&3

WYOAWNIGTHE POUTECENIN KOSIALNSKIES

CHEMIA ZYWNOSCI

Agnieszka Szparaga




POLITECHNIKA KOSZALINSKA

Agnieszka Szparaga

Chemia zywnosci

KOSZALIN 2023



ISBN 978-83-7365-602-4

Przewodniczacy Uczelnianej Rady Wydawniczej

Zbigniew Danielewicz

Recenzja
Ireneusz Kapusta
Michal Swieca

Projekt oktadki
Aleksandra Iwaszkiewicz

Anna Stepien

© Copyright by Wydawnictwo Uczelniane Politechniki Koszalinskiej
Koszalin 2023

WYDAWNICTWO UCZELNIANE POLITECHNIKI KOSZALINSKIEJ
75-620 Koszalin, ul. Ractawicka 15-17

Koszalin 2023, wyd. I, ark. wyd. 5,62



Spis tresci

1. Oznaczanie biatek w produktach mlecznych i produktach ubocznych
fermentacji mlekowej technikg spektrofotometryczng i metodg formolowa . 6

L.1. WSEEP tEOTCLYCZIY ...veeeueieeiiieeiie et eeiee ettt tee et e e site e st e e seae e st e saeeeseneeenes 6
1.2, Cz@SC PraktyCZNa ......eeeuviieiiieeiie et ettt e sve e re e e eb e e eebeeenes 8
1.2.1. Oznaczanie biatka w serwatce technikg spektrofotometryczna......... 9
1.2.2. Oznaczanie zawartosci biatka ogdtem i kazeiny w mleku metoda
110008101 (o) ISR 10
2. Analiza catkowitej zawartosci zwigzkoéw polifenolowych w naparach
18] 228101 < 1o] USRS 12
2.1, WSLEP LECOTCLYCZNY ....eeeeeeiieeiiieeiiieeieeeiteeeiteetteeeaeeestteesieeeseeessneeesnbeeeneeas 12
2.2, CZEEC PraKEYCZINA ..cc.eveeeeerieeerieeiieeeieeeiteeeereeetteesereeetaeeseveeesaeeesaeesreeensnens 13
3. Oznaczanie antocyjanéw w $wiezych oraz mrozonych produktach
OWOCOWYCh 1 WaIrZyWNYCH .....ooviiiiiiiiiciiccie et 17
3.1, WSEEP tEOTCLYCZIY ..vvieeiieeiiieeieeeiee et e et eete e et e e ieeesbeeeaeeesnaeesveeesnneeens 17
3.2, CZQSC PraktyCZNa ....eevveereeiiieiiieiiesieerieesteeeeeete e ete e seessaessaeensessseensaesaens 19
4. Tlosciowe oznaczanie flawonoidow w makach z nasion roslin bobowatych 22
4.1, WSLEP LtCOTCLYCZINY ....veveneiieriiieeiieeeiie et e eteeeiteeeiteesteeesabeeeeeessaeeesbeeeneeas 22
4.2, CZEEC PraKEYCZINA ..cc.vveeeeerieeiieeiieecieeeiteeeteeeteeesereeetaeeseseeeraeesereeenreeensnens 24
5. Okreslenie stopnia zafatszowania miodow poprzez oznaczenie cukrow
TEAUKUJACYCR .ottt 28
5.1, WSEEP tEOTCLYCZIY ..vveeevieeiiieeiieeiie et e ette et e e teeeieeeebeeseeeesnaeesveeesnaee e 28
5.2, CzQSC PIraktYCZNQA .....veeceriieiiieeiieeiieeetee et ete et e e e ebeeetae e saeesraeesesae e 30
6. Oznaczanie zawarto$ci skrobi w makach pszennych oraz bezglutenowych
MELOdd EWETSA ..eouviiiiiiiiiiieiicieeeesee ettt aae s 33
6.1, WSEEP tEOTCLYCZIY ..vvreeriieiieeiiieeiieeeteeetteesteeereeeereeeebeeeereessseesneseesssaanns 33
6.2. CZQSC PraktyCZNA ....eevieereeeiieiieeieesieerieesteeeteereeteete e seesseeseeesnsesnseenseesaens 35

7. Kompleksometryczne oznaczanie jondow wapnia i magnezu
w wodach mineralnych..........cccoocveviiriiniiiiee e 38

7.1, WSEEP tEOTCLYCZIY ..vveeeiieeiieeeiieeiee et e ette et e et e eaeeesteeebeeesnaeesneeesaseenns 38



7.2, CZQSEC PraktyCZNA ....eevveereeeiieiieeieesieerieeseeeteeteeteebe e eesseessaesnsesnseenseensaens 40
7.2.1. Oznaczanie JONOW WaAPNIA.......ccceeerveerreersreeenreesireeessreesseesssseessnens 41
7.2.2. Oznaczanie JONOW MAZNECZU..........eeevverrerreesreerreerseesnessensseesseensaens 42

8. Ocena kwasowosci produktow spozywczych jako wskaznika ich $wiezosci

1 AULENEYCZINOSCT cuveeeuvieeiiieetieeeteeeieeesreeetreestreessreeeaseessseeessaeesssesessseessseeenens 43

8.1, WSECP tEOTCLYCZIY ..eevuvvieiiieeiiieiiieeite ettt e ette ettt et eeseteesteesneeesnbeeenes 43

8.2. CZSCE PraktyCzNa .....ccvvieiiieeiieeciee ettt ettt ee b e e eebee e 46
8.2.1. Oznaczanie kwasowosci ogélnej w soku owocowym..................... 46
8.2.2. Oznaczenie kwasowosci ogélnej w serach wedtug......................... 47
8.2.3. Oznaczanie kwasowoS$ci 0Z0INE) PIWa ........ceecvverreerieereereenreenenns 48
8.2.4. Oznaczanie kwasowos$ci maki W ZawieSini€ ..........ccvevveerrveeveennennn. 49

9. Oznaczanie st¢zenia witaminy C w produktach owocowych i warzywnych

technikg spektrofotometryCzng ........cccevevveciieciienieniecie e 51

9.1, WSEEP tEOTCLYCZIY ..vvreeriieiiieeieeeiieesteeetteesteeereeeereeeareeestseessseeensseessseanns 51

0.2, CZQSEC PraktyCZNA ....eevveeveeiiieieeiiesieesieesteeeteeteeteebe e eesseessaesnsesnseenseesaens 53

10. Analiza btonnika pokarmowego - oznaczanie wiokna

obojetno-detergentowego w surowcach roslinnych ...........ccooevvveiveiivenieennenns 56

10.1. WSEEP tEOTELYCZIY ..uveenveeieerieerieeiee ettt 56

10.2. CZ@8C PraktyCZNA . ...cieuveerieeiiiiesiieerieesieeeriteesite s svteesiaeesiteesbeesbeeesaneenene 58

11.0znaczanie likopenu w §wiezych pomidorach

1 przetworach pomidorOWYChH.......c.ccoviiiiiiiiiiiiieeecee e 63

11.1. WSEEP tEOTELYCZINY .uveenvieieerieeriee ettt 63

11.2. CZQ8C PrakKtyCZNA ...vieuveeiiieiiiiiesieesiee ettt esteestee s s sateesveesbeessvaeesaeeesbeesnns 65

12.1losciowa 1 jakosciowa ocena barwnikow roslinnych w zaleznos$ci

Od PH STOAOWISKA. .....ooceiiieiiiiieiieieecee et 68

12.1. WSEEP LEOTCLYCZIY ..vveuvverrieeenireesieesieesnieeesteesreessaseesseesssessnsesessnesssessnns 68

12.2. CZSC PraKEYCZNA ...c.veveeeeeierieeeeie sttt 70
12.2.1. Ocena wptywu pH $rodowiska na barwniki w Zywnosci .............. 71
12.2.2. llosciowe oznaczenie barwnikow asymilacyjnych..........c.cccueeneen. 72

13.0cena barwy i jakos$ci olejow w zaleznosci od czasu przechowywania
1 ODIODKI tEIMICZNE] ..evviivvieiieiieeeieete et e etee e ere e eveeteesereseveeabeesbeereeas 74



13.1. WSEEP LCOTCLYCZIY ..veeuvreerieeeniieesieesieeenieeesireesreestnreesaseesseesnseeessseessseesnn 74
13.2. CZgSC PraKLYCZNA ...c.vevveeeeeierieeeere ettt 76
13.2.1. Oznaczenie barwy OlEJOW .........ccvververeireireeriieriienienresreeseeseeninens 76
13.2.2. Ocena wptywu obrobki termicznej na barwe olejow..................... 78
13.2.3. Oznaczanie jakosci olejoéw — Ocena liczby kwasowej................... 79
13.2.4. Oznaczanie jakos$ci olejow — Ocena liczby nadtlenkowej ............. 81

14.Wplyw procesow termicznych na zawarto$¢ tiocyjaniandéw w warzywach. 84

14.1. WSEEP LCOTCLYCZIY ..vveuvverrieeerireesieesieeenieeesreesreestnreesseesssessnsesesssesssseesnns 84
14.2. CZSC PraKLYCZNa ...c.veveeeeeierieeeere sttt sttt 85
15.0znaczanie lepkosci roztworéw skrobi w zaleznosci od temperatury

i stezenia z wykorzystaniem reometru 0SCylacyjnego........ccooeveveveerveerieenneens 90
15.1. WSEEP tEOTELYCZNY ..ttt s 90
15.2. CZ@8C PraktyCZNa . ...cieuveerieeiiieiiiieeriieesieesriteesite e siee e siaeesere e sbeesbeeesaae e 92
16.Pytania na zaliczenie teoretyczne, weryfikujace wiedze studentow ............ 94

L7 LIEETALULA ..cooeeieeiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 96



1. Oznaczanie bialek w produktach mlecznych
i produktach ubocznych fermentacji mlekowej
technika spektrofotometryczng i metodg formolowg

1.1. Wstep teoretyczny

Biatka naleza do zwigzkéw wielkoczasteczkowych, sktadajacych sig
z aminokwaséw potaczonych wigzaniami peptydowymi (w okre§lonych
sekwencjach i rodzajach). Zawierajg szereg pierwiastkow w tym wegiel (50-
55%), wodor (6-7%), tlen (20-23%) 1 azot (12-19%). Ponadto w sktadzie biatek
wystepuja rowniez inne pierwiastki, takie jak siarka, fosfor, zelazo i miedz.
Aminokwasy tworzace biatka posiadajg dwie grupy funkcyjne, tj. grupeg
aminowg 1 grupe karboksylowa. Obecnos¢ grup aminowych odpowiada za
wlasciwosci zasadowe, podczas gdy grup karboksylowych za wlasciwosci
kwasowe. Aminokwasy cechujg wlasciwosci amfoteryczne, ujawniajgce si¢
w zalezno$ci od pH Srodowiska - przybieranie charakteru kwasnego, gdy
znajdujg si¢ w srodowisku zasadowym, a zasadowego w kwasnym roztworze.

Biatka odgrywaja niezwykle wazng role we wzroscie 1 prawidlowym
funkcjonowaniu organizmu cztowieka, a wraz z weglowodanami i lipidami,
stanowig najwazniejsze sktadniki odzywcze w diecie. Dodatkowo biatka penig
wiele innych funkcji w organizmie, m.in. wykazuja aktywno$¢ enzymatyczng
oraz biorg udziat w transporcie sktadnikow odzywczych i innych zwigzkow
biochemicznych przez blony komorkowe. Aby utrzymaé te wazne funkcje,
konieczne jest dostarczanie organizmowi dobrej jakosci biatek poprzez diete.

Bioragc pod uwage zrédlo pochodzenia, bialka mozna podzieli¢ na trzy
grupy tj. biatka roslinne, zwierzece i bialka grzybowe. Biatka roslinne pochodza
z surowcow ro$linnych, takich jak orzechy, soja i zboza. Natomiast biatka
zwierzgee to biatka pochodzace z produktow zwierzecych, m.in. mleko, jaja,
migso i produkty rybotdwstwa. Mianem biatka pelnowartosciowego okresla si¢
jedynie biatko zwierzece, ze wzgledu na fakt, iz zawiera niezbedne
(ograniczajace) aminokwasy (zwlaszcza aminokwasy zawierajgce atomy siarki
tj. metionina i cysteina). Obie grupy biatek (roslinne i zwierzece) moga
podlega¢ trawieniu do bioaktywnych peptydoéw, ktore sa wykorzystywane
w technologii zywnosci oraz w technologii farmaceutyczne;.



Dla okreslenia st¢zenia bialka i aminokwasow w zywnoSci, przeprowadza
si¢ analize ilosciowag. W celu wuzyskania wiarygodnej informacji
o zawartosci bialka niezbedne jest zastosowanie odpowiedniej metody
analitycznej. Analizujac produkty spozywcze korzysta si¢ z metod ilosciowych
oraz jakoSciowych, by modc okresli¢ nie tylko ilo$¢ biatka, ale rowniez jego
rodzaj 1 skltad aminokwasowy. Analiza jakosciowa obejmuje kilka
charakterystycznych reakcji, w tym reakcje ksantoproteinows, reakcje
Hopkinsa-Colego, reakcj¢ Millona, reakcje nitroprusydkowa oraz reakcje
Sakaguchi. Natomiast w analizie ilo§ciowej wykorzystuje si¢ metody posrednie
i bezposrednie tj. Kjeldahla, Lowry'ego, Bradforda, biuretowa, miareczkowanie
formolowe, a takze techniki z zakresu spektrofotometrii i turbidymetrii. Ocena
poziomu aminokwaséw w biatkach moze by¢ wykonana za pomocg metody
kolorymetrycznej, grawimetrycznej, chromatograficznie lub mikrobiologicznie.

Prawidlowe oznaczanie zawartosci biatka w ZywnoSci ma tak duze
znaczenie, poniewaz bardzo czg¢sto decyduje o wartosci ekonomicznej produktu
spozywczego (np. mleko, pszenica).

Kazda z metod oznaczania zawartosci biatka ma swoje zalety i wady.
Metoda Kjeldahla jest uznawana na catym $wiecie za metod¢ standardowa
1 dlatego tatwo jest porownywaé wyniki z innymi laboratoriami. Natomiast jest
to metoda posrednia i nie mierzy si¢ w niej biatka tylko ilo$¢ azotu, zatem moze
doj$¢ do przeszacowania zawartosci biatka z powodu stosowania
standardowego wspotczynnika korekcji azotu 6,25. Metoda Dumasa jest szybka
i nie wymaga stosowania S$rodkow chemicznych, ale jest kosztowna
w przygotowaniu i niezbyt doktadna, poniewaz nie mierzy prawdziwego biatka.
Metody spektrofotometryczne UV-vis, w tym metody biuretowa, Bradforda
i Lowry'ego, sa tatwe w uzyciu, nie sg kosztowne i umozliwiajag oznaczanie
ilosciowe niewielkich koncentracji biatka. Moga one jednak dawaé falszywie
dodatnie wyniki iloSci biatka w zaleznosci od zastosowanej metody
przygotowania probki i rozpuszczalnosci badanej probki. Bezposrednia analiza
aminokwasow obejmuje hydrolize biatka za pomocg kwasu solnego (HCI),
a nast¢pnie iloSciowe oznaczenie aminokwasoéw za pomocg techniki HPLC
(wysokosprawnej chromatografii cieczowej).

Oznaczanie zawarto$ci biatka technikg spektrofotometrii UV-vis (analizy
w nadfiolecie i1 $wietle widzialnym), bazuje na oddzialywaniu probki zywnosci
ze $wiattem UV. Swiatto UV ma zakres dtugosci fali od okoto 100 do 400 nm.
Zwiagzki (w zaleznosci od budowy chemicznej), ktére moga absorbowac
promienie UV to zwigzki o jasnych i przezroczystych barwach. W metodzie
z wykorzystaniem spektrofotometru UV-vis, badana probka musi by¢ klarowna
i catkowicie rozpuszczona, bez obecnosci czastek koloidalnych ani zawiesin.



Omawiana metoda opiera si¢ na zdolnosci bialek do naturalnego pochtaniania
lub rozpraszania $wiatta w obszarze UV-vis (widzialnego) widma
elektromagnetycznego, albo na chemicznej lub fizycznej modyfikacji biatek tak,
aby pochtanialty (lub rozpraszaty) $wiatlo w tym obszarze. Pierwszym
elementem w metodach spektrofotometrycznych jest przygotowanie krzywej
kalibracyjnej absorbancji w zaleznosci od st¢zenia biatka, wykorzystujac seri¢
roztworoOw bialka o znanym stezeniu. Kolejnym krokiem jest pomiar
absorbancji analizowanego roztworu przy tej samej dlugosci fali. Bazujgc na
krzywej wzorcowe] wyznacza si¢ stezenie biatka. Tryptofan i tyrozyna silnie
absorbujg $wiatlo ultrafioletowe przy dlugosci fali 280 nm. Zawarto$¢
tryptofanu i tyrozyny w wielu biatkach pozostaje do$¢ stata, dlatego
absorbancja roztworow biatek przy 280 nm moze by¢ wykorzystana do
okreslenia ich stgzenia. Glowna zaleta metody jest prosta i nieniszczaca
procedura analityczna, ktora nie wymaga stosowania skomplikowanych
odczynnikow. Do wad metody zalicza si¢ fakt, ze kwasy nukleinowe obecne
w probkach zywnos$ci rownie silnie moga absorbowac §wiatlo w tym obszarze
i dlatego mogg zaktdca¢ pomiar zawartosci biatka. Jednak dla przezwyci¢zenia
tych zaklocen opracowano metody pozwalajace rozwigza¢ ten problem, np.
poprzez pomiar absorbancji przy dwoch roznych dlugosciach fali.

Miareczkowanie formolowe jest metoda, ktorg najczesciej wykorzystuje sie
jako szybka analiz¢ zawartosci biatka w mleku i1 jego frakcjach. Takie
miareczkowanie cieszy si¢ duzym zainteresowaniem jako nieskomplikowana
i mato czasochtonna metoda oznaczania zawartosci kazeiny w mleku,
przeznaczonym do produkcji sera. Jednak moze by¢ rowniez stosowane do
oznaczania stopnia hydrolizy biatka, poprzez wykazanie poziomu amin
I-rzgdowych w procesach przetwarzania lub przechowywania produktow
spozywczych. Zasada metody opiera si¢ na neutralizacji  prébki
z wykorzystaniem NaOH z dodatkiem formaldehydu, w ktéorym grupa aminowa
jest zwigzana i nie wplywa na reakcje kwasowo-zasadowg NaOH, tworzac
dimetylol. Najczesciej wykorzystywanym wskaznikiem jest fenoloftaleina.
Metoda ta obejmuje miareczkowanie probki do punktu koncowego
fenoloftaleiny, lub dodanie roztworu formaldehydu i miareczkowanie
uwolnionego kwasu do tego samego punktu koncowego. Objetos¢ zasady uzytej
w drugim miareczkowaniu jest miarg iloSci grup aminowych, ktére byly
pierwotnie obecne i potaczyly si¢ z formaldehydem.

1.2. Cze$¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie biatka metoda spektofotometryczng oraz
formolowa w produktach spozywczych (mlecznych oraz odpadowych).



Analizowane produkty spozywcze

— mleko
— serwatka

Odczynniki chemiczne

— albumina

— kazeina

— 0,1 M roztwér NaOH

— 2% roztwor fenoloftaleiny

— formalina rozcienczona wodg w stosunku 1:1 (uwaga trucizna!)
— odczynnik Folina-Ciocalteu

— odczynnik A (NaOH + Na,CO3)

— odczynnik B (CuSO4 x 5H,0)

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— waga analityczna

— spektrofotometr UV-vis

—  kolby miarowe o pojemnosci 50 ml
— kolby stozkowe o pojemnosci 100 ml
— pipety szklane

1.2.1. Oznaczanie bialka w serwatce technika spektrofotometryczna

W wyniku dziatania odczynnika miedziowego zachodzi reakcja biuretowa
biatka z jonami miedzi w $rodowisku zasadowym (przylaczenie jondw miedzi
do wigzan peptydowych), a nastgpnie zachodzi redukcja odczynnika
fosfomolibdeno-fosfowolframowego (odczynnik Folina-Ciocalteu) do blekitu
fosfomolibdenowego.

Przygotowanie Krzywej wzorcowej

Przygotowa¢ odczynnik miedziowy (odmierzy¢ do kolby stozkowej 50 ml
odczynnika A i 1 ml odczynnika B, doktadnie wymieszac¢). Rozpusci¢ 10 mg
albuminy w 50 ml wody destylowanej. Przenies¢ roztwor do kolby miarowe;
o pojemnosci 100 ml i uzupeli¢ woda destylowana do kreski. Do kolb
miarowych o pojemnosci 10 ml odmierzy¢ odpowiednio 1, 2, 3, 4 i 5 ml
roztworu wyj$ciowego albuminy. Kolby uzupeli¢ woda destylowang do kreski.
Obliczy¢ stezenie albuminy w przygotowanych roztworach. Z roztworow tych
pobra¢ po 1 ml do probowek, nastgpnie doda¢ po 5 ml odczynnika
miedziowego, a po 10 min 0,5 ml odczynnika Folina-Ciocalteu i doktadnie
wymiesza¢. Po uptywie 30 min wykona¢ pomiar absorbancji przy dtugosci fali
Amax = 750 nm (rys. 1). Wykona¢ trzy rownolegle proby i probe zerowa
(postepowanie jak w przypadku roztwordw powyzej, jednak zamiast 1 ml
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roztworu albuminu pobra¢ 1 ml wody destylowanej). Sporzadzi¢ wykres
zaleznosci absorbancji od stezenia albuminy (ug/ml).

UV-3100PC Spectrophotometer

Rys. 1. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby §lepe;.

Oznaczenie wlasciwe

Do probowki odmierzy¢ 1 ml serwatki, doda¢ 5 ml wuprzednio
przygotowanego odczynnika miedziowego, wymiesza¢ i pozostawi¢ na 10
minut. Doda¢ 0,5 ml odczynnika Folina-Ciocalteu i ponownie dokladnie
wymieszaé. Po uptywie 30 min wykonaé pomiar absorbancji przy dtugosci fali
Amax = 750 nm. Wykona¢ trzy rownolegle proby i probe zerowa.

Obliczenia

Korzystajgc ze wczesniej wykreslonej krzywej wzorcowej, odczyta¢ na
podstawie absorbancji stezenie biatka w serwatce (ug/ml).

1.2.2. Oznaczanie zawartoS$ci bialka ogotem i kazeiny w mleku metodg
formolowg

Oznaczenie wlasciwe

Do kolby stozkowej o pojemnosci 50 ml odmierzy¢ 10 ml mleka. Nastgpnie
doda¢ 3 krople fenoloftaleiny i miareczkowa¢ 0,1 M roztworem NaOH do
jasnorozowej barwy. Do tej samej kolby z miareczkowanym roztworem dodac
4 ml formaliny ($wiezo zobojetnionej NaOH wobec fenoloftaleiny) 1 ponownie
miareczkowac roztworem NaOH do uzyskania jasnor6zowej barwy.
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Obliczenia
Ogo6lng zawarto$¢ biatka w mleku (B) w % nalezy obliczy¢ wg wzoru:
B=ax192
gdzie:
a— liczba ml 0,1 M NaOH zuzytego do drugiego miareczkowania

1,92 — wspotczynnik przeliczeniowy (1 ml 0,1 M NaOH odpowiada 1,92 g
biatka w 100 g probki).

Ogo6lng zawartos¢ kazeiny w mleku (K) w % nalezy obliczy¢ wg wzoru:
K =ax1,47

Porowna¢ uzyskany wynik z przecigtng zawartoscig biatka w mleku
(3-3,5%).



2. Analiza calkowitej zawartosci zwigzkow
polifenolowych w naparach oraz sokach

2.1. Wstep teoretyczny

Na przestrzeni ostatnich lat mozna zaobserwowac, ze zar6wno naukowcy
i producenci zywnosci coraz wigcej zainteresowania poswigcajg polifenolom.
Wynika to przede wszytkim z uznanych wlasciwosci przeciwutleniajacych tych
zwigzkow oraz ich prawdopodobnej roli w prewencji chordb, zwigzanych ze
stresem oksydacyjnym (nowotwory, choroby ukladu krazenia i choroby
neurodegeneracyjne). Dodatkowo zwiazki polifenolowe moga regulowaé
aktywnos$¢ wielu enzymoéw (w tym telomerazy, cyklooksygenazy oraz
lipooksygenazy) i receptorow komodrkowych. Jednak jak dotad, specyficzne
dziatanie biologiczne tych fitozwigzkow jest jeszcze stabo poznane. Szacuje sig,
ze w roslinach wyzszych wystgpuje okoto 250 tysigcy czasteczek o strukturze
polifenolowej, tzn. zawierajacych grupy hydroksylowe przylaczone do
pierscieni aromatycznych. Wiele z nich rozpoznano w roslinach jadalnych.
Zwiazki polifenolowe sg wtornymi metabolitami roslin. Mozna je podzieli¢ na
rozne grupy, bazujac na liczbie zawartych w nich pierscieni fenolowych oraz
elementdéw strukturalnych, ktére wigzg te pierScienie ze sobg. Rozrdznia si¢
zatem najprostsze kwasy fenolowe, flawonoidy, stilbeny i lignany. Ws$réd
kwasow fenolowych podzial obejmuje pochodne kwasu benzoesowego
i pochodne kwasu cynamonowego. Kwasy benzoesowe posiadaja w swojej
budowie siedem atomow wegla (C6-C1) i nalezg do najprostszych kwasow
fenolowych, wystepujacych w przyrodzie. Natomiast kwasy cynamonowe
posiadajg dziewig¢ atomow wegla (C6-C3). Substancje te charakteryzuja si¢
posiadaniem w czasteczce pierscienia benzenowego, grupy karboksylowej oraz
jednej lub wigcej grup hydroksylowych i/lub metoksylowych.

Zawartos¢ kwasu hydroksybenzoesowego w roslinach jadalnych jest na
og6l bardzo niska. Szczegdlnym przypadkiem jest herbata, bedgca zrodlem
kwasu galusowego. Natomiast kwasy hydroksycynamonowe wystepuja czgsciej
niz kwasy hydroksybenzoesowe. W grupie tej wystepuja kwasy p-kumarowy,
kawowy, ferulowy i sinapowy, ktére rzadko obecne sg w postaci wolnej
w przyrodzie. Wyjatek stanowig produkty spozywcze przetworzone tj. poddane
procesom, podczas ktérych dochodzi do hydrolizy potaczen glikozydowych tj.
zamrazaniu, sterylizacji lub fermentacji. Wykazano, ze zawartos¢ kwasu
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kawowego (wolnego i zestryfikowanego) stanowi od 75% do 100% catkowite;j
zawarto$ci kwasow hydroksycynamonowych w przypadku wigkszo$ci owocow.
Natomiast kwas ferulowy jest charakterystyczny dla ziaren zbo6z. Zawartosé
kwasu ferulowego w ziarnie pszenicy stanowi do 90% wszystkich polifenoli.

Zwigzki polifenolowe wystepujace w zywnosci i napojach sg szybko
wchlaniane i metabolizowane u ludzi. Mikrobiota jelitowa petni kluczowg rolg
w procesie ich wchianiania. Zawarto$¢ polifenoli w zywnoSci 1 napojach zalezy
w duzym stopniu od uprawy ro$lin, procesow technologicznych i przemian,
zachodzacych w trakcie przechowywania.

Do analizy produktow spozywczych, pod katem zawarto$ci polifenoli,
stosuje si¢ metody spektrofotometryczne, takie jak zmiatanie syntetycznego
rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego DPPH, z odczynnikiem Folina-
Ciocalteu lub oznaczania zdolnosci redukowania jondéw zelaza FRAP.
W poréwnaniu z metodami opartymi na chromatografii, metody te s3 mniej
czule i specyficzne. Obecnie, wysokoci$nieniowa chromatografia cieczowa
HPLC z detekcja diodowa DAD lub spektrometriag mas MS jest coraz czgsciej
wykorzystywang metodg analityczng do analizy polifenoli w Zywnosci.

Metoda oznaczania polifenoli z wykorzystaniem odczynnika Folina-
Ciocalteu jest metoda kolorymetryczng. Jej istota opiera si¢ na redukcji
odczynnika, bedacego mieszaning molibdenianu sodu, wolframianu sodu
1 innych zwigzkoéw chemiczncyh, poprzez przeniesienie pojedynczego elektronu
z fenolu na odpowiedni kompleks. W $rodowisku zasadowym, regulowanym
roztworem weglanu sodu, przy pH okolo 10, proces dysocjacji protonu
fenolowego prowadzi do powstania anionu fenolanowego, ktory jest nastgpnie
zdolny do redukcji odczynnika Folina-Ciocalteu. W efekcie tej reakcji,
zachodzacej pomiedzy zwigzkami fenolowymi a odczynnikiem, tworzy si¢
niebieski kompleks, ktéry wykazuje maksymalng absorpcje w poblizu dtugosé
fali 760 nm. Podkresli¢ nalezy réwniez ograniczenia tej metody. Odczynnik
Folina-Ciocalteu jest bowiem w duzym stopniu reaktywny takze w stosunku do
innych zwigzkow, wystepujacych w produktach spozywczych (witaminy,
aminokwasy, biatka, weglowodany, kwasy organiczne, jony nieorganiczne
i kompleksy metali). Dla przezwyci¢zenia trudnosci zaproponowano jednak
rozne procedury, poprawiajace specyficzno§¢ oznaczania polifenoli
z wykorzystaniem metody kolorymetryczne;.

2.2. Czes¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest ekstrakcja oraz oznaczenie og6lnej zawartosci zwiazkoéw
fenolowych w surowcach roslinnych.
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Analizowane produkty spozywcze

— herbata ziclona

— herbata czarna

— sok z czarnej porzeczki
— napar z kawy

Odczynniki chemiczne

— 80% alkohol metylowy
—  14% weglan sodu
— odczynnik Folina-Ciocalteau (rozcienczony woda destylowang 1:5)

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— kolba Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml
— kolby miarowe o pojemnosci 10 ml
— kolby miarowe o pojemnosci 100 ml
— mozdzierz

— probowki szklane

— probowki wirownicze

— lejek

— saczek

— wytrzasarka

— wirdéwka laboratoryjna

— waga laboratoryjna

— wyparka prézniowa

— pipety automatyczne

— spektrofotometr UV-vis

Przygotowanie probki

Odwazy¢ 1-10 g rozdrobnionej probki (uzgodni¢ z Prowadzacym). Dodac
20 ml 80% metanolu 1 wytrzgsa¢ na wytrzasarce przez 20 minut. Ekstrakcje
przeprowadzi¢ jeszcze dwukrotnie uzywajac do tego celu po 20 ml 80%
metanolu 1 wytrzagsa¢ na wytrzasarce przez 15 minut. Uzyskane ekstrakty
saczy¢ przez saczek do kolby o pojemnosci 100 ml. Potgczone ekstrakty
zage$ci¢ na wyparce prozniowej do catkowitego odparowania rozpuszczalnika

(rys. 2).
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Rys. 2. Wyparka prézniowa do zaggszczania ekstraktow

Rozpusci¢ ekstrakt w 2-3 ml metanolu i przenies¢ ilosciowo do kolby
miarowej o pojemmosci 10 ml, poptukujac kolbke 2-3 krotnie metanolem
(uzywajac do tego celu nie wigcej niz 2 ml metanolu ), uzupetic do kreski.

Oznaczenie wlasciwe

Pobra¢ 250 pl badanej probki i doda¢ 250 pl odezynnika Folina-Ciocalteau,
500 pl weglanu sodowego oraz 4000 pl wody destylowanej (catkowita objetosé
probki wynosi¢ powinna 5 ml). Probki przygotowa¢ w probdwkach
wirowniczych. Po dodaniu wszystkich odczynnikéw i wody probki ostroznie
wymiesza¢. Probowki wirownicze doktadnie zamkng¢ korkiem i odstawi¢ do
statywu na 25 minut (rys. 3). Po tym czasie odwirowac przez 5 minut przy
predkosci 7000.

Rys. 3. Wir6wka laboratoryjna MPW wraz ze stojakiem na proboéwki wirownicze —
sposob umieszczenia probowek wirowniczych w rotorze wirowki
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Nastepnie zmierzy¢ warto$¢ absorbancji (rys. 4) przy dlugosci fali 720 nm
wobec proby zerowej. Proba zerowa: 250 pl odczynnika Folin-Ciocalteau,
500 pul weglanu sodowego, 4250 ul wody destylowane;.

- -

s

UV-3100PC spectrophotometer ‘

301-9238-Tavs

Rys. 4. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby $lepe;.

Obliczenia

Wyznaczy¢ zawarto$¢ zwigzkow fenolowych (ZF) w mg/ml badanej probki
zgodnie ze wzorem:

ZF = A x0,3707 — 0,0005
gdzie:

A — warto$¢ absorbancji



3. Oznaczanie antocyjanow w Swiezych oraz
mrozonych produktach owocowych i warzywnych

3.1. Wstep teoretyczny

Antocyjany (w  przeciwienstwie do chlorofili 1 Kkarotenoidow) sag
rozpuszczalnymi w wodzie wakuolarnymi pigmentami, ktore maja barwe od
czerwonej przez niebieskg do prawie czarnej, w zaleznosci od pH.
Konsekwencjg ich obecnosci w wielu roslinach jest wystgpowanie fioletowego,
niebieskiego i czerwonego koloru tkanek. Obecnie zidentyfikowano okoto 550
réznych antocyjandw. Roéznice w  strukturze chemicznej tych zwigzkow,
w zaleznosci od pH, powoduja, ze antocyjany sa czgsto stosowane jako
naturalne wskazniki pH (zmieniajg barwe z czerwonej w $rodowisku kwasnym
na niebieska w zasadowym). Zwigzki te uwaza si¢ za jedng z najwigkszych
1 najwazniejszych grup pigmentéw rozpuszczalnych w wodzie w krolestwie
roslin.

Chemicznie antocyjany nalezg do klasy czasteczek organicznych zwanych
flawonoidami (grupy zwiazkoéw polifenolowych). Wszystkie flawonoidy maja
trzyczgsciowy szkielet fenolowy. Flawonoidy, ktore sg hydroksylowane (-OH)
lub metoksylowane (-OCH3) w réznym stopniu w siedmiu okreslonych
pozycjach (R1 - R7) wokot szkieletu flawonoidowego, nalezag do klasy
flawonoidow  zwanych antocyjanidynami. Natomiast antocyjany sg
glukozydami antocyjanidyn. Oznacza to, ze do czgsci aglikonowej dotaczone
zostaty od jednej do kilku czasteczek cukru (kowalencyjnie przylaczong do
szkieletu flawonoidu, zwykle w pozycji #3 pierscienia C). Obecnos¢ czasteczki
cukru powoduje zwigkszong rozpuszczalnos¢ antocyjanu w wodzie.

Antocyjany naleza do zwigzkow, ktdére majg zdolno$¢ absorpcji $wiatta
o okreslonej dlugosci fali. Wtasnie dzigki temu zjawisku odznaczajg sig¢
kolorem. Pigmentacja antocyjanow jest efektem wystgpowania dodatniego
fadunku na szkielecie weglowym czasteczki. Podkresli¢ nalezy jednak, ze
fadunek jest determinowany przez kwasowo$¢ czynng S$rodowiska.
W przypadku, gdy pH ma wartos¢ 1,0, pierScien weglowy obdarzony jest
fadunkiem dodatnim i czasteczka jest zabarwiona. Przy wyzszym pH,
wynoszacym 4,5, nastgpuje uwodnienie pierScienia weglowego, tadunek
dodatni podlega zneutralizowaniu, a czasteczki staja si¢ bezbarwne.
Stwierdzono istnienie zalezno$ci pomiedzy kwasowoscig czynna a wygladem



18

widma absorpcji promieniowania UV-vis antocyjandw. Przy pH 1,0 antocyjany
silnie absorbujg $§wiatto o dtugosci fali od 460 do 550 nm (Swiatlo niebieskie,
cyjanowe 1 zielone), a ich maksimum absorpcji wynosi okoto 520 nm.
Natomiast przy pH 4,5 antocyjany nie absorbuja $wiatta w zakresie widzialnym.

W krajach Unii Europejskiej (EU) ekstrakty antocyjanow ze zrddet
spozywczych sg ogodlnie dozwolone. Jednak antocyjany odgrywaja coraz
wicksza role, juz nie tylko jako barwniki zywnos$ci, ale takze jako
przeciwutleniacze  (antyoksydanty). Zwigzki te wykazuja dziatanie
terapeutyczne, w tym przeciwzapalne, przeciwnowotworowe,
chemoprotekcyjne, a takze przeciwnowotworowe. W przemysle spozywczym
antocyjany sg wykorzystywane jako naturalne barwniki, bedace alternatywa dla
zwigzkOéw syntetycznych. Zapotrzebowanie na takie surowce rosnie na
przestrzeni ostatnich lat, ze wzgledu na coraz wicksza $wiadomosé
konsumentow.

Metody analityczne, umozliwiajace identyfikacje antocyjanow i okreslenie
ich zrodta sg wykorzystywane w kontroli jakosSci oraz do okreslania
autentyczno$ci  produktow  spozywczych. Zawarto$¢  antocyjanow
w warzywach i owocach jest uznawana za wskaznik ich dojrzatosci. Do
oznaczania zawarto$ci antocyjanow i kontroli jakosci produktéw, zasobnych
w te zwiazki, opracowano szereg metod analitycznych. Najpowszechniej
stosowane s3 metody spektrofotometryczne, wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC), strefowa elektroforeza kapilarna (CZE), spektroskopia
w podczerwieni IR z transformacjg Fouriera, chromatografia cieczowa
z detekcja fotodiodowa oraz wykorzystaniem spektrometrii mas (LC-DAD-
ESI/MS), a takze potaczenie innych technik.

Obecnie spektrofotometria uznawana jest za szybka i prosta metode
wyznaczania zawartosci antocyjanéw. Niestety ma pewne ograniczenia. Nie
moze by¢ wykorzystywana w przypadku probek o ztozonych matrycach, co
wynika z absorpcji tla w obszarze UV-vis. W zwigzku z tym zaproponowano
rozne techniki korekcji tta (rozktad termiczny, promieniowanie ultrafioletowe,
obrobka alkaliczna i metoda enzymatyczna), ktére pozwalajg na rozwigzanie
tego problemu. W metodach spektrofotometrycznych wykorzystywana jest
unikalna zalezno$¢ absorpcji §wiatta przez antocyjany w zaleznosci od warto$ci
pH.

W przeciwienstwie do antocyjandéw, maksimum absorpcji dla dodatkowych
substancji w probkach zywnosSciowych nie jest zalezne od kwasowosci
srodowiska. W zwigzku z tym spektrofotometryczna metoda oznaczania
koncentracji antocyjanow nazywana jest metodg réznicowg pH. Pomiaru
absorpcji $wiatta o dtugosci fali 520 nm dokonuje si¢ przez wzorce
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antocyjanéw oraz probki produktéw spozywczych przy dwoch wartosciach pH:
1,0 1 4,5. W procedurze tej wykorzystuje si¢ zaleznos¢, ze wartosci absorbancji
odnotowane przy pH 1,0 zwigzane sa z obecno$cig wszystkich substancji
w probee (absorbujg $wiatto o dlugosci fali 520 nm), w tym antocyjanow.
W przypadku warto$ci absorbancji, rejestrowanych przy pH 4,5, wykazano, ze
wywotane sg one tylko innymi substancjami, a nie antocyjanami. Zatem dla
wyznaczenia absorbancji antocyjanéw wystarczy postuzy¢ si¢ jedynie roéznicg
wartos$ci absorbancji przy pH 4,5 i przy pH 1,0.

3.2. Czes$¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow 2z wybranymi grupami
antocyjanéw, sposobami ich wyodrebniania oraz oznaczaniem ogolnej ich
zawartoSci w roznych surowcach roslinnych (wg metody Ronalda E.
Wrolstade’a; AOAC,1974).

Analizowane produkty spozywcze

— owoce 1 warzywa o ciemnoczerwonym 1 granatowym zabarwieniu
(boréwki, maliny) $wieze oraz mrozone

Odczynniki chemiczne

— 80% alkohol metylowy zakwaszony do pH 2

— roztwor o pH 4,5 (450 ml 1M octan sodu, 220 ml 1M kwas solny oraz
330 ml wody destylowane;j)

— roztwor o pH 1 (120 ml 0,2M chlorek sodu, 390 ml 0,2M kwas solny)

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— kolba Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml
— kolba okragla ptaskodenna ze szlifem o pojemnosci 100 ml
— kolba miarowa o pojemnosci 50 ml

— probowki szklane

— lejek duzy

— lejek maty do kolbki miarowej

— mozdzierz

— saczki filtracyjne $rednie

— waga analityczna

— wyparka prézniowa

— spektrofotometr UV-vis
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Przygotowanie probki

Odwazy¢ 10 g rozdrobnionej probki (otrzymanej od Prowadzacego)
i ekstrahowa¢ czterokrotnie w 30 ml 80% metanolu zakwaszonego do pH 2.
Uzyskany ekstrakt sgczy¢ przez saczek, i po zaggszczeniu przeniesé do kolbki
miarowej o pojemnosci 50 ml. Tak uzyskany ekstrakt stuzy do dalszych badan.

Oznaczenie wlasciwe

Z przygotowanego ekstraktu pobra¢ 1 ml do probowek, po czym do jednej
doda¢ 4 ml roztworu o pH 1, a do drugiej 4 ml roztworu o pH 4,5 i odczytac
absorbancj¢ przy diugosci fali A=526 nm (rys. 5), uzywajac jako proby
odczynnikowej odpowiednich roztworow. W celu wyeliminowania bledow
wywotanych zakldceniami dokona¢ odczytu réwniez przy diugosci fali
A=700 nm.

- - UV-3100PC spectrophotometer ‘

504 58 Tes

Rys. 5. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby §lepe;.

Obliczenia

Obliczy¢ zawarto$§¢ antocyjanow 1 przedstawi¢ wplyw zamrazania na
uzyskane wyniki. Zawartos¢ bioaktywnych zwigzkéw wyrazi¢ w formie
najczescie] wystepujacych w produktach antocyjandéw tj. w mg glukozydu 3-O
pelargonidyny/100g probki wyznaczy¢ na podstawie odczytéw absorbancji,
zgodnie ze wzorem:

A= (Asze pH1 — Az00 le) — (Asz6 pH4,5 — Az00 pH4-,5)
gdzie:

Asepr1 — Absorbancja dla dlugosci fali 526 nm, bufor o pH 1
A7oopu1 — Absorbancja dla dtugosci fali 700 nm, bufor o pH 1
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Asaepras — Absorbancja dla dtugosci fali 526 nm, bufor o pH 4,5
A7o0pras — Absorbancja dla dtugosci fali 700 nm, bufor o pH 4,5

Zawarto$¢ antocyjandéw przeliczy¢ wg wzoru:
A

C =
EL Xx MW X N x 10

gdzie:

A — wyliczona absorbancja

&- — absorbancja molarna (dla glukozydu 3-O- pelargonidyny wynosi
31600)

L — grubos¢ kuwety (1 cm)

MW — masa molekularna (dla glukozydu 3-O- pelargonidyny wynosi 433,1)

N — wspotczynnik rozcienczenia



4. Tlosciowe oznaczanie flawonoidow w makach
z nasion roslin bobowatych

4.1. Wstep teoretyczny

Flawonoidy to grupa zwigzkéw pochodzacych z wtérnego metabolizmu roslin.
Flawonoidy naleza do grupy zwigzkéow fenolowych o zréznicowanych
wlasciwosciach biologicznych. Powszechnie wystepuja w wielu roslinach.
Zwigzki te wykazujg szerokie spektrum dziatan terapeutycznych, w tym
przeciwzapalne, przeciwmiazdzycowe, a takze przeciwnowotworowe,
przeciwzakrzepowe 1 przeciwwirusowe. Pomimo faktu, ze flawonoidy,
dostarczane z dieta moga odgrywa¢ niezwykle wazng role¢ w zdrowiu
czlowieka, wyznaczenie =zalecen, dotyczacych dziennego spozycia tych
zwigzkow bioaktywnych jest nadal bardzo trudne.

Najnowsze badania dowodza, ze flawonoidy wptywaja rowniez na jakos¢
1 stabilno$¢ zywnosci, poniewaz nadajg produktom spozywczym smak i kolor
oraz dzialajg jako naturalny konserwant zywnosci. Wymienione wlasciwosci
sprawiaja, ze flawonoidy okreslane sa obecnie jako ekonomicznie wazne
zwiazki bioaktywne, co doprowadzito do podjecia prob produkeji flawonoidow
poprzez hodowle tkanek roslinnyh in vitro. Wiele flawonoidow jest
wykorzystywanych w przemysle spozywczym jako naturalne przeciwutleniacze
w olejach 1 thuszczach. Ich dodatek zapobiega bowiem utlenianiu lipidow.
Dodatkowo wykorzystuje si¢ je jako dodatek do napojéw, chroniacy przed
ekspozycja na $wiatlo. Flawonoidy w przemysle spozywczym pelnig rowniez
role $rodka przeciwdrobnoustrojowego oraz zdrowotnego sktadnika
funkcjonalnego w zywnosci i suplementach diety. Badania nad wykorzystaniem
flawonoidéw pokazaty, ze skutecznie hamowaty one utlenianie lipidow, oraz
jako  sktadnik  funkcjonalny prowadzity do opdzniania  wzrostu
mikroorganizméw, powodujacych psucie si¢ migs. Generalnie ich
wykorzystanie w technologii Zywnos$ci zwigzane jest gtoéwnie z aktywnoscia
przeciwutleniajgcg i przeciwdrobnoustrojowg. Na przestrzeni ostatnich lat ich
praktyczne wykorzystanie wzrosto, ze wzgledu na fakt ograniczania
w  produkcji zywno$ci stosowania syntetycznych dodatkéw  (m.in.
syntetycznych przeciwutleniaczy BHA i BHT). Flawonoidy sa metabolitami
roslin, ktore nie moga by¢ syntetyzowane przez organizm cztowieka. Jednakze
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te bioaktywne zwigzki mogg by¢ stosowane jako dodatki do zywnosci o pro-
zdrowotnych wlasciwosciach.

Chemicznie, bazujagc na stopniu hydroksylacji i obecno$ci wigzania
podwojnego C2-C3 w heterocyklicznym pier$cieniu, flawonoidy dzieli si¢ na
13 klas. Najwazniejsze reprezentowane sa przez flawonole, flawanole, flawony,
izoflawony, antocyjanidyny lub antocyjany i flawanony. Jednak nawet
w obrebie tych klas istnie¢ moze dodatkowo wiele odmian strukturalnych
(w zalezno$ci od stopnia uwodornienia 1 hydroksylacji ukladow
trojpierscieniowych). Flawonoidy wystepowaé¢ moga takze jako pochodne
sulfonowane i metylowane, sprzgzone z monosacharydami i disacharydami oraz
tworzace kompleksy z oligosacharydami, lipidami, aminami, kwasami
karboksylowymi i kwasami organicznymi.

Flawonoidy uznawane sg za jedne z najsilniejszych antyoksydantow
pochodzenia roslinnego. Taka wysoka aktywno$¢ przeciwutleniajgca tych
zwigzkéw wynika z obecnosci grup hydroksylowych w pozycjach 3' i 4'
pierscienia B, ktore nadaja wysokg stabilno$¢ tworzonemu rodnikowi,
uczestniczac w przemieszczaniu elektronu, oraz wigzania podwojnego
pomiedzy atomami C2 i C3 pierScienia weglowego wraz z grupg karbonylowsg
w pozycji C4, co umozliwia przemieszczenie elektronu z pier§cienia B.
Réwniez wolne grupy hydroksylowe w pozycji 3 pierScienia weglowego 1 w
pozycji 5 pierScienia A, wraz z grupg karbonylowa w pozycji 4, sa réwniez
istotne dla aktywnosci przeciwutleniajacej tych zwiazkow. Podkresli¢ nalezy
jednak, ze aktywno$¢ biologiczna flawonoidow maleje wraz z rosngcym
stopniem glikozylacji. Zatem glikozydy uznawane sa za zwiazki o mniejszym
potencjale przeciwutleniajagcym niz odpowiadajace im aglikony.

Jednym z najwazniejszych ograniczen, blokujacych postep w zakresie
wyznaczenia zalecen spozycia flawonoidéw przez konsumentoéw, jest aktualnie
brak odpowiednich metod analitycznych do oznaczania zawartosci
flawonoidow w zZywnosci i poziomu ich spozycia w diecie. Badanie zawarto$ci
flawonoidow w produktach spozywczych jest utrudnione, co wynika ze
ztozonej struktury tych zwigzkow, zréznicowanego ich rozmieszczenia
1 stezenia w surowcach ro$linnych. Chromatografia cieczowa sprze¢zona ze
spektrometrig mas (LC/MS) jest obecnie najczesciej stosowang technikg
identyfikacji 1 oznaczania iloSciowego flawonoidow. Postep badawczo—
techniczny i mozliwo$¢ wykorzystania ultra wysokosprawnej chromatografii
cieczowej z detekcja diodowa, wielostopniowej spektrometrii mas o wysokiej
rozdzielczosci 1 doktadnosci (UHPLC-DAD-HRAM-MSn), umozliwia obecnie
uzyskiwanie znacznie bardziej szczegotowych informacji o probce zywnosci.



24

Powszechnie do oznaczania zawarto$ci flawonoidow w produktach
spozywczych wykorzystuje si¢ kilka technik. Spektrofotometria UV/Vis
zyskata najwieksze znaczenie, przede wszystkim z powodu prostoty procedury
analitycznej, szybko$ci, niskich kosztdéw wykonania analiz 1 szerokiej
dostepnosci spektrofotometrow w laboratoriach. Opracowano nawet dodatkowe
procedury w tej metodzie dla zmniejszenia ilosci zaktocen, ktore moga
wplywa¢ na absorpcje zwigzkow. Metoda spektrofotometryczna ilosciowego
oznaczania zawartosci flawonoidow, opiera si¢ na oznaczaniu kompleksu
flawonoid-chlorek glinu, ktoéry zapewnia przesunigcie batochromowe i efekt
hiperchromowy. W procedurze tej, podczas tworzenia si¢ kompleksow istotne
znaczenie ma kilka czynnikow, takich jak: czas reakcji, st¢zenie odczynnika
AICI; oraz struktura chemiczna flawonoidow, ktére nalezy wzia¢ pod uwage.

4.2. Czes¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z wybranymi grupami
flawonoidoéw, sposobami ich wyodrebniania oraz oznaczaniem ogoélnej ich
zawarto$ci w roznych surowcach roslinnych

Analizowane produkty spozywcze

— nasiona roslin bobowatych (soja, fasola, itp.)

Odczynniki chemiczne

—  10% AICI; x 6 H O metanolowy roztwor
— mieszanina C3HeO (aceton) : H,O : HCI w stosunku 70:29:1

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— waga laboratoryjna

— kolba miarowa o pojemnosci 25 ml
— probowki szklane

— probowki wirownicze

— pipety automatyczne

— wirdéwka laboratoryjna

— spektrofotometr UV-vis

— mtynek laboratoryjny
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Przygotowanie Krzywej wzorcowej

Przygotowa¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 25 ml roztwor wzorcowy
kwercetyny o stezeniu 1 mg/ml (w mieszaninie aceton: woda: kwas solny).
Ponumerowaé 6 proboéwek od 0 do 5. Odpipetowaé kolejno roztwor wzorcowy
kwercetyny zgodnie z tabelg 1. Nastepnie do wszystkich proboéwek dodaé
(zgodnie z tabelg 1) odpowiednig ilos¢ mieszaniny aceton:kwas solny:woda
(70:29:1). Doda¢ 1 ml 2% AICl; x 6H>O (metanolowy roztwor). Zawarto§é
wszystkich probowek doktadnie wymiesza¢ i i po uptywie 10 minut zmierzy¢
absorbancje przy diugosci fali A=430 nm, stosujac jako probe odniesieniowa
zawarto$¢ probowki oznaczonej numerem O (rys. 6).

- s

UV-3100PC spectrophotometer ‘

04~ 9S8 T8

A HE
A HHE

Rys. 6. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby $lepe;.

Wykresli¢ krzywa wzorcowa zaleznosci st¢zenia kwercetyny (mg/ml) od
warto$ci absorbancji (na papierze milimetrowym).

Tabela 1. Sposob przygotowania krzywej wzorcowej

Nr Wzorzec Mieszanina aceton:kwas
proby kwercetyny (ml) solny:woda (ml)

0 - 1

1 0,125 0,875

2 0,250 0,750

3 0,500 0,500

4 0,750 0,250

5 1,000 -
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Przygotowanie probki

Nasiona roslin bobowatych, wskazane przez prowadzacego nalezy zmieli¢
(rys. 7) w mtynku laboratoryjnym (do postaci maki).

Rys. 7. Mtynek laboratoryjny do mielenia nasion roslin bobowatych

Nastgpnie odwazy¢ 0,25 g rozdrobnionej probki i ekstrahowaé¢ w 4 ml
mieszaniny aceton:woda:kwas solny (probowki wirownicze). Przygotowac
w przedstawiony sposob 3 probki (opisa¢ w celu identyfikacji). Probki
zwirowaé przez 10 minut przy predkosci 6800 (rys. 8). Po zwirowaniu
z otrzymanych probek pobra¢ supernatant i poltaczy¢é w 1 probe (ekstrakt).

Rys. 8. Wir6wka laboratoryjna MPW wraz ze stojakiem na proboéwki wirownicze —
sposob umieszczenia probowek wirowniczych w rotorze wirowki

Oznaczenie wlasciwe

Pobra¢ 1 ml ekstraktu (po wirowaniu) i doda¢ 1 ml 2% AICl; x 6H,O
(metanolowy roztwor) i po uptywie 10 minut, dokona¢ odczytu absorbancji
przy dtugosci fali A=430 nm. Uzy¢ jako proby Slepej 1 ml mieszaniny woda:
aceton: kwas solny i 1 ml 2% AICl3 w metanolu.
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UV-3100PC spectrophotometer
801 9B TeeT I
4 UV-3100PC spmciimbasmnmin:

Rys. 9. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby $lepe;.

Obliczenia

Na podstawie wykre$lonej krzywej wzorcowej okres$lic zawartos¢
flawonoidéw w badanych makach z nasion roslin bobowatych (uwzgledniajgc
mas¢ kwercetyny w 1 ml — krzywa wzorcowa, oraz mas¢ nasion w 1 ml
ekstraktu). Zawarto$¢ flawonoidéw wyrazi¢ jako ekwiwalent kwercetyny w mg
na g produktu.



5. OKreslenie stopnia zafalszowania miodow poprzez
oznaczenie cukrow redukujacych

5.1. Wstep teoretyczny

Miod jest naturalnym S$rodkiem spozywczym. Jest to niezwykle ztozony
produkt spozywczy. Sktada si¢ w glownej mierze z cukréw i innych
sktadnikow, takich jak enzymy, aminokwasy, kwasy organiczne, karotenoidy,
witaminy, mineraty
1 substancje aromatyczne. Midd jest takze zasobny we flawonoidy i kwasy
fenolowe, tj. zwigzki czynne o szerokim zakresie dziatania biologicznego
(naturalne przeciwutleniacze). Gtownymi sktadnikami miodu sa cukry proste
(monosacharydy), takie jak glukoza i fruktoza, oraz cukry ztozone (dwucukry),
takie jak sacharoza. Dominujacymi cukrami, wystepujacymi w miodzie sa
glukoza i fruktoza.

Weglowodany sg nie tylko istotnym zrodlem energii czy btonnika
pokarmowego w diecie, ale takze ksztaltuja wlasciwosci organoleptyczne
produktéw spozywczych (smak, wyglad 1 tekstura). Okreslenie rodzaju
i stezenia weglowodandw w Zywnos$ci jest wazne z wielu powodow. Przede
wszystkim ze wzgledu na znakowanie produktow spozywczych wartoscia
odzywcza, mozliwos¢ wykrywania zafalszowan, ksztattowanie jakosci
zywnos$ci (wlasciwosci fizykochemiczne zywnosci zalezg od rodzaju i stezenia
obecnych w niej weglowodandw) 1 procesy przetwarzania Surowcow
i produktow spozywczych (wydajno$¢ przetwarzania jest uzalezniona od
rodzaju i stezenia obecnych w niej wgglowodanow).

Weglowodany nazywane tez sacharydami lub cukrami, sktadajg si¢
z atomow wegla, wodoru i tlenu. Chemicznie klasyfikuje si¢ je jako:

— monosacharydy (glukoza, fruktoza i galaktoza),
disacharydy (sacharoza, laktoza i maltoza),

— oligosacharydy (maltodekstryna, cyklodekstryna itp.),
— polisacharydy (skrobia, glikogen i celuloza).

Wolne monosacharydy mozna dodatkowo sklasyfikowaé w zalezno$ci od
reakcji chemicznych, jakim ulegaja, na cukry redukujace i nieredukujace. Cukry
redukujace charakteryzuja si¢ wolnymi grupami hemiacetalowymi lub
hemiketalowymi i mogg podlega¢ utlenianiu przez stabe czynniki utleniajace.
Do grupy cukréw redukujacych zaliczane sg glukoza, fruktoza i galaktoza
(monosacharydy) oraz laktoza i maltoza (disacharydy). Oznaczanie iloSciowe
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tej grupy weglowodanow jest wazne dla przemystu spozywczego, poniewaz ich
zawarto§¢ w produktach spozywczych jest wskaznikiem niektorych cech
zywnosci, m.in. smaku, aromatu czy naturalnosci. Dodatkowo stezenie
niektorych cukréw redukujgcych jest definiowane i kontrolowane przez
ustawodawstwo europejskie. Dla miodu okre§lono, Ze powinien on zawieraé nie
mniej niz 60 g cukru redukujacego na 100 g produktu. Natomiast w przypadku
win ich klasyfikacja nastepuje w zaleznosci od stezenia cukrow (wytrawne -
ponizej 5 g/l, potwytrawne - 5-15 g/1, potstodkie - 15-25 g/ i stodkie - 25-125
g/l). Réwniez w przypadku ziemniakéw zawarto$¢ cukrow jest bezposrednio
zwigzana z kolorem produktu koncowego po smazeniu. Wysoka koncentracja
cukrow redukujacych w ziemniakach prowadzi do ciemnienia w wyniku reakcji
Maillarda (pomiedzy cukrami redukujacymi a aminokwasami), co jest efektem
niepozadanym. Natomiast niska zawarto$§¢ cukrow redukujacych skutkuje
jasnymi kolorami produktéw gotowych o pozadanej jakosci.

Rowniez w przypadku przetwarzania i przechowywania owocow zawarto$¢
cukrow redukujacych jest waznym parametrem. Stwierdzono bowiem, ze
zawarto$¢ cukrow ogotem i redukujacych w owocach podczas przechowywania
jest wyzsza podczas przechowywania ich w temperaturze otoczenia
W poréwnaniu z owocami przechowywanymi w warunkach chtodniczych. Moze
to wynika¢ nie tylko z tempa metabolizmu, ale réwniez z faktu, ze wysoka
temperatura 1 niska wilgotno$¢ wzgledna powoduja przeksztalcenie
nierozpuszczalnych weglowodanow w  cukry rozpuszczalne. Roéwniez
w przypadku poddawania owocow i warzyw zamrazaniu obserwuje si¢ zmiany
w poziomach cukrow redukujacych. Skrobia podlega woéwczas hydrolizie.
Podczas zamrazalniczego przechowywania poziom cukréw redukujacych
wzrasta z powodu hydrolizy zaréwno oligo- jak i polisacharydéw przez
jednostronny atak protonow na wigzanie glukozydowe, co prowadzi w efekcie
do uwolnienia przede wszystkim glukozy.

Zdecydowana wigkszo§¢ metod analitycznych, wykorzystywanych do
ilosciowego oznaczania cukréw redukujacych, bazuje na detekcji
kolorymetrycznej, ktora opera si¢ na utlenianiu grup karbonylowych,
a nastepnie reakcji z czasteczkg absorbujacg promieniowanie UV-Vis.
Najbardziej rozpowszechnione metody analityczne to metody Somogyi
i Nelsona, Park i Johnsona, z kwasem 3,5-dinitrozosalicylowym (DNS),
dwuchromianem miedzi (CuBic) oraz neokuproing (Nc).

Wiele z metod analitycznych jest pracochtonnnych i czasochtonnych.
Zapotrzebowanie na odczynniki chemiczne i wymagane duze ilosci probek
utrudniajg cz¢sto prowadzenie tzw. szybkich testow.
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Cukry redukujace mozna analizowa¢ ilosciowo metoda DNS. W procedurze
tej stosuje si¢ glukoze jako wzorzec (dla tego cukru wykonuje si¢ krzywag
wzorcowg). DNS wulega reakcji z wolng grupa karbonylowa cukrow
redukujacych w warunkach alkalicznych (pH zasadowe), tworzac w efekcie
kwas 3-amino-5-nitrozosalicylowy. Produkt tej reakcji jest zwiagzkiem
aromatycznym o maksymalnej absorpcji przy 540 nm, co umozliwia iloSciowy
pomiar spektrofotometryczny obecnych w probkach cukrow redukujacych.

Metoda ta pozwalala na wyznaczenie catkowitego stezenia cukrow
redukujacych znajdujacych si¢ w probkach (m.in. w miodzie). Jednak jej
ograniczeniem jest fakt, ze w $rodowisku zasadowym oraz przy dzialaniu
wysokiej temperatury, zarowno fruktoza, jak i glukoza sg w stanie reagowac
z DNS i redukowaé¢ go do ANS, co jest okreslane przez czerwono-brazowy
kolor, ktory wytwarza. Przedstawiona metoda analityczna jest wygodna
i stosunkowo niedroga metoda, jednak ze stosunkowo niska specyficznoscia,
aby prawidlowo interpretowa¢ wyniki nalezy przygotowaé dokladne krzywe
wzorcowe, dla kazdego cukru oddzielne.

5.2. Cze¢s¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci cukréw redukujacych w miodach
i okreslenie czy ich koncentracja spetnia wymagania dla tej grupy produktow
spozywczych lub czy zostaly one zafalszowane.

Analizowane produkty spozywcze

— midd nektarowy
— midd spadziowy

Odczynniki chemiczne

— 1% [w/v] roztwér kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) w 0,4 M
NaOH
— 10 mM roztwor glukozy

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— waga analityczna

— naczynia wagowe

— mieszadto magnetyczne

— pipety automatyczne

— cylindry miarowe

— kolby miarowe o pojemnosci 100 ml
— probowki szklane
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— spektrofotometr UV-vis
— laznia wodna

Przygotowanie probki

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml odwazy¢ 1 g miodu (zapisac
doktadng mas¢ nawazki), a nast¢pnie uzupetni¢ kolb¢ woda destylowang do
kreski i miesza¢, az do catkowitego rozpuszczenia si¢ miodu. Nastgpnie
przygotowaé¢ po 5 ml roztworéw miodu 10- i 100- krotnie rozcienczonego,
wykorzystujac do tego metode seryjnych rozcienczen. Tak samo postgpowac
w przypadku obu prébek miodu.

Przygotowanie Krzywej kalibracyjnej

Uzywajac roztworu 10 mM glukozy i wody destylowanej sporzadzi¢ po
5 ml roztwordow glukozy o stezeniu 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10mM.
Przygotowac i podpisa¢ 6 probowek szklanych, a nastgpnie odmierzy¢ do nich
roztwory wzorcowe wedlug tabeli 2.

UV-3100PC specropnotometer ‘

Rys. 10. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby $lepe;.

Tabela 2. Przygotowanie roztworéw wzorcowych glukozy

Nr Roztwor i jego objetosé
probéwki 2ml 4ml Tml

1 Woda dejonizowana Woda dejonizowana 1% DNS
2 1 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
3 2,5 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
4 5 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
5 7,5 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
6 10 mM glukoza Woda dejonizowana 1% DNS
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Zawarto$¢ probowek doktadnie wymieszaé 1 wstawi¢ na 15 minut do tazni
wodnej ustawionej na 100°C (rys. 11).

Rys. 11. Laznia wodna ze stojakiem na probowki

Probowki schiodzi¢ i zmierzy¢ absorbancje roztwordow przy ditugosci fali
550 nm wobec proby zerowej (woda dejonizowana — probowka nr 1). Wykonaé
trzy pomiary absorbancji dla kazdego stezenia glukozy (rys. 10). Wykresli¢
krzywa wzorcowg na papierze milimetrowym (zalezno$¢ stezenia glukozy od
aborbancji).

Oznaczenie wlasciwe

Dla obu miodéw nalezy postgpowaé identycznie. Przygotowac i opisac
4 probowki szklane. Do trzech z nich odmierzy¢ po 2 ml przygotowanego
roztworu miodu, roztworu miodu 10- krotnie rozcienczonego i roztworu miodu
100-krotnie rozcienczonego. Do czwartej probowki dodaé 2 ml wody
dejonizowanej. Nastepnie do kazdej probowki doda¢ 4 ml wody dejonizowanej
1 1 ml roztworu 1% DNS. Zawarto$¢ probéwek doktadnie wymieszac i wstawié
na 15 minut do tazni wodnej ustawionej na 100°C. Probowki schtodzi¢
i zmierzy¢ absorbancj¢ dla probek miodoéw przy dtugosci fali 550 nm wobec
proby zerowej. Dla kazdego roztworu miodu wykonaé¢ trzy pomiary
absorbancji.

Opracowanie wynikow

Na podstawie uzyskanych warto$ci absorbancji dla miodoéw oraz
wyznaczonej krzywej kalibracyjnej wyznaczy¢ stezenie cukrow redukujgcych
w  przygotowanych roztworach miodu. Obliczy¢é zawartos¢ cukrow
redukujacych w miodzie. Analiza wynikow powinna obejmowaé stwierdzenia,
co do prawidlowosci zawartosci cukrow oraz mozliwym wykryciu
zafalszowania.



6. Oznaczanie zawartosci skrobi w makach pszennych
oraz bezglutenowych metoda Ewersa

6.1. Wstep teoretyczny

Maka pszenna ma szereg wlasciwosci funkcjonalnych w produkciji zywnosci,
ktore sg przypisywane w glownej mierze dwoém podstawowym sktadnikom
wielkoczasteczkowym. Nalezag do nich gluten (bialko) oraz skrobia
(polisacharyd niestrukturalny). Skrobia zlokalizowana jest w bielmie w formie
mikroskopijnych czastek okreslanych jako granulki skrobiowe. Wyrdznia sig¢
skrobi¢ typu A (duze granulki) i typu B (male granulki). Oba rodzaje
charakteryzuja si¢ odmienng morfologia, zawartoscia amylozy, wzgledng
krystalicznoscig 1 mikrostrukturg. Roéznice te determinujg wlasciwos$ci
termiczne i reologiczne mak.

Ponadto wlasciwosci funkcjonalne mak pszennych zaleza od ogolnego
udziatu dwoch typoéw polimerow D-glukozy w ziarnach skrobi, ktorymi sa
amyloza i amylopektyna. W skrobi pszennej amyloza stanowi od 25 do 28%.
Natomiast udzial amylopektyny jest znacznie wigkszy 1 miesci si¢ w zakresie
72-75%. Amyloza jest liniowym polisacharydem o czasteczkach potaczonych
glikozydowymi wigzaniami o-(1-4). Wystepuje ona przede wszystkim
w amorficznej skrobi, a jej rola zwigzana jest z zahamowaniem wchtaniania
wody, uplastycznianiem granulek skrobiowych i aktywno$cig chemiczna.
Natomiast amylopektyna jest polisacharydem silnie rozgalezionym, w ktérym
czasteczki polgczone sg wigzaniami o-(1-6)-glikozydowymi. Jest ona
odpowiedzialna za krystaliczno$¢ skrobi, co =z kolei wplywa na
nierozpuszczalno$¢ w wodzie, wlasciwosci pecznienia i lepkoseé.

Skrobia jest glownym weglowodanem zapasowym w ziarnach pszenicy
i stanowi okoto 60-75% ziarna. W makach pszennych jej udziat wynosi 70-
80%. Peini ona niezwykle wazng rol¢ w zywieniu czlowieka (ponad 50%
spozycia kalorii w krajach zachodnich i do 90% w krajach rozwijajacych si¢).
Podkresli¢ jednak nalezy, ze szybkos$¢, z jaka skrobia jest trawiona i wchianiana
w organizmie cztowieka, moze by¢ zréznicowana w zalezno$ci od jej sktadu,
Niektére rodzaje skrobi, ktore sg trawione powoli, uwazane sg za pomocne
w utrzymaniu poziomu glukozy we krwi. Dodatkowo skrobia jest réwniez
surowcem O ogromnym znaczeniu przemystowym. Jest rowniez szeroko
wykorzystywana w przemysle spozywczym, papierniczym, tekstylnym,
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chemicznym i farmaceutycznym, m.in. jako zaggszczacz, stabilizator, klej,
srodek zelujacy, Srodek zatrzymujacy wode i substancja wypetniajaca.

Nalezy pamigta¢, ze skrobia jest makrosktadnikiