Metoda ta ma wiele zalet: charakteryzuje
sie duzg dokladnoscig i powtarzalnoscig wynikow, jest szybka, nadaje sie do pomiarow
seryjnych oraz do oznaczen w szerokim zakresie wilgotnosci (od 3-100%), wynik nie
zalezy od skfadu chemicznego, granulacji czy upakowania proby; zasadniczg wadg jest

wysoki koszt aparatury.

5.2. Oznaczanie biatek

llosciowe oznaczanie biatka w produktach zywnosciowych opiera sie gtéwnie na
obecnosci w ich strukturze atoméw azotu i przeprowadza sie metodami bezposrednimi
I poSrednimi.

Do bezposrednich metod oznaczania biatka nalezg metody spektrofotometryczne
(metoda biuretowa i metoda Lovry’ego), nefelometryczne oraz refraktometryczne.

Metody posrednie (np. metoda Kjeldahla) polegajg najczesciej na okresleniu
zawartosci azotu, a nastepnie przeliczeniu go na biatko przy uzyciu odpowiednich
wspotczynnikéw przeliczeniowych. W produktach spozywczych oznacza sie tzw. azot
ogolny, w skiad ktérego obok azotu biatkowego wchodzi azot pochodzgcy z produktow
odbudowy biatek, a takze azot z innych zwigzkéw organicznych. Przecietna zawartos¢
azotu w biatkach wynosi okoto 16%, dlatego tez dla tzw. biatka surowego wspotczynnik
przeliczeniowy wynosi 6,25 (100:16 = 6,25). Poniewaz biatka produktéw spozywczych
roznig sie miedzy sobg zaréwno sktadem jakosciowym jak i ilosciowym, odmienna jest
takze zawarta w nich ilos¢ azotu. Dlatego tez dla poszczegolnych produktow
spozywczych stosuje sie rézne wskazniki przeliczeniowe, i tak np. dla bialka jaja
kurzego — 6,67, biatka mleka — 6,38, biatka miesa — 6,25 czy dla biatka zyta, pszenicy
I owsa — 5,70. Stosowane mnozniki podaje sie obok oznaczonej zawartosci biatka,
np. dla mleka N 6,38. Metody posrednie mozna stosowac tylko wowczas, gdy badany

produkt nie zawiera innych zwigzkéw azotowych lub zawiera ich bardzo maio.
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Wedlug innego podzialu metody oznaczania biatka dzielg sie na nastepujgce
grupy:
» metoda Kjeldahla,
» metody oparte na wbudowaniu barwnika do biatka,
= miareczkowanie formolowe,
= metody spektrofotometryczne,

» metody immunologiczne.

Metoda Kjeldahla
Znana od 1883 i niewiele modyfikowana jest najczesciej stosowang metodg oznaczania
azotu w artykutach spozywczych; jest to takze metoda referencyjna. Polega ona
na przeprowadzeniu mineralizacji produktu za pomocg stezonego kwasu
siarkowego(VI) (,na mokro”), zalkalizowaniu roztworu, a nastepnie oddestylowaniu
i jakosciowym oznaczeniu powstatego amoniaku. Analiza przebiega w trzech etapach:

1) mineralizacja probki,

2) destylacja amoniaku z parg wodna,

3) miareczkowanie.

Podczas mineralizacji préby w kolbie Kjeldahla nastepuje utlenianie zwigzkdéw
organicznych do ditlenku wegla, wody i amoniaku. Mineralizacje prowadzi sie przy
pomocy stezonego kwasu siarkowego w obecnosci katalizatorow. Jako katalizatory
najczesciej stosuje sie siarczan(VI) miedzi(ll) lub rteci(ll), albo mieszanine selenowo-
miedziowg. Czasami stosuje sie srodki podwyzszajgce temperature mineralizacji,
np. siarczan(VI) sodu lub potasu oraz $rodki utleniajgce. Powstaty w czasie

mineralizacji amoniak tworzy w srodowisku kwasu siarkowego(VI) sél amonowa;:
2NH; + Hy;S04 — (NH,4),S0,
Sumaryczny przebieg powyzszych reakcji przedstawia nastepujgcy schemat:
n biatko-C-NH, +x H,SO,; — x CO; + y (NH4),SO,+2z SO,
Siarczan(VI) amonu rozktada sie po zalkalizowaniu roztworu wodorotlenkiem sodu:

(NH4)2504 + 2 NaOH — 2 NH; + Na,SO, + 2 H,O
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Wydzielony amoniak oddestylowuje sie do odbieralnika zawierajgcego roztwor stabego
kwasu, np. kwasu borowego wystepujgcego w nadmiarze. Nastepuje wigzanie

amoniaku w forme soli amonowej kwasu borowego
NH3+ H3803—> NH4H2803

Zwigzany amoniak jest nastepnie oznaczany przez miareczkowanie mianowanym

roztworem silnego kwasu, np. kwasu solnego lub kwasu siarkowego.

NH4H2803 + HC' — NH4C| + H3803
2 NH4H2803 + H2504 — (NH4)ZSO4 + 2 H3803

llos¢ azotu w prébie oblicza sie z ilosci mililitréw kwasu zuzytego do miareczkowania.
Metodg Kjeldahla, oprécz azotu zawartego w biatkach, oznaczany jest azot
pochodzacy z innych zwigzkdéw (z jonbw amonowych, grup amidowych, aminowych
oraz iminowych); nie oznaczany jest azot pochodzgcy z azotanow(lll), azotanoéw(V)
oraz azot aromatycznych pierscieni heterocyklicznych. Do oznaczen nalezy pobrac¢ takg
probe, aby zawierata okoto 0,02 g azotu (z reguly jest to okoto 0,5-1,5 g produktu).
Zasada metody Kjeldahla zostala wykorzystana do skonstruowania
automatycznego urzgdzenia stuzgcego do oznaczania azotu. Zestaw obejmuje aparat
do mineralizacji, jednostke do destylacji Ilub destylacji i automatycznego

miareczkowania i pozwala na wykonanie ponad stu analiz dziennie (Rys. 77).
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A) jednostka do mineralizacji B) aparat do destylac  ji z par g wodn g

Rys. 77. Zestaw do automatycznego oznaczania biatka metodg Kjeldahla firmy Donserv: A — jednostka
do mineralizacji : 1 — odprowadzenie oparéw kwasu siarkowego(V1), 2 — termoodporne probéwki ze
mineralizowanymi prébkami, 3 — ptaszcz grzejny, 4 — wigcznik; B- aparat do destylacji z par g wodn a:

1 — panel sterowania, 2 — chtodnica wodna, 3 — probéwka z destylowang probka, 4 — odbieralnik destylatu

Metody oparte na wbudowaniu barwnikéw

Metody te oparte sg na tworzeniu barwnych komplekséw bialek z pewnymi
organicznymi barwnikami, np. czernig amidowg 10B, oranzem G, biekitem Coomassie
G-250. W pewnych $&cisle okreslonych warunkach, zwykle ponizej punktu
izoelektycznego biatka, biatko i barwnik reagujg ilosciowo, tworzac nierozpuszczalne
kompleksy, ktére mozna oddzieli¢ poprzez wirowanie lub sgczenie od reszty roztworu.
Natezenie barwy uzyskanego roztworu zalezy od ilosci barwnika niezwigzanego
z biatkiem (barwnik dodawany jest w nadmiarze), czyli jest odwrotnie proporcjonalne
do ilosci biatka w analizowanej prébce. Zasada wbudowywania sie czerni amidowej 10B
do biatek zostata wykorzystana w aparacie Pro-Milk, stosowanym do szybkiego

oznaczania biatek mleka w przemysle mleczarskim.
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Miareczkowanie formolowe

Polega na zobojetnieniu kwasnych soli znajdujgcych sie w badanym biatku (np.
obecnych w mleku) roztworem wodorotlenku sodu, zablokowaniu formaling
niezwigzanych grup aminowych i odmiareczkowaniu wolnych grup karboksylowych
wystepujgcych w biatku (kwas asparaginowy i kwas glutaminowy) roztworem
wodorotlenku sodu.

NH2 N:CH2
I I
R-CH + HCHO — R-CH + H)O
I I
COOCOH COCH

Przyktadowa procedura postepowania przy oznaczaniu kazeiny w mleku metodg
formolowg: Do zlewki pobraé 10 cm® mleka, doda¢ 0,5 cm?® fenoloftaleiny
i miareczkowa¢ 0,1 mol/dm® roztworem NaOH do uzyskania lekko ré6zowego
zabarwienia. Nastepnie dodaé 2 cm® 20% roztworu formaliny i miareczkowaé ponownie
0,1 mol/dm® roztworem NaOH do momentu uzyskania lekko ré6zowego zabarwienia,
utrzymujgcego sie przez 30 sekund.

Procentowg zawartos¢ kazeiny w mleku oblicza sie wg wzoru:

X=alll,92
gdzie: a oznacza objeto$é 0,1 mol/dm? roztworu NaOH zuzytego do miareczkowania po

dodaniu formaliny, w cm?®.

Metody spektrofotometryczne

W metodzie biuretowe] wykorzystano reakcje zachodzgcg w srodowisku zasadowym
pomiedzy wigzaniami peptydowymi a jonami miedzi Cu®*, w wyniku ktérej powstajg
barwne kompleksy. Stosowanie tej metody jest ograniczone obecnoscig soli
amonowych, ktére rowniez dajg reakcje barwng z jonami miedzi.

Metoda Lovry'ego stuzy do oznaczania bialek obecnych w roztworze.
Oznaczenie przebiega w dwoch etapach; w pierwszym nastepuje przytgczenie jonow
miedzi do biatka (reakcja biuretowa), w drugim etapie kompleks biatkowo-miedziowy
redukuje  odczynnik  Folina-Ciocolteau  fosforomolibdeniano-fosforowolframowy.
W wyniku reakcji tworzy sie barwny kompleks, ktérego absorbancja (mierzona przy
dtugosci fali 750 nm) jest proporcjonalna do stezenia biatka.

Metody spektrofotometryczne wykorzystuje sie do oznaczania biatek

rozpuszczalnych, ktére decydujg o wiasciwosciach funkcjonalnych surowca. Ma to
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szczegOllne znaczenie w analizie jakosci preparatéw biatek roslinnych i zwierzecych
oraz przy ocenie miesa ryb sktadowanego przez diuzszy czas w warunkach
zamrazalniczych.

Oznaczanie biatka rozpuszczalnego polega na wyekstrahowaniu biatka z probki
za pomocg odpowiedniego buforu, a nastepnie okresleniu ilosci biatka za pomocg
bezposredniego pomiaru spektrofotometrycznego uzyskanego roztworu, bagdz
po przeprowadzeniu go w barwny kompleks, stosujgc odczynnik biuretowy (stezenie
biatka 1-10 mg/cm?) czy odczynnik Folina-Ciocolteau (stezenie biatka 10-100 pg/cm?).

Metoda spektrofotometrii w zakresie nadfioletu (UV) pozwala takze oznaczyc
zawartos¢ biatka w analizowanym produkcie. Bialka, zawierajg aminokwasy
aromatyczne (fenyloalanina, tryptofan oraz tyrozyna), ktore wykazujg zdolnosé
pochtaniania wigzki Swiatta monochromatycznego z zakresu UV, stad mierzona
absorbancja jest proporcjonalna do zawartosci biatka w prébce.

Promieniowanie w zakresie podczerwieni (IR) wykorzystywane jest takze
okreslenia ilosci biatka. Selektywne pochtanianie promieniowania
elektromagnetycznego z tego zakresu przez odpowiednie grupy biatek byto podstawg
konstrukcji urzadzen o nazwie Infratec firmy Tecator, w ktorych oprocz biatlek ogotem

oznaczana jest woda i ttuszcz w miesie.

Metody immunologiczne

Ostatnio coraz czesciej do oznaczania biatek stosuje sie metode immunoenzymatyczng
(ELISA), ktéra polega na utworzeniu potlgczen specyficznych przeciwciat
z analizowanym biatkiem oraz odpowiednim enzymem. Enzym ten, reagujac
z bezbarwnym substratem, przeprowadza go w barwny zwigzek, ktdrego stezenie
mozna oznaczy¢ spektrofotometrycznie. Metoda ELISA jest bardzo czutg metoda,
pozwalajgcg oznaczy¢ nie tylko poszczegolne klasy bialek w badanym produkcie, ale
takze okre$li¢ stopien ich denaturacji. Z uwagi na to, ze oznaczenie kohcowe polega na
pomiarze  absorbancji, metoda ta zaliczana jest takze do metod

spektrofotometrycznych.

5.3. Oznaczanie sacharydow

Sacharydy tworzg zrdéznicowang grupe zwigzkdéw, dlatego tez istnieje wiele

metod ich oznaczania w produktach spozywczych. Najczesciej wykorzystujg one
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nastepujgce wiasciwosci cukrow: zachowanie wobec silnych kwasow mineralnych,
zdolnos¢ skrecania ptaszczyzny Swiatta spolaryzowanego, zdolnos$¢ tworzenia przez
wiekszos¢ sacharydow jednorodnych roztworéw wodnych, wiasciwosci redukcyjne oraz
zdolnos¢ do ulegania fermentacii.

Czasami zawartos¢ sacharydow ogoOtem oblicza sie w sposob uproszczony
i podaje jako:

sacharydy ogétem = 100 — (woda + popiét + biatko + thuszcz)

Wartosci poszczegoélnych sktadnikbw zywnosci (wody, popiotu, biatka, tluszczu)
oznacza sie analitycznie i wyraza w procentach. Metoda ta jest stosowana przede
wszystkim do wustalania wartoéci energetycznej produktu, daje jednak wyniki
przyblizone, gdyz nie uwzglednia faktu, iz obliczona w ten sposob frakcja
polisacharydowa zawiera inne skiadniki, np. kwasy organiczne. Poniewaz sacharydy
obecne w zywnosci sktadajg sie z przyswajalnych i nieprzyswajalnych, zaleca sie, aby
w przypadku obliczania wartosci energetycznej produktu, zamiast sacharydéw ogotem
stosowa¢ sacharydy przyswajalne, bedgce rdznicg zawartosci sacharydéw ogoétem
I blonnika pokarmowego.

Wyznaczenie udziatu frakcji btonnika pokarmowego (w tym tzw. skrobi opornej,
bedacej suma skrobi i produktow jej rozktadu, niewchtaniang w jelicie cienkim zdrowego
cztowieka) wymaga zastosowania odmiennych metod oznaczania, gdyz charakteryzuje
sie ona innymi wihasciwosciami fizyko-chemicznymi w poréwnaniu z sacharydami

przyswajalnymi.

5.3.1. Wstepne przygotowanie probek zywno $ci do oznaczania sacharydow
Sposoby przygotowania prébek zywnosci dostosowane sg do konkretnego
produktu i podaje sie je wraz z procedurg oznaczania ilosciowego. W przypadku
oznaczania sacharydow w produktach staltych nalezy je rozpuscic w wodzie
lub wodnych roztworach alkoholi. Uzyskane w ten sposob roztwory zawierajg z reguty
wiele substancji przeszkadzajgcych w metodach analitycznych, stad nalezy je oczyscic,
np. przez traktowanie octanem otowiu(ll) ekstraktow roslinnych, syropdw, produktéw
owocowych, warzywnych, napoi czy dodatek tlenku glinu do miodu. Substancje
przeszkadzajgce (barwniki, biatka, lipidy, inne substancje niesacharydowe

o wiasciwosciach redukcyjnych) usuwa sie przez klarowanie i odbarwianie.
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W  przypadku oznaczania sacharydéw metodami chemicznymi jedng
z najlepszych  metod odbialczania i klarowania  (usuwania  zwigzkow
wielkoczgsteczkowych: biatek, pektyn, garbnikdw) jest metoda Carreza . Stosuje sie
w niej dwa ptyny Carreza (heksacyjanozelazian(ll) potasu i siarczan(VI) cynku(ll), ktore

dodaje sie w jednakowej objetosci. W trakcie klarowania zachodzi nastepujgca reakcja:
272nS0O, + K4Fe(CN)6 — anFe(CN)el + 2 K,SO,

Powstajacy w reakcji koloidalny heksacyjanozelazian(ll) cynku(ll) opadajgc w formie
osadu wspotstrgca ze sobg zwigzki wielkoczgsteczkowe. Do klarowania stosuje sie
takze — w zaleznosci od produktu — wodorotlenek miedzi(ll), octan otowiu(ll), azotan(V)

rteci(ll) z wodorotlenkiem sodu, kwas chlorooctowy, 70% etanol, aceton.

5.3.2. Charakterystyka metod stosowanych w oznaczan iu sacharydéw
przyswajalnych
Metody oznaczania sacharydow przyswajalnych mozna podzieli¢ na:

» metody fizyczne : densymetryczne, refraktometryczne, polarymetryczne;

= metody chemiczne : metoda Fehlinga, metoda Lane-Eynona, metoda Bertranda,
metoda Luffa- Schoorla;

» metody fizykochemiczne : metoda antronowa, metoda rezorcynowa, metoda
heksacyjanozelazianowa,;

= metody chromatograficzne : chromatografia cienkowarstwowa Iub bibutowa,
chromatografia kolumnowa, chromatografia gazowa, wysokosprawna chromatografia
cieczowa,;

= metody enzymatyczne .

Metody fizyczne

Metody fizyczne mogg by¢ stosowane jedynie do oznaczania sacharydéw
rozpuszczalnych w wodzie.

Metody densymetryczne — polegajg na pomiarze gestosci wodnych roztworéw
sacharyddéw za pomocg areometru lub piknometru i odczytaniu z odpowiednich tablic
odpowiadajgcych im zawartosci sacharydéw w probce. W przypadku pomiarow
w roztworach zawierajgcych oprocz sacharydoéw inne sktadniki rozpuszczalne w wodzie,

uzyskany wynik odpowiada ekstraktowi ogélnemu i ma charakter przyblizony.
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Metody rafraktometryczne — mierzy sie w nich wspoiczynnik zatamania Swiatta
(refrakcji) przez czagsteczki sacharydu rozpuszczonego w wodzie. W przypadku
czystych roztworéw sacharydéw uzyskuje sie bardzo doktadne i powtarzalne wyniki,
ale dla roztworéw wielosktadnikowych, w ktérych pomiar wspétczynnika zatamania jest
wypadkowg wszystkich rozpuszczonych w wodzie substanciji, wynik ten okresla ekstrakt
0golny, analogicznie jak w metodach densymetrycznych. Metoda ta znalazta szerokie
zastosowanie w badaniach produktow spozywczych z uwagi na prostote i szybkosc
analizy oraz mozliwos¢ wykonywania oznaczen seryjnych.

Metody polarymetryczne — polegajg na pomiarze kgta skrecania ptaszczyzny sSwiatta
spolaryzowanego, przechodzgcego przez badany roztwor sacharydu. Analizy wykonuje
sie za pomocg specjalnych polarymetrow zwanych sacharymetrami; badany roztwor

musi by¢ bezbarwny, klarowny i bez zawiesin koloidalnych.

Metody chemiczne

W metodach chemicznych wykorzystuje sie redukcyjne wiasciwosci sacharydéw,
zwigzane z obecnoscia w czgsteczce wolnej grupy karbonylowej (aldehydowej
lub ketonowej); tak oznaczong zawarto$¢ sacharydéw nazywa sie zawartoscig ,,cukrow
redukujgcych”. Sacharydy, ktore sg pozbawione wiasciwosci redukcyjnych (majg
zablokowane grupy karbonylowe), poddaje sie hydrolizie (inwersji) do monosacharydéw
I oznacza jako tzw. ,cukry ogotem”. Najczesciej stosowang metodg inwersji jest metoda
Clergeta-Herzfelda, polegajgca na hydrolizie sacharydow w kwasnych warunkach,

w podwyzszonej temperaturze:

sacharoza glukoza fruktoza

Nalezy scisle przestrzega¢ warunkow hydrolizy, gdyz przy zbyt niskim stezeniu kwasu
lub przy zbyt niskiej temperaturze moze nastgpi¢ niecatkowite rozszczepienie wigzan
glikozydowych, podczas gdy zbyt wysokie wartosci powyzszych parametrow reakcji
mogq doprowadzi¢ do rozktadu produktow inwersiji.

Metody oparte na wiasciwosciach redukcyjnych nie sg specyficzne tylko
dla sacharydow, gdyz inne substancje obecne w produktach spozywczych (niektore
kwasy organiczne, np. kwas askorbinowy, zasady purynowe, niektore aldehydy

I aminokwasy, np. cysteina, kwas asparaginowy), takze wykazujg w tych warunkach
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whasciwosci redukcyjne. Aby unikng¢ podwyzszenia wynikbdw oznaczania, usuwa sie
je w procesie odbiatczania i/lub klarowania.

Najwieksze znaczenie w ilosciowym oznaczaniu sacharydéw w produktach
spozywczych majg metody oparte na redukcji soli miedzi(ll) w srodowisku alkalicznym.
Odczynniki miedziowe stosowane w metodach miareczkowych to zasadowe roztwory
siarczanu(VI) miedzi(ll), zawierajgce winian sodu i potasu lub cytrynian sodu, gliceryne

lub inny zwigzek tworzgcy rozpuszczalny kompleks z jonami miedzi:

CuSO, + 2NaOH — Na,SO4 + Cu(OH),

HO-CH-COONa _~ 0-CH-COONa

Cu(OH), + - C + H,0

u
dO-(LH-COOK ™ 0-CH-COOK

W S$rodowisku zasadowym w podwyzszonej temperaturze nastepuje przeprowadzenie
sacharyddéw w forme fancuchowa, ktora ulega enolizacji. Powstale endiolowe formy
sacharydéw utleniajg sie do kwaséw (np. z glukozy powstaje kwas glukonowy);
jednoczesnie nastepuje redukcja jonéw Cu*? do jonéw Cu*, ktére taczac sie z jonami

wodorotlenkowymi, dajg czerwony osad tlenku miedzi(l):

_~ 0-CH-COONa HO-CH-COONa

R-CHO+2Cu +2H,0 — R-COOH +Cu,04{ +2

™~ O-LH-COOK HO-AH—COOK

W metodzie tej bardzo wazne jest Sciste przestrzeganie warunkéw oznaczania,
m.in. utrzymywanie stanu wrzenia, gdyz zabezpiecza sie wtedy probke przed dostepem
powietrza, ktére moze ponownie utleni¢ zredukowang miedz i barwnik. W$rod metod
miareczkowych najczesciej stosowane s3a:

Metoda Fehlinga - polega ona na miareczkowym oznaczaniu ilosci redukujgcych sie
sacharyddw w roztworze, odpowiadajgcych catkowitej redukcji miedzi zawartej
w roztworze odczynnikow Fehlinga | (CuSO, - 5 H,0) i Fehlinga Il (winian sodu i potasu:
NaK4C4H4O6 - 4 H,O) wprowadzonych w jednakowej objetosci (po 10 cm?®). Winian
sodu i potasu tworzy z jonami Cu*? ciemnoniebieski, rozpuszczalny w wodzie kompleks;
koniec miareczkowania rozpoznaje sie po zaniku barwy niebieskiej, Swiadczacej
o braku jonéw Cu*2.

Metoda Lane — Eynona — jest rozwinieciem metody Fehlinga i moze by¢ stosowana
do oznaczania sacharydéw w roztworach bezbarwnych. Oznaczanie polega

na bezposrednim miareczkowaniu wrzgcej mieszaniny roztworéw Fehlinga | i |l
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odpowiednio rozcienczonym roztworem sacharydu (0,1 — 0,4%) w obecnosci btekitu
metylenowego jako wskaznika konca miareczkowania. Obecnos¢ soli Seignette’a
(winianu potasu sodu) zapobiega strgcaniu sie wodorotlenku miedzi(ll) i umozliwia
prawidtowe przeprowadzenie redukcji, w ktérej odbarwienie barwnika nastepuje dopiero
po zredukowaniu catej miedzi zawartej w ptynie Fehlinga. W metodzie tej stosuje sie
mniejsze ilosci odczynnikéw Fehlinga 1'i Il (po 5 cm®).

Modyfikacjg metody Lane—Eynona jest metoda Munsona i Walkera, w ktorej roztwor
sacharyddéw ogrzewa sie w standardowych warunkach z odczynnikami Fehlinga,
strgcony osad Cu,O po przesaczeniu jest oznaczany za pomocg miareczkowania
manganometrycznego lub jodometrycznego.

Metoda Bertranda — stosuje sie ja do oznaczania sacharydoéw w roztworach silnie
zabarwionych. Oznaczanie sacharydow przeprowadza sie metodg posrednig
na podstawie ilosci roztworu manganianu(VIl) potasu zuzytego na miareczkowanie
jonéw Fe* odpowiadajgcych stechiometrycznie ilosci sacharydéw redukujgcych
zawartych w badanym roztworze. W metodzie tej stosuje sie trzy pityny Bertranda
(I — siarczan(Vl) miedzi(ll); I — winian potasu i sodu oraz wodorotlenek sodu;
Il — siarczan(VI) zelaza(lll) w stezonym kwasie siarkowym(VI1)). Oznaczenie polega
na ilosciowej redukcji jonéw Cu*? do Cu* przez sacharydy zawierajgce w czasteczce
wolne grupy redukujgce, ktore zachodzi w srodowisku silnie alkalicznym (pH ok. 12)

I w temp. wrzenia roztworu. Schemat reakcji podany jest ponizej:

CuSO4 + 2NaOH — Na,SO, + Cu(OH),

HO-CH-COONa __ O-CH-COONa
Cu(OH), + | - Cu | +2H,0
HO-CH-COOK ™\ O-CH-COOK

_~ 0-CH-COONa HO-CH-COONa
R-CHO +2Cu | +2H,0 — R-COOH + Cu,0! +2
™ 0-CH-COOK HO-CH-COOK

Wytworzone jony miedzi(l) ulegajg utlenieniu w reakcji z trzecim ptynem Bertranda do
jonéw Cu*?, a jony Fe*® redukcji do jonéw Fe*?. llos¢ jonéw Fe*? oznacza sie przez

miareczkowanie mianowanym roztworem manganianu(VIl) potasu:

Cu,O + Fez(SO4)3 + H,SO, — 2 CuSO, + 2FeSO, + H,O
2 KMnO, + 10 FeSO, + 8 H,SO, — K,SO4 + 5 Fey(SO)s + 8 H,0 + 2 MnSO,
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Na podstawie zuzycia ilosci manganianu(VIl) potasu oblicza sie ilos¢ miedzi
zredukowanej przez sacharyd obecny w badanej probce, a zawarto$¢ poszczegolnych
sacharydéw odczytuje sie z odpowiednich tablic.

W metodzie Bertranda, nie ma potrzeby dokladnego oznaczania miana

odczynnika miedziowego (mieszaniny roztworéw Bertranda | i Il); musi by¢ on jedynie
dodany w nadmiarze do redukujgcych sacharydow.
Metoda Luffa — Schoorla — zasada oznaczenia opiera sie na reakcji redukcji jonéw Cu*?
zawartych w ptynie Luffa przez sacharydy redukujgce obecne w badanym roztworze.
Reakcja zachodzi w srodowisku zasadowym (pH ok. 9,5) w temperaturze wrzenia.
W skiad ptynu Luffa wchodzi: siarczan(VI) miedzi(ll) (CuSO, - 5H,0), weglan sodu
(Na,CO3; - 10 H;0), kwas cytrynowy (Ce¢HgO7; - H,O) - w poréwnaniu z poprzednimi
metodami zastgpiono wodorotlenek sodu weglanem sodu, a winian sodu i potasu
kwasem cytrynowym.

W $rodowisku zasadowym sacharydy redukujg siarczan(VI) miedzi(ll) do tlenku
miedzi(l). Wprowadzenie do roztworu jodku potasu (KI) i kwasu siarkowego(VI)
powoduje wydzielenie jodowodoru (HI). Ulega on reakcji z niezredukowanym przez
sacharydy siarczanem (VI) miedzi(ll) i powstaje jodek miedzi(l). Nadmiar jodu

(z dodatku KI) odmiareczkowuje sie tiosiarczanem(VI) sodu (Na,S,03):

2CUSO4 + 4Kl — 2 K2504 + CU2|2 + |y
|2 + 2 Na28203 — 2 Nal + Na28406

Wykonuje sie $lepg probe, aby ustali¢ zuzycie roztworu tiosiarczanu(VIl) sodu
na zmiareczkowanie jodu wydzielonego przez catkowitg ilo§¢ miedzi zawartej w ptynie
Luffa. Objetosc tiosiarczanu(VI) sodu odpowiadajgca ilosci miedzi(ll) podlegajacej
redukcji przez sacharydy oblicza sie jako roznice objetosci uzyskanych z dwoch
miareczkowan (proby Slepej i wtasciwej), a nastepnie z odpowiednich tablic odczytuje
sie zawarto$¢ sacharydow redukujgcych w analizowanej probce. Zawartosc
sacharydéw w roztworze uzytym do oznaczen nie powinna by¢ wyzsza niz 0,1-0,5%.
Préba Benedicta - jest to najbardziej czuta préba na cukry redukujgce, w ktérej uzywa
sie 1% wodny roztwoér siarczanu(VI) miedzi(ll), 10% roztwor cytrynianu sodu,
1% roztwor amoniaku i 10% roztwér weglanu sodu. Po dodaniu cukru redukujgcego
i ogrzaniu pojawia sie zéity, pomaranczowy lub czerwony osad tlenku Cu,O. Za pomocg
tej proby mozna wykry¢ cukier redukujgcy juz przy stezeniu 0,1%.
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Metody fizykochemiczne

W najczesciej stosowanych metodach fizykochemicznych oznaczane sacharydy
przeprowadza sie w zwigzki barwne, a nastepnie kolorymetrycznie mierzy intensywnos¢
powstatego zabarwienia. Do metod tych nalezy:

Metoda antronowa — polega ona na odwodnieniu sacharydow przez ogrzewanie
ze stezonymi kwasami (octowym, siarkowym(VI), solnym). Powstaty z pentoz - furfural
i z heksoz - 5-hydroksymetylofurfural tworzg z antronem barwny roztwor. Pomiar
intensywnosci zabarwienia (proporcjonalny do stezenia sacharyddéw) wykonuje sie
za pomocg metod spektrofotometrycznych przy diugosci fali A = 620 nm,

Metoda rezorcynowa — pozwala oznaczy¢ ketosacharydy, a takze wyznaczy¢ zawartosc
ketopentoz i ketoheksoz obok siebie. Metoda ta polega na odwodnieniu
ketosacharyddw przez ogrzewanie z kwasem solnym, a nastepnie reakcji powstatych
produktow z rezorcyng, w wyniku ktorej tworzg sie barwne kompleksy. Pomiar
intensywnosci zabarwienia wykonuje sie: dla ketoheksoz, przy dtugosci fali A = 520 nm,
dla ketopentoz, przy dtugosci fali A = 620 nm,

Metoda heksacyjanozelazianowa — stosowana jest do oznaczania aldosacharydow
i polega na redukcji w Srodowisku zasadowym heksacyjanozelazianu(lll)
do heksacyjanozelazianu(ll) przez aldosacharydy. Powstaly heksacyjanozelazian(ll)
tworzy z jonami Fe™ biekit pruski; pomiar intensywnos$ci powstatlego zabarwienia

wykonuje sie przy ditugosci fali A = 690 nm.

Metody chromatograficzne

Metody chromatograficzne wykorzystuje sie zarowno do oznaczen jakosciowych, jak
i ilosciowych poszczegodlnych sacharydow. Do najczesciej stosowanych technik
chromatograficznych naleza:

Chromatografia cienkowarstwowa Iub bibutowa (TLC) — pozwala m.in. na
zidentyfikowanie pentoz, heksoz i disacharydéw w mieszaninie cukréw. ldentyfikacje
przeprowadza sie przez poréwnanie wspotczynnikbw R; (ang. retention factor -
wskaznik opdznienia, wskaznik retencji) oraz na podstawie charakterystycznych dla
poszczegoblnych sacharydow reakcji barwnych 2z odpowiednimi odczynnikami
(np. roztwor kwasu siarkowego w metanolu). Jako faze stacjonarng stosuje sie
najczesciej zel krzemionkowy (Silica gel), tlenek glinu (Alumina), ziemie okrzemkowg

oraz krzemian magnezu (Florisil).
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Chromatografia kolumnowa (LC) — stuzy przede wzystkim do wstepnego oczyszczenia
probki, niemiej odpowiednio dobrane warunki rozdzialu pozwalajg dokona¢ nie tylko
analizy jakosciowej, ale takze oznaczyc¢ je ilosciowo za pomocg omoéwionych metod,
np. metod chemicznych, fizykochemicznych czy enzymatycznych. Rozdzielenia
chromatograficzne  prowadzi sie zarbwno na  ztozach  jonowymiennych
(kationowymiennych i anionowymiennych), fazach cyklodekstrynowych (mozliwosé
rozréznienia enancjomerow), zwigzanych fazach aminowych, impregnowanych in situ
aminami zelach krzemionkowych, niepolarnych fazach C18, czy na grafityzowanym
weglu.

Chromatografia gazowa (GC) — sacharydy sg nielotne, stgd aby mozna byto analizowaé¢
je metodg chromatografii gazowej, muszg zosta¢ przeksztalcone w bardziej lotne
pochodne, np. trimetylosillowe. Po rozdziale na odpowiednio dobranej kolumnie
chromatograficznej identyfikacji sacharydéw dokonuje sie na podstawie poréwnania
czasOw retencji analizowanych zwigzkdéw z czasami retencji wzorcéw, natomiast
ich ilos¢ okresla sie na podstawie powierzchni pikbw chromatograficznych. | tak np.
do oznaczenia glukozy i galaktozy w chlebie wykorzystano kolumne zawierajgca
zmodyfikowang faze stacjonarng 3% SP-2330 na ziozu 100/120 mesh Supelcoport,
analize prowadzono w temp. 215°C, a do detekcji postuzyt detektor FID.
Innym przyktadem jest analiza zawartosci glukozy, fruktozy, sacharozy i maltozy
w miodzie, ktdrg wykonano na kolumnie wypetnionej ztozem 100/200 mesh Diatomite
CQ zmodyfikowanym 10% E-20; program temperaturowy 100-230°C, detektor FID.
Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) — w analizie sacharyddéw najczesciej
stosowanym detektorem jest detektor refraktometryczny (RID). Identyfikacje
sacharyddw, jak i ich analize ilosciowa, wykonuje sie analogicznie jak podano wyzej.
Przyktadem zastosowania tej techniki jest oznaczanie glukozy, sacharozy i rafinozy
w jogurcie, podczas ktorego do ekstrakcji analitdw uzyto 70% etanolu, a rozdziat
uzyskanego ekstraktu przeprowadzono z wykorzystaniem fazy stacjonarnej Spherisorb-
NH,, faze ruchomg stanowita mieszanina woda/acetonitryl (36:64, v/v), do detekcji
stuzyt detektor refraktometryczny. Z kolei oznaczanie glukozy w hydrolizacie
skrobiowym wykonano poprzez ekstrakcje analitu za pomocg wody, rozdzielenie
chromatograficzne uzyskanej prébki na kolumnie Dextropak podczas ktérego do elucji

wykorzystano wode, a do detekcji detektor RID.
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Metody chromatograficzne GC i HPLC charakteryzujg sie duzg precyzjg oraz
latwoscig i szybkoscig wykonania w poréwnaniu z metodami chemicznymi. Technika
HPLC jest wykorzystywana przede wszystkim do oznaczania $rednio-
I wysokoczgsteczkowych weglowodandw i w poréwnaniu z metodg GC charakteryzuje
sie krotszym czasem analizy (0 50%), wyzszymi wartosciami odzysku i lepsza
dokladnoscig oznaczeh. Z kolei technika GC stosowana jest gidbwnie do analizy
monosacharydow, do jej zalet zaliczamy wysokg czuto$¢ i doskonalg rozdzielczosé

(mozliwo$¢ odrdznienia a i 3 anomerdw); do wad koniecznos¢ derywatyzacji.

Metody enzymatyczne
Metody enzymatyczne stosuje sie gidwnie do oznaczania glukozy i fruktozy, przy czym
w przypadku glukozy Kkorzysta sie najczesciej z oksydazy glukozowej
lub dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu.
Metoda z oksydazg glukozowg — w obecnosci tlenu oksydaza glukozowa katalizuje
utlenianie B-b-glukozy do b-glukono-d-laktonu. Jednoczesnie nastepuje redukcja
koenzymu FAD do FADH, i ponowne utlenienie do FAD, ktéremu towarzyszy
przeniesienie atoméw wodoru na tlen czgsteczkowy i powstanie nadtlenku wodoru
(H2.0,). Powstaly H,O,, w obecnosci zwigzku bedacego donorem atomoéw wodoru
np. di-o-anizydyny, jest rozktadany przez peroksydaze, a odwodorowany zwigzek staje
sie barwny (np. z6ity w przypadku di-o-anizydyny).
Metoda z dehydrogenazg glukozo-6-fosforanowg — glukozo-6-fosforan reaguje
z NADP”, ktéry w obecnosci dehydrogenazy fosforoglukonianowej jest przeksztatcany
w NADPH. llos¢ powstatego NADPH jest proporcjonalna do ilosci glukozy i oznaczana
spektrofotometrycznie.

Metody enzymatyczne stosuje sie przede wszystkim do oznaczania glukozy,

galaktozy, sacharozy, laktozy i skrobi w produktach spozywczych, np. w miodzie.

5.3.3. Oznaczanie skrobi i btonnika pokarmowego

Oznaczenie skrobi i btonnika pokarmowego (w tym tzw. skrobi opornej) wymaga
zastosowania odmiennych metod oznaczania, gdyz sktadniki te charakteryzujg sie
innymi  wilasciwosciami  fizykochemicznymi  w  poréwnaniu z  sacharydami

przyswajalnymi.

Metody oznaczania skrobi
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Do oznaczania skrobi stosuje sie :

Metody wagowe — w ktorych skrobie oznacza sie wagowo po rozpuszczeniu jej
I strgceniu z prébki. Przykladem tej grupy metod jest metoda wagowa Raska, w ktérej
probke ekstrahuje sie kolejno: eterem dietylowym, 10% etanolem, kwasem solnym,
70% etanolem i na koncu 96% etanolem. Na podstawie masy osadu pozostatego
po ekstrakcji wnioskuje sie o zawartosci skrobi. Metody te sg czasochtonne i mato
doktadne, ponadto nie mozna stosowac ich do wielu produktow spozywczych.

Metody chemiczne — skrobie hydrolizuje sie (wykorzystujgc enzymy amylolityczne
lub hydrolize kwasowg) do glukozy, ktorg nastepnie oznacza sie jedng z metod
redukcyjnych. 1los¢ glukozy przelicza sie na skrobie, stosujgc wspotczynnik
przeliczeniowy 0,9 (iloraz masy molowej reszty glukozylowej i masy molowej czgsteczki
glukozy, 162/180).

Metody polarymetryczne — z uwagi na szybkos¢ i prostote wykonania nalezg
do najczesciej stosowanych. Polegajg na pomiarze kata skrecania $wiatta
spolaryzowanego przez badany roztwér skrobi, z tym ze roztwor przeznaczony
do badania musi byé bezbarwny, klarowny i bez zawiesin koloidalnych. Skrobie
rozpuszcza sie w roztworze kwasu solnego lub roztworze chlorku wapnia, poddaje
klarowaniu, a nastepnie mierzy kat skrecania w polarymetrze. W zaleznosci

od zawartosci skrobi i sposobu ekstrakcji przyjmuje on wartosci od 180 do 202°.

Metody oznaczania btonnika pokarmowego

W sktad Dbilonnika wchodzg skiadniki o charakterze polisacharydowym
i niepolisacharydowym. Ze wzgledu na niejednorodnos¢ fizykochemiczng, analiza
btonnika jest trudna. Istniejgce metody roznig sie miedzy sobg sposobem izolacji
poszczegoblnych frakcji, dlatego tez przy podawaniu zawartosci btonnika nalezy podag,
ktéra z metod zostata zastosowana. Do podstawowych metod oznaczania zawartosci
btonnika naleza:

Metody enzymatyczno-wagowe — polegajg na trawieniu badanej probki enzymami in
vitro, a nastepnie zwazeniu pozostatosci niestrawionej. Metody te sg powszechnie
stosowane w analizie bfonnika pokarmowego i ciggle modyfikowane (poprzez
wprowadzanie bardziej efektywnych enzymaéw).

Metoda chemiczna - btonnik pokarmowy zawarty w analizowanej probce poddaje sie
hydrolizie kwasowej do glukozy, pentoz, kwasu galaktouronowego, alkoholi

fenylopropenowych, a nastepnie uzyskane produkty analizuje sie za pomocg HPLC,
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w warunkach chromatograficznych odpowiadajgcych tym, stosowanym dla sacharydow
przyswajalnych. Na podstawie uzyskanych wynikbw mozna oszacowaé zawartosc
poszczegoblnych frakcji blonnika pokarmowego, np. ilos¢ glukozy jest proporcjonalna do
zawartosci celulozy, pentozy odpowiadajg hemicelulozie, kwas glukouronowy -
pektynom, a alkohole fenylopropenowe — ligninie.

Metoda Scharrera-Kirschnera - polega na wagowym oznaczeniu substancji
organicznych, ktore nie rozpuszczajg sie w mieszaninie kwasow podczas gotowania
oraz po ekstrakcji alkoholem; oznaczona w ten sposoéb frakcja btonnika pokarmowego
nosi nazwe witdkna surowego (zawiera gtéwnie celuloze); stosuje sie jg do celéw

technicznych.

5.4. Oznaczanie lipidow

Oznaczanie lipidow nalezy do rutynowych analiz przeprowadzanych w celu
ustalenia podstawowego sktadu chemicznego produktow spozywczych. Badania
te pozwalajg miedzy innymi wnioskowa¢ o wartosci odzywczej produktu czy tez
kontrolowaé przebieg procesow technologicznych. Przeprowadzenie kompletnej analizy
lipidow w tluszczach spozywczych jest jednak wysoce skomplikowanym zadaniem.
Naturalne tluszcze to bowiem substancje o niezwykle ztozonej i réznorodnej budowie.
Bardzo czesto zwigzki te ulegajg rozmaitym przemianom wchodzgc w reakcje zaréwno
same ze sobg, jak tez z innymi sktadnikami zywnosci. Ponadto, lipidy nalezg
do zwigzkow wyjgtkowo labilnych, szczegdlnie stabo odpornych na dziatanie czynnikow
utleniajgcych. Analiza tak skomplikowanego materialu musi by¢ zatem prowadzona
z zachowaniem pewnych $rodkéw ostroznosci, tak aby zminimalizowaé wszelkie

niepozadane reakcje jak np. autooksydacji.

5.4.1. Metody oznaczania ttuszczu surowego w produk  tach zywno sciowych

W analizie zywnosci terminem tluszcz okresla sie wszystkie substancje, ktore
mozna wyekstrahowaé¢ rozpuszczalnikiem organicznym, a ktére nie sg lotne przy
suszeniu trwajacym jedng godzine w temperaturze 105°C. Wydzielony w ten sposob
materiat nazywa sie ttuszczem surowym. Skiadnikami takiego tluszczu sg réznej klasy
lipidy, w gtébwne] mierze acyloglicerole, ale takze fosfolipidy, wolne kwasy tluszczowe,

sterole, witaminy, barwniki.
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Do oznaczenia zawartosci tluszczu surowego w produktach zywnosciowych

wykorzystuje sie metody: ekstrakcyjne, objetosciowe oraz instrumentalne.

Metody ekstrakcyjne

Polegajg na wydzieleniu tluszczu bezposrednio przy uzyciu odpowiedniego
rozpuszczalnika albo po wstepnym traktowaniu proby roztworem kwasu lub zasady.
Oznaczanie ilosci wyekstrahowanego tluszczu przeprowadza sie wagowo,
refraktometrycznie lub densymetrycznie. | tak:

- metody ekstrakcyjno-wagowe — w tym przypadku ekstrakcje przeprowadza sie
zazwyczaj przy uzyciu eteru etylowego, eteru naftowego, heksanu czy tez chloroformu,
a nastepnie rozpuszczalnik odparowuje sie i wazy pozostatlos¢. Jest to metoda
czasochtonna aczkolwiek uznawana za najdoktadniejszg. Powszechnie stosowane
do oznaczanie tluszczu surowego metody ekstrakcyjno-wagowe to ekstrakcja
w aparacie Soxhleta, metoda Weibulla-Stoldta, Roese-Gottlieba i Schmidta-
Bondzynskiego-Ratzlaffa.

- ekstrakcyjno-refraktometryczne — polegajg na ekstrakcji ttuszczu z badanej proby
za pomocg okreslone] ilosci odpowiedniego rozpuszczalnika o ustalonym
wspotczynniku zatamania $Swiatta, a nastepnie refraktometrycznym pomiarze
wspoétczynnika zatamania Swiatta otrzymanego ekstraktu. Podstawg wyznaczenia
zawartosci tluszczu jest w tym przypadku roznica miedzy wspotczynnikami refrakciji
rozpuszczalnika i badanego ekstraktu. Przy tego typu analizach bardzo wazne jest
dobranie odpowiedniego rozpuszczalnika do ekstrakcji ttuszczu. Rozpuszczalnik taki
powinien charakteryzowa¢ sie miedzy innymi wysokg wartoscig wspotczynnika
zatamania sSwiatta, wysokg temperaturg wrzenia oraz nie powinien by¢ lotny
w temperaturze pomiaru. Najczesciej wykorzystuje sie w tym celu bromonaftalen.

- ekstrakcyjno-densymetryczne — w tej metodzie najpierw dokonuje sie ekstrakcji
tluszczu z probki a nastepnie wyznacza gestos¢ wyciggu ttuszczowego i porownuje
z krzywg wzorcowg. Zawarto$¢ tluszczu wylicza sie na podstawie zmian w gestosci
czystego rozpuszczalnika oraz gestosci ekstraktu tluszczowego. Z uwagi na malg
lotnos¢ oraz duzg gestoS¢ najczescie] jako rozpuszczalnika stosuje sie tutaj

czterochlorek wegla.

Metody obj etosciowe (butyrometryczne)

Polegajg na rozpuszczeniu zawartych w prébce substancji biatkowych i zwigzkéw
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towarzyszacych przy pomocy kwasu siarkowego(VI), a nastepnie wydzieleniu tluszczu
za pomocg rozpuszczalnika organicznego. Proces ten przeprowadza sie w specjalnych
przyrzgdach zwanych tluszczomierzami lub butyrometrami. Metody objetosciowe
stosuje sie gtdbwnie do oznaczenia zawartosci thuszczu surowego w mleku i produktach
mleczarskich, w przetworach miesnych oraz gotowych positkach. Ich zaletg
jest prostota, szybkos¢ wykonania, nieskomplikowana aparatura a takze stosunkowo
niskie koszty pomiaru. Przykladem objetosciowe]j metody oznaczania zawartosci

tluszczu jest tzw. metoda Gerbera.

Metody instrumentalne

W celu szybkiego oznaczania zawartosci tluszczu surowego w probkach zywnosci
mozna wykorzysta¢ réwniez takie techniki jak: spektroskopie magnetycznego
rezonansu jgdrowego (NMR) oraz spektroskopie w Dbliskiej podczerwieni (NIR).
W ten sposéb oznacza sie m.in.: zawartos¢ ttuszczu w nasionach, margarynie, miesie,

produktach mleczarskich oraz w czekoladzie.

5.4.2. Metody oznaczania poszczegélnych klas lipidd w w produktach
zywno sciowych

Oznaczenie lipidow w produktach zywnosciowych nie polega wylgcznie
na okresleniu ich ogdélnej zawartosci w postaci ttuszczu surowego. Istotne jest rowniez
zidentyfikowanie poszczegolnych klas lipidow w prébce (np. triacyloglicerole, fosfolipidy,
glikolipidy, sterole, wolne kwasy tluszczowe), a takze ilosciowe oznaczenie kazdego
sktadnika. Kompleksowg analize lipiddow w produktach spozywczych przeprowadza
sie gtdbwnie przy pomocy chromatografii kolumnowej (LC), chromatografii
cienkowarstwowej (TLC) oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Przed
analizg za pomocg techniki chromatografii gazowej (GC) i cieczowej (HPLC) probke
zywnosci nalezy odpowiednio przygotowacé. Stuzy do tego najczesciej technika
ekstrakcji do fazy statej (SPE), ktéra ma na celu rozdzielenie mieszaniny lipidow
na poszczegolne klasy. Jako faze stalg stosuje sie tu zazwyczaj kolumny krzemionkowe
lub amino-propylowe, natomiast poszczegolne frakcje lipidowe wymywa sie przy
pomocy mieszaniny takich rozpuszczalnikow jak: eter dietylowy, heksan, chloroform czy
tez metanol. W odréznieniu od tradycyjnej chromatografii kolumnowej (LC) rozdziat
lipidow technikg SPE odbywa sie przy uzyciu znacznie mniejszych ilosci eluentow, co

jest bardziej przyjazne zasadom zielonej chemii.
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Chromatografia kolumnowa (LC) — to najczesciej stosowana metoda stuzgca
do rozdzielenia lipidow na poszczegolne frakcje. Podziat nastepuje tu w zaleznosci od
powinowactwa do fazy stacjonarnej Ilub ruchomej, natomiast wymywanie
poszczegoblnych klas lipiddw odbywa sie poprzez zmiane skladu eluenta. Przykladowo
lipidy neutralne sg eluowane z kolumny wypetnionej zelem krzemionkowym za pomoca
chloroformu, glikolipidy za pomocg acetonu zas fosfolipidy za pomocg metanolu.
Rozdzielone w ten sposob lipidy mozna z kolei rozdzielaé dalej stosujgc inne zele
krzemionkowe oraz inne uktady eluentow. | tak na przyktad frakcje lipidéw neutralnych
mozna rozdzieli¢ dodatkowo na weglowodory, estry cholesterolu, triacyloglicerole,
cholesterol i diacyloglicerole, monoacyloglicerole wymywajgc je odpowiednio
heksanem, heksanem z dodatkiem 2% eteru, heksanem z dodatkiem 5% eteru,
heksanem 2z dodatkiem 15% eteru i czystym eterem. Ocene ilosciowg kazdej
z otrzymanych frakcji przeprowadza sie z kolei albo wagowo po uprzednim
odparowaniu rozpuszczalnikéw, albo technikg chromatografii gazowej, dodajgc wzorca
wewnetrznego i przeprowadzajgc je w odpowiednie lotne pochodne, np. acyloglicerole
w estry metylowe.

Chromatografia cienkowarstwowa (TLC) — uznawana za bardzo cenne narzedzie
w analizie zarbwno prostych jak tez ztozonych lipidow. Gtéwng zaletg tej metody sg
niskie koszty, szybkos¢ i prostota. W analizie lipidow technikg TLC stosuje sie
zazwyczaj ptytki wykonane z zelu krzemionkowego (faza stacjonarna), a jako faze
ruchomg kombinacje takich rozpuszczalnikéw jak: heksan, eter dietylowy i kwas octowy.
Ten system pozwala rozdzieli¢ od siebie acyloglicerole, wolne sterole, estry steroli,
wolne kwasy tluszczowe oraz inne neutralne lipidy. Do rozdzielania fosfolipidow stosuje
sie z kolei kombinacje takich rozpuszczalnikow jak: chloroform — metanol — woda albo
chloroform — metanol - kwas octowy. Ocene ilosciowg frakcji wyodrebnionych metodag
TLC prowadzi sie nastepnie densytometrycznie, cho¢ nalezy zaznaczyC, ze jest
to metoda gtéwnie wykorzystywana do analiz jakosciowych a rzadziej do ilosciowych.
Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) — w analizie lipidéw stosuje sie jg
od niedawna (1980 r.); charakteryzuje sie duzg zdolnoscig rozdzielania lipidow
na poszczegolne klasy, a takze wymaga uzycia niewielkiej ilosci probki do analiz.
Poczatkowo wykorzystywano jg wylgcznie do analiz lipidbw o charakterze
nienasyconym, gdyz jako jedyne wykazywaly one zdolnos¢ do absorpcji

promieniowania UV i tym samym mozna byto oznaczac je przy pomocy detektora UV.
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Obecnie najbardziej uniwersalnym detektorem wykorzystywanym w badaniach
nad lipidami technikg HPLC jest laserowy detektor promieniowania rozproszonego
(LLSD). Pozwala on oznaczac¢ jakosciowo i ilosciowo wszystkie klasy lipidéw, zaréwno
polarne jak i niepolarne, o charakterze nasyconym i nienasyconym. W dodatku
rozdzielanie lipidow na poszczegdlne klasy technikg HPLC-LLSD mozna prowadzic¢
w normalnym i odwroconym uktadzie faz. Przyktadowe warunki pracy zestawu HPLC-
LLSD w normalnym uktadzie faz to: kolumna Econosil Silica, eucja gradientowa od 0%
fazy A (eter naftowy) do 100% fazy B (83,5% dichlorometan, 15% aceton i 1.5%
izopropanol) z narostem liniowym w 20 min, temp. rurki dyfuzyjnej detektora 42°C,
cisnienie CO, od 0,1 do 0,2 MPa.

5.4.3. Oznaczanie skfadu kwasow ttuszczowych w prod  uktach zywno sciowych

Sktad kwasow ttuszczowych w ttuszczach spozywczych oznacza sie przy uzyciu
dwdch zasadniczych technik analitycznych, mianowicie chromatografii gazowej (GC)
oraz wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC). Dobor odpowiedniej techniki
zalezy w gtdbwnej mierze od rodzaju analizowanej prébki, a takze od takich czynnikéw
jak: dlugos¢ tancucha weglowodorowego, stopien nienasycenia oraz obecnos¢ réznych
grup funkcyjnych.

Analiza kwasow tluszczowych technik g chromatografii gazowej (GC)

Najwiekszym ograniczeniem w analizie kwasow tluszczowych technikg chromatografii
gazowej jest ich mata lotnos¢. Przed wykonaniem analizy wiasciwej istnieje zatem
konieczno$¢ przeprowadzenia tych zwigzkéw w odpowiednie pochodne. W wiekszosci
przypadkow przeprowadza sie je w mniej polarne estry metylowe, a niekiedy takze
w estry butylowe oraz trimetylosillowe (TMS). Jedynie krétkotancuchowe kwasy
tluszczowe, takie jak octowy, propionowy, walerianowy, sg na tyle lotne, ze nie
wymagajg uprzedniego przeprowadzania w pochodne. Metoda otrzymywania estrow
metylowych kwasow tluszczowych zalezy gtownie od charakteru analizowanej
substancji. Jezeli prébka zawiera wytgcznie wolne kwasy tluszczowe to w tym celu
powinien by¢ uzyty kwasny reagent (np. MeOH-HCI). Natomiast w przypadku kwasow

zwigzanych z glicerolem (acylogliceroli) preferowana jest alkaliczna metanoliza.
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Kwasy tluszczowe w postaci pochodnych metylowych mozna analizowacé
przy uzyciu kolumn kapilarnych o r6znej polarnosci. Stwierdzono jednak, ze najbardziej
efektywne rozdzialy tych zwigzkéw uzyskuje sie na kolumnach o bardzo polarnych
fazach stacjonarnych. Sag to Zazwyczaj fazy cyjanoetylosilikonowe
oraz cyjanopropylosilikonowe.

W przypadku gdy badana mieszanina kwaséw tluszczowych zawiera w swym
sktadzie zaréwno kwasy krotkotancuchowe i dtugotancuchowe, to analize prowadzi sie
w programowanej temperaturze. W ten sposéb uzyskaé mozna kompletny rozdziat
wszystkich sktadnikbw mieszaniny, co zdecydowanie utatwia ich identyfikacje
oraz ocene ilosciowa.

Najbardziej odpowiedni w analizie wiekszosci kwasow ttuszczowych technikg GC
jest uniwersalny detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID). Charakteryzuje sie miedzy
innymi  wysokag czutoscig, stabilnoscig nawet podczas analiz z programowang
temperaturg, krétkim czasem odpowiedzi czy tez liniowoscig w szerokim zakresie
stezen. W analizie estrow metylowych kwasow tluszczowych wykorzystuje sie rowniez
detektor wychwytu elektronéw (ECD) a takze spektrometr mas zazwyczaj sprzezony
w uktadzie GC-MS.

Analize jakosciowg estrow metylowych kwaséw tluszczowych przeprowadza sie
tradycyjnie w oparciu o parametry retencji. Ponadto identyfikacji mozna rowniez
dokona¢ poprzez zastosowanie odpowiedniego detektora jakosciowego. W tym
przypadku najczesciej wykorzystuje sie potgczenie chromatografii gazowej
ze spektrometrig mas (GC-MS). Oprocz parametrow retencji uktad ten rejestruje widma
mas i tym samym umozliwia przeprowadzenie kompletnej identyfikacji. Ocene ilosciowg
dla tej grupy zwigzkoéw przeprowadza sie z kolei zazwyczaj albo poprzez zastosowanie
metody wzorca wewnetrznego albo wyliczajgc procentowy udziat kazdego

ze sktadnikow analizowanej mieszaniny.

Analiza kwaséw tluszczowych technik g wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC)

Podczas analizy kwasow tluszczowych technikg HPLC zazwyczaj wykorzystuje sie dwa
zasadnicze typy detekcji: detektor UV oraz detektor fluorescencyjny. W zaleznosci
od rodzaju stosowanej do analiz detekcji kwasy tluszczowe nalezy uprzednio
przeprowadzi¢ w odpowiednie pochodne. W tym celu w przypadku detektora UV kwasy

estryfikuje sie alkoholem Ilub amidami, natomiast przy detekcji fluorescencyjnej
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do estryfikacji kwasow stosuje sie alkohol majgcy wiasciwosci fluorescencyjne np.
antranol.

Analizy kwasow tluszczowych technikg chromatografii cieczowej prowadzi sie
zazwyczaj w odwroconym ukiladzie faz (RP-HPLC). Stosowane w tym celu fazy
stacjonarne to najczesciej zele krzemionkowe modyfikowane grupami oktadecylowymi
(C18) oraz oktylowymi (C8). Rozdzielenie wykonuje sie zaréwno w warunkach
izokratycznych jak tez w gradiencie przy uzyciu rozpuszczalnikow polarnych, takich jak:
metanol, acetonitryl, woda. Kolejnos¢ elucji poszczegdlnych kwaséw tluszczowych
zalezy od diugosci tancucha weglowodorowego (czasy retencji wzrastajg wraz
ze wzrostem dlugosci tancucha) oraz ilosci wigzan podwojnych w czasteczce kwasu
(czasy retencji malejg wraz ze wzrostem ilosci wigzan podwdjnych). Technike HPLC

wykorzystuje sie m.in. do ilosciowych analiz krétkotancuchowych kwaséw ttuszczowych.

5.4.4. Oznaczanie parametrow jako $ci ttuszczu
W trakcie przechowywania ttuszczy zachodzi wiele niekorzystnych zmian, w efekcie

ktorych pogarsza sie ich jako$¢ badz tez calkowicie ulegajg zepsuciu. Procesy

te nazywa sie jelczeniem, a zachodzg gtownie pod wptywem czynnikdbw zewnetrznych
takich jak temperatura, Swiatto, powietrze. Wyrdznia sie dwa podstawowe rodzaje
zmian zachodzgcych w tluszczach:

» zmiany hydrolityczne — powstajg w wyniku dziatania warunkéw zewnetrznych,
mikroorganizmow i enzymow tkankowych; prowadzg do uwalniania z glicerydow
wolnych kwasow tluszczowych, a takze powodujg rozpad wyzszych kwaséw
tluszczowych na kwasy o krotszym tancuchu weglowym.

= zmiany spowodowane dziataniem tlenu na nienasycone wigzania przy udziale swiatta
i katalizatoréw, np. jonéw zelaza; w efekcie dochodzi do utlenienia (autooksydacji)
tluszczy i powstania nadtlenkow, a nastepnie aldehydow i ketonow.

W celu okreslenia niekorzystnych zmian zachodzgcych w ttuszczach podczas jego

przechowywania wprowadzono tzw. liczby ttuszczowe.

» Liczba kwasowa (LK) - jest miarg zawartosci wolnych kwaséw ttuszczowych
powstatych w efekcie hydrolizy acylogliceroli; wyraza sie jg jako ilos¢ miligramow
wodorotlenku potasu potrzebng do zobojetnienia kwaséw ttuszczowych zawartych
w 1 g badanego tluszczu. Liczba kwasowa nie jest wartoscig statg dla danego
gatunku tluszczu.

» Liczba zmydlenia (LZ) - parametr ten pozwala na okreslenie Sredniej masy
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czgsteczkowej kwasow ttuszczowych; jest to liczba miligramoéw wodorotlenku potasu
potrzebna do zobojetnienia wolnych kwaséw tluszczowych i zmydlenia acylogliceroli
zawartych w 1 g badanego tluszczu.

» Liczba estrowa (LE) - Swiadczy o diugosci tancuchow kwasow ttuszczowych
wchodzgcych w sktad acylogliceroli danego ttuszczu; jest tym wyzsza, im fancuchy
sg krotsze; wyraza sie jg jako ilos¢ miligramow wodorotlenku potasu potrzebng do
zmydlenia zestryfikowanych kwasow tluszczowych zawartych w 1 g badanego
ttuszczu. Oblicza sie jg z réznicy pomiedzy liczbg zmydlenia (LZ) i liczbg kwasowg
(LK).

» Liczba jodowa (LJ) — charakteryzuje tluszcz pod wzgledem zawartosci w nim
nienasyconych kwaséw tluszczowych. Jest to liczba gramdéw chlorowca
w przeliczeniu na jod, ktora przytgcza sie w okreslonych warunkach do podwojnych

wigzan kwasow ttuszczowych znajdujgcych sie w 100 g badanego produktu.

R-CH,-CH=CH-CH,-R + BrJ — R-CH,-CHBr-CHJ-CH,-R

® lLiczba nadtlenkowa (LOO) — parametr ten stuzy do okreSlenia zawartosci
nadtlenkow i traktowany jest jako wskaznik stopnia zjetczenia ttuszczu. Jest to liczba
cm® mianowanego roztworu tiosiarczanu sodu potrzebna do zmiareczkowania jodu
wydzielonego z roztworu jodku potasu w wyniku dziatania nadtlenkéw zawartych

w 1 g tluszczu.

5.5. Oznaczanie witamin

lloSciowe oznaczanie witamin sprawia wiele trudnosci, co jest spowodowane
wystepowaniem ich w bardzo matych ilosciach oraz wrazliwoscia na czynniki
fizykochemiczne. Duza czes¢ witamin wystepuje w produktach w postaci zwigzanej,
co wymaga zastosowania np. hydrolizy kwasowe] lub enzymatycznej. Jako$ciowe
i ilosciowe oznaczanie witamin i prowitamin wykonuje sie réznymi metodami (metody
fizykochemiczne, chemiczne). Ostatnio coraz czesciej w analizie witamin stosuje sie
wysokosprawng chromatografie cieczowa, najczesciej w odwréconym uktadzie faz
z zastosowaniem kolumny RP-C18. Jako fazy ruchomej uzywa sie mieszaniny wody
(z dodatkiem kwasu octowego Iub trifluorooctowego) i acetonitrylu, lub wody
(z dodatkiem kwasu octowego Ilub trifluorooctowego) i metanolu. Do wykrywania

zwigzkow lub ich grup w HPLC stosuje sie rozne rodzaje detektorow. Najczesciej
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stosowanymi detektorami sq detektory spektrofotometryczne (UV),
spektrofotometryczne z matrycg diod (DAD) oraz spektrometry mas (MS).

5.5.1. Oznaczanie witamin rozpuszczalnych w wodzie

Oznaczanie witamin metod g wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)
Witamine Bj, ekstrahuje sie za pomocg 50 mM buforu octanu sodu o pH 4,0
w temperaturze 100 ° C przez 35 min, w obecno$ci cyjanku sodu. Otrzymany ekstrakt
oczyszcza sie na kolumnie powinowactwa immunologicznego. Wyodrebniong w taki
sposOob  witamine Bj, oznaczamy metodg HPLC z detekcjg UV przy 361 nm
w odwroconym ukladzie faz. Jako eluent stosuje sie mieszanine wody z dodatkiem
kwasu trifluorooctowego (TFA) 0,025% i acetonitrylu.

Do réwnoczesnego oznaczania nikotynamidu, tiaminy, ryboflawiny, pirydoksyny,
pirydoksalu, pirydoksaminy, cyjanokobalaminy i kwasu foliowego w mleku dla niemowlat
stosuje sie wysokosprawng chromatografie cieczowg. Do rozdzielenia witamin
wykorzystuje sie kolumne C18. Faze ruchomg stanowi mieszanina metanolu, wody
(15:85, viv), 5 mM kwasu oktanosulfonowego, 0,5% trietyloaminy, pH 3,6.
Przygotowanie probki polega na jej zakwaszeniu, strgceniu biatek, odwirowaniu
strgconego osadu. Otrzymany supernatant filtruje sie przez filtr membranowy
I analizuje wedtug opisu przedstawionego powyzej.

Przyktadowe  warunki  chromatograficzne  rozdzielenia  mieszanin  witamin
rozpuszczalnych w wodzie (B5, B8, B12, B1, C, PP, B6, B9, B2) sg nastepujgce:
kolumna C18, detektor DAD rejestrujacy przy dwéch dtugosciach fali: A = 210 nm dla
witamin B5, B8 i B12 oraz A = 275 nm dla witamin B1,C, PP, B6, B9, B2. Jako faze
ruchomg stosuje sie uklad rozpuszczalnikbéw: acetonitryl (faza A), 0,025% wodny
roztwor kwasu trifluorooctowego o pH 2,6 (faza B). Rozdziat prowadzi sie

z zastosowaniem elucji gradientowe).

Oznaczanie witaminy C w produktach spo  zywczych

W$rod metod oznaczania witaminy C (zwanej tez kwasem L-askorbinowym oraz
kwasem askorbowym) mozna wyr6zni¢é metody fizykochemiczne oraz metody
chemiczne.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa. Witamina C jest najbardziej stabilna
w srodowisku kwasnym, dlatego do jej ekstrakcji z proébek statych oraz rozcienczania

uzywa sie rozcienczonych roztworow kwasow: 2% kwasu szczawiowego, 3% kwasu
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metafosforowego (V), 8% kwasu octowego czy 2% kwasu solnego. Zasada metody
polega na  oznaczeniu  {gcznej zawartosci kwasow: L-askorbinowego
i dehydroaskorbinowego. Kwas dehydroaskorbinowy jest redukowany do kwasu
L-askorbinowego za pomocg DTT (ditiotreitolu). Witamina C oznaczana jest technikg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z zastosowaniem kolumny RP-C18
| detektora UV (A= 254 nm).

Metoda fluorymetryczna. Oznaczenie polega na utlenieniu kwasu L-askorbinowego
do L-dehydroaskorbinowego i przyprowadzeniu reakcji z o-fenylenodiaming, w wyniku
ktorej powstaje fluoryzujgcy kompleks. Jego natezenie mierzy sie przy dtugosci fali
Swiatta wzbudzajgcego Aex = 365 nm oraz diugosci fali Swiatta emitowanego
Aex = 430 nm.

Metoda spektrofotometryczna. Rozdrobniong probke zawiesza sie w rozcienczonym
kwasie metafosforowym(V), a nastepnie ekstrahuje chloroformem. W celu
przeprowadzenia kwasu askorbinowego w kwas dehydroaskorbinowy faza wodna jest
poddawana dziataniu roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu, a nastepnie roztworu
2,4-dinitrofenylohydrazyny. Utworzony hydrazon jest ekstrahowany mieszaning octanu
etylu, lodowatego kwasu octowego i acetonu (96:2:2, v/vlv). Ekstrakt oczyszcza
sie metodg chromatografii adsorpcyjnej na kolumnie wypetnionej Zelem
krzemionkowym, jako faze ruchomg stosuje sie mieszanine dichlorometanu
i lodowatego kwasu octowego w stosunku objeto$ciowym 97:3. Eluat odparowuje sie
do sucha i pozostatos¢ rozpuszcza sie w rozcienczonym kwasie siarkowym.
Absorbancje roztworu mierzy sie spektrofotometrycznie przy diugosci fali A = 509 nm.
Pomiary przeprowadza sie w odniesieniu do rozciehczonego kwasu siarkowego.
Jakosciowe  oznaczenie  zawartosci witaminy C  metodg chromatografii
cienkowarstwowej. Roztwoér kwasu L-askorbinowego (jako wskaznik) i badang probke
nanosi sie na ptytke chromatograficzng. Joko uktad rozwijajgcy mozna zastosowac
octan etylu. Chromatogram TLC nalezy umiesci¢ pod lampg UV, gdzie na tej same]
wysokosci widoczne bedg plamki pochodzace od wzorca i witaminy C zawartej
w owocach. Do analizy jakosciowe] wykorzystuje sie wartos¢ wspotczynnika Rs.

Metody chemiczne — metoda Tillmansa i jej modyfikacje. Metoda Tillmansa oparta jest
na redukcji 2,6-dichlorofenoloindofenolu przez kwas L-askorbinowy. Przebieg reakc;ji

przedstawiono na Rys. 78.
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C Cl C Cl
HZ(IZ—OH H 2C—OH
HC—OH HC—OH
k Z—O + N : —0 & NH
HO OH o 6}
OH OH

kwas askorbinowy DCIP kwas dehydroaskorbinowy DCIPH,
forma zredukowana forma utleniona forma utleniona forma zredukowana
(zwiazek barwny) (zwiazek bezbarwny)

Rys. 78. Przebieg reakcji redukcji 2,6-dichlorofenoloindofenolu przez kwas L-askorbinowy

Metoda ta sprowadza sie do miareczkowania roztworu kwasu L-askorbinowego
barwnikiem Tillmansa do momentu pojawienia sie jasno rozowego zabarwienia. Jest to
metoda prosta, ale tylko w przypadku roztworow bezbarwnych i niezawierajgcych
innych zwigzkéw powodujgcych redukcje odczynnika Tillmansa. W praktyce wiadomo,
ze wiekszos¢ surowcédw roslinnych zawiera barwniki antocyjanowe, ktore nadajg
ekstraktom witaminy C rozowe zabarwienie, a takze majg wiasciwosci redukujgce.
Ponadto w produktach, w ktoérych oznaczamy witamine C, wystepujg inne zwigzki
ulegajgce utlenieniu podczas miareczkowania odczynnikiem Tillmansa. Nalezg do nich
reduktony — zwigzki obdarzone silnymi wiasciwosciami redukujgcymi, ktére nalezy
przypisywaé¢ obecnosci ugrupowania endiolowego. W przypadku oznaczania witaminy
C w owocach i warzywach oraz ich przetworach mamy do czynienia z reduktonami
biatkowymi (aminokwasy lub biatka zawierajace grupy sulfhydrylowe, ktére sg utleniane
przez odczynnik Tillmansa do wigzan disulfidowych) oraz cukrowymi (pochodne
cukréw, ktore powstajg podczas obrébki termicznej).

W przypadku roztworow silnie zabarwionych stosuje sie modyfikacj @ metody
Tillmansa, tzn. miareczkowanie 2,6-dichlorofenoloindofenolem w obecnosci
rozpuszczalnika organicznego (chloroform, ksylen). Wykorzystuje sie tu fakt
zroznicowanej rozpuszczalnosci. Barwniki antocyjanowe, w odroznieniu od barwnika
Tillmansa, nie rozpuszczajg sie w rozpuszczalniku organicznym, natomiast barwnik
Tillmansa rozpuszcza sie. Nadmiarowa kropla 2,6-dichlorofenoloindofenolu przechodzi
do warstwy rozpuszczalnika barwigc go na r6zowo. Wiasciwosci witaminy C ma réwniez
kwas L-dehydroaskorbinowy. W celu oznaczenia catkowitej zawartosci witaminy C
przeprowadza sie redukcje kwasu L-dehydroaskorbinowego do kwasu L-askorbinowego
za pomocg siarkowodoru. Nadmiar siarkowodoru usuwa sie przy uzyciu sublimatu,

przy czym strgceniu ulegajg rowniez reduktony biatkowe. Na wynik miareczkowania
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sktada sie zawartos¢ kwasu L-dehydroaskorbinowego, kwasu L-askorbinowego
i reduktonéw cukrowych.

W oznaczeniach witaminy C metodg Tillmansa w produktach spozywczych
nalezy wykonac cztery nastepujgce miareczkowania:
1. bezposrednie miareczkowanie roztworu witaminy C — na wynik skfada sie zawartos¢
kwasu L-askorbinowego, reduktonéw biatkowych i cukrowych,
2. miareczkowanie badanego wyciggu po przeprowadzonej uprzednio redukcji kwasu
L-dehydroaskorbinowego do kwasu L-askorbinowego — na wynik sktada sie zawarto$é
kwasu L-askorbinowego, kwasu L-dehydroaskorbinowego i reduktonéw cukrowych,
3. miareczkowanie roztworu po uprzednim strgceniu kwasu L-askorbinowego
reduktonow biatkowych — wynikowi odpowiada zawartos¢ reduktonéw cukrowych,
4. miareczkowanie po strgceniu reduktondéw biatkowych — na wynik miareczkowania
majg wptyw zawartos¢ kwasu L-askorbinowego i reduktonow biatkowych.
Wyniki czterech miareczkowan pozwalajg na obliczenie catkowitej zawartosci witaminy
C po wyeliminowaniu wptywu obecnosci reduktonow biatkowych i cukrowych.
Jodanometryczne oznaczanie kwasu askorbinowego. Roztwér badanej substancii
zakwasza sie kwasem chlorowodorowym, nastepnie dodaje sie skrobi i miareczkuje
mianowanym roztworem jodanu(V) potasu. Reakcja ta przebiega zgodnie

ze schematem przedstawionym na Rys. 79.

HO — CH, ) HO —CH,
HO 0] O HO O 0
—2e
HO OH ~2H 9 0
kwas L-askorbowy kwas L-dehydroaskorbowy
Ask deAsk

10, +3Ask — I +3deAsk +3H,0

Rys. 79. Reakcja jodanu(V) potasu z kwasem askorbowym

Po odmiareczkowaniu kwasu askorbinowego nadmiar jodu reaguje z kolei z powstatymi

jodkami tworzgc jod, ktory w reakcji ze skrobig daje niebiesko granatowe zabarwienie.
05 +51+6H"— 31,+3H,0

Kompleksometryczne oznaczanie kwasu askorbinowego. Kwas askorbinowy redukuje

jony zelaza(lll) do jonéw zelaza(ll) (Rys. 80). W srodowisku kwasnym zelazo(lll) tworzy

trwaty kompleks z EDTA, natomiast zelazo(ll) nie przeszkadza w oznaczeniu tworzgc
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bardzo staby kompleks z EDTA. Wprowadzajgc znane ilosci zelaza(lll) do probki
zawierajgcej kwas askorbinowy i wykonujgc miareczkowanie roztworem EDTA oznacza
sie niezredukowany nadmiar zelaza(lll). Z roznicy liczby moli zelaza(lll) przed redukcjg
i po redukcji wyznacza sie liczbe moli zelaza(lll), reagujgcego z kwasem askorbowym,
a tym samym liczbe moli kwasu askorbinowego. W trakcie oznaczania zachodzag

nastepujgce reakcje:
OH OH

N HO O o ” HO O .o
2Fe + — JFe” + +2H"

HO OH 0 0
Fe**(nadmiar) + H,Y*>" = FeY™ + 2H"

Rys. 80. Reakcja redukcji zelaza(lll) do zelaza(ll) kwasem askorbinowym

5.5.2. Oznaczanie witamin rozpuszczalnych w ttuszcz  ach

Oznaczanie witamin rozpuszczalnych w tluszczach przeprowadza sie
z zastosowaniem  wysokosprawnej chromatografii cieczowej z  detekcjg
spektrofotometryczng lub  najlepiej  fluorymetryczng.  Rozdzielenie  witamin
rozpuszczalnych w tluszczach wykonuje sie zarbwno w normalnym, jak i odwréconym
uktadzie faz. Przyktadowe warunki chromatograficzne rozdzielenia mieszanin witamin

rozpuszczalnych w tluszczach przedstawiono w Tabeli 29 i 30.

Tabela 29. Przykiady uktadéw NP-HPLC do oznaczania witamin rozpuszczalnych w tluszczach

Kolumna Wymiary Faza ruchoma [v:V] Dlugo $¢
[mm] fali [nm]
Polygosil 250 x 8 izooktan/butanol (99:1) 265
LiChrospher 250 x 4 n-heksan:propan-2-ol (99:1) 265
LiChrospher 250 x 4 n-heksan:propan-2-ol (98:2) 265
pPorasil 300x 3,9 n-heksan:tetrahydrofuran:  propan-2-ol | 265
krzemionka (98/1:1)

Tabela 30. Przyktady uktadéw RP-HPLC do oznaczania witamin rozpuszczalnych w ttuszczach

Kolumna Wymiary [mm] Faza ruchoma [v:V] Diugo $¢é
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fali [nm]

Hypersil ODS, 5 um 250 x 4,6 Metanol 265
LiChrospher 100 RP18, 5 um 250 x 4,0 Metanol:woda (95:5) 265
Vydac 20TP 54 250 x 4,6 Metanol:woda (93:7) 265
Nucleosil C18, 5 um 250 x 4,0 Acetonitryl:metanol (70:30) 265
Zorbax ODS 250 x 4,6 Acetonitryl:metanol (95:5) 265

W wiekszosci przypadkow konieczne jest zmydlenie badanego materiatu, a nastepnie

wyodrebnienie badanej witaminy za pomocg odpowiedniej ekstrakcji (Tabela 31).

Tabela 31. Przyktady odpowiednich warunkéw ekstrakcji i zmydlania stosowanych przy oznaczaniu
witamin rozpuszczalnych w tluszczach
Zmydlanie Ekstrakcja

8 g tluszczu, 100 cm® etanolu, 1 g askorbinianu | n-heksan 3 x 100 cm®, przemywanie wodg 4 x
sodu, 0,04 g siarczku sodu, 12 g KOH, 50 cm® | 100 cm®
wody, 80°C przez 30 min.

12 g tluszczu, 30 cm® etanolu, 30 cm® metanolu, | eter dietylowy 2 x 100 cm®, przemywanie wodg
0,1 g kwasu askorbinowego, 30 cm® 50% KOH, | 4 x 50 cm®
100°C przez 30 min.

8 g tluszczu, 100 cm® etanolu, 1 g kwasu | mieszanina eteru naftowego i dietylowego (1:1),
askorbinowego, 50 cm® 50% KOH, 20°C przez | 2 x 200 cm®, przemywanie woda 4 x 50 cm®
2h

24 g tluszczu, 90 cm® etanolu, 0,5 g | eter dietylowy 1 x 150 cm® 3 x 75 cm’,
askorbinianu sodu, 30 cm® 60% KOH, 100°C przemywanie woda 4 x 200 cm?®

przez 45 min pod chtodnicg zwrotng

Oznaczanie tokoferoli z zastosowaniem metod chromat  ograficznych
Do probki oleju stonecznikowego dodaje sie kolejno kwas askorbinowy oraz roztwor
KOH w etanolu. Zmydlanie prowadzi sie w tazni wodnej o temp. ok. 95°C. Nastepnie

witamine E ekstrahuje sie eterem naftowym. Potgczone ekstrakty przemywa sie woda,
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Slady wody usuwa sie przez zastosowanie bezwodnego siarczanu sodu. Tak
przygotowany ekstrakt eterowy odparowuje sie do sucha na odparowywaczu
obrotowym. Otrzymang probke rozpuszcza sie w fazie ruchomej i poddaje analizie
metodg HPLC. Do analiz mozna uzy¢ zestawu HPLC z detektorem UV (A = 292 nm),
wyposazonego w kolumne C18 (250 x 4,6 mm). Jako faze ruchomg stosuje sie ukiad
rozpuszczalnikow: acetonitryl (faza A) i metanol (faza B). Rozdzielenie prowadzi sie
z zastosowaniem elucji izokratycznej: 80% fazy A i 20% fazy B.

Poszczegolne rodzaje tokoferoli oznacza sie réwniez metodg chromatografii
cienkowarstwowej lub gazowej (w postaci pochodnych trimetylosililowych).
Chromatografie cienkowarstwowg (TLC) wykonuje sie na piytkach pokrytych zelem
krzemionkowym Si 60G oraz na ptytkach HPTLC szklanych Si GF 254, w réznych
uktadach chromatograficznych. Najkorzystniejszym uktadem jest: benzen — octan etylu
(102:18 v/v). Chromatogramy wizualizuje sie roztworem kwasu fosforowolframowego
lub odczynnikiem Liebermanna-Burcharda.

Chromatografia gazowa. Do oznaczania tokoferoli w postaci trimetylosililowych
pochodnych stosuje sie chromatografie gazowg z detektorem FID lub MS. Analize
chromatograficzng GC wykonuje sie z zastosowaniem programowanej temperatury
od 200 do 240°C, 4°C/min.

Oznaczanie witaminy A metod g spektrofotometryczn g

Witamina A zawiera w czgsteczce duzg liczbe sprzezonych wigzan nienasyconych,
ktorych maksimum absorpcji przypada w obszarze 328 nm. Oznaczanie karotenoidow
w produktach naturalnych przeprowadza sie najczesciej metodami
spektrofotometrycznymi. ldentyfikacja oparta jest na pomiarze absorbancji w zakresie
Swiatta widzialnego. Poszczegdlne karotenoidy wykazujg charakterystyczne krzywe
absorpcji. W Tabeli 32 podano maksima absorpcji a-, B-, y-karotenéw.

Tabela 32. Maksima absorpcji a-, B-, y-karotenéw

Karotenoid Maksima absorpcji w eterze naftowym [nm]
a 422 444 473
B (425) 451 482
Y 437 462 494

Oznaczanie witamin rozpuszczalnych w ttuszczach met ~ odg kolorymetryczn a
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Do oznaczania witamin rozpuszczalnych w ttuszczach wykorzystuje sie rowniez metode
kolorymetryczng opartg na reakcji barwnej z chlorkiem antymonu(lll), (witamina A -
barwa niebieska, pomiar przy dtugosci fali 620 nm, witamina D — barwa pomaranczowa,
pomiar przy dtugosci fali 500 nm). Oznaczenie tokoferoli wykonuje sie w oparciu
0 metode Emmeric-Engela. W odpowiednich warunkach tokoferole redukujg jony Fe**
do Fe®, ktére nastepnie tworzg barwne potgczenie z a,a’-dipirydylem. Nie wszystkie
tokoferole reagujg w sposéb identyczny. Ogoélng zawartos¢ tokoferolu wyraza sie
w przeliczeniu na a-tokoferol. Przed wlasciwym oznaczaniem nalezy wyeliminowac
z probki nadtlenki, karotenoidy i inne sktadniki redukujgce. Analiza moze by¢ wykonana

bezposrednio lub po wyodrebnieniu substancji niezmydlajgcych.

5.6. Oznaczanie sktadnikéw mineralnych

Skfadniki mineralne wystepujg w zywnosci w postaci roztworow soli kwasow
nieorganicznych i organicznych oraz rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych zwigzkéw
kompleksowych. Réznorodnosé tych substanciji oraz niski poziom stezeh wielu z nich
sprawia, iz znalezienie uniwersalnych metod analitycznych umozliwiajgcych analize
réznorodnych produktéw spozywczych jest niezwykle trudne. W celu kontroli jakosci
produktéw spozywczych oznaczanie skladnikbw mineralnych powinno byc¢
przeprowadzane zgodnie z obowigzujgcymi normami przedmiotowymi, przestrzegajgc

Scisle zalecanych procedur analitycznych.

5.6.1. Popidt ogdlny i jego charakterystyka

Miarg ogolnej ilosci sktadnikbw mineralnych w produkcie spozywczym jest
zawartos¢ popiotu ogolnego (catkowitego), pozostajgcego po spaleniu probki
produktu w takich warunkach, w ktorych nie nastepuje rozktad chlorkéw i utlenianie sie

chloru. Sktad popiotu catkowitego przedstawiono na Rys. 81.
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Popidét ogdlny
(catkowity)
1

| | | |
Skfadniki mineralne Zanieczyszczenia mineralne
(m.in. piasek, szkto)

Pochodzenie naturalne ]

f Makroelementy
L(m.in. K, Na, Ca, Mg, S, Fe.Cl)

[ Mikroelementy
_(m.in. Cu, Mn, |, Al., Co, Se)

Celowo wprowadzone
(m.in. NaCl, fosforany)

-

(Metale szkodliwe dla zdrowia
L (m.in. Pb, Cd, Hg, As)

Rys. 81. Skiad popiotu ogdlnego (catkowitego) (Pachotek B. Oznaczanie zawartosci sktadnikow
mineralnych. W: Matecka M. (red.) Wybrane metody analizy Zywnosci Wydawnictwo Akademii
Ekonomicznej w Poznaniu, Poznan, 2003, str. 21)
llo§¢ popiotu ogdlnego jest jedynie pewnego rodzaju oszacowaniem zawartosci
zwigzkéw mineralnych zawartych w produktach zywnosciowych. Oprocz sktadnikow
mineralnych obejmuje takze zanieczyszczenia mineralne, ktorymi mogg by¢ m.in piasek
badz szklo. llos¢ i skiad popiotu zalezy zarbwno od pochodzenia zywnosci jak
i stosowanej metody mineralizacji probki. Zawartos¢ popiotu wiekszosci produktow
mleczarskich miesci sie w granicach 0,5-1,0%, w sSwiezych owocach w zakresie
0,2-0,8%, w warzywach i swiezym miesie okoto 1%, natomiast w mgce w zaleznosci
od typu w granicach od 0,45 do 2,0%. Poniewaz czes¢ skladnikow mineralnych
ma charakter kwasotworczy (m.in. chlor, siarka, fosfor), inne sg zasadotworcze
(np. wapn, sod czy potas) mogg one nadawac popiotowi odczyn kwasny (zboza i ich
przetwory, mieso, ryby, jaja) lub odczyn zasadowy (m.in. mleko, owoce, warzywa i ich
przetwory). Charakterystyke popiotu przeprowadza sie przez oznaczenie:

= zawartosci popiotu ogélnego (catkowitego),
= zawartosci popiotu rozpuszczalnego w 10% roztworze kwasu solnego,
= zawartosci popiotu rozpuszczalnego w wodzie,
= odczynu popiotu,
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= zawartosci poszczegolnych sktadnikbw mineralnych.

Aby oznaczy¢ popidt catkowity nalezy w wielu przypadkach probke zmineralizowag.
Wykonuje sie jg réwniez w celu przeprowadzenia sktadnikow mineralnych do roztworu
oraz w celu zwiekszenia stezenia sktadnikdw mineralnych. Wykonuje sie jg technikg na
»,sucho” i na ,mokro”.

Mineralizacja na ,sucho” jest podstawowg metodg oznaczania popiotu
w produktach spozywczych. Polega ona na ustaleniu masy pozostato$ci po spopieleniu
probki w okreslonych warunkach. Najczesciej stosowany sposob spopielenia polega na
ogrzewaniu prébki w tyglach w nadmiarze tlenu, w $cisle znormalizowanych warunkach.
Istotnymi czynnikami wymagajgcymi kontroli podczas spopielenia sg: temperatura,
czas, stosowane naczynia.

Spopielenie probki przebiega w dwdéch etapach:

= zweglenie prébki (utlenienie zwigzkéw organicznych do tlenkow, z ktérych lotne
zostang usuniete w postaci dyméw, a sole kwasOw organicznych zostang
przeprowadzone w tlenki i weglany),

» prazenie w wysokiej temperaturze (zazwyczaj 550-600°C) do statej masy.
Przekroczenie temp. 800°C powoduje duze straty popiotu wskutek rozktadu chlorkow
i weglandw, ktérym czesciowo mozna zapobiec wprowadzajgc octan magnezu lub
zwigzki litowcow.

Czas spopielenia wynosi zwykle 16-18 godzin. Warunki zalezg przede wszystkim od

skladu chemicznego préobki, gtdwnie topliwosci i lotnosci wystepujgcych w niej soli

I temperatury spalania. Trudniej stapiajg sie substancje kwasne od zasadowych lub

zawierajgce duze ilosci biatka. Produkty potptynne i ptynne (np. soki) nalezy zagesci¢

na tazni wodnej. Jezeli spopielenie zachodzi opornie mozna zastosowac substancje

utleniajgce, np. kwas azotowy(V) lub nadtlenek wodoru.

Mineralizacja na ,mokro” - probke rozktada sie za pomocg mocnych kwaséw
mineralnych np. kwasu azotowego(V), czy siarkowego(Vl). Wykonuje sie ja
w specjalnych piecach mikrofalowych lub kolbach Kjeldahla. Oprocz kwaséw
wprowadza sie takze czesto inne substancje utleniajgce. Metoda ta charakteryzuje sie
znacznie nizszg temperaturg (125-350°C). Mineralizacja na ,mokro” jest zalecana
do oznaczania takich sktadnikéw jak wapn, fosfor oraz do wykrywania i oznaczania

pierwiastkow szkodliwych dla zdrowia, np. arsenu i otowiu.

208 |Strona



Dalsza analiza popiotu ogélnego polega na rozpuszczeniu go w 10% roztworze
kwasu solnego. Ta czes¢ popiotu ogdlnego, ktéra jest rozpuszczalna w 10% roztworze
kwasu solnego zawiera skfadniki mineralne. Popidt nierozpuszczalny w 10% roztworze
HCI zawiera z kolei zanieczyszczenia mineralne. Oznaczanie tej frakcji jest zalecane
przy badaniu zbéz, przetworéw zbozowych, herbat, owocéw, warzyw.

Kolejnym rodzajem popiolu oznaczanego w probkach spozywczych jest
oznaczanie popiotu rozpuszczalnego w wodzie . Okresla sie go przez ekstrakcje
popiolu ogdélnego za pomocg gorgcej wody | o0znaczeniu pozostatosci
nierozpuszczalnej. Roéznica mas popiotbw wskazuje na zawartos¢ popiotu
rozpuszczalnego. Wsrdd skiadnikéw mineralnych rozpuszczalnych w wodzie znajdujg
sie gtdwnie sole sodu, potasu, chlorki i weglany. Zawarto$¢ popiotu rozpuszczalnego
w wodzie jest wskaznikiem m.in. zawarto$ci owocéw w konserwowanych dzemach
I marmoladach.

Kolejnym waznym wskaznikiem jakosci produktu jest odczyn popiotu . Okresla
sie go na podstawie ilosci zuzytego mianowanego roztworu kwasu lub zasady
potrzebnej do zobojetnienia popiotu otrzymanego z prébki badanej, rozpuszczonego
w znanej ilosci kwasu. Odczyn popiotu ma duze znaczenie w badaniu zafalszowan
zywnosci zwigzkami mineralnymi.

W  przypadku niektérych produktow zywnosciowych nie ma potrzeby
wykonywania mineralizacji. Oznaczenie zawartosci skladnikbw mineralnych
przeprowadza sie bezposrednio na probce lub stosujgc odpowiednig ekstrakcje,
np. przy oznaczaniu sodu i potasu w produktach owocowych. Czesto stosuje sie
metode konduktometryczng i polega ona na pomiarze przewodnictwa roztworu
badanego materiatlu o $cisle okreslonym stezeniu, gdyz istnieje zalezno$¢ pomiedzy
iloscig soli rozpuszczalnych (popiotu) a przewodnoscig roztworu. Metoda ta jest szybka,
ale niedoktadna. Stosowana jest giéwnie do oznaczania zawartosci popiotu w cukrze

czy mace.

5.6.2. Metody oznaczania poszczegolnych sktadnikow mineralnych

Waznym aspektem analizy sktadnikbw mineralnych jest oznaczanie
poszczegoblnych pierwiastkbw (lub jonéw) obecnych w produktach zywnosciowych.
Opracowano wiele metod analitycznych, a do podstawowych nalezg:

» metody miareczkowe (gtownie kompleksonometryczne, strgceniowe),
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= grawimetryczne,

= spektrofluorymetryczne,

» fluorescenciji rentgenowskiej,

= Kkolorymetryczne,

= polarograficzne,

= 7z wykorzystaniem elektrod jonoselektywnych,

» emisyjna spektrofotometria atomowa ze wzbudzaniem: w ptomieniu palnika (FAES),
elektrotermicznym (ET-AES) oraz w plazmie wzbudzonej indukcyjnie ICP-AES),

» metoda absorpcyjnej spektrofotometrii atomowej (AAS) - metoda najczesciej
stosowana,

= spektrometria mas z jonizacjg w plazmie wzbudzonej indukcyjnie (ICP-MS)

» metody chromatograficzne — np. chromatografia jonowymienna.

Ponizej przedstawione zostang wybrane praktyczne zastosowania kilku metod.

Szybkie oznaczanie skiadnikbw mineralnych i zanieczyszczen zywno$Sci
umozliwiajg elektrody jonoselektywne. Dzieki nim mozna oznaczy¢ okoto 50 réznych
kationow i anionéw, z tym ze powaznym ograniczeniem jest mata powtarzalnosé
wynikow i duzy wplyw czynnikbw przeszkadzajgcych. Selektywnos¢ oznaczen
zwiekszono gdy membrane szklang zastgpiono sprasowang mieszaning trudno
rozpuszczalnych soli oznaczanego pierwiastka.

Za pomocg emisyjnej spektrofotometrii ptomieniowej AES mozna oznaczy¢ okoto
20 pierwiastkow. Z kolei absorpcyjna spektometria atomowa AAS jest najczesciej
stosowang metodg analizy sktadnikbw mineralnych, umozliwiajgcg oznaczanie okoto
60 metali na poziomie sladow, bez koniecznosci wstepnego przygotowania probki.

Do oznaczania zawartosci chlorkbw w Zzywnosci stosuje sie najczesciej
miareczkowanie strgceniowe — metode Mohra i metode Volharda oraz jonoselektywne
elektrody chlorkowe.

Inng metodg stosowang w oznaczaniu sktadnikow mineralnych jest metoda
grawimetryczna. Wykorzystana zostala ona do oznaczania zawarto$ci wapnia
w wodzie. Oznaczanie polega na strgcaniu jonOw wapnia za pomocg Szczawianu
amonu, a nastepnie wagowym oznaczeniu wytworzonego w tej reakcji tlenku wapnia.

Przyktadem  zastosowania metod  miareczkowych jest  oznaczanie

kompleksonometryczne jonow wapnia i magnezu w wodzie za pomocg EDTA.
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Metoda fluorymetryczna jest stosowana w oznaczaniu selenu. Stosuje sie w niej
bufor glicynowy i 2,3-diaminonaftalen. Reakcje prowadzi sie 1 godzine w temperaturze
60°C, probke ekstrahuje cykloheksanem i do wzbudzenia fluorescencji uzywa sie fal
elektromagnetycznej o dlugosci 378 nm, po czym bada natezenie wigzki emitowane]

fluorescenciji przy 520 nm.
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6. Metody oznaczania zanieczyszcze A zywno Sci

6.1. Oznaczanie dioksyn

Standardowa analiza dioksyn obejmuje nastepujgce etapy:
= dodanie do prébki wewnetrznego standardu znaczonego izotopem **C,
= suszenie probki,
= ekstrakcje w aparacie Soxhleta,
= oczyszczanie prébki metodg chromatografii cieczowej z kolumnami wypetnionymi np.
zelem krzemionkowym lub weglem aktywnym,
» oznaczanie ilosciowe poszczegolnych kongenerow metodg chromatografii gazowe;j

potgczong z wysokorozdzielczg spektrometrig mas.

Pierwszym etapem analizy zawartosci dioksyn jest izolacja ich z badanej probki.
Jest to dos¢ trudne zadanie z tego wzgledu, ze dioksyny w produktach zywnosciowych
wystepujg na poziomie ng/kg. Dodatkowym utrudnieniem jest duza rozpuszczalnosc
dioksyn w tluszczach. Przygotowanie probek do analiz polega na ekstrakcji w uktadzie
ciecz-cialo state w aparatach Soxhleta oraz technikami mikrofalowymi. Z analizowanej
zywnosci nalezy usung¢ wode, np. poprzez liofilizacje. Z mleka nalezy usung¢ biatko
poprzez strgcenie za pomocg szczawianu sodu, a nastepnie ekstrahowac¢ w ukiadzie
ciecz-ciecz eterem dietylowym. Mieso powinno zosta¢ zhomogenizowane i suszone
bezwodnym siarczanem sodu. Ze wzgledu na straty dioksyn podczas przygotowania
proébek do analiz nalezy okre$li¢ odzysk. W tym celu stosowane sg wzorce znaczone
izotopowo *C-PCDDs, *C-PCDFs i '*C-PCBs, ktére wprowadza sie do prébek przed
analizg.

Koncowe analizy dioksyn wykonuje sie technikg chromatografii gazowej
potgczonej ze spektrometria mas z podwojng fragmentacja (GC-MS/MS) lub
z wykorzystaniem wysokorozdzielczych spektrometréw mas. Mozna zastosowaé
rowniez spektrometrie mas w trybie monitorowania wybranego jonu (SIM - Selected lon
Monitoring), zapewnia to wysokg selektywnos$¢ i czutos¢ oznaczenia na poziomie
pikogramowym.

Obliczenie toksycznosci probki (TEQ - Toxic Equivalency) dokonuje sie

za pomocg tzw. wspoiczynnika réwnowaznego toksycznosci (TEF) (Tabela 33).
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Na podstawie wynikOw analiz zawartosci wszystkich siedemnastu kongeneréw

PCDDs/PCDFs oblicza sie toksycznosci probki (Rys. 82) z ponizszego wzoru:

TEQ= S (m xTEF)

i=17

Rys. 82. Toksycznosci probki; m;- masa pojedynczego kongeneru, w pg lub w ng, TEF;- wspoiczynnik
réwnowazny toksycznosci dla i-tego kongeneru PCDD/F, w odniesieniu do kongeneru 2,3,7,8-TCDD

Tabela 33. Wartosci wspotczynnika rownowaznego toksycznosci TEF dla PCDDs i PCDFs

Kongener PCDDs TEF
2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PsCDD 1
1,2,3,4,7,8-HsCDD 0,1
1,2,3,6,7,8- HCDD 0,1
1,2,3,7,8,9- H,CDD 0,1
1,2,3,4,6,7,8- H,CDD 0,01
OCDD 0,0001
Kongener PCDFs TEF
2,3,7,8-TCDF 0,1
2,3,4,7,8- PsCDF 0,5
1,2,3,7,8- PsCDF 0,05
1,2,3,4,7,8- H,CDF 0,1
1,2,3,6,7,8- H,CDF 0,1
1,2,3,7,8,9- H,CDF 0,1
2,3,4,6,7,8- H,CDF 0,1
1,2,3,4,6,7,8- H,CDF 0,01
1,2,3,4,7,8,9- H,CDF 0,01
OCDF 0,0001
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6.2. Oznaczanie rt eci

Zawartos¢ rteci ogdétem mozna oznaczac technikg zimnych par bezptomieniowej
spektrometrii absorpcji atomowej (CV-AAS). Metoda CV-AAS polega na pomiarze
absorpcji przez pary molekut rteci promieniowania o dtugosci fali A = 253,7 nm.

W trakcie analizy jony rteci redukuje sie do rteci elementarnej (HgO0) za pomoca SnCl,

(Rys. 83):

Hg* +Srf" - Hg’ + Srf*

Rys. 83. Redukcja jonéw rteci

Stezenie rtgci w prébce oblicza sie ze wzoru (Rys. 84):

_AlalVv

= [1000
A, (b

Rys. 84. Wzér, z ktérego oblicza sie stezenie rteci; X — stezenie rteci w probce [ng Hg/g], A1 -
powierzchnia sygnatu prébki [mmz], A2 — powierzchnia sygnatu wzorca [mmz], a — ilos¢ dodanego wzorca

(0,001 ng), b — objetosé mineralizatu uzyta do oznaczenia (1 cms), m — nawazka uzyta do mineralizacji
[g], V — koncowa objeto$¢ mineralizatu [cms]

Przygotowanie prébki do analizy.  Przygotowanie probki polega na mineralizacji na
mokro organicznych i nieorganicznych skfadnikdw preparatu za pomocg stezonego
roztworu kwasu azotowego (65% HNO3), posiadajgcego wiasciwosci utleniajgce:
a) nieorganiczne zwigzki rteci

HgX + HNO, - Hg* +H,X + NO, +H,0
b) organiczne zwigzki rteci

+

Hg - org + utleniacz (HNO ;) — Hg ** + utleniacz

W wyniku mineralizacji materiatlu organicznego wegiel zostaje utleniony do ditlenku
wegla, woddr do wody, azot substancji organicznej (najczesciej aminowy) przechodzi
w wolny azot. Nadmiar utleniacza usuwany jest poprzez dodanie do roztworu
chlorowodorku hydroksyloaminy.

Przygotowanie probek przebiega w nastepujacych etapach:

= odwazenie od 0,1 g do 1 g probki,

= dodanie 4 cm3 stezonego kwasu azotowego (65% HNO3) i pozostawienie

na 24 godziny,
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= ogrzewanie mineralizatu w stanie tagodnego wrzenia przez 1,5 godziny
pod chtodnicg zwrotna,

» schiodzenie roztworu,

* przesgczenie mineralizatu do cylindrow miarowych i uzupetnienie do objetosci
25 cm® wodg redestylowana.

Tak przygotowang probke poddaje sie analizie na zawartos¢ rteci metodg zimnych par

bezptomieniowe] absorpcyjnej spektroskopii atomowej (CV-AAS). W celu usuniecia

Sladow rteci roztwoér redukcyjny dozowany do kuwety reakcyjnej aparatu wczes$niej

powinien by¢ przedmuchiwany azotem. Z kazdg serig 10 mineralizowanych

analizowanych probek, nalezy analizowa¢ 1 probke odczynnikowg. Granica

wykrywalnosci wynosi, w zaleznosci od nastawionych parametréw pracy aparatu,
od < 1 do 1000 pg Hg/cm3. Oznaczalno$¢ metody wynosi 1 ng/g masy mokrej prébki,
a granica wykrywalnosci wynosi 0,5 pg Hg/cm3.

6.3. Oznaczanie WWA

Do wydzielenia frakcji wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych
(WWA) z wody mozna zastosowac ekstrakcje SPE i oznaczy¢ te anality technikg
GC/FID. Do ekstrakcji WWA z wody stosowane sg niepolarne fazy oktadecylowe (C-18)
lub fazy oktadecylowe w potgczeniu z polarnymi fazami, np. aminopropylows.
Ekstrakcja do fazy stacjonarnej przebiega w nastepujgcych etapach:

» przemycie kolumienki rozpuszczalnikami majgcymi site eluotropowg wiekszg niz
stosowane eluenty. W ten sposob usuwa sie alkany, alkeny, alkiloftalany, silanole
I siloksany,

= kondycjonowanie wypetnionych kolumienek (ztoza sorbentu). Zel krzemionkowy
modyfikowany fazg oktadecylowg najpierw przemywa sie metanolem lub
2-propanolem, a nastepnie mieszaning wody i 2-propanolu. W czasie
kondycjonowania tancuchy weglowodorowe ulegajg wyprostowaniu oddalajgc sie od
powierzchni sorbentu i tworzg znacznie powiekszong powierzchnie aktywna,

* naniesienie na kolumienke probki wody,

* usuniecie (z przestrzeni miedzy czgstkami sorbentu oraz z wnetrza jego porow)
substancji niezwigzanych przez przemycie czystym rozpuszczalnikiem, w ktorym
znajdowat sie analit. W ten sposob usuwa sie interferenty pochodzgce z matrycy,

co zwieksza czystosc analizowanej frakciji,
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» suszenie pozostatosci rozpuszczalnika strumieniem powietrza,

» elucja analitbw — w przypadku ekstrakcji WWA z wody z zastosowaniem
niepolarnych faz oktadecylowych (C-18) najczesciej stosuje sie elucje nastepujgcymi
rozpuszczalnikami: dichlorometan, pentan, heksan, aceton, octan etylu, acetonitryl
lub ich mieszaninami.

Wydzielong i zatezong frakcje WWA (np. w strumieniu azotu) mozna analizowac

technikg chromatografii gazowej. Przyktadowe warunki analizy:

» kolumna kapilarna RTX-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 uym))

= poczgtkowa temp. kolumny 80°C, narost 4°C/min do 310°C; 10 min a nastepnie
izotermicznie w 310°C,

» temperatura dozownika 310°C,

» temperatura detektora (FID) 310°C,

= gaz nos$ny Ar, 90 kPa.

6.4. Oznaczanie mikotoksyn

Do ilosciowej analizy mikotoksyn wykorzystuje sie przede wszystkim techniki
chromatograficzne: chromatografie cienkowarstwowg (TLC), chromatografie gazowg
(GC) i wysokosprawng chromatografie cieczowg (HPLC) oraz metody immunologiczne:
radioimmunologiczne i immunoenzymatyczne. Do analiz jakosciowych czesto
wykorzystywana jest spektrometria mas | pofgczenia spektrometrii  mas

z chromatografig gazowsq i cieczowa.

6.5. Ocena mutagenno $ci i rakotworczo sci skladnikéw zywno $ci

Substancje rakotworcze i mutagenne sg sktadnikami zywnosci, ktére wywierajg
niekorzystny wptyw na zdrowie i zycie ludzi i dlatego muszg byé w miare tatwo
wykrywane i stale kontrolowane. Do oceny rakotwoérczosci sktadnikow obecnych
W zywnosci stuzg tanie i szybkie testy. Jako ze kancerogennos¢ zwigzkow chemicznych
bardzo czesto wigze sie z ich zdolnoscig do wywotania mutacji, testy te opierajg sie
wilasnie na ocenie mutagennosci owych substancji. Wiasciwosci mutagenne
stosunkowo tatwo i szybko wykrywa sie przy uzyciu bakterii. Przyjmuje sie wowczas
zatozenie, ze gdy badany czynnik powoduje uszkodzenie bakteryjnego DNA i wywotuje
w nim mutacje, to w podobny spos6b moze réwniez oddziatywa¢ na DNA organizmow

wyzszych.
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Sposrod wielu bakteryjnych testéw mutagennosci w kontroli zywnosci najczesciej
stosowany jest test Amesa . Uzywa sie w nim zmieniony genetycznie szczep bakterii
Salmonella typhimurium niezdolny do syntezy histydyny. Bakterie wysiewa sie na
pozywce z dodatkiem takiego stezenia histydyny, ktory umozliwia zaledwie minimalny
wzrost tej bakterii. Zachodzi wéwczas samorzutna tzw. powrotna mutacja
w zmienionym genie, ktéra przywraca bakteriom zdolnos¢ do syntezy histydyny i tym
samym umozliwia jej wzrost i tworzenie kolonii. Czestotliwos¢ tych samorzutnych
powrotnych mutacji zdecydowanie zwieksza sie w obecnosci mutagenow. Im silniejszy
mutagen dziata na bakterie tym zwieksza sie prawdopodobienstwo, ze odzyskajg one
zdolnos¢ do syntezy histydyny.

Zdolnos¢ danej substancji do wywolywania nowotworow (tzw. badania
rakotworczosci) prowadzi sie z kolei najczesciej na myszach i szczurach. Zwierzetom
podaje sie badang substancje w réznych dawkach, a nastepnie obserwuje sie
zachodzagce zmiany zarébwno w ich wygladzie i zachowaniu. Najwieksze stezenie
zaaplikowanej substancji, ktore nie powoduje ubytku masy zwierzecia ani innych oznak
zagrozenia jego zycia, odpowiada maksymalnej dawce tolerancji. W badaniach tych
ustala sie takze dawke, przy ktérej mozliwe jest jeszcze zaobserwowanie szkodliwych
skutkdw podania substancji rakotworczej. Mniejsza dawka uwazana jest juz za taka,
ktora nie ma zadnego efektu biologicznego (ang. no-effect level). Jezeli te wartos¢
podzieli sie z kolei przez 100 lub 1000 otrzymuje sie wéwczas tzw. dopuszczalng dawke
dzienng substancji rakotwoérczych dla cztowieka.

Przedstawione tu testy oceny mutagennosci i rakotwdrczosci nie sg idealne
i budzg wiele zastrzezen. Przykladowo test Amesa nie jest w stanie jednoznacznie
okresli¢, czy zwigzki mutagenne sg jednoczesnie kancerogenami. W dodatku pojawia
sie tez pytanie na ile rakotworczos¢ obserwowana u zwierzgt moze by¢ ekstrapolowana
na cztowieka. Z catg pewnoscig mozna powiedzie¢, ze badania te nie odzwierciedlajg
w pelni zagrozenia jakie niosg rézne skfadniki zywnosci na zdrowie konsumenta.
Wazne jest jednak to, ze umozliwiajg identyfikacje tych szkodliwych substancji

W ZyWnosSci.
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7. Metody oznaczania dodatkow do  zywno S$ci

7.1. Metody oznaczania konserwantow

Do oznaczenia substancji konserwujgcych w produktach spozywczych stosuje
sie metody chromatograficzne, kolorymetryczne, spektrofotometryczne i miareczkowe.
Dobér odpowiednich warunkow analiz jest $cisle zwigzany z rodzajem i wkasciwosciami
fizykochemicznymi badanych substancji. Metody wykorzystywane do analizy
konserwantdw omowione zostang na przykladzie kwasu benzoesowego i kwasu
sorbowego.

Metoda spektrofotometryczna.  Przed oznaczeniem kwasu benzoesowego metodg
spektrofotometryczng, nalezy wykonac¢ ekstrakcje przy uzyciu eteru etylowego,
reekstrakcje alkaliczng, a nastepnie ekstrakt oczyszcza sie zakwaszonym roztworem
dichromianu potasu. Kwas benzoesowy w tak przygotowanej probce oznacza sie przy
diugosci fali 272 nm. Metode te stosuje sie rowniez do oznaczania kwasu sorbowego.
Kwas sorbowy oddestylowuje sie z parg wodng, a nastepnie jego zawartosc
w destylacie oznacza sie przy diugosci fali 256 nm.

Metoda  kolorymetryczna. Do  kolorymetrycznego  oznaczania  substancji
konserwujgcych w zywnosci wykorzystuje sie barwne kompleksy konserwantow
z odpowiednimi zwigzkami, np. kwasu benzoesowego z hydroksyloaming, kwasu
sorbowego z kwasem 2-tiobarbiturowym. Zawarto$¢ kwasu benzoesowego mozna
oznaczy¢ roOwniez metodg miareczkowg. Polega ona na ekstrakcji kwasu
benzoesowego chloroformem, odparowaniu rozpuszczalnika, rozpuszczeniu
pozostatosci w alkoholu etylowym i miareczkowaniu otrzymanej probki roztworem
wodorotlenku sodu w obecnosci fenoloftaleiny.

Metody chromatograficzne: GC i HPLC. Obecnie w analizie substancji
konserwujgcych coraz czesciej wykorzystuje sie metody chromatograficzne. Do
jakosciowej i ilosciowej analizy kwasu benzoesowego w produktach spozywczych
stosuje sie chromatografie cieczowg w odwréconym uktadzie faz. Jako fazy ruchome
mozna zastosowaé nastepujgce mieszaniny: woda/metanol/kwas octowy (69:28:3,

v/viv); metanol/bufor octanu amonu pH 4,6 (50:50, v/v).
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Oznaczanie kwasu benzoesowego i sorbowego w produkt ach spo zywczych
metod g HPLC

Przed przystgpieniem do analizy wtasciwej, w celu usuniecia biatek i ttuszczy, do prébki
dzemu dodaje sie metanolu. Po strgceniu, osad usuwa sie przez odwirowanie,
a otrzymany supernatant analizuje technikg HPLC. Rozdzielanie chromatograficzne
wykonuje sie w warunkach izokratycznych z zastosowaniem kolumny C18 i mieszaniny
buforu octanowego (pH 4,4) - metanolu (65:35, v/v) jako fazy ruchomej. Eluat jest
monitorowany przy 235 nm.

Okoto 10 g doktadnie rozdrobnionej probki migsa ekstrahuje sie 70 cm® etanolu.
Po przefiltrowaniu ekstrakt jest analizowany metodg chromatografii cieczowe;j
Z detektorem UV (254 lub 280 nm). Jako faze stacjonarng wykorzystuje sie zioze C18,
a jako faze ruchomg mieszanine buforu octanu amonu (faza A) i metanolu (faza B).
Do rozdzielenia kwasu benzoesowego i sorbowego stosuje sie elucje gradientowa:
od 10 % fazy B do 70 % fazy B w ciggu 25 min.

Oznaczanie kwasu benzoesowego i sorbowego w produkt ach spo zywczych
metod g GC

Do okoto 15 g prébki produktu spozywczego dodaje sie 50 cm?® wody i miesza szklang
bagietkg. Nastepnie do probki wprowadza sie 5 ml H,SO4 (20%) i 75 ml eteru i wstrzgsa
sie przez 5 minut. Prébke odwirowuje sige, po czym warstwe eteru przenosi do kolby
i ekstrahuje dwukrotnie 50 ml 0,5 M NaOH i 30 cm® nasyconego NaCl. Nastepnie
ekstrakty zakwasza sie roztworem HCI do pH < 1, dodaje dichlorometanu i bezwodnego
Na,SO,4, a nastepnie odparowuje do sucha w temp. 40°C. Tak przygotowang probke
poddaje sie reakcji derywatyzacji (metylowanie przy uzyciu diazometanu, sililowanie
z zastosowaniem MSTFA (N-metylo-N-trimetylosilytrifluoroacetamid). Reakcje
derywatyzacji wykonuje sie w podwyzszonej temperaturze, po czym probke poddaje sie
analizie metodg GC-FID. Przyktadowe warunki analizy GC: kolumna RTX-5, gaz nosny
— hel, program temperaturowy 80°C przez 5 min, od 80°C do 230°C, 2°C/min.,
a nastepnie izoterma w 230°C przez 10 min. Temperatura dozownika 250°C, detektora
FID - 280°C.

7.2. Metody oznaczania przeciwutleniaczy
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Do analizy przeciwutleniaczy w produktach spozywczych wykorzystuje sie
metody kolorymetryczne i chromatograficzne (TLC, GC, HPLC). W przypadku HPLC
rozdzielenie przeciwutleniaczy wykonuje sie w odwréconym ukfadzie faz (kolumna
wypetniona ztozem C18) z zastosowaniem mieszaniny metanolu i wody (70:30, v/v) lub

acetonitrylu i wody (68:32, v/v) jako fazy ruchome,.

Oznaczanie przeciwutleniaczy z zastosowaniem HPLC

Do oznaczenia wybranych przeciwutleniaczy (PG - galusan propylu, THBP - 2,4,5-
trinydroksybutyrofenon, BHA — butylohydroksyanizol, BHT - butylohydroksytoluen, AKP
- palmitynian askorbylu) w gumie do zucia stosuje sie metode HPLC. Przygotowanie
probki w duzej mierze zalezy od matrycy. W przypadku probki o niskiej zawartosci
tluszczu stosuje sie ekstrakcje cieczg w tazni ultradzwiekowej. Dla prébek o bardziej
zlozonych matrycach, konieczne jest zastosowanie ekstrakcji do fazy state], ekstrakciji
ciecz/ciecz lub destylacji z parg wodng. Przed analizg wilasciwg probke ekstrahuje sie
acetonitrylem z zastosowaniem ultradzwiekéw. Otrzymany ekstrakt zateza sie
I analizuje technikg HPLC z detektorem DAD. Do analizy wykorzystuje sie kolumne
C18 (100 x 4 mm, 3 um). Jako faze ruchomg stosuje sie: sie wode z dodatkiem kwasu
siarkowego (pH 2,5) — faza A oraz acetonitryl — faza B, przeptyw fazy ruchomej

0,5 ml/min. Rozdzielenie wykonuje sie w programie elucji gradientowe;:

Czas [min] | Rozpuszczalnik A Rozpuszczalnik B

0 90 10
3 40 60
7 20 80
11 10 90

Do rozdzielenia 9 przeciwutleniaczy fenolowych (galusan propylu, galusan oktylu,
galusan dodecylu, 3-tert-butylo-4-hydroxyanizol, tert-butylohydrochinon, 3,5-di-tert-
butylo-4-hydroksytoluen, 2,6-di-tert-butylo-4-hydroksymetylo-fenol,  2,4,5-trihydroxy-
butyrofenon i 4,4'-(2,3-dimetylobutano-1,4-diyl)dibenzeno-1,2-diol, jak rowniez
a- i O-tokoferol, a-tokoferol - i y-tokoferol, stosuje sie chromatografie cieczowag
z detekcjg UV. Przed analizg witasciwg probke oleju rozciencza sie mieszaning
izopropanolu heksanu (4:1, v/v). Analize wykonuje sie w odwréconym ukladzie faz
z wykorzystaniem kolumny C18 (125 x 4 mm, 5 pm) oraz mieszaniny
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wody/acetonitrylu/metanolu/izopropanolu jako fazy ruchomej. Rozdzielenie zwigzkow

prowadzi sie z zastosowaniem elucji gradientowe;j:

Czas [min.] Rozpuszczalnik A Rozpuszczalnik B Rozpuszczalnik C
(woda i kwas (acetonitryl (izopropanol)
fosforowy, pH 3) metanol, 7:5, v/v)
0 70 30 0
25 0 100 0
30 0 100 0
45 0 40 60
63 0 40 60
64 0 100 0
70 70 30 0

Oznaczanie wybranych przeciwutleniaczy syntetycznyc h metod g GC

Do ilosciowego oznaczania przeciwutleniaczy fenolowych (BHA, BHT 1 TBHQ)
W zywnosci opracowano prostg, szybkg i doktadng metode z wykorzystaniem zestawu
GC-FID. Okoto 30-60 mg prébek handlowych, w tym oleju, masta, margaryny, sera,
majonezu rozpuszcza sie w 1 ml eteru dietylowego. Do tak przygotowanych probek
dodaje sie wzorca wewnetrznego (8-chinolinol), a nastepnie prébki analizuje metoda

GC-FID.

Oznaczanie wybranych przeciwutleniaczy syntetycznyc h metod g
spektrofotometryczn g

Do wykrywania, identyfikacji oraz ilosciowego oznaczania przeciwutleniaczy mozna
zastosowaé metode polegajagcg na ich ekstrakcji, rozdzieleniu za pomocg
chromatografii cienkowarstwowej oraz na oznaczeniu spektrofotometrycznym po reakcji
z 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylem DPPH. Zwigzek DPPH-, (Rys. 85) jest zwigzkiem

azowym posiadajgcym ustabilizowany wolny elektron co czyni go wolnym rodnikiem.
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Rys. 85. Wz6r DPPH’

Do oznaczen stosuje sie go najczesciej w roztworze alkoholowym. Roztwory DPPH w
alkoholu etylowym majg barwe purpurowg do ciemnofioletowej i wykazujg maksimum
absorpcji przy dlugosci fali 515 nm (w metanolu - 517 nm). DPPH ulega redukcji pod
wpltywem przeciwutleniaczy (wychwytujgcych elektrony) i zmienia barwe roztworu
na zoOig. Intensywnos¢ zabarwienia roztworu (wiec wartos¢ absorbancji) maleje

proporcjonalnie do stezenia przeciwutleniaczy.

7.3. Metody stosowane do oznaczania barwnikéw

Zawartos¢ barwnikbw w produktach spozywczych mozna oznaczy¢ roznymi
metodami. Do identyfikacji i badania sktadu barwnikdw wykorzystywana jest technika
magnetycznego rezonansu jgdrowego (NMR). Metoda ta jest wykorzystywana
do okreslania struktury nowych, syntetycznych barwnikbw oraz do wykrywania
zanieczyszczen w barwnikach.

Do analizy stosuje sie réwniez metody chromatograficzne: chromatografie
cienkowarstwowg (TLC) i wysokosprawng chromatografie cieczowg (HPLC).
W metodzie TLC barwniki rozdziela sie na celulozie lub na zelu krzemionkowym,
a do identyfikacji wykorzystuje sie wartosci wspotczynnika R; lub/i charakterystyczne,
barwne reakcje. W przypadku zastosowania celulozy dobre rozdzielenie mozna
uzyskac¢ z zastosowaniem uktadu rozdzielajgcego o skfadzie: 2,5% cytrynian sodu/25%
amoniak/alkohol metylowy (80:20:12, v/v/v). Gdy fazg stacjonarng jest zel
krzemionkowy stosuje sie uklad: octan etylu/alkohol etylowy/dietyloamina/woda
(55:20:10:10, viviviv).

Optymalne warunki rozdzielenia barwnikbw metodg HPLC uzyskano
w odwroconym uktadzie faz z wykorzystaniem zioza C18 jako fazy stacjonarnej oraz

mieszaniny izopropanolu i wody jako fazy ruchomej (15:85, v/v). Do analizy barwnikow
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zawierajgcych w czgsteczce grupy funkcyjne np.: sulfonowe, karboksylowe
wykorzystuje sie chromatografie par jonowych. Po dodaniu odpowiedniego zwigzku,
np. chlorku tetrametyloamoniowego, w roztworze tworzy sie para jonowa, co ufatwia
rozdzielenie barwnikbw  w  chromatografii bibutowej, cienkowarstwowej,

jak i w wysokosprawnej chromatografii cieczowej.

Oznaczanie wybranych barwnikéw metod g HPLC

Do oznaczenia barwnikbw, m.in.: blekitu brylantowego, indygotyny, Zzéicieni
pomaranczowej, tartrazyny, czerwieni Allura AC i erytrozyny napojach spozywczych
I zelatynie stosuje sie metode HPLC w odwroconym ukfadzie faz. Napoje gazowane
umieszcza sie w fazni ultradzwiekowej na 5 min w celu odgazowania, a nastepnie
rozciencza sie woda (1:2, v/v) i przesgcza przez filtr 0,45 mikrometrow. W przypadku
zelatyny, do okoto 0,5 g nalezy dodaje sie 7 cm® wody, umieszcza w tazni wodnej
i ogrzewa do catkowitego rozpuszczenia. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej,
prébke rozciencza sie do 10 cm® woda i analizuje technikg HPLC. Warunki
chromatograficzne: kolumna C18 Acclaim PA2, 3 x 75 m 3 um, temp kolumna. 30°C;
faza ruchoma 20 mM (NH4)HPO,, pH 8,8 (faza A), 50% 20 mM (NH,4),HPO,4, pH 8,8
w acetonitrylu (faza B), przeplyw fazy ruchomej - 0,7 cm®/min.; elucja gradientowa: 12%
B do 100% B w ciggu 3.5 min, nastepnie 100% B przez 1,0 min; detekcja UV przy
dtugosci fali 254 nm.

7.4. Metody oznaczania dodatkéw smakowo-zapachowych

Oznaczanie syntetycznych substancji stodz  gcych metod 3 HPLC

Technika HPLC jest najczesciej stosowana do oznaczania syntetycznych
substancji stadzgcych. Za jej pomocg mozna oznaczy¢ kilka substancji podczas jednej
analizy. Rozdzielenie wykonuje sie w ukiladzie faz odwroconych z detekcja
spektrofotometryczng (dtugos¢ fali 220 nm). Przed wykonaniem analizy wiasciwej
probke nalezy odpowiednio przygotowac.

W przypadku produktéw klarownych (Tonic) badang probke odgazowuje sie
w tazni ultradzwiekowej i rozciencza 10-krotnie wodg dejonizowang. Uzyskany roztwor
przesgcza sie przez filtr membranowy o wielkosci porow 0,45 um i poddaje analizie
metodg HPLC.
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Gdy badany napdj zawiera barwniki, czy tez substancje smakowo-zapachowe,
probke po odgazowaniu w tazni ultradzwiekowej oczyszcza sie metodg ekstrakcji
do fazy stalej. Kolumienke ze ztozem C18, przemywa sie metanolem, a nastepnie
buforem octan sodu/kwas octowy (pH 4,5). Na tak przygotowang kolumienke
wprowadza sie okoto 10 ml prébki. Po usunieciu zanieczyszczen syntetyczne
substancje stodzace eluuje sie metanolem. Eluat odparowuje sie do sucha, a nastepnie
rozpuszcza w fazie ruchomej. Przed analizg probke przesagcza sie przez filtr
membranowy i analizuje metodg HPLC.

W przypadku produktu, ktory zawiera naturalne wyciggi owocowe i warzywne,
oczyszczanie wykonuje sie za pomocg roztworow Carreza | (K4 Fe(CN)g] - 3 H,0)
i Carreza Il (ZnSO4 - 7 H,O). Nastepnie napoj sgczy sie dwukrotnie: przez sgczek
bibutowy i sgczek membranowy (wielkosé porow 0,45 um).

Warunki analizy HPLC. Do analiz wykorzystuje sie zestaw HPLC-UV
(A =220 nm) wyposazony w kolumne C18 (150 x 4,6 mm). Jako faze ruchomg stosuje
sie uklad rozpuszczalnikbéw: acetonitryl (faza A) i bufor octan sodu/kwas octowy (faza
B). Rozdzielenie prowadzi sie z zastosowaniem elucji gradientowej, przeptyw fazy
ruchomej - 0,8 cm®min. Do rozdzielenia syntetycznych substancji stodzacych mozna
zastosowa¢ rowniez kolumne typu RP i mieszanine buforu fosforanowego
(0,0125 mol/dm?®, pH 3,5) i acetonitrylu w stosunku 90:10 (V/v).

Oznaczanie syntetycznych substancji stodz  acych metod g spektrofotometryczn a

Oznaczanie aspartamu w stodzikach metodg spektrofotometryczng z kwasem
chloranilowym. Preparat stodzacy (170 mg) rozpuszcza sie w 50 cm® mieszaniny
metanolu z chloroformem (1:1, v/v). Nastepnie do odpowiedniej objetosci roztworéw
badanych dodaje sie kwas chloranilowy (0,1%) oraz dimetyloformamid, po czym
uzupetnia cato$é 1,4-dioksanem do objetosci 10 cm®. Absorbancje roztworéw mierzy sie

przy dtugosci fali 520 nm.

Oznaczanie syntetycznych substancji stodz  gcych metod g miareczkow a

Metoda miareczkowa z N-bromoimidem kwasu bursztynowego (NBS). Metoda
ta polega na miareczkowaniu mieszaniny badanych roztworéw (170 mg/50 cm?®),
NBS (0,02 mol/dm®) i jodku potasu (15%) mianowanym roztworem tiosiarczanu sodu
(0,04 mol/dm®) w obecnosci skrobi jako wskaznika. Mieszanine doprowadza sie

do pH 2,6 za pomoca roztworu kwasu solnego (0,2 mol/dm®).
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Metoda miareczkowa z kwasem nadchlorowym. Odpowiednie nawazki preparatow
stodzacych (1,4 g) rozpuszcza sie w 100 cm® lodowego kwasu octowego. Do kolb
stozkowych przenosi sie po 5 cm® badanych roztworéw, nastepnie dodaje lodowy kwas
octowy i resazuryne (0,1%). Tak przygotowang mieszanine miareczkuje sie kwasem
nadchlorowym (0,05 mol/dm®) do momentu zmiany barwy z rézowej

na pomaranczowoczerwons.

Metody stosowane do oznaczania aromatéw naturalnych I syntetycznych

Do oznaczenia zwigzkow lotnych w zywnosci niezbedne sg: izolacja z matrycy produktu
oraz zatezanie. Do analizy jakosciowej i ilosciowej stosuje sie gtdwnie technike
chromatografii gazowej oraz chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig mas.
Do wyodrebnienia i koncentracji zwigzkow lotnych stosuje sie ekstrakcje (chlorkiem
metylenu), ekstrakcje potgczong z destylacjg, a ostatnio coraz czesciej mikroekstrakcje
do fazy stacjonarnej (SPME). W przypadku metody SPME probke produktu zamyka sie
w szklanym naczyniu i umieszcza w termostacie (temp. 20 — 50°C, po czym do prébki
wprowadza sie witdkno (typu PDMS lub DVB/CAR/PDMS
(diwinylobenzen/karboksen/polidimetylosiloksan)). Zwigzki z widkna desorbuje sie
w dozowniku chromatografu gazowego. Analizy jako$ciowej dokonuje sie na podstawie
widm mas lub/i indeksow Kovats’'a, natomiast do analizy ilosciowej stosuje sie metode

wzorca wewnetrznego.

Oznaczanie glutaminianu sodu w produktach spo  zywczych
Do oznaczenia glutaminianu sodu w produktach spozywczych mozna zastosowac
metody spektrofotometryczne, chromatograficzne (HPLC, GC, TLC)
| potencjometryczne.

Przed przystgpieniem do analizy wiasciwej probke produktu rozpuszcza sie
w wodzie | umieszcza w fazni ultradzwiekowej. Po przefiltrowaniu otrzymany
supernatant mozna poddac¢ analizie metodg TLC. Analizy wykonuje sie na ptytkach
z zelem krzemionkowym jako fazg stacjonarng, jako faze ruchomg stosuje sie
mieszanineg metanolu/chloroformu/kwasu  mréwkowego (5/5/1, vi/vlv). Ukladem
wywotujgcym jest 1% roztwor ninhydryny w acetonie. Po wysuszeniu, glutaminian sodu
identyfikuje sie na podstawie wartosci wspoétczynnika Rf.

Analize jakosciowg i ilosciowg glutaminianu sodu w probce mozna roéwniez

wykona¢ z zastosowaniem HPLC. Probke przed analizg nalezy przygotowac
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W nastepujgcy sposob: do ok. 20 g probki dodaje sie wode dejonizowang
I homogenizuje. Otrzymany homogenat filtruje sie, a nastepnie oczyszcza poprzez
ekstrakcje 1,1,2-trichloroetylenem. Po odwirowaniu warstwe organiczng usuwa Sie.
pH warstwy wodnej nalezy doprowadzi¢ do pH 7,5 — 8,0. Przed analizg wtasciwg kwas
glutaminowy przeprowadza w pochodng. Do reakcji derywatyzacji stosuje sie
nastepujgce odczynniki: dinitrofenol, chlorek dansylu, aldehyd(orto)ftalowy. Otrzymang
pochodng analizuje sie w odwroconym ukladzie faz z wykorzystaniem kolumny C18
i detektora UV (dlugosc¢ fali 254 nm). Jako faze ruchomg stosuje sie mieszaniny
metanol/woda z dodatkiem kwasu octowego lub acetonitryl/ woda z dodatkiem kwasu

octowego.

7.5. Metody oznaczania dodatkow ksztaltuj gcych cechy fizyczne zywno Sci

Metody oznaczania emulgatorow

Oznaczanie lecytyny. Do wyodrebnienia lecytyny stosuje sie ekstrakcje Folcha
(chloroform:metanol, 2:1, v/v). Otrzymany ekstrakt odwirowuje sie, a nastepnie
oczyszcza sie metodg SPE z wykorzystaniem kolumny wypetnionej Zelem
krzemionkowym. Kolumne SPE kondycjonuje sie eterem nafowym, a do elucji lecytyny
stosuje sie metanol. Przygotowang w ten sposob probke analizuje sie metodg HPLC
w odwréconym ukladzie faz z uzyciem detektora refraktometrycznego
lub/i spektrofotometrycznego (A = 210 nm). Analize wykonuje sie w warunkach
izokratycznych z zastosowaniem mieszaniny acetonitrylu/metanolu/wody
(65:21:14, viviv) jako fazy ruchomej.
Ekstrakt otrzymany metodg Folcha moze by¢ analizowany metodg TLC na ptytkach
pokrytych Zzelem krzemionkowym. Jako ukiad rozwijajgcy stosuje sie mieszanine
chloroform/metanol/kwas octowy/woda (25:15:4:2, vivivlv), plytki wywotuje sie

w atmosferze jodu.

Oznaczanie substancji zag eszczajacychi zelujacych

Celuloza, hemicelulozy, pektyny i gumy nie rozpuszczajg sie podczas ogrzewania z kwasami.
Do ich oznaczania stosuje sie metody wagowe, enzymatyczne i chemiczne. Najczesciej
stosuje sie zmodyfikowang metode Kirschnera-Hanaka, ktora polega na tym,
ze nierozpuszczong po ogrzewaniu w roztworze kwasow (kwas azotowy(V), kwas octowy
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I trichlorooctowy) pozostatos¢ przemywa sie wodg i alkoholem, suszy, a nastepnie oznacza
wagowo.

Dodatki skrobiowe mozna oznaczy¢ po rozpuszczeniu ich w gorgcym, rozcienczonym
kwasie solnym i po sklarowaniu roztworu mierzy sie skrecenie plaszczyzny Swiatta
spolaryzowanego. W prébkach zawierajgcych inne substancje optycznie czynne wprowadza

sie poprawke na skrecenie ptaszczyzny Swiatta spolaryzowanego przez te substancje.
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8. Oznaczanie zafalszowa n zywno sci

Do oceny zafalszowan zywnosci wykorzystuje sie metody chromatograficzne,
izotopowe, enzymatyczne, izotachoforeze kapilarng, atomowg spektrofotometrie
emisyjng, wstrzykowg analize przeptywowg, metody genetyczne oraz metody
chemometryczne do analizowania i interpretacji danych uzyskanych wymienionymi
technikami analitycznymi.

Wykrywanie zafatszowan zywnosci polega przede wszystkim na:

= wykryciu obecnosci substanciji ,obcych”,

= stwierdzeniu braku charakterystycznego (jednoczesnie drogiego i nietypowego)
sktadnika danego produktu,

» analizie skfadu (tzw. profilu) produktu spozywczego (petny skiad jakosciowy

i ilosciowy).

8.1. Przyklady wykrywania zafalszowania wybranych p  roduktow
Zywno sciowych
W celu wykrycia niewtasciwego skltadu sokéw owocowych poréwnuje sie ich
sktad chemiczny z wartosciami standardowymi, takimi jak:
= ekstrakt ogéiny,
= glukoza, fruktoza i sacharoza,
= kwas cytrynowy, kwas D-izocytrynowy, kwas D- i L-jabtkowy,
= skiadniki mineralne lub popiét ogotem,
= indeks formolowy,
= wolne aminokwasy,
= kwas fumarowy, kwas mlekowy i kwas winowy,
= sorbitol,
= hydroksymetylofurfural.
W celu wykrycia dodatku cukru i kwasow organicznych w sokach owocowych
stosuje sie metody izotopowe, dzieki ktorym okresla sie stosunki izotopowe wegla
1B3¢c/2c, tlenu 0O/*®0 i wodoru *HAH. Tg metodg mozna wykryé dodatek cukru

trzcinowego i kukurydzianego.
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Elektroforeza kapilarna (CZE — Capillary Zone Electrophoresis) i elektroforeza
zelowa (GE — Gel Electrophoresis) sg stosowane do oznaczania enancjomeréw cukréow
I na tej podstawie okresla sie autentycznos$¢ sokow.

Kolejng technikg analityczng stosowang do analiz zawartosci kwasow
organicznych jest izotachoforeza kapilarna, dzieki ktérej mozna oznaczy¢ kwas
D-izocytrynowy, ktérego obecnos¢ swiadczy o zafatlszowaniu.

Lotne zwigzki organiczne sokéw owocowych oznaczane sg za pomocg
chromatografii gazowej z detrektorem ptomieniowo-jonizacyjnym, a takze chromatografii
gazowej potgczonej ze spektrometrig mas. Chromatografia gazowa w potgczeniu
z analizg fazy nadpowierzchniowej (headspace) lub mikroekstrakcjg do fazy
stacjonarnej (SPME) sg stosowane do odrézniania aromatow naturalnych
od identycznych z naturalnymi.

Analiza pierwiastkéw sladowych z wykorzystaniem atomowej spektrofotometrii
emisyjnej pozwala na wykrycie dodatku sokéw z wybranych gatunkéw owocow.

Ze wzgledu na to, ze soki z czesci owocOw zawierajg wieksze ilosci pektyn,
identyfikacje zafalszowan mozna przeprowadzi¢ technikg pirolizy. Powstajgce produkty
w wyniku zweglania, analizowane sg za pomocg spektrometrii mas.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa stosowana jest do oznaczania
zawartosci poszczegolnych cukrow i stosunku zawartosci fruktozy do glukozy oraz
zwigzkow fenolowych w sokach i koncentratach owocowych. Do zwigzkow,
na podstawie ktérych identyfikowane sg sok pomaranczowy, grejpfrutowy i jabtkowy
nalezy zaliczy¢ kolejno: naryrutyne i hesperydyne, naryngine i neohesperydyne oraz
florydzyne.

Wysokosprawna chromatografia jonowa w potgczeniu z amperometrycznym
detektorem pulsacyjnym wykorzystywana jest w analizie oligosacharydoéw w sokach
owocowych i miodzie.

Zafatszowania win polegajg na dodawaniu cukru trzcinowego i buraczanego oraz
owocOw o duzej zawartosci antocjanow, ktore barwig wina. Zwigzki te analizuje sie
za pomocg HPLC. Przyktadowo, stwierdzenie obecnosci cyjanidyno-3-sambubiozydo-5-
glukozydu swiadczy o obecnosci ekstraktu bzu czarnego. HPLC jest rOwniez uzywane
do analizy zwigzkow fenolowych takich jak: 3-acyloglukozydow
i 3-p-kumaryloglukozyddéw malwidyny i peonidyny, epikatechiny, katechiny i mirycetyny.

Identyfikacja tych zwigzkOdw pozwala na okreslenie odmiany winogron uzytych
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do produkcji i kraju pochodzenia win. Lotne zwigzki, a szczegdlnie monoterpeny mogag
by¢ wykorzystane do rozrdéznienia odmiany winogron. Skiad jakosciowy i ilosciowy
terpendw jest charakterystyczny dla odmiany i miejsca pochodzenia winogron, z ktorych
produkuje sie wina. Analize terpendw przeprowadza sie najczesciej z wykorzystaniem
chromatografii gazowej i chromatografii gazowej potgczonej ze spektrometria mas.
Identyfikacje tych zwigzkéw przeprowadza sie na podstawie indekséw Kovats'a i widm
mas.

Przyspieszanie dojrzewania win przeprowadza sie poprzez dodanie
Lactobacillus. Powoduje to zwiekszenie zawartosci kwasu D-mlekowego, ktéry mozna
wykry¢ za pomocg chromatografii gazowej potgczonej ze spektrometrig mas. Lotne
zwigzki powstajgce podczas fermentacji alkoholowe] wyrobow spirytusowych réwniez
mozna analizowaé z wykorzystaniem chromatografii gazowej potgczonej
ze spektrometrig mas. Najczescie] sg to alkohole, estry, wyzsze kwasy ttuszczowe,
aldehydy i laktony.

HPLC z detektorem spektrofotometrycznym jest wykorzystywane od analizy
nielotnych zwigzkéw ekstrahowanych z beczek debowych do whisky. W czasie
lezakowania napojow alkoholowych z beczek debowych ekstrahowany jest -metylo-y-
oktalakton. Obecno$¢ czterech izomeréw tego zwigzku sSwiadczy o dodatku
syntetycznego laktonu, a w napojach alkoholowych naturalnie wystepujg tylko dwa
izomery. Identyfikacje tych zwigzkdw przeprowadza sie technikg chromatografii gazowej
potgczong ze spektrometrig mas.

Dodatek cukru trzcinowego i buraczanego do win mozna wykry¢, tak jak
w przypadku zafatszowan sokow, metodami izotopowymi.

Dodatek tluszczu zwierzecego do olejéow roslinnych okresla sie technikg
chromatografii gazowej lub chromatografii gazowej potaczonej ze spektrometrig mas.
W tym przypadku analizuje sie zawartos¢ estrow metylowych kwasow ttuszczowych.
Identyfikacje tych zwigzkobw mozna przeprowadzi¢ na podstawie czasow retencj
lub charakterystycznych widm mas, gdzie obecne sg jony o m/z 74 i 87 oraz jon
molekularny. Rowniez zafalszowania tanszymi olejami roslinnymi mozna wykryé
na podstawie analizy estrow metylowych kwasow tluszczowych. Do tego celu mozna
zastosowac¢ chromatografie gazowg lub spektroskopie w podczerwieni.

Technikami wykorzystywanymi do wykrywania dodatku mleka krowiego do mleka

koziego lub owczego stosuje sie elektroforeze kapilarng, analizy immunologiczne
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I HPLC z detektorem spektrofotometrycznym, a analizie podlegajg specyficzne biatka
mleka. Elektroforeze stosuje sie do badania obecnosci mleka w proszku. W tym
przypadku okresla sie stosunek 3-kazeiny do a-albuminy.

Mieso kontrolowane jest pod katem analizy bialek za pomocg metod
immunologicznych, a szczegoélnie testéw ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent
Assay). Metoda ta nie moze by¢ stosowana do wykrywania zafatszowan produktéw
miesnych, ze wzgledu na obrébke termiczng, ktéra powoduje denaturacje biatek.
Zafalszowania miesem wieprzowym, tanszg odmiang tunczyka i niedeklarowanymi
podrobami mozna wykry¢é metodami genetycznymi opartymi na identyfikacji

charakterystycznych fragmentow DNA.
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9. Opracowanie, ocena statystyczna i interpretacjia  wynikéw analiz

Codzienna praktyka laboratoryjna sklada sie z opracowania, oceny statystycznej
I interpretacji wynikow analiz w ramach tzw. wewnetrznej kontroli jakosci analiz. Dziatania te
majg na celu ciggla, krytyczng ocene wiasnych metod analitycznych i zdobycie dowodu jakosci
uzyskiwanych wynikéw. Zestawienie wynikow jedynie w tabeli nie pozwala okresli¢ charakteru
zmiennosci wynikow pomiarow.

W celu uzyskania miarodajnych wynikow, niezbedne jest stosowanie atestowanych
metod analitycznych (walidacja metod), profesjonalne prowadzenie analiz (akredytowane
laboratoria) i stosowanie systematycznej kontroli jakosci analiz. We wszystkich elementach
zapewniania jakosci wynikbw wazng role odgrywajg materialy odniesienia, a zwlaszcza
certyfikowane materialty odniesienia. Certyfikowany materiat odniesienia jest to materiat, dla
ktérego kazdej wartosci przypisana jest niepewnos¢ na okreslonym poziomie ufnosci. Dany
materiat odniesienia moze zawiera¢ sktadniki, ktérych zawartosc¢ jest certyfikowana oraz takie,
ktérych zawartos¢ jest znana, ale nie zostata poddana certyfikaciji.

9.1. Wewnetrzna kontrola jako $ci analiz w chemicznym laboratorium
analitycznym

Gléwnym celem analityka jest uzyskanie w laboratorium wyniku pomiaru zgodnego
z wartoscig rzeczywistg (oczekiwana), czyli dokiadnego. Dokiadnos¢ okresla poprawnos¢
I precyzja przeprowadzonych analiz, dlatego wewnetrzna kontrola jakosci analiz obejmuje
ocene prawdziwosci i rozrzutu wynikdw uzyskiwanych dang metodg analityczng. Innym
sposobem oceny wynikow analiz jest ich graficzna prezentacja, np. za pomocg histogramu lub
kart kontrolnych z granicami kontrolnymi.

W celu sprawdzenia, czy w danym zbiorze wynikdw nie ma wyniku obarczonego biedem
grubym, nalezy zastosowac test Q-Dixona (Rys. 86a i 86b). Test ten stosujemy gdy licznos¢
wynikow wynosi od 3 do 10. Sposéb postepowania jest nastepujacy:

a) Porzadkujemy wyniki w kolejnosci rosngcej:
X1 <xX2<x3<...<xn-1<xn
b) gdy punktem odbiegajgcym jest x1, statystyke Q obliczamy ze wzoru:
Xy — X%

Rys. 86a. Test Q-Dixona; gdy punktem odbiegajgcym jest x1
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c¢) gdy punktem odbiegajgcym jest xn, statystyke Q obliczamy ze wzoru:

— xn B xn—l

xn _'xl

Rys. 86b. Test Q-Dixona, gdy punktem odbiegajgcym jest xn

d) Uzyskang wartos¢ statystyki Q porownujemy z tablicami (Qy) na odpowiednim poziomie
ufnosci a (Tabela 34). Jezeli Q = Qy to punkt odbiegajgcy nie nalezy do tej samej populacii

CO pozostate i nalezy odrzuci¢ jako obarczony biedem grubym.

Tabela 34. Wartosci krytyczne parametru Q, testu Q-Dixona dla poziomu istotnosci a = 0,05

n 3 4 5 6 7 8 9 10
Qur 0,941 0,765 0,642 0,560 0,507 0,468 0,437 0,412

9.2. Ocena prawdziwo sci wynikow (poprawno $¢)

Poprawnos¢ jest to stopien zgodnosci miedzy wartoscig Srednig z serii wynikow,
otrzymanych dang metoda, a znang lub przyjetg wartoscig odniesienia (wartoscig prawdziwa,
rzeczywistg). Miarg dokladnosci wyniku jest réznica miedzy otrzymang wartoscig
pojedynczego wyniku, a przyjetg wartoscig odniesienia.

Praktycznie w laboratorium poprawno$¢ wyznacza sie po przeprowadzeniu analizy
prébek wzorcow o minimum dwoch réznych stezeniach. Z uzyskanych wynikdéw oblicza sie
stezenie Srednie dla kazdej serii pomiarowej i porownuje z przyjetg wartoscig odniesienia

wzorca, a nastepnie oblicza sie kolejno:
a) blgd bezwzgledny (B) (Rys. 87):

B=|x—c|

Rys. 87. Btad bezwzgledny; ¢ - przyjeta wartos¢ odniesienia wzorca, X — warto$é zmierzona ($rednia)

b) btgd wzgledny B,, (Rys. 88):
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B
B, = — X 100%
o

Rys. 88. Blad wzgledny

Po obliczeniu bledoéw wzglednych dla kazdej serii pomiarowej oblicza sie Sredni bigd
wzgledny, ktory wskazuje na poprawnosé metody.

W laboratorium popetniane btedy systematyczne najczesciej zwigzane sg z niepetnym
odzyskiem analitu z danej matrycy. Im jest on mniejszy tym mniejsza jest poprawnos¢ analizy.
Praktycznie odzysk okresla sie po przeprowadzeniu serii analiz prébek rzeczywistych
i nastepnie analiz tych samych prébek rzeczywistych z dodatkiem wzorca. Wyznacza sie
procentowy odzysk wzorca dodanego do prébki rzeczywiste;.

Wspoitczynnik odzysku (WO) oblicza sie ze wzoru (Rys. 89):

Cy —C
wo(%) = = —Z x 100%
C.D

Rys. 89. Wspdiczynnik odzysku; Cy— $rednie stezenie/powierzchnia piku oznaczanego analitu w prébce
rzeczywistej z dodatkiem wzorca, Cp — zastosowany dodatek wzorca, srednie stezenie/powierzchnia piku wzorca,
C; — srednie stezenie/powierzchnia piku oznaczanego analitu w prébce rzeczywistej bez dodatku wzorca

Rejestruje sie wartos¢ sygnatu dla probki bez dodatku analitu oraz wartos¢ sygnatu dla probki
z dodatkiem analitu. Sumaryczne stezenie powinno by¢é dwukrotnie wyzsze niz w probie
rzeczywistej i miesci¢ sie w zakresie roboczym metody.

W praktyce laboratoryjnej poprawnos¢ metody okresla sie wyznaczajgc wspotczynniki
odzysku badanego skfadnika z matrycy, na co najmniej dwoch poziomach stezeh z zakresu
krzywej wzorcowej. Jezeli wspotczynniki odzysku nie roznig sie statystycznie wyznaczamy
Sredni wspoiczynnik odzysku metody badawczej. W praktyce mozna wowczas zaleci¢
oznaczenie wspoéiczynnika odzysku dla jednego wybranego stezenia z zakresu roboczego
metody (np. srodkowego stezenia). Jezeli réznice sg istotne nalezy zawezi¢ zakres roboczy
lub wyznaczy¢ wspoétczynnik odzysku dla kazdego stezenia.

Wyznaczony $redni wspotczynnik odzysku nalezy uwzgledni¢ w obliczeniach, jezeli
jego wartosc jest ponizej 90%. Przyjeta akceptowalna warto$¢ wspoétczynnika odzysku wynosi
90 — 110 %, chyba ze metoda badawcza podaje inny zakres.

234 |Strona



9.3. Ocena rozrzutu wynikéw (precyzja) — powtarzaln  0$¢, odtwarzalno s$é
I niepewno $¢ (wewn etrzna kontrola jako $ci pracy w laboratorium)

Warto$¢ powtarzalnosci, odtwarzalnosci i niepewnosci wyznaczana jest na podstawie
obliczonego odchylenia standardowego (S), wzglednego odchylenia standardowego (RSD)
lub wspoiczynnika zmiennosci (CV), ktore sg miarami precyzji.

Odchylenie standardowe (s) (Rys. 90) jest miarg rozrzutu poszczegoélnych wartosci

oznaczen wokét wartosci sredniej:

Rys. 90. Odchylenie standardowe; n - liczba obserwacji, m - warto$¢ srednia,
Xj— wartos¢ pojedynczego wyniku pomiaru

Wzgledne odchylenie standardowe (RSD) (Rys. 91) jest to stosunek wartosci
odchylenia standardowego do wartosci Sredniej:

S
RSD=—
m
Rys. 91. Wzgledne odchylenie standardowe

Wspoiczynnik zmiennosci (Rys. 92) jest to wartos¢ wzglednego odchylenia standardowego

wyrazona w %:

CV = RED x100%

Rys. 92. Wspdiczynnik zmiennosci

Miano odchylenia standardowego (s) jest wyrazone w tych samych jednostkach
co miano wartosci wynikdw w prébie, jest to wielkos¢ zawsze dodatnia, jedynie w przypadku
gdy wszystkie wyniki powtorzen sg identyczne, rowna zeru. Wzgledne odchylenie

standardowe (RSD) jest wielkoscig niemianowana.

Powtarzalno $¢
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Powtarzalnos¢ jest to stopien zgodnosci wynikow kolejnych pomiaréw tej samej wartosci
mierzonej wykonywanych w tych samych warunkach pomiarowych. Prébke analizuje
kilkkakrotnie ta sama osoba w danym laboratorium, za pomocg tego samego przyrzadu,
przy zastosowaniu tej samej procedury analitycznej (zalozenie: niezmienno$¢ warunkow

analizy w krétkim odstepie czasu).

Odtwarzalno $¢ wewn atrzlaboratoryjna i mi  edzylaboratoryjna
Odtwarzalno$¢ jest to stopien zgodnosci wynikOw pomiarOw wartosci mierzonej
wykonywanych w réznych warunkach pomiarowych. Prébka analizowana jest
przy zastosowaniu tej samej procedury analitycznej w zmiennych warunkach pomiarowych:
przez roznych analitykow i/lub w réznym czasie, w danym laboratorium (odtwarzalnos¢
wewnatrzlaboratoryjna) lub réznych laboratoriach (odtwarzalnos¢ miedzylaboratoryjna).
Najczescie] powtarzalnosc/odtwarzalnos¢ wyznacza sie po przeprowadzeniu analizy
probek wzorcow o minimum 2 réznych stezeniach. Z uzyskanych wynikéw oblicza sie
odchylenie standardowe dla kazdej serii pomiarowej, a nastepnie wzgledne odchylenie

standardowe lub wspotczynnik zmiennosci.

Niepewno $¢

Niepewnos¢ to jedna z cech charakterystycznych metody. Jest to parametr zwigzany

z wynikiem pomiaru, charakteryzujgcy rozrzut wartosci, ktore mozna w uzasadniony sposéb

przypisa¢ wielkosci mierzonej. Niepewnos¢ wyraza sie jako odchylenie standardowe s lub jego

wielokrotnos¢ 2s lub 3s, albo jako szerokos¢ przedziatu ufnosci na okreslonym poziomie

prawdopodobienstwa (najczesciej P = 95%).

Sposoby szacowania niepewnosci:

= niepewnos¢ wyniku pomiaru u(x) (Rys. 93) jest to niepewnosC standardowa pomiaru
wyrazona jako odchylenie standardowe. Okresla zmiennosé wynikow w serii pomiarow.

u(x)=s,

Rys. 93. Niepewnos¢ wyniku pomiaru

Niepewnos¢ catkowita uc(y) (Rys. 94) jest to standardowa niepewnos$¢ wyniku pomiaru,
ktorej wartos¢ jest obliczona na podstawie niepewnosci parametréw wplywajgcych na
wartos¢ wyniku analizy i rowna jest pierwiastkowi kwadratowemu sumy wyrazow, bedgcych

wariancjami tych wielkosci:
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U () =2 (})2 +U(%,)? + ...+ U(x,)

Rys. 94. Niepewnos¢ catkowita

» niepewnos¢ rozszerzona U (Rys. 95) jest to wartos¢ okreslajgca przedziat wokét wyniku
pomiaru, w ktérym mozna, na odpowiednim przyjetym poziomie istotnosci, spodziewac sie
wartosci oczekiwanej. Uwzglednia wszystkie mozliwe zrodta niepewnosci. Zrodiami tymi
mogq by¢: sposéb pobierania probek, warunki transportu i przechowywania, przygotowanie
prébek, prébka i jej matryca, warunki pomiaru, aparatura pomiarowa, odczynniki i wzorce,
probka Slepa, przyjety model reakcji, obliczenia i obrébka danych, analityk oraz efekty
losowe. Obliczenie niepewno$ci rozszerzonej jest koncowym etapem szacowania
niepewnosci (niepewnos¢ metody). Jest to niepewnos¢ podawana dla okreslonego
poziomu ufnosci (1-a) i uzyskiwana jest jako iloczyn niepewnosci ziozonej i wspoétczynnika
rozszerzenia (k):

U =kxu,(y)

Rys. 95. Niepewnosc¢ rozszerzona

Dla rozktadu normalnego i typowo stosowanych pozioméw ufnosci (1-a) wspotczynnik k
przyjmuje wartosci: k = 1 (0,683), k = 2 (0,950), k = 3 (0,997). W wiekszosci przypadkow
zaleca sie stosowanie wspotczynnika k= 2.

Wynik analizy X podawany jest w nastepujgcy sposob: (X + U) (jednostki).

9.4. Graficzna prezentacja wynikow analiz

Innym sposobem oceny wynikOw analiz jest ich graficzna prezentacja, np. za pomocg
histogramu (diagramu kolumnowego) lub kart kontrolnych z granicami kontrolnymi.
Histogram — tworzgc histogram wyniki kontrolne pogrupowane sg wg okreslonych zakresow
stezen, a kazdg grupe przedstawia kolumna, ktérej wysokos¢ jest miarg liczby wynikow w tej
grupie, wyrazonej czesto jako procent catkowitej liczby wynikéw (ksztalt otrzymanej krzywej
rozkladu normalnego zalezy od rozrzutu wynikbw analiz, np. od odtwarzalnosci
wewnatrzlaboratoryjnej). W celu sporzadzenia histogramu nalezy podzieli¢ wszystkie
zdarzenia elementarne na przedziaty o jednakowej szerokosci, przy czym ich liczba k < n/4:
dla n = kilkanascie, liczba przedziatdbw powinna wynosi¢ k = 4-5
dla n = kilkaset, liczba przedziatéw powinna wynosi¢ k = 8-10
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dla n = kilka tys., liczba przedziatow powinna wynosic¢ k = ok. 12

W przypadku parzystej liczby przedziatdw $rednia powinna leze¢ w srodkowym przedziale,
w przypadku nieparzystej liczby — w poblizu granicy pomiedzy dwoma srodkowymi
przedziatami. Skrajne wyniki powinny leze¢ mozliwie w srodku skrajnych przedziatow.

Karty kontrolne  — stosowane sg do oceny stabilnosci wynikbw analiz otrzymywanych
w danym laboratorium w ramach wewnetrznej kontroli analiz chemicznych w laboratorium.
Metode kart kontrolnych wykorzystuje sie najczesciej do monitorowania stabilnosci precyzji
metody w czasie, obserwacji trendow uzyskiwanej precyzji lub do oceny stabilnosci precyzji
poszczegolnych analitykéw. Jest to najefektywniejsza metoda kontroli jakosci analiz
wykonywanych w danym laboratorium. Pomaga oszacowac czy stosowana w laboratorium
metoda jako proces analityczny jest statystycznie uregulowana (stabilna) i jego zmiennos¢

wynika jedynie z przyczyn losowych. Przyktadowe typy kart kontrolnych:
Karta X — karta kontrolna typu X (karta wartosci $redniej X (Rys. 96)), sporzadzana jest na

podstawie rozkladu wartosci kontrolnych wokot wartosci prawdziwej lub oczekiwanej i posiada

linie centralng, gérng i dolng granice ostrzegawczg oraz gorng i dolng granice dziatania.

X = &
n
Rys. 96. Wartos¢ srednia z serii pojedynczych wynikow x;,

Karta R lub R % — karta rozstepu (R« (Rys. 97)), posiada linie centralng, gorng granice

ostrzegawczg i granice dziatania:
Rx = max Xmin
R%] = % x100%

2

Rys. 97. Rozstep; R [%] - rozstep dla prob powtdrzonych, C, - stezenie analitu w pierwszej probce powtdrzonej, C,
- stezenie analitu w drugiej probce powtdrzonej, przy obliczeniach powinna by¢ zachowana nastepujaca kolejnosé
C.>C,

Konstrukcja kart kontrolnych. Typowa karta kontrolna ma dwie, okreslone statystycznie
granice kontrolne, po kazdej stronie linii centralnej, zwane goérng i dolng granica
kontrolng. W celu wyznaczenia karty kontrolnej nalezy wykona¢ do 20 analiz probek x;.
Z otrzymanych wynikow nalezy obliczy¢ srednig arytmetyczng (X) i odchylenie standardowe
(S) lub rozstep dla prob powtdrzonych (R w %), a dla analiz odzysku dodatkowo odzysk (C).
W praktyce do sprawdzania precyzji w laboratorium najczesciej stosuje sie karte kontrolng

wartosci $redniej. Parametry statystyczne: X, S, R [%], C liczy sie po odrzuceniu testem
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Dixona wartosci odbiegajacych w serii. Wyniki analiz prébek w réznych seriach pomiarowych
zestawia sie w tabeli i wykresla sie wartosci normatywne (granice kontrolne). Linia centralna
odpowiada wartoéci odniesienia, np. $rednia z serii wynikow, Sredni rozstep, $rednie
odchylenie standardowe (w zaleznosci od rodzaju monitorowanego parametru). Linie kontrolne
ustalone sg na takim poziomie ograniczen, ze prawdopodobienstwo ich przekroczenia wynosi
99,7% i sg to tzw. zewnetrzne, krytyczne granice kontrolne (= 3 s) lub wynosi 95% i sg to tzw.
wewnetrzne, ostrzegawcze granice kontrolne (£ 2 s).

Analiza karty kontrolnej. Jezeli wynik analizy probki kontrolnej w danej serii pomiarowej
lezy poza granicami kontrolnymi, to wykonuje sie ponowng analize tej probki. Dopuszcza
sie wystepowanie wartosci pomiedzy linig ostrzegawczg i kontrolng, jednak nie wiecej
niz 2 wyniki na 20 oznaczen. Jezeli wyniki analiz probek kontrolnych przekraczajg granice
ostrzegawcze moze to Swiadczyé o pogorszeniu sie precyzji oznaczen w laboratorium
spowodowane, np. uszkodzeniem przyrzadu pomiarowego, zmiang warunkoéw analizy
(analityka, odczynnika chemicznego). Obserwowane trendy wskazujg na bledy systematyczne
metody, a bledy przypadkowe identyfikujemy, gdy wartos¢ statystyki obliczonej na podstawie

probki przekracza granice ostrzegawcze lub kontrolne karty.
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10. Ocena jako $ci surowcow i produktow spo  zywczych

Wyrézniamy nastepujgce kryteria oceny jakosci zywnosci

= jakos¢ zewnetrzna (wyglad, ksztalt, wielko$¢, barwa, smak, brak wad),

» warto$¢ uzytkowa lub technologiczna (np. zawarto$¢ skrobi w ziemniakach lub cukru
w burakach cukrowych),

= warto$¢ odzywcza (biologiczna) - zawarto$¢ sktadnikéw pozytecznych dla zdrowia
(np. biatek, witamin, cukréw) oraz bezpiecznie niski poziom substancji szkodliwych
(np. pestycyddéw, azotanow, metali ciezkich),

= stopien szkodliwosci produkcji dla srodowiska.

W celu minimalizacji zagrozenia zdrowia konsumentéw w wielu krajach
ustanowiono  dopuszczalne  poziomy  zanieczyszczen  chemicznych  (endo
i egzogennych) w artykutach spozywczych poszczegolnych grup. W ustaleniach tych
brano pod uwage dawki poszczegéinych zwigzkéw chemicznych, przy ktorych
obserwuje sie ich niekorzystne dziatania u zwierzgt doswiadczalnych, jak rowniez udziat
poszczegoblnych produktow w tradycyjnej dziennej racji pokarmowej. Dla wielu
substancji chemicznych mogacych wystepowaé w zywnosci wprowadzono wartosci
limitowane w postaci najwyzszej dopuszczalnej pozostatosci (ang. maximum residue
limit, MRL) wyrazonej w mg/kg (ppm) lub pg/kg (ppb) produktu zywnosciowego a nawet
jak w przypadku dioksyn i furanéw nanogramy na kilogram (ppt). Akceptowane dzienne
pobranie to taka ilos¢ substancji, ktéra przyjmowana wraz z zywnoscig przez cztowieka
w ciggu catego zycia nie wywota szkodliwego dziatania. Do kohcowych obliczeh ADI
wybiera sie najbardziej wrazliwy uktad doswiadczalny, wyznaczajgc poziom, przy
ktorym nie stwierdza sie objawow szkodliwego dziatania badanej substancji
(ang. no observe effect level, NOEL). Dodatkowo stosuje sie wspotczynnik
bezpieczenstwa, ktéry uwzglednia toksycznos$¢ zwigzku, réznice miedzygatunkowe,
trudnosci przy przenoszeniu wynikdbw badan ze zwierzgt na cztowieka. Najczesciej
uzywany jest wspotczynnik bezpieczenstwa wynoszgcy 100, ktory stosowany jest
do ustanowienia najnizszych dopuszczalnych pozostatosci w zywnosci.

W Polsce dopuszczalne poziomy wiekszosci zanieczyszczeh chemicznych
w artykutach rolno-spozywczych regulujg Rozporzgdzenia Ministra Zdrowia RP.
Dopuszczalne poziomy innych  kontaminantéw chemicznych nie  ujetych
w rozporzgdzeniach mozna znalezé w dokumentach FAO/WHO, dyrektywach Unii

Europejskiej, WTO i innych organizacji miedzynarodowych (Potgczony Komitet
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Ekspertow FAO/WHO ds. Dodatkow do Zywnosci (ang. Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additive, JECFA) i Polgczona Grupa ds. Pozostatosci Pestycydow
(ang. Joint FAO/WHO Meeting on Pesticide Residues, JMPR) — Tabela 35.

Tabela 35. Zakres i tematyka rozporzgdzenia 466/2001 i rozporzgdzenh nastepczych uzupetiajacych

Zanieczyszczenia

Azotany

Aflatoksyny

Ochratoksyna A

Patulina

Otéw

Kadm

Rteé

3-monochloro-propano-1,2-
diol (3-MCPD)

Dioksyny, furany (PCDDs,
PCDFs)

Nieorganiczna Cyna

Ocena jako sci mi esa

Odno $nik prawa

(Reg. 466/2001 i/lub inne

uzupehienia)

Rozp. (EC) 563/2002 i poprawki

Rozp (EC) 655/2004

Rozp. (EC) 2174/2003 i
uzupetniona Rozp. (EC)

683/2004 (products for infants

and young children)

Rozp. (EC) 472/2002

Rozp. (EC) 1425/2003, Rozp.
(EC) 455/2004

Rozp. (EC) 466/2001

Rozp. (EC) 466/2001,
Rozp. (EC) 221/2002

Rozp. (EC) 466/2001,
Rozp. (EC) 221/2002

Rozp. (EC) 466/2001

Rozp. (EC) 2375/2001 i Rozp.

(EC) 684/2004.

Rozp (EC) 242/2004

Jakos¢ miesa jest sumg jakosci:
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Dyrektywa
79/700/EEC

Dyrektywa 98/53/EC, poprawiona
Dyrektywg 2004/43/EC

Dyrektywa 2002/26/EC poprawiona
Dyrektywg 2004/43/EC

Dyrectywa 2003/78/EC

Dyrektywa 2001/22/EC

Dyrektywa 2001/22/EC

Dyrektywa 2001/22/EC

Dyrektywa 2001/22/EC

Dyrektywa 2002/69/EC poprawiona
Dyrektywg 2004/44/EC

Dyrektywa 2004/16/EC



= technologicznej,

= jadalnej,

= pokarmowej,

» higieniczne,j.

Jakos¢ technologiczna. Na jako$¢ te sklada sie zespdt cech waznych dla przerobu

technologicznego miesa: wodochtonno$¢, kwasowosé (pH), zawartos¢ biatka,

zawartosc¢ i charakterystyka ttuszczu czy wielkos¢é wyrebow/kawatkow. Wodochtonnosc

okresla zdolnos¢ sSwiezego miesa do utrzymania pewnej ilosci dodanej wody.

Czynnikiem pomiaru wodochtonnosci moze by¢ krgg wilgoci wycisniety ze swiezego

miesa na bibule lub jego przewodnosc¢ elektryczna. Niezwykle wazng cechg miesa jest

jego pH, mierzone po 45 minutach i 24 godzinach od uboju. Mieso w procesie

dojrzewania zakwasza sie, obnizajgc wartos¢ pH, za$ najkorzystniejsze dla przerobu i

konsumpcji jest pH 5,6-5,8. Wazng cechg miesa jest zawartos¢ w nim biatka oraz

tluszczu. Istotne jest, aby w procesach technologicznych przerobu miesa biatko tkanki

nie ulegato termicznej denaturacji, co zmniejszyloby strawnos¢ i warto$¢ odzywczg

produktow pochodzenia miesnego. Z punktu widzenia jakosci technologicznej

niepozgdane jest mieso o wysokiej zawartosci kwasoéw nienasyconych w tluszczu,

szczegoOlnie do produkcji wedlin. Produkty takie stajg sie tlenowo niestabilne, co moze

przyspiesza¢ proces jelczenia, zmniejsza¢ trwalos¢ i obnizaé walory smakowe.

Waznym czynnikiem utrzymania stabilnosci tlenowej wyrobow z miesa jest odpowiednia

zawartos¢ witaminy E (tokoferolu). Ze wzgledu na pH, barwe i konsystencje miesa

wyroznia sie 6 klas jakosci:

= REN (red, firm, non exudative), mieso o barwie czerwonej, mocnej i zwieztej
konsystencji, niewodniste, jest miesem najbardziej pozgdanym,

= PFN (pale, firm, non exudative), mieso o jasnej, bladej barwie, mocnej i zwieztej,
konsystenciji, niewodniste,

» PSE (pale, soft, exudative), mieso o jasnej, bladej barwie, miekkie i wodniste,

» RSE (red, soft, exudative), mieso o barwie czerwonej, miekkiej i wiotkiej konsystencji,
wodniste,

= DFD (dark, firm, dry), mieso o ciemnej barwie, suchej i twardej konsystenciji,

= AM (acid meat), mieso kwasne, ulegajgce po uboju silnemu zakwaszeniu.
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Sposrod wymienionych cech charakteryzujgcych jakos¢ technologiczng miesa
najbardziej przydatny do zastosowania w selekcji jest pH miesa mierzone 45 minut
po uboju.

Jakosc¢ jadalna. Wptywa na nig wyglad miesa, kruchosc¢, soczystos¢, wielkos¢ porcji
i cena. Wyglgd miesa jest waznym czynnikiem decyzji o jego nabyciu; decyduje o nim
kolor, zawarto$¢ tluszczu i soczystos¢ miesa. Zapach miesa okreslany jako korzystny
uzalezniony jest gtdwnie od zawartosci ttuszczu, peptyddéw, glikogenu oraz zawartosci
witamin, a takze od temperatury przetwarzania produktu. Nieprzyjemny zapach miesa
wieprzowego moze by¢ powodowany btedami w chowie zwierzgt np. ubojem w zbyt
p6éznym wieku i wadze lub podawaniem zwierzetom pasz nadajgcych niemity zapach
(maczka rybna). Inng przyczyng ztego zapachu miesa moze by¢ oksydacja ttuszczu,
zwana jelczeniem. Wystepowa¢ moze przy nadmiernej zawarto$ci kwasow
nienasyconych w tluszczu, a takze w czasie diugotrwatlego zamrozenia lub ogrzewania
miesa. Krucho$¢ miesa jest rowniez waznym czynnikiem decydujgcym o jego zakupie.
Kruszenie miesa jest procesem zachodzgcym w miesniach po okresie tzw. stezenia
posmiertnego (rigor mortis). W miesniach nastepujg wowczas procesy proteolizy
enzymatycznej widkien miesniowych, zwiekszajgcych kruchosé miesni. Soczystosc
miesa zwigzana jest z iloscig wody/wilgoci w gotowanym lub pieczonym miesie i iloscig
tluszczu $Srodmiesniowego.

Jakos$¢ pokarmowa. Decyduje o niej zawartos¢ w miesie biatka, ttuszczu, sktadnikow
mineralnych i witamin. W produktach migesnych poddawanych obrobce cieplnej moze
mie¢ rowniez znaczenie strawno$¢ masy organicznej miesa. Zawartos¢ biatka w miesie
jest wyrownana i w niewielkim stopniu zalezy od cech rasowych. W wiekszym stopniu
wpltywa na nig wiek ubijanych zwierzat, a zwlaszcza poziomu zywienia biatkowego.
Badania szynek wykazaly np., ze zawartos¢ biatka waha sie od 17,0 do 20,5%, przy
Sredniej zawartosci 18,5%. Widkna miesniowe otoczone sg tkankg tgczng zawierajgca
tzw. tluszcz $rodmiesniowy. Zawarto$¢ tluszczu srédmiesniowego w miesie jest
umiarkowana i zalezy od cech rasowych, sktadu dawki pokarmowej i miesnosci tusz.
Mieso jest niezwykle bogate w skladniki mineralne, w tym wapn, fosfor, séd, potas,
zelazo i mikroelementy. Niezwykle wazne jest, aby mieso nie zostato zanieczyszczone
metalami ciezkimi, w tym rtecig, otowiem, kadmem i arsenem.

Jakos¢ higieniczna. Ten rodzaj jakosci miesa okreslony jest przez obecnos$¢ w miesie

patogendw i pozostatosci lekdw oraz dodatkow paszowych. Obserwacje zatrué
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pokarmowych u ludzi w Europie dotyczg w szczegolnosci wystepowania w produktach
miesnych bakterii Salmonella np. Salmonella Typhimurium DT104. Poziom bakterii
w miesie moze by¢ znacznie obnizony poprzez prowadzenie programu kontroli higieny
wytwoérni  pasz. Wprowadzenie granulacji mieszanek paszowych powyzej 81°C
skutecznie redukuje przypadki skazenia Salmonella u zwierzat i w miesie.
Wprowadzenie zasady dobrej praktyki produkcyjnej (GMP) eliminuje zanieczyszczenia
tusz ubijanych zwierzat kalem w czasie ich patroszenia, szybkie schiadzanie tusz,
kontrola higieniczna pasz i dobre zarzadzanie produkcjg, sg efektywnym sposobem
poprawy jakosci higienicznej wieprzowiny.

Obecnos¢ antybiotykbw stosowanych terapeutycznie, moze powodowaé
krzyzowg odporno$¢ na nie u ludzi, co spowodowato wyeliminowanie czesci
antybiotykow paszowych z praktyki produkcyjnej. W miejsce antybiotykdw paszowych
zastosowano preparaty probiotyczne zawierajgce bakterie kwasu mlekowego oraz ziota.
Preparaty te stabilizujg flore bakteryjng przewodu pokarmowego zwierzat, eliminujgc
bakterie chorobotwércze z rodzaju Clostridium sp. i Escherichia coli. W krajach UE
wprowadza sie przepisy zobowigzujgce do znakowania zwierzgt od urodzenia do uboju
oraz zobowigzujgce stuzby weterynaryjne do stalego monitorowania chowu zwierzat,
transportu, uboju, obrobki i przetworstwa miesa. Program kontroli obejmuje analize
pasz oraz kontrole jakosci miesa. W rzezniach i zaktadach miesnych obowigzujg normy
ISO 9000 oraz szereg procedur zapewniajgcych dobrg jakos$¢ higieniczng miesa

i przetworow miesnych.

Ocena jako sci zbo za konsumpcyjnego
Badanie jakosci zboza przeprowadza sie przed jego zwazeniem | przyjeciem
do magazynu. Badanie to, nazywane wstepng oceng jakosciowg ziarna, moze by¢
dokonane metodg organoleptyczng (sensoryczng) lub laboratoryjng. W badaniu zboza
zwraca sie uwage na jednolitos¢, barwe, zapach, czysto$é, wilgotnos¢, wystepowanie
szkodnikéw itp. zboze zdrowe ma swoisty, naturalny zapach. Ziarno moze mie¢ zapach
stechlizny, zapach kwasny, fermentacyjny, zapach rozkruszka (miodowy) lub Snieci
(Sledziowy). Zapach stechlizny Iub mocny zapach kwasny, fermentacyjny
czy chemiczny (np. nafty, smoty, azotniaku) dyskwalifikuje zboze.

Nadmierng wilgotnosc¢ ziarna wykrywa sie dotykiem — przez wiozenie reki
gteboko do worka ze zbozem. Ziarno suche nie stawia oporu, jest gtadkie i sypkie,

natomiast mokre stawia duzy opor. Przy sciskaniu w dioni ziarno suche wymyka sie
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miedzy palcami, a wilgotne wykazuje pewng przyczepnosc i elastycznos¢. Sypane
na podtoge ziarno suche uklada sie w nizszy stozek i szybko sie obsuwa, a ziarno
wilgotne — przeciwnie. Ziarno suche spada z charakterystycznym szelestem, wilgotne
spada gtucho.

Czystos$¢ zboza mozna oceni¢ organoleptycznie tylko w przyblizeniu. Umieszcza
sie prébke ziarna na ciemnym papierze w celu stwierdzenia, czy nie zawiera ona ziaren
obcych zbéz, stomy, piasku lub nasion chwastéw i czy nie wida¢ w niej Sladow
obecnosci szkodnikéw (np. wotka zbozowego).

Ocena ziarna dla potrzeb przemystu piekarniczego opiera sie na badaniu jego
przydatnosci do produkcji dobrego pieczywa, czyli na badaniu tzw. wartosci
wypiekowej. Podstawowg analizg badania warto$ci wypiekowej ziarna jest oznaczenie
ilosci i jakosci glutenu Ilub biatka oraz wskaznika sedymentacji (wskaznik
sedymentacyjny Zeleny'ego). Wiasciwosci fizykochemiczne glutenu umozliwiajg
zatrzymanie w ciescie tworzgcych sie podczas fermentacji gazéw. llos¢ zatrzymanych
gazow i sposob ich rozmieszczenia sg rozne, w zaleznosci od jakosci glutenu.
W dobrym ciescie gazy powinny by¢ rozmieszczone w jego calej masie w postaci
drobnych, réwnych pecherzykéw, rozdzielonych miedzy sobg cienkimi btonami.
Zta jakos¢ glutenu obniza zdolno$¢ zatrzymywania gazéw przez ciasto lub powoduje
ich nierbwnomierne rozmieszczenie. Dlatego wazne jest oznaczanie nie tylko ilosci,
ale tez jakosci glutenu. Metoda oznaczania polega na wymywaniu glutenu mokrego
z ciasta, przygotowanego z mgki (Sruty). Stosuje sie metode recznego i mechanicznego
wymywania glutenu. Oprécz ilosci glutenu oznacza sie tez jego jakos¢ — Indeks
Glutenu, tj. wskaznik, ktorego wartos¢ waha sie w granicach od 1 do 100. Pszenice
wysokojakosciowe charakteryzujg sie najlepszg jakoscig glutenu — Indeks Glutenu
61-100. Srednig jako$¢ majg pszenice chlebowe — Indeks Glutenu 41-60. Natomiast
pszenice paszowe 0 najgorszej wartosci wypiekowej cechuje Indeks Glutenu od 1-40.
Wskaznik sedymentacyjny Zeleny'ego wyraza grubo$¢ strgconego osadu (w cm®)
i informuje o udziale agregatow wielkoczgsteczkowych biatka, ktére majg zwigzek
z wartoscig wypiekowg ziarna. Ziarno, dla ktérego wskaznik ten ma wartos¢ ponad
30 cm® jest surowcem o dobrej wartoéci wypiekowej. Bardzo dobrg warto$cig
wypiekowg odznacza sie ziarno pszenicy o zawartosci ponad 14% biatka i wskazniku

sedymentacyjnym 40 cm?.
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Ocena jako sci mleka

Poprawnie przeprowadzona ocena jakosci mleka musi by¢ przeprowadzona szybko

I sprawnie. Ponowne wykonanie oceny po uptywie kilku godzin moze dac¢ zupetnie inne

wyniki. Na wyglgd mleka podczas badania majg wplyw: higiena doju, warunki

przechowywania mleka, transportu mleka, zywienie kréw, zanieczyszczenia
mechaniczne i chemiczne, zaburzenia fizjologiczne itp. Podczas oceny uwzglednia sie
nastepujgce cechy mleka:

= barwa i konsystencja - mleko dostarczone do oceny powinno cechowac sie
jednolitym kolorem. Powinien by¢ to biaty kolor z kremowym odcieniem. Kazdy inny
kolor sprawia, ze mleko nie nadaje sie do spozycia. Konsystencja mleka powinna by¢
ptynna bez s$ladéw ciggliwosci. W nim nie powinny znajdowaé sie zadne
zanieczyszczenia mechaniczne widoczne gotym okiem. W dobrym mileku nie
powinien tez stracac sie osad widoczny gotym okiem.

= zapach - ocena zapachu jest dokonywana zaraz po otworzeniu pojemnika z prébka.
Mleko zdrowe powinno mieé¢ zapach swiezy i naturalny. Dla mleka nizszej kategorii
dopuszczalny jest zapach lekko oborowy. Nie dopuszczalne jest aby mleko posiadato
zapach silnie oborowy, kwasny, lekko gnilny, zapach lekarstw i gumy. Nie moze to
byc¢ takze zapach silnie paszowy i chemiczny,

= smak - mleko powinno mie¢ swoj naturalny stodkawy smak bez wystepowania
zadnych posmakow,

= drobnoustroje - szybki rozwdj drobnoustrojbw w mleku powoduje zmiany
we wszystkich cechach sprawdzanego mleka od barwy, przez konsystencje
po smak. Dla rzeczoznawcy sygnatem zmian bakteryjnych jest zapach lekko
oborowy. W takim mleku bardzo czesto rozwinety sie bakterie E. coli majgce
umiejetnosé rozktadu laktozy do kwasow (mlekowego czy mrowkowego),

» sklad chemiczny mleka moze by¢é okreslony przy zastosowaniu badania
laboratoryjnego. Sktad typowego mleka przedstawia sie nastepujgco: woda - 87,7%,
sucha pozostatos¢ - 12,3%, tluszcz - 3,6%, kazeina - 2,5%, inne biatka - 0,4%,
laktoza - 4,7%, popiot - 0,7%, inne zwigzki organiczne - 0,2%,

» kwasowos¢ mleka mdéwigca o czasie przechowywania i temperaturze jego
magazynowania,

= temperatura.
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Ocena jako sci jaj spo zywczych
Ocena jakosci jaj spozywczych sprzedawanych w Polsce obejmuje wylgcznie swieze
jaja kurze w skorupkach przeznaczone do bezposredniego spozycia lub przetworstwa
spozywczego, pozyskane z produkcji fermowej i poddane odpowiednim czynnos$ciom
przygotowawczym. Fermy niosek, z ktorych pochodzg jaja powinny pozostawac¢ pod
nadzorem weterynaryjnym. Wyréznia sie trzy klasy jakosci jaj kurzych:
= klasa A (lub jaja sSwieze),
» klasa B (jaja drugiej klasy jakosci albo jaja utrwalone),
» klasa C (jaja nie sortowane, przeznaczone do uprawnionych zakladoéw
produkujgcych przetwory jajowe).
Podstawowym kryterium rdoznicujgcym poszczegolne klasy jakosci jest wysokosé
komory powietrznej. Obserwacje i pomiar wielkosci komory powietrznej wykonuje sie po
umieszczeniu jaja w wigzce Swiatla bialego pochodzacego od zarowki. W klasie A
komora powietrzna nie powinna by¢ wyzsza niz 6 mm, a okresowo w ciggu 7 dni
od daty pakowania albo 9 dni od daty zniesienia nie moze przekracza¢ 4 mm i wtedy
mozna jaja oznakowac jako "ekstra". Do jaj spozywczych klasy B zalicza sie jaja Swieze
0 obnizonych parametrach jakosciowych (np. komora powietrzna wyzsza niz 6 mm, ale
nie przekraczajgca 9 mm), jak rowniez jaja spozywcze utrwalone, ktére nadal majg
cechy jaj surowych Utrwalanie jaj moze nastepowaé w procesie chiodzenia (jaja
chtodnicze) lub np. za pomocg wody wapiennej albo w mieszaninie gazow roznigcej sie
od powietrza atmosferycznego. Graniczng temperaturg, ktorej dziatanie powoduje
uznanie jaj za chiodnicze, jest +5°C. Jaja klasy "A" powinny by¢ sortowane wedtug

4 klas wagowych:

XL 73 g i powyzej (jaja bardzo duze)
od 63 do 73 g (jaja duze)
M od 53 do 63 g (jaja srednie)

ponizej 53 g (jaja male)

W ocenie jaj swiezych uwzglednia sie ponadto ksztatt i czystos¢ skorupy, przejrzystosc
i gestos¢ biatka, widocznos¢ zéttka podczas przeswietlania oraz zapach.

10.1 Zasady GHP/GMP oraz system HACCP jako narz edzia zapewnienia
bezpiecze nhstwa zywno $ci
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Cztonkostwo Polski w Unii Europejskiej wymaga wielu dziatan dostosowawczych,
w tym réwniez upowszechniania zasad GMP (Dobra Praktyka w Produkcji Zywnosci)
I wdrazania systemu HACCP (System Analizy Zagro zen i Krytycznych Punktéw
Kontroli , Hazard Analysis and Critical Control Point ) w przetworstwie spozywczym
(Dyrektywa Unii Europejskiej 93/43/EEC w sprawie higieny srodkow spozywczych).
Prawo polskie narzuca koniecznos¢ wdrozenia systemu HACCP dla wszystkich tych
organizacji, ktére uczestniczg w procesie wytwarzania i dostarczania zywnosci
(Rozporzadzenie 852/2004 Parlamentu Europejskiego i Rady z 24 kwietnia 2004
w sprawie higieny srodkéw spozywczych oraz Rozporzgdzenie nr 853/2004 z dnia
29 kwietnia 2004 r. ustanawiajgcym szczegOllne przepisy dotyczgce higieny
w odniesieniu do zywnosci pochodzenia zwierzecego). System HACCP jest
najskuteczniejszym i najbardziej efektywnym narzedziem dla zapewnienia wysokiego
standardu higienicznego warunkéw produkcji i przetwarzania zywnosci. Jest on
wynikiem systemowego postepowania polegajgcego na identyfikacji zagrozen jakosci
zywnosci oraz ryzyka ich wystgpienia, podczas wszystkich etapéw procesu produkciji i
dystrybucji. Jest to system, ktory kontroluje wszystkie zagrozenia istotne z punktu
widzenia bezpieczenstwa konsumenta i ochrony jego zdrowia.
Z wdrozeniem systemu HACCP nierozerwalnie zwigzane s3a:
= Dobra Praktyka Higieniczna,
= Dobra Praktyka Produkcyjna.
Dziatania dobrej praktyki higienicznej  dotycza:
= stanu technicznego budynkéw zaktadu i jego infrastruktury oraz czystosci i porzgdku
otoczenia zaktadu;
= funkcjonalnosci i prawidlowosci wykorzystania pomieszczeh zakladu oraz
ich wyposazenia, w tym pomieszczen produkcyjnych, magazynowych i socjalnych,
ze szczegdlnym uwzglednieniem podziatlu zaktadu na strefy z punktu widzenia
wystepowania zagrozen bezpieczenstwa produktu koncowego;
= stanu technicznego i sanitarnego maszyn, urzgdzen i sprzetu pod wzgledem
zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci;
= prawidtowosci funkcjonowania urzgdzen kontrolno-pomiarowych, ich wzorcowania

I kalibraciji;
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= prawidtowosci i skutecznosci prowadzonych proceséw czyszczenia, ze szczegblnym
uwzglednieniem proceséw mycia i dezynfekcji oraz stosowanych srodkéw myjgcych
i dezynfekujgcych;

= jakosci zdrowotnej wody stosowanej w zaktadzie do celéw technologicznych;

= prawidtowosci usuwania $ciekdw oraz gromadzenia i usuwania odpadéw statych,
w tym odpaddw niebezpiecznych oraz odpadkéw pokonsumpcyjnych w zaktadach
zywienia zbiorowego;

= aktualnych orzeczen lekarskich do celéw sanitarno-epidemiologicznych okreslonych
w przepisach o chorobach zakaznych i zakazeniach o0s6b biorgcych udziat
w procesie produkcji lub w obrocie zywnoscia;

= kwalifikacji pracownikow w zakresie przestrzegania zasad higieny odpowiednich
do wykonywanej pracy oraz sposobu ich postepowania na stanowiskach pracy;

= skutecznosci zabezpieczenia zaktadu przed szkodnikami.

Dziatania dobrej praktyki produkcyjnej  dotycza:

= biezgcej lub okresowej oceny jakosci zdrowotnej wszystkich surowcow,
poOtproduktow, dozwolonych substancji dodatkowych oraz materiatdw i wyrobow
przeznaczonych do kontaktu z zywnoscig stosowanych w procesie produkcji, w tym
identyfikacje dostawcow;

= oceny poprawnosci i zgodnosci stosowanych proceséw technologicznych
Z przyjetymi zatozeniami;

= kontroli przestrzegania parametrow procesow majgcych wpltyw na bezpieczenstwo
Zywnosci;

= kontroli sposobu identyfikacji i zasady identyfikowalnosci wyrobéw gotowych;

= okresowej oceny jakosci zdrowotnej wyrobow gotowych.

Od 2004 r. wszystkie podmioty ktére produkujg i wprowadzajg zywnos$¢ do obrotu majg

obowigzek stosowania zasad systemu HACCP. Obowigzek posiadania wdrozonego

systemu HACCP reguluje Rozporzgdzenie 852 i 852 Unii Europejskiej. System HACCP

opracowano w celu rozpoznania i kontroli zagrozen, ktére mogg pojawi¢ sie w

jakimkolwiek momencie procesu produkcyjnego i sktadowania zywnosci. Wyrdzniono

trzy rodzaje zagrozen: biologiczne (bakterie, wirusy), fizyczne, np.: szkio, piasek,

chemiczne, np.: srodki ochrony roslin, detergenty. Zagrozenia rozpoznawane sg

poprzez obserwacje kazdego etapu procesu produkowania zywnosci co pozwala ustali¢

krytyczne punkty kontroli.
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Gtowne zasady systemu HACCP:

Zasada 1 Przeprowadzi¢ analize zagrozen - rozpozna¢ mozliwe zagrozenia i srodki dla

ich kontroli

Zasada 2 Okresli¢ krytyczne punkty kontrolne (CCP) - tam muszg by¢ zachowane

szczegoOlne srodki ostroznosci

Zasada 3 Ustali¢ granice krytyczne - muszg by¢ one przestrzegane, aby CCP

znajdowaly sie pod kontrolg

Zasada 4 Ustali¢ system monitorowania CCP - dziatania naprawcze, ktére podejmuje

sie w przypadku utraty kontroli nad CCP

Zasada 5 Ustali¢ dziatania korygujgce, ktore muszg by¢ podijete, gdy monitorowanie

wykaze, iz CCP nie jest pod kontrolg

Zasada 6 Ustali¢ procedury weryfikacji w celu potwierdzenia, iz system HACCP

funkcjonuje efektywnie

Zasada 7 Ustali¢ dokumentacje odnosnie wszystkich procedur i zapisOw stosownych

do ww. zasad i ich zastosowania

Do innych systemOw zarzgdzania jakoscig o0 wyzszym stopniu zlozonosSci

| zaawansowania nalezg:

= System Punktéw Kontrolnych dla Zapewnienia Jako sci - QACP (Quality
Assurance Control Point System). Zasady ego systemu sg niemal identyczne jak
w systemie HACCP. Jednakze HACCP odnosi sie do zapewnienia bezpieczenstwa
produktu spozywczego dla zdrowia konsumentow, natomiast dziatania systemu
QACP dotyczg zagwarantowania jakosci ze szczegdélnym uwzglednieniem jakosci
handlowej, odzywczej lub organoleptyczne,.

* Normy ISO serii 22000 - "System zarzgdzania bezpieczehAstwem zywnosci -
Wymagania dla organizacji w catym tancuchu zywnosciowym" (ang. Food safety
management systems - Requirements for organizations throughout the food chain).
Norma ta jest dokumentem zawierajgcym wymagania dotyczgce wdrazania,
funkcjonowania i doskonalenia systemu zarzgdzania ukierunkowanego na
dostarczanie do klienta bezpiecznej zywnosci. Jest takze standardem moggcym
stanowi¢ podstawe do auditowania i jako taki jest uzywany dla celéw oceny
[ certyfikacji systemow przez niezalezne  jednostki certyfikacyjne.
Nowy miedzynarodowy standard ISO 22000 tgczy wymagania systemu HACCP oraz
Dobrych Praktyk (Produkcyjnych, Higienicznych, Cateringowych, Dystrybucyjnych
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itp.). System ten zostat opracowany dla wszystkich organizacji uczestniczacych

w tancuchu zywnosciowym:

producenci zywnosci i pasz,

transport i przechowywanie zywnosci i pasz,
firmy dystrybucyjne (magazyny, hurtownie, itp.),
producentéw dodatkéw do zywnosci,
producentdéw wyposazenia maszyn i urzgdzen,
opakowan do kontaktu z zywnoscia,

srodkow czystosci (GHP i HACCP),
ustugodawcéw (obstuga higieniczna, DDD),

producentéw pierwotnych (rolnikow).

ISO 22000 skiada sie z czterech kluczowych elementow, ktore zapewniajg

bezpieczenstwo, na przestrzeni catego fancucha zywnosciowego. Do tych elementéw

zaliczamy:

wzajemng komunikacje (wewnetrzng i zewnetrzna,

zarzadzanie systemem,

PRP - programy podstawowe (np. Good Manufacturing Practice (GMP) dobra
praktyka wytwarzania),

zasady HACCP.

ISO 22000 zawiera 8 rozdziatow takich jak:

Zakres

Norma powotana

Terminy i definicje

System zarzgdzania bezpieczenstwem zywnosci

Odpowiedzialnos¢ kierownictwa

Zarzadzanie zasobami

Planowanie i realizacja bezpiecznych produktow

Walidacja,  weryfikacja, ciggte  doskonalenie = systemu  zarzgdzania

bezpieczenstwem zywnosci.

ISO 22000 tworzy grupe norm, do ktérych zaliczamy:

ISO 22000:2005, Systemy zarzgdzania bezpieczenstwem 2zywnosci -

Wymagania dla wszystkich organizacji w fancuchu zywnosciowym
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» ISO/TS 22004:2005, System Zarzadzania Bezpieczenstwem Zywnosci -
Przewodnik do zastosowania ISO 22000:2005 (norma stanowi istothg pomoc dla
matych i Srednich przedsiebiorstw na catym swiecie)

» ISO/TS 22003:2007, System Zarzadzania Bezpieczenstwem Zywnos$ci -
Wymagania dla jednostek auditujgcych i certyfikujgcych (norma ujednolici
sposo6b akredytacji i zdefiniuje zakres auditu)

= |ISO 22005:2007, Identyfikowalnos¢ w tancuchu zywnosciowym - Ogolne
wymagania i przewodnik do zaprojektowania systemu identyfikowalnosci.

= Systemy bezpiecze nstwa zywno sci BRC (Global Standard for Food Safety to

standard Brytyjskiego Konsorcjum Detalistow - Briti sh Retail Consortium) —
jest to zestaw branzowych norm technicznych, ktére okreslajg wymagania stawiane
firmie w celu zapewnienia bezpieczenstwa zywnosci w procesie produkcji,
pakowania, przechowywania i dystrybucji. Pierwotnie opracowana przez British
Retail Consortium, norma uzytkowana jest na catym swiecie wsrod sprzedawcow
detalicznych i markowych producentéw w UE, Ameryce Po6tnocnej. W lipcu 2011 r.
wprowadzono wydanie 6, ktére obowigzywac¢ bedzie od stycznia 2012. BRC
podobnie jak normy serii ISO 9000 skupia uwage na potrzebach i oczekiwaniach
klienta, wymaga regularnych przegladéw i auditow wewnetrznych w obszarach
majgcych krytyczny wplyw na bezpieczenstwo. Naktada obowigzek nadzorowania
zakupow, akceptacji monitorowania  dostawcéw, opracowania  procedur
wykazujgcych zgodnos¢ systemu z wytycznymi BRC oraz nadzorowania
dokumentacji.Wymaga ponadto sporzgadzenia specyfikacji surowcéw i wyrobow
gotowych, opracowania systemu identyfikowalnosci (od zrodta surowcéw po wyrob
gotowy) czy zarzadzania reklamacjami. BRC precyzuje rowniez wymagania
dotyczgce:

» S$rodowiska zakltadu zaréwno zewnetrznego (lokalizacja i otoczenie) jak i
wewnetrznego (zasady postepowania, wyposazenie, stan powierzchni typu
Sciany, sufity, okna itp.),

* pomieszczen,

= postepowania z odpadami,

» Kkontroli szkodnikow,

» transportu,

= wyrobu, uwzgledniajgc jego projektowanie i rozwaj,
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= Kkontroli alergenow, metali, opakowania,
= prowadzenia analiz krytycznych dla bezpieczenstwa wyrobu,
= zwalniania wyrobu oraz identyfikacje wyrobdéw niezgodnych.

= Miedzynarodowy Standard Zywno $ci — IFS (International Food Standard) - jest
to system opracowany przez detalistbw niemieckich zrzeszonych w HDE
(Haupterband des Deutchen Einzelhandels E.V. Germany - Niemiecka Federacja
Sprzedawcow detalicznych) oraz detalistow francuskich zrzeszonych w FCD
(Federation des Enterprises du Commerce et de la Distribution - Francuska
Federacja Sprzedawcéw Detalicznych i Hurtowych). System IFS food skierowany
jest przede wszystkim do producentéw zywnosci (wylgczajgc produkcje pierwotna) i
firm pakujgcych produkty spozywcze, ktérzy eksportujg swoje produkty do krajow
UE, wspotpracujg lub chcieliby podjg¢ wspétprace z sieciami handlowymi m.in z

Niemiec, Francji, Szwajcarii czy Wtoch.
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11. Procedury éwiczen

11.1. Oznaczanie wody w m 3ce

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest praktyczne zaznajomienie sie z metodykg oznaczania zawartosci
wody i suchej substancji w wybranym produkcie spozywczym (w mace).

Zasada metody

Metoda polega na odparowaniu wody z prébki produktu w procesie suszenia
I wagowym okresleniu pozostatosci (suchej masy).

Odczynniki, sprzet i aparatura

- suszarka o temperaturze 130°C 1szt.,
- waga techniczna z doktadnoscig wazenia do 0,01 g 1 szt.,
- naczynko wagowe 1 szt.,
- fopatka 1 szt.,
- eksykator ze srodkiem suszgcym P,Os 1szt.,
- szczypce metalowe 1 szt.

Wykonanie oznaczenia

Naczynko wagowe zwazy¢ na wadze technicznej z doktadnoscig do 0,01 g. Przenies¢
do niego okoto 10 g prébki maki, zwazy¢ ponownie, a nastepnie umiesci¢ w suszarce
o temp. 130°C na 1 godz. Probkg ostudzi¢ w eksykatorze (1 godz.), po czym zwazyé
z doktadnoscig do 0,01 g.

Opracowanie wynikéw

Obliczy¢ procentowg zawartos¢ suchej substancji i wody w badanej mace.

Interpretacja wynikow

Uzyskany wynik odnies¢ do norm. Gorna granica wilgotnosci dla wszystkich typow maki
wynosi 15%; wyjatek stanowi mgka krupczatka, ktéra moze zawiera¢ do 15,3% wody.

11.2. Wybrane elementy analizy sensorycznej

Cel ¢wiczenia

Celem cwiczenia jest przeprowadzenie czterech zadan sprawdzajgcych wrazliwosé
sensoryczng testowanych oséb, w ramach ktérych Studenci poznajg podstawowe
zasady trzech testow sensorycznych.

Wykonanie ¢wiczenia
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Studenci wykonujg ¢wiczenia w parach: pierwsza osoba w parze podaje drugiej osobie
(testowanej) probki do ocen wedlug zasad podanych w metodach, a nastepnie
po ocenie odkodowuje probki i sprawdza wyniki (kody i losowa prezentacja znana jest
tylko osobie podajgcej probki do oceny). Wzory karty ocen dla metod

wykorzystywanych w ramach éwiczen zawarte sg w opisie poszczegolnych zadan.

11.2.1. Okreslenie zdolno $ci rozpoznawania trzech z czterech podstawowych
smakow

Zasada metody

Polega na ocenie zdolnosci rozpoznawania i definiowania trzech z czterech
podstawowych smakow (stodkiego, stonego, kwasnego i gorzkiego) przygotowanych
odpowiednio z sacharozy, chlorku sodu i kwasu cytrynowego zgodnie z instrukcjg

przedstawiong w Tabeli 36, wystepujgcych w niewielkich, ponadprogowych stezeniach.

Tabela 36. Stezenia substancji smakowych [g/100 cm3] (wg Kostyra E. Wprowadzenie do analizy
sensorycznej. W: Klepacka M.(red.) Analiza zywnosci Fundacja Rozwéj SGGW, Warszawa, 2005, str.

19)
Rodzaj smaku Substancja bod zcowa Stezenie roztworu [g/100 cm”]
Stodki sacharoza 0,8
Stony chlorek sodu 0,25
Kwasny kwas cytrynowy 0,03

Zestaw odczynnikow i sprzetu laboratoryjnego

Roztwér wodny sacharozy (0,8 g/100 cm3),
Roztwér wodny chlorku sodu (0,25 g/100 cms),
Roztwér wodny kwasu cytrynowego (0,03 g/100 cm3),

Pojemniki jednorazowe poj. 40 cm®.

Wykonanie ¢wiczenia

Przygotowaé trzy zakodowane pojemniczki jednorazowe poj. 40 cm® i wlaé do nich
po okolo 20 cm® odpowiedniego rodzaju smaku (moze to byé jeden, dwa lub trzy
rodzaje smakow). Osoba testowana otrzymuje zestaw trzech zakodowanych
pojemniczkéw, podanych w losowej kolejnosci, identyfikuje rodzaj wyczuwanego smaku
i wypetnia karte oceny (Tabela 37). W celu neutralizacji smaku probek korzysta z wody.
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Tabela 37. Karta oceny do zadania 11.2.1

Karta oceny: Zdolno $¢ rozpoznawania podstawowych smakow

Nazwisko i imi e osoby | Kod préobki Rodzaj Poprawno $§¢ typowania

testowane;j smaku [tak/nie]

Interpretacja wynikow
Prawidlowe zidentyfikowanie wszystkich smakéw jest wypetnieniem minimum
sensorycznego w zakresie préby na daltonizm smakowy. Porownac¢ wyniki uzyskane

przez wszystkie osoby w grupie.

11.2.2. Ocena smaku stodkiego wodnych roztworow sac  harozy i kwasu
cytrynowego metod g parzyst g

Zasada metody

Poréwnanie probek w parach (jedna lub kilka par probek) w celu okreslenia roznicy
w jakosci sensorycznej zdefiniowanej cechy.

Zestaw odczynnikow i sprzetu laboratoryjnego

Dwusktadnikowy roztwor wodny zawierajgcy sacharoze (1,0 g/100 cm3) i kwas cytrynowy
(0,04 g/100 cm®)
Dwusktadnikowy roztwor wodny zawierajgcy sacharoze (0,6 g/100 cm3) i kwas cytrynowy

(0,04 g/100 cm®)

Pojemniki jednorazowe poj. 40 cm?.

Wykonanie ¢wiczenia

Przygotowaé cztery zakodowane pojemniczki jednorazowe poj. 40 cm®, wlaé¢ do nich
po okoto 20 cm® powyzszych roztworéw. Osoba testowana otrzymuje zestaw dwéch par
zakodowanych pojemniczkow, podanych w losowej kolejnosci, wskazuje w kazdej parze
probke o intensywniejszym smaku stodkim i wypetnia karte oceny (Tabela 38). W celu

neutralizacji smaku prébek korzysta z wody.
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Tabela 38. Karta oceny do zadania 11.2.2

Karta oceny: Ocena smaku stodki ego roztworéw wodnych metod g parzyst a

Nazwisko Numer Kod Intensywno $¢ smaku stodkiego Poprawno $¢
i imi @ osoby pary probki 1- stabsza; 2- intensywniejsza typowania [tak/nie]
testowane;j

Interpretacja wynikow

Zsumowacé¢ wyniki testu kazdej pary zakodowanych probek na prébke bardziej
intensywng w smaku stodkim. Oceni¢ czy osoba testowana prawidtowo roznicowata
probki. Posumowaé wyniki uzyskane przez pozostatych cztonkow grupy i poda¢ wynik

catego zespotu.

11.2.3. Ocena intensywno $ci smaku stonego wodnych roztworéw chlorku sodu
metod g szeregowania

Zasada metody

Polega na uszeregowaniu kilku probek pod wzgledem intensywnosci okreslonej cechy
jakosciowe,.

Zestaw odczynnikow i sprzetu laboratoryjnego

Roztwory wodne chlorku sodu o stezeniu odpowiednio: 0,20 g/100 cm®, 0,35 g/100 cm®, 0,50 g/100 cm®,

0,70 g/100 cm?®,
Pojemniki jednorazowe poj. 40 cm?.

Wykonanie ¢wiczenia

Przygotowaé pieé zakodowanych pojemniczkéw jednorazowych poj. 40 cm?® wlaé
do nich po okoto 20 cm® odpowiedniego roztworu chlorku sodu (przy czym do dwéch
zakodowanych pojemniczkéw wlaé roztwér NaCl o stezeniu 0,35 g/100 cm®). Osoba
testowana otrzymuje pie¢ zakodowanych pojemniczkow, podanych w losowej
kolejnosci. Zadaniem osoby testowanej jest uszeregowanie prébek od najwiekszej
do najmniejszej intensywnosci smaku stonego i wypeltnienie karty oceny (Tabela 39).

W celu neutralizacji smaku prébek korzysta z wody.
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Tabela 39. Karta oceny do zadania 11.2.3

Karta oceny: Ocena smaku stonego wodnych roztworow chlorku sodu metod a skalowania

Nazwisko i Kod probki Kod Kod Kod Kod probki Poprawno $¢
imi @ osoby probki probki probki skalowania
testowanej [tak/nie]

Najwi eksza Najmniejsza

intensywno §¢ intensywno §¢

smaku smaku

stonego stonego

Interpretacja wynikow

Zsumowac wyniki testu dla kazdej osoby i catego zespotu.

11.2.4. Ocena intensywno $ci smaku stodkiego modyfikowanego roztworu
pomara nczowego metod g skalowania

Zasada metody

Zasada metody polega na ocenie intensywnos$ci analizowanej cechy (cech) jakosciowej
na skali ustrukturowanej.

Zestaw odczynnikow i sprzetu laboratoryjnego

Handlowy nap6j pomaranczowy,
Handlowy napdj pomaranczowy z dodatkiem sacharozy do stezenia odpowiednio: 0,5 g/100 cm?®,
1,0 g/100 cm?®, 2,0 g/100 cm?, 3,0 g/100 cm®,

Pojemniki jednorazowe poj. 40 cm®.

Wykonanie ¢wiczenia

Przygotowaé pieé zakodowanych pojemniczkéw jednorazowych poj. 40 cm?® wlaé
do nich po okoto 20 cm? przygotowanych prébek napoju (bez i z dodatkiem sacharozy).
Osoba testowana otrzymuje pie¢ zakodowanych pojemniczkéw, podanych w losowe;j
kolejnosci. Zadaniem osoby testowanej jest ocena intensywnosci smaku stodkiego
prébek napoju pomaranczowego i zaznaczenie odbieranego wrazenia w odpowiedniej
klatce skali karty ocen (Tabela 40); kazda zakodowana probka musi by¢é zaznaczona na

osobnej skali). W celu neutralizacji smaku prébek mozna skorzysta¢ z wody.
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Tabela 40. Karta oceny do zadania 11.2.4

Karta oceny: Ocena smaku stodkiego modyfikowanego n apoju poma ranczowego metod g skalowania

Nazwisko Kod Skala strukturowana Poprawno $¢
i imi @ osoby probki > skalowania
test j L L tak/ni
estowane) Najmniejsza Najwi eksza [tak/nie]
intensywno §¢ intensywno $¢
smaku stodkiego smaku stodkiego

Interpretacja wyniow
Zsumowac¢ wyniki testu dla kazdej osoby, a nastepnie catego zespotu. Na podstawie
uzyskanych danych obliczy¢ srednig wynikdw ocen stodkosci napoju pomaranczowego

dla kazdej probki. Wyniki omowic.

Opracowanie wynikow
Sprawozdanie powinno zawieraC opis czesci eksperymentalne] oraz zestawienie
wynikow uzyskanych w poszczegdélnych zadaniach wraz z ich opracowaniem i dyskusjg

zgodng z zaleceniami podanymi powyzej.
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11.3. Oznaczanie biatka w mleku metod g spektrofotometryczn g

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci biatka w mleku metodag
spektrofotometryczna.

Zasada metody

Metoda wykorzystuje zdolnos¢ czerni amidowej 10B do wbudowywania sie w strukture
biatka i tworzenia nierozpuszczalnego kompleksu. Czernn amidowa 10B (Rys. 98) jest
barwnikiem diazowym, pochodng kwasu 8-amino-1-naftolo-3,6-disulfonowego,
p-nitroaniliny i aniliny. Posiada dwie grupy sulfonowe, ktore w srodowisku o pH nizszym
od punktu izoelektycznego biatek sg zdysocjowane (aniony) i wigzg sie z grupami
kationowymi biatek.

Q"z"_/ | \_“Z"O‘“Z

4+ - =
Ho3s —I _— sSojh

Rys. 98. Czerh amidowa 10B

Kompleks ten mozna usung¢ przez odwirowanie lub sgczenie. llo$¢ strgconego zwigzku
jest proporcjonalna do zawartosci biatka. Nadmiar czerni amidowej pozostaje
w roztworze i zabarwia go, a intensywnos¢ tego zabarwienia jest odwrotnie
proporcjonalna do ilosci biatka w analizowanym produkcie. Czern amidowa 10B nie
wigze sie z niebiatkowymi zwigzkami azotowymi.

Odczynniki, sprzet i aparatura

- Podstawowy roztwor czerni amidowej 10B: w kolbie miarowej poj. 1000 cm®, zawierajacej okoto 300 cm®
wody destylowanej, rozpusci¢ 3,17 g kwasu cytrynowego, 0,4156 ¢ fosforanu disodowego
(Na;HPO,4 x 2 H,0) i 0,088 g czerni amidowej 10B. Calos¢ starannie wymieszac¢ i rozpuscié, po czym

uzupetni¢ wodg destylowang do kreski. Roztwér powinien wykazywac¢ pH 2,35.

- Kazeina.

- Bibuta filtracyjna 6 szt.,
- Lejek 6 szt.,
- Pipeta poj. 0,5 cm?® 6 szt.,
- Pipeta poj. 10 cm® 1szt.,
- Zlewka 1 szt,,
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- Probéwki wiréwkowe poj. 10 cm® z korkami 6 szt.,

- Kolba miarowa poj. 1000 cm?® 1 szt.,
- Kolba miarowa poj. 10 cm® 5 szt.,
- Wiréwka laboratoryjna 1 szt.,
- Spektrofotometr UV/Vis 1 szt.,
- Waga analityczna 1 szt

Wykonanie oznaczenia

Analiza prébki mleka. Do grubosciennej probéwki wiréwkowej odmierzyé 2,0 cm® mleka
i doda¢ 8 cm® podstawowego roztworu czerni amidowej 10B. Probéwke zatkaé korkiem,
wstrzgsa¢ 5 minut, po czym odkorkowac i wywazy¢ wobec drugiej probdwki wirbwkowej
zwierajgcej wode. Odwirowac¢ przez 10 min. przy predkosci 4000 obr./min. Roztwor
przesgczy¢ przez bibute filtracyjng. Zmierzy¢ absorbancje przy diugosci fali A = 590 nm
w odniesieniu do wody destylowane.

Sporzgdzenie i analiza roztworéw wzorcowych kazein. Do pieciu probowek
wirowkowych odwazy¢ na wadze analitycznej z doktadnoscia 0,1 mg odpowiednio:
7 mg, 10 mg, 13 mg, 16 mg i 19 mg kazeiny. Do kazdej z nich wprowadzié¢ 2 cm® wody
destylowanej i 8 cm?® roztworu podstawowego czerni amidowej 10B. Probéwki zatkaé
korkiem, wstrzgsa¢ 5 minut, po czym odkorkowaé¢ i wywazy¢ wobec probdéwek
wirowkowych zwierajagcych wode. Odwirowa¢ przez 10 min. przy predkosci
4000 obr./min. Roztwory przesgczy¢ przez bibute filtracyjng. Analize roztworow
wzorcowych kazeiny wykonac identycznie jak dla probki badanej.

Opracowanie wynikow

Sprawozdanie powinno zawiera¢ czes¢ teoretyczng i praktyczng. W czesci praktycznej
przedstawi¢ procedure sporzgdzania roztworéw kalibracyjnych oraz dokladnie opisaé
dalsze postepowanie analityczne.

Ze zmierzonych wartosci absorbanciji roztworéw wzorcowych wyznaczy¢ wartosci
Srednie. Na papierze milimetrowym wykresli¢ zaleznos¢ A = f(c); wyznaczy¢ réwnanie
krzywej kalibracyjnej metodg najmniejszych kwadratéw.

Zmierzy¢ wartos¢ absorbancji probki mleka 5-krotnie. Nanie$s¢ wartosci
absorbancji na wykres krzywej kalibracyjnej i odczyta¢ odpowiadajgce im stezenia,

stezenie biatka w mleku wyznaczy¢ takze z réwnania krzywej kalibracyjnej.

261l |Strona



Wyznaczy¢ $rednig zawartos¢ biatka w badanej probce; przeprowadzic¢
statystyczng ocene wynikow za pomocg testu t-Studenta na poziomie ufnosci 0,95.

Skomentowac uzyskane wyniki.

11.4. Oznaczanie kofeiny

Budowa oraz wiasciwosci fizyczne kofeiny

o
1
o N N
CH5

Rys. 99. Budowa chemiczna kofeiny

Kofeina (3,7-dihydro-1,3,7-trimetylo-1H-puryno-2,6-dion) znana réwniez pod nazwg
1,3,7-trimetyloksantyna jest zwigzkiem chemicznym o masie molowej 194,19 g/mol. W
stanie czystym tworzy biate, diugie, gietkie krysztaly o temperaturze topnienia 237°C i o
gestosci 1,2 g/cm3. Rozpuszcza sie w gorgcej wodzie, chloroformie i benzenie. Jest
gorzka w smaku. W budowie jest zblizona do dwéch innych alkaloidow purynowych:
teobrominy i teofiliny.

Kofeina zbudowana jest z dwoch pierscieni: pierwszym szescioweglowym,
drugim natomiast piecioweglowym, w ktorych po dwa atomy wegla zastgpione zostaty
atomami azotu. Kazdy atom azotu w pierscieniu szescioweglowym potgczony jest
wigzaniem pojedynczym z grupg metylowg —CHs, pozostate wolne atomy wegla
potgczone sg wigzaniem podwojnym z atomem tlenu. W drugim pierscieniu natomiast
tylko jeden z atomoOw azotu potgczony jest wigzaniem pojedynczym z grupg metylowg —
CHs.

Kofeina jest alkaloidem czyli zwigzkiem organicznym pochodzenia roslinnego,
zawierajgcym ukfad cykliczny z atomami azotu w pierécieniu. Alkaloidy wykazujg silne
dziatanie fizjologiczne na organizm cztowieka, niejednokrotnie toksyczne. Do alkaloidéw
zaliczamy réwniez zwigzki takie jak morfina, kodeina czy chinina.

Ze wzgledu na uktad pierscieni oraz ilos¢ atomow azotu w kazdym w nich kofeine
zaliczamy do pochodnych puryny, heterocyklicznego, aromatycznego zwigzku
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organicznego, ktéry sktada sie z fragmentdw pirydyny i imidazolu. Zwigzek ten w czyste;j
postaci nie jest szeroko rozpowszechniony w przyrodzie, lecz petni bardzo istotng role
w kazdym zywym organizmie, gdyz stanowi podstawe adeniny i guaniny, dwoch zasad
azotowych wchodzgcych w sktad kwasow nukleinowych (DNA i RNA).

Zrodta kofeiny

Kofeina jest gtownym alkaloidem nasion krzewu kawowego Coffea arabica. Wystepuje
takze w innych roslinach z rodzin Theace i Sterculiaceae. Kofeina znajduje sie réwniez
w liciach herbaty (teina). Zrodlami kofeiny sg rosliny z rodziny Marzanowatych
(Rubiaceceae), miedzy innymi przedstawiciel flory polskiej przytulia (Galium) czy
chinowiec (Cinchona ), oraz rodziny Theace i Sterauliaceae. Znaczne ilosci kofeiny
znalez¢ mozemy rowniez w guaranie (Pasta Guarana), lisciach mate (Herba mate) oraz
w nasionach kawowca (Theabroma caco L.).

Dziatanie kofeiny

Kofeina do krwi dostaje sie z przewodu pokarmowego. Jest wchianiana juz po okoto
30 - 45 minutach po jej spozyciu. Czas utrzymywania sie jej we krwi to w przyblizeniu
4 godziny. W zalezno$ci od organizmu moze sie on wahac¢ od 2 do 10 godzin. Kofeina
jest stymulatorem centralnego uktadu nerwowego, tatwo przenika z krwi do moézgu,
a tam ze wzgledu na swoje znaczne podobienstwo w budowie do adenozyny wigze sie
Z receptorami adenozynowymi i blokuje je. Adenozyna jest substancjg naturalnie
wystepujgcg w organizmie cziowieka, ktéra posredniczy w aktywnosci mozgu,
wplywajgc na stan snu i czuwania. W konsekwencji podnosi sie aktywnos¢ dopaminy.
Dopamina jest to neuroprzekaznik, ktory odpowiada ze wiekszos$¢ efektéw kawy takich
jak poprawe koncentracji, zmniejszenie uczucia sennoéci. Blokowanie receptorow
adenozynowych moze rowniez wptyng¢ na kurczeni sie naczyn krwionosnych, co
oddzialuje na napiecie naczyn znajdujgcych sie w mozgu, a tym samym zmniejszy¢
objawy migreny oraz boélow glowy innego pochodzenia. Te wlasciwosci kofeiny
wykorzystane zostaly przez producentéw lekow, ktérzy stosujg ja jako istotny sktadnik
lekéw przeciwbolowych.

Spozywanie kofeiny moze spowodowaé o0golne polepszenie koordynaciji
organizmu oraz poprawienie koncentracji. Jednakze zbyt duza dawka kofeiny moze
mie¢ negatywny wptyw na funkcjonowanie organizmu powodujgc uczucie zmeczenia
lub zaburzenia koordynacji ruchowej. Dawki powyzej 2000 mg mogg rowniez

powodowac¢ bezsennos$é, drzenie miesni lub przys$pieszenie oddechu. Czeste picie
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napojow, ktérych skfadnikiem jest kofeina moze takze przyczyni¢ sie do podniesienia
sie cisnienia tetniczego krwi, a tym samym przyspieszenia bicia serca, gdyz powoduje
ona uwalniania sie kortyzolu i adrenaliny, ktdre sg odpowiedzialne za wystepowanie
takich efektow. Kofeina rowniez posiada whlasciwosci moczopedne, powoduje
zwiekszenie wydzielania kwasu zotgdkowego oraz prowadzi do przyspieszenia

metabolizmu.

Cel ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest wyodrebnienie i oznaczenie kofeiny z probki kawy lub czerwonej
herbaty z wykorzystaniem metody HPLC z detektorem UV.

Odczynniki, sprzet i aparatura
- zlewki 250 cm?®,

- kolby 250 cm?®,

- zestaw HPLC,

- waga,

- pipety,

- buteleczki zakrecane 2 cm®,
- strzykawka do HPLC,

- kolumienka SPE.

Wykonanie oznaczenia zawartosci kofeiny w kawie metodg HPLC

1. Przygotowanie roztworow

= woda amoniakalna (0,3 mol/ dm®) / metanol , 90+10 mieszanina objetosciowa 11 cm?
(2 cm® 25%NH3 x H,O + 8 cm® H,0 + 1 cm®MeOH),

® rozpuszczalnik wymywajgcy do kolumny oczyszczajgcej metanol/woda/kwas octowy
75:25:1 viv, 10,1 cm? (7,5 cm® MeOH + 2,5 cm® H,0 +0,1 cm® CHsCOOH),

® faza ruchoma metanol/woda 30:70, v/v,

= etanol/woda 1:4, v/v — do sporzgdzenia roztworow wzorcowych.

2. Sporzgdzanie roztworOéw wzorcowych
= odwazyé 1 mg kofeiny i rozpuscié w 20 cm?® mieszaniny etanol/woda (w proporcjach
1:4 (4 cm® MeOH +16 cm® H,0). Uzyskuje sie 20 cm® roztworu podstawowego
o stezeniu kofeiny 0,05 g/dm?,
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roztwér podstawowy o stezeniu kofeiny 0,05 g kofeiny/dm?® — uzywany do produktéw
standardowych (nieodkofeinowanych)
roztwor podstawowy rozcienczy¢ 10-krotnie wodg destylowang, by uzyskac stezenie

roztworu wzorcowego réwne 0,005 g kofeiny/dm?.

. Przygotowanie kawy do analizy

odwazyc¢ 1g herbaty z doktadnoscig do 0,0001g oraz 4g MgO (+/-0,59),

umiescié prébke i MgO w kolbie o pojemnosci 250 cm® i doda¢ 100 cm® wody
destylowanej,

zawartos¢ kolby zamiesza¢, zabezpieczyC korkiem i ogrzewa¢ w tazni wodnej
w temperaturze 90°C przez 20 min stale mieszajac,

pozostawic roztwoér do odstania sie osadu,

przesgczyc¢ roztwor przez sgczek bibutowy.

. Oczyszczanie ekstraktu kofeiny za pomocg SPE

Przygotowanie kolumny do ekstrakcji technikg SPE
przemyé kolumne 5 cm® MeOH, nie pozwalajac, aby zloze wyschto,
nastepnie czynno$é¢ przemywania powtdrzyé, uzywajac 5 cm® H,O, réwniez nie

dopuszczajgc do wyschniecia ztoza.

Naniesienie probki z kofeing

pobra¢ 2 cm? przesgczonego roztworu kofeiny i wprowadzi¢ na kolumne,
zamkng¢ kolumne, gdy powierzchnia roztworu opadnie tuz ponizej poziomu
krzemionki.
Usuwanie niepozgdanych zwigzkéw chemicznych
odmierzy¢ 2,5 cm® mieszaniny woda amoniakalna/metanol i przepuscié przez
kolumne do poziomu tuz ponizej poziomu krzemionki,
powtérzyé czynnos$é, uzywajac ponownie 2,5 cm?® roztworu,
przedmuchaé kolumne 20 cm® powietrza.
Wymywanie kofeiny
pod kolumna umiesci¢ kolbe pomiarowa o objetosci 10 cm?,
dodaé¢ 7,5 cm® mieszaniny wymywajacej (woda/metanol/kwas octowy), poczekaé
az rozpuszczalnik catkowicie sptynie z kolumny do kolby (zbieranie gtéwnej frakcji),
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= dopetni¢ kolbe do 10 cm® wodg destylowana.
Regeneracja kolumny
Kolumne zregenerowa¢ metanolem i wodg, przepuszczajgc kolejno:
= 5cm® MeOH,
= 5cm® H,0.

5. Analiza HPLC oczyszczonego ekstraktu

Wykonac¢ analize HPLC otrzymanych probek oraz roztworoéw wzorcowych.

Warunki pracy HPLC:

= kolumna HPLC C18,

= przeptyw fazy ruchomej 1 cm®/min,
= dlugosc¢ fali A = 272 nm,

= faza ruchoma metanol/woda 30:70, mieszanina objetosciowa.

Opracowanie wynikow

Obliczy¢ zawartos¢ kofeiny w prébce, wyrazong w gramach na 100 g suchej masy:

Interpretacja wynikow

Wyciggng¢ wnioski dotyczgce:

- procedury wyodrebniania kofeiny,
- analizy HPLC,

- zawartosci kofeiny.

11.5. Analiza kwaséw ttuszczowych w smalcu metod g GC

Cel ¢wiczenia

Celem c¢wiczenia jest przeprowadzenie triacylogliceroli obecnych w prébce smalcu
w estry metylowe kwasow ttuszczowych metodg przeestryfikowania (zgodnie z normg
europejskg EN 1SO 5509) a w dalszej kolejnosci dokonanie analizy ilosciowej tych
estrow technikg chromatografii gazowej z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym
GC-FID z zastosowaniem metody normalizacji wewnetrzne,j.

Odczynniki i aparatura

- wodorotlenek potasu — roztwor metanolowy 2 mol/dm?®
- roztwor izooktanu

- kwasény siarczan(VI) sodu
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- roztwoér smalcu w izooktanie

- probowki miarowe z korkiem (10 cm3) 1 szt.,
- pipety poj. 0,2 cm®oraz 5 cm® 2 szt.,
- pipetka Pasteura 2 szt.,
- wialka z nakretkg poj. 2 cm?® 1 szt.,

- chromatograf gazowy

- rejestrator

Przygotowanie probki do analiz

Do probéwki z podziatkg (10 cm®) wprowadzié¢ przy uzyciu pipetki Pasteura 1 cm? prébki
smalcu, nastepnie doda¢ pipetg 3 cm?® izooktanu i wstrzgsaé. Wprowadzié przy uzyciu
strzykawki 200 pl metanolowego roztworu wodorotlenku potasu (ostroznie otworzyc¢
zatopiong amputke z odczynnikiem). Calo$¢ energicznie wstrzgsa¢ przez 30 sekund.
Po poczatkowym zmetnieniu nastgpi wydzielenie sie glicerolu, a mieszanina reakcyjna
stanie sie klarowna. Nastepnie celem zneutralizowania wodorotlenku potasu dodac
do roztworu ok. 1 g kwasnego siarczanu(VIl) sodu — energicznie wstrzgsac.
Po opadnieciu soli zebrac pipetkg Pasteura gorng warstwe zawierajgcg estry metylowe
i przenies¢ do czystej fiolki. Przygotowang w ten sposob prébke analizowac technikg
chromatografii gazowej.

Analiza wlasciwa estrow metylowych kwasow ttuszczowych

Wydzielong frakcje estrow metylowych analizowac technikg chromatografii gazowe;.
Warunki rozdzielenia przy pomocy techniki GC:
- chromatograf gazowy Perkin Elmer
- kolumna kapilarna RTX 1; 20 m; 0,18 mm s$rednica wewnetrzna; 0,2 um grubos¢ filmu fazy ciekiej;
- poczatkowa temp. kolumny 120°C, narost 2°C/min do 220°C; 10 min izotermicznie w 220°C
- temperatura dozownika 300°C;
- temperatura detektora 300°C;

- gaz nosny Ar, 90 kPa.

Obstuga chromatografu gazowego
1. Wigczy¢ przeptyw gazow (argonu, powietrza, wodoru) poprzez odkrecenie
zaworow na butlach znajdujgcych sie w wiacie na zewnagtrz
2. Wigczyc¢ zasilanie chromatografu i przetgczy¢ przycisk na pozycje ,,ON”
3. Wprowadzi¢ do komputera podane wyzej parametry rozdzielenia i poczekac
na ustabilizowanie sie warunkow.

Punkty 1 - 3 wykonac przy Scistej kontroli prowadzgcego
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4. Wykona¢ pierwszg analize. W tym celu nalezy nabra¢ do strzykawki

0 pojemnosci 10 ul okreslong przez prowadzgcego objetos¢ badanej probki
(ok. 3 ul) i wprowadzi¢ jg do dozownika. Analizowac te samg probke 3 razy.

Po skonczonych analizach nalezy schtodzi¢ dozownik i detektor do temperatury
pokojowej (0.5-1 h) i dopiero wtedy mozna wytgczy¢ przeptyw wszystkich gazow

poprzez zakrecenie zaworu na butlach.

6. Wylgczy¢ zasilanie chromatografu i rejestratora.

Opracowanie wynikow

W wyniku przeprowadzanych analiz otrzymujemy nastepujgcy obraz:
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Na przedstawionym powyzej chromatogramie cyframi 1, 2, 3, 4, 5, 6, oznaczono estry

metylowe nastepujgcych kwasow ttuszczowych:

16:1
16:0
18:1
18:1 | wigzanie podwdjne usytuowane przy roznych at. C
18:1
18:0

Identyfikacji dokonano metodg GC-MS, poréwnujgc otrzymane eksperymentalnie

widma mas z widmami literaturowymi (www.lipidlibrary.co.uk). Poprawnos¢ identyfikacji

udokumentowano poprzez zatgczenie widm mas uzyskanych w wyniku jonizacji

substancji wigzkg elektronow o energii 70 eV (EI).
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Na podstawie chromatograméw uzyskanych z analizy prébek smalcu nalezy okresli¢
metodg normalizacji wewnetrznej procentowy udziat wszystkich sktadnikow (wynik
poda¢ jako warto$¢ srednig z trzech prob). Z racji tego, iz nie dysponujemy
odpowiednimi wzorcami estrow metylowych kwaséw ttuszczowych, w obliczeniach nie
nalezy uwzglednia¢ wspoiczynnikdw korekcyjnych. W opracowaniu nalezy podac

wszystkie obliczenia oraz dotgczy¢ opracowane chromatogramy.

11.6. Oznaczanie "cukrow ogétem" w karmelkach metod g Bertranda

Cel ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest zapoznanie Studentdw z metodami oznaczania sacharydow
i eksperymentalne wykonanie oznaczenia cukrow ogotem w karmelkach twardych

metodg Bertranda.

Zasada metody

Oznaczenie cukrow ogotem przeprowadza sie metodg posrednig na podstawie
objetosci manganianu(VIl) potasu zuzytego na miareczkowanie jonéw Fe*?,
odpowiadajgcych ilosci miedzi zredukowanej przez sacharydy redukujgce zawarte
w badanym roztworze. Badany roztwor cukréw musi by¢ wczesniej poddany hydrolizie

kwasowe].
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Wykonanie ¢wiczenia

1. Przygotowanie roztworu podstawowego karmelkow twardych
Odczynniki:

- fenoloftaleina, 1% roztwor w EtOH,

- wodorotlenek sodu (NaOH), 0,1 molowy roztwér wodny.

Sprzet:

- mozdzierz 1 szt,
- zlewka 250 cm® 1 szt,
- kolba miarowa 250 cm®| 1 szt,
- waga technicza 1szt
- pipeta poj. 5 cm?® 1 szt
Wykonanie

Karmelki (2 - 4 sztuki) rozetrze¢ w suchym mozdzierzu, nastepnie na wadze techniczne;j
odwazy¢ okoto 4 g roztartych cukierkow z doktadnoscig +0,01 g. Przenies¢ do zlewki
(poj. 250 cm®) i rozpusci¢ w okolo 100 cm?® wody destylowanej. Catos$é¢ zobojetnié
0,1 molowym roztworem NaOH wobec fenoloftaleiny do stabo r6zowego zabarwienia,
przeniesé ilosciowo do kolby miarowej (poj. 250 cm®) i dopetnié wodg destylowang do

kreski.

2. Przeprowadzenie inwersji badanego produktu w celu oznaczenia zawartosci cukrow
ogotem

Odczynniki:

- fenoloftaleina, 1% roztwér w EtOH,

- kwas siarkowy(V1) (H,SO,), stezony,

- wodorotlenek sodu (NaOH), 10% roztwor wodny.
Sprzet:

- kolba stozkowa poj. 250 cm® 1szt.,

- kolba miarowa poj. 250 cm®  1szt,

- pipeta poj. 5 cm?® 2 szt.,

- cylinder miarowy poj. 50 ml 1 szt.,

- cylinder miarowy poj. 25 ml 1 szt.,

- lejek 1szt,
- bagietka 1szt.,
- termometr 1 szt.,
- faznia wodna 1 szt.
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Wykonanie

Przygotowac taznie wodng o temperaturze wody 80°C. Do kolby stozkowej poj. 250 ml
wprowadzi¢ 50 ml roztworu podstawowego karmelkOw, a nastepnie pipetg 5 ml
stezonego kwasu siarkowego(VI) (ostroznie), starannie wymieszaé. Kolbe wstawi¢ do
tazni wodnej o temp. 80°C, doprowadzi¢ w ciggu 2-3 minut temperature roztworu w
kolbie do temp. 68-71°C i utrzymywac przez kolejne 5 min. Kolbe schtodzi¢, po czym
roztwor zobojetni¢ 10% roztworem NaOH wobec oranzu metylowego. Zawartos¢ kolby
stozkowej przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej poj. 250 ml i uzupelni¢c wodag
destylowang do kreski.

Oznaczenie nalezy wykona¢ bardzo starannie, gdyz zmiana ilosci kwasu
siarkowego moze spowodowac niecatkowity rozktad polisacharydow i oligosacharydéw
(gtébwnie sacharozy) do glukozy i fruktozy, z kolei wydluzenie czasu reakcji lub
podniesienie temperatury, moze spowodowacé rozktad produktéw hydrolizy.

Do oznaczenia zawartosci sacharydow ogétem metodg Bertranda nalezy pobrac

5 ml roztworu po inwersji i 15 ml wody.

3. Oznaczenie zawartosci cukrow ogotem w karmelkach twardych metodg Bertranda

Odczynniki, sprzet i aparatura

- manganian(VIl) potasu, 0,005 M roztwor wodny,

- roztwor Bertranda |: 40 g siarczanu(VI) miedzi(ll) (CuSO, -5 H,0O) rozpusci¢ w wodzie destylowanej
i dopetnié do objetosci 1000 cm?®,

- roztwér Bertranda II: 200 g winianu sodu i potasu (NaKC,H,Og - 4 H,0) rozpusci¢ w okoto 500 cm®
wody destylowanej w kolbie miarowej poj. 1000 cm?®, doda¢ 150 g wodorotlenku sodu (NaOH) uprzednio
rozpuszczonego w 250 cm® wody destylowanej; po wymieszaniu uzupetni¢ woda destylowang do kreski,

- roztwor Bertranda Ill: 50 g bezwodnego siarczanu(VI) zelaza(lll) (Fe,(SO,)s) rozpuscié w 500 cm®
gorgcej wody destylowanej i po ochtodzeniu ostroznie dodaé¢ 200 cm?® stezonego kwasu siarkowego(VI)
(d =1,84 g/cm3); calos¢ uzupehi¢ wodg destylowang do objetosci 1000 cm®. Nalezy sprawdzié, czy
roztwor nie redukuje roztworu manganianu(VII) potasu, jesli tak - doda¢ takg ilos¢ roztworu KMnQ,, aby

uzyskac lekko r6zowe zabarwienie, ktére samo zniknie.

- czasza grzejna 1 szt.,
- kolba stozkowa poj. 250 cm?® 1 szt
- lejek Scotta 3G4 1 szt
- papierki lakmusowe 1 opak.,
- pipeta poj. 5 cm® 1szt.,
- pipeta poj. 20 cm® 3 szt
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- cylinder miarowy poj. 25 cm?® 1 szt.

Wykonanie

Do kolby stozkowej poj. 250 cm® wprowadzié 20 cm® badanego roztworu (tj. 5 cm?®
roztworu po inwersji i 15 cm® wody destylowanej), a nastepnie pipetami 20 cm?®
roztworu Bertranda | i 20 cm® roztworu Bertranda Il. Zawarto$¢ kolby starannie
wymieszaé, po czym kolbe umiesci¢ na czaszy grzejnej. Doprowadzi¢ roztwor do
wrzenia i utrzyma¢ w tej temperaturze przez 3 minuty, a nastepnie odstawi¢ do
ostygniecia. Kolbe postawi¢ w potozeniu ukosnym tak, aby strgcony osad tlenku
miedzi(l) caly czas byt przykryty roztworem.

Ciecz znad osadu powinna mie¢ wyraznie niebieskie zabarwienie, swiadczgce
o nadmiarze zredukowanej soli miedziowej. Gdyby, np. w czasie ogrzewania roztwor
zmienit barwe na brudnozielong $wiadczytoby to, ze ilo§¢ sacharydu w prébce
przekracza mozliwosci redukcyjne odczynnikéw Bertranda | i Il; wowczas roztwor
badany nalezy rozcienczy¢ i oznaczenie powtdrzyc.

Plyn znad osadu - ostroznie po bagietce - dekantowac¢ na lejek Scotta tak, aby
nie dopusci¢ do odstoniecia powierzchni osadu Cu,O, zaréwno w kolbie, jak i na lejku.
W tym celu nad osadem nalezy utrzymywac stale warstwe roztworu. Nastepnie osad
z kolby przenies¢ ilosciowo za pomocg gorgcej wody na lejek Scotta, a nastepnie
optuka¢ scianki kolby gorgcg wodg i przenies¢ roztwor na lejek (czynnosé powtorzyc
kilkakrotnie). Osad na lejku przemywaé tak dlugo gorgcg wodg, az zniknie niebieskie
zabarwienie przesgczu. Saczenie i przemywanie nalezy wykonywa¢ mozliwie szybko,
aby nie nastgpito utlenienie czesci osadu.

Lejek Scotta z osadem tlenku miedzi(l) przenies¢ i umiesci¢c w czystej kolbie.
Osad rozpusci¢ w 20 cm® roztworu Bertranda Ill i przesaczyé do kolby. Nalezy przy tym
uwazac, aby caly osad bedacy na lejku zostat catkowicie rozpuszczony. Zazwyczaj
stosuje sie kilka (2-3) mniejszych porcji odczynnika Bertranda Ill. Jezeli osad nie
ulegnie catkowitemu rozpuszczeniu, nalezy dodac niewielkg porcje roztworu Bertranda
[ll. Na koniec sgczek przemyc¢ kilkakrotnie gorgcg wodg do zaniku odczynu kwasnego.

Przesgcz w kolbie miareczkowac¢ 0,005 M roztworem manganianu(VIl) potasu
do wystgpienia jasnor6ézowego zabarwienia utrzymujgcego sie przez 30 sekund.
Zmiana barwy z zielonkawej na rézowg nastepuje bardzo wyraznie od jednej kropli

roztworu manganianu(VII) potasu dodanego w nadmiarze.
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Opracowanie wynikéw

Obliczy¢ miano miedziowe roztworu KMnOy, (Tkmnoa/cu)

Tkmnoaicu =5 - Cm - Mcy [mg Cu/ Cm3 KMnO4]

gdzie: c, —stezenie molowe roztworu KMnO, [mol/dm3],

Mcy — masa molowa miedzi (63,57).

Korzystajgc z wyznaczonego miana miedziowego, obliczy¢ liczbe mg miedzi
odpowiadajgcg zuzytej do miareczkowania objetosci KMnO,4, a nastepnie zamienic jg -
korzystajgc z zamieszczonej ponizej tabeli (Tabela 41) - na réwnowazng jej ilos¢ mg
sacharydu inwertowanego zawartego w 20 cm® prébki pobranej do oznaczenia.
Obliczy¢ procentowg zawartos¢ ,cukrow ogotem” w karmelkach twardych,
uwzgledniajgc zastosowane rozcienczenia, wynik zaokragli¢ do pierwszego miejsca po

przecinku.
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Tabela 41. llo$¢ miedzi zredukowanej i odpowiadajgce jej ilosci sacharydu inwertowanego w metodzie
Bertranda (wg Pachotek B. Oznaczanie zawartosci sacharydéw. W: Matecka M. (red.) Wybrane metody
analizy zywnosci Wydawnictwo Akademii Ekonomicznej w Poznaniu, Poznan, 2003, str. 67)

llo$¢ zredukowanej llo$¢ sacharydu llo$¢ zredukowanej llo$¢ sacharydu
miedzi przez sacharydy inwertowanego [mg] miedzi przez sacharydy inwertowanego, [mg]
[mg] [mg]
20 9,70 45 22,42
21 10,20 46 22,94
22 10,70 47 23,47
23 11,20 48 24,00
24 11,70 49 24,53
25 12,20 50 25,06
26 12,71 51 25,59
27 13,22 52 26,12
28 13,72 53 26,66
29 14,23 54 27,19
30 14,73 55 27,72
31 15,24 56 28,25
32 15,75 57 28,78
33 16,25 58 29,31
34 16,76 59 29,84
35 17,27 60 30,38
36 17,77 61 30,92
37 18,28 62 31,46
38 18,78 63 32,01
39 19,30 64 32,55
40 19,80 65 33,09
41 20,32 66 33,63
42 20,84 67 34,17
43 21,37 68 34,72
44 21,89 69 35,26

11.7. Oznaczanie kwasu benzoesowego w napoju bezalk oholowym metod g

miareczkowania

Cel ¢wiczenia

Celem c¢wiczenia jest: zapoznanie sie z obowigzujgcym rozporzgdzeniem Ministra
Zdrowia w zakresie stosowania srodkéw konserwujgcych, z metodami wykrywania
I oznaczania dodatkéw do zywnosci oraz wykrywanie i oznaczenie zawarto$ci kwasu

benzoesowego (Rys. 100) w napoju bezalkoholowym.
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Rys. 100. Budowa chemiczna kwasu benzoesowego

Zasada metody

Metoda polega na ekstrakcji chloroformem kwasu benzoesowego zawartego w prébce,
odparowaniu rozpuszczalnika, rozpuszczeniu pozostatosci w alkoholu etylowym
i miareczkowaniu alkoholowego roztworu kwasu benzoesowego 0,05 M roztworem
NaOH w obecnosci fenoloftaleiny jako wskaznika.

Odczynniki, sprzet i aparatura

- wyparka rotacyjna 1 szt.,
- biureta o0 pojemnosci 25 cm® 1szt,
- rozdzielacz o pojemnosci 250 cm?® 1szt,
- cylinder miarowy o pojemnosci 100 cm® 2 szt.,
- kolba “sercéwka” o pojemnosci 250 cm® 1szt.,
- kolba stozkowa o pojemnosci 250 cm?® 1szt,
- kolba miarowa o pojemnosci 250 cm® 1szt,
- kolba stozkowa o pojemnosci 50 cm® 3szt.,
- pipeta o pojemnosci 25 cm?® 1szt,
- pipeta o pojemnosci 10 cm® 1szt,
- pipeta Pasteura 3 szt.,
- lejek 2 szt.

- alkohol etylowy, roztwor 95%,

- chlorek sodu NacCl, krystaliczny,

- chlorek sodu, roztw6r nasycony,

- chloroform,

- fenoloftaleina, roztwor 1%,

- kwas solny HCI, roztwér 10%,

- wodorotlenek sodu, roztwor 0,005 M,

- wodorotlenek sodu, roztwor 10%.

Wykonanie oznaczenia
Pobra¢ pipeta 25 cm® prébki napoju i przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci
250 cm?®, dodaé 30 g krystalicznego chlorku sodu i po wymieszaniu lekko zalkalizowaé

roztwér 10% roztworem NaOH, uzupeli¢ do kreski nasyconym roztworem chlorku

276 |Strona



sodu, wymieszac i odstawi¢ na 45 minut, mieszajgc od czasu do czasu. Nastepnie
zawartosc¢ kolby przesaczy¢ przez karbowany sgczek do kolby stozkowej o pojemnosci
250 cm®. 150 cm® przesaczu przenie$é do rozdzielacza, zobojetni¢ 10% roztworem
kwasu solnego wobec papierka lakmusowego, a nastepnie doda¢ jeszcze 5 cm® 10%
roztworu kwasu solnego. Do zakwaszonego roztworu w rozdzielaczu dodaé 30 cm?®
chloroformu i wstrzgsa¢. Klarowng, dokfadnie oddzielong warstwe chloroformowa
przenies¢ do kolby “sercowki’. Procedure ekstrakcji wykona¢ jeszcze dwukrotnie,
uzywajac kazdorazowo po 30 cm® chloroformu. Z polaczonych ekstraktéw
chloroformowych oddestylowac chloroform na wyparce rotacyjnej w temperaturze tazni
wodnej 40 °C. Suchg pozostato$é rozpuscié w 15 cm® etanolu, dodaé 15 cm® wody
dejonizowanej i dobrze wymieszaé. Do 3 kolbek stozkowych o pojemnosci 50 cm?®
przeniesé pipetg po 10 cm?® etanolowego roztworu kwasu benzoesowego, dodaé po
2 krople fenoloftaleiny i miareczkowa¢ 0,005 M roztworem NaOH do pojawienia sie
r6zowego zabarwienia, utrzymujgcego sie co najmniej 30 s.

Opracowanie wynikow

Na podstawie ilosci wodorotlenku sodu zuzytego do miareczkowania kwasu zawartego
w probie obliczyé zawartos$é kwasu benzoesowego w mg na 1 dm® napoju
bezalkoholowego. Za wynik korncowy oznaczenia przyjgc¢ Srednig arytmetyczng z trzech
rownolegtych oznaczen, jezeli ré6znica miedzy nimi nie przekracza 5 %.

Interpretacja wynikow

Uzyskany wynik odnies¢ do norm.

11.8. Oznaczanie witaminy C w soku z kiszonej kapus ty i soku z cytryny metod q

miareczkow g

Cel ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest: praktyczne zaznajomienie sie z metodykg oznaczania zawartosci
witaminy C (bezposrednia redukcyjno$é) w wybranym produkcie spozywczym (w soku
z kiszonej kapusty, soku z cytryny).

Zasada metody

Oznaczenie polega na redukcji barwnego roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu
do bezbarwnego leukozwigzku przez kwasny roztwér kwasu askorbinowego.
Odczynniki, sprzet i aparatura

- waga techniczna z doktadnoscig wazenia do 0,01 g 1 szt,
277 | Strona



- naczynko wagowe 1 szt.,

- fopatka 1 szt
- cylinder miarowy o pojemnosci 50 cm?® 2 szt.,
- kolba miarowa o pojemnosci 50 cm?® 2 szt.,
- biureta o pojemnosci 25 cm® 2 szt.,
- kolba stozkowa o pojemnosci 50 cm® 6 szt.,
- pipeta o pojemnosci 10 cm?® 4 szt.,
- lejek 2 szt.,
- pipeta Pasteura 1 szt

- jodek potasu,

- tiosiarczan sodu (0,001 mol/dm®),

- kwas siarkowy (1 mol/dm?),

- roztwor 2,6-dichlorofenoloindofenolu (barwnik Tillmansa),
- roztwor skrobi,

- 2% roztwor kwasu solnego HCI,

Wykonanie oznaczenia

1. Oznaczenie miana 2,6-dichlorofenoloindofenolu przez miareczkowanie roztworem
tiosiarczanu sodu. W kolbie stozkowej z doszlifowanym korkiem o pojemnosci 50 cm?®
rozpuscié 100 mg jodku potasu w 5 cm?® kwasu siarkowego (V1) o stezeniu 1 mol/dm?,
doda¢ szybko 10 cm® roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu, kolbe zamknaé
I pozostawic na 10 min w ciemnym miejscu. Wydzielony jod odmiareczkowaé
roztworem tiosiarczanu sodu (0,001 mol/dm®), dodajac 1 cm® roztworu skrobi.
Miareczkowanie powtorzy¢ 3 razy. Wykona¢ probe $lepa, w ktdrej zamiast roztworu
2,6-dichlorofenoloindofenolu wprowadzi¢ takg samg objetos¢ wody destylowane;.

2. Oznaczanie witaminy C w soku z kiszonej kapusty i soku z cytryny. 20 cm® soku
z kapusty oraz 20 cm® soku z cytryny umiescié w probéwkach wiréwkowych i odwirowaé
(8000 obr./min, 10 min). 10 cm® odwirowanego soku z cytryny rozcienczyé 2% HCI
w kolbie miarowej o pojemnosci 50 cm®. Do trzech kolb stozkowych o pojemnosci
25 cm?® pobraé¢ po 10 cm?® rozcienczonego soku z cytryny i miareczkowaé barwnikiem
Tillmansa do barwy lekko rézowej utrzymujgcej sie 10 s. Opisang procedure
przeprowadzi¢ dla odwirowanego soku z kiszonej kapusty. Wykonac¢ $lepg prébe,
w ktérej zamiast rozcienczonego soku pobra¢ wode destylowang. Do obliczen przyjgé
ilos¢ zuzytego roztworu barwnika pomniejszong o iloé¢ cm® barwnika zuzytg w prébie
Slepe;j.

Opracowanie wynikow
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1. Obliczy¢ miano roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu. Za miano roztworu tego
barwnika przyjmuije sie iloé¢ mg kwasu askorbinowego utlenianego przez 1 cm? tego
roztworu. Aby obliczy¢ miano barwnika, w pierwszym etapie nalezy obliczy¢ jego
stezenie molowe (Cy) na podstawie reakcji z tiosiarczanem sodu, w ktorej na 1 mol

barwnika przypadajg 2 mole tiosiarczanu:

c, =M ~Vo)Cr

2\/b
Vw — objetosé tiosiarczanu sodu zuzytego do zmiareczkowania roztworu barwnika [cm®],
V7 — objetosé tiosiarczanu sodu zuzytego do miareczkowania w probie zerowej [cm?],
C+— steZenie roztworu tiosiarczanu sodu [mol/dm?)],

Vp, — Objetosé roztworu barwnika [cm®].

Z rownania reakcji miedzy kwasem askorbinowym i 2,6-dichlorofenoloindofenolem

wynika, ze z 1 molem kwasu reaguje 1 mol barwnika, masa molowa kwasu

askorbinowego wynosi 176 g/mol.

2. Na podstawie ilosci barwnika zuzytego do miareczkowania rozcienczonego soku
z kapusty, obliczy¢ zawartos¢ witaminy C (bezposrednia redukcyjno$é) w soku
z kiszonej kapusty i soku z cytryny.

Interpretacja wynikow

Uzyskany wynik odnies¢ do norm.
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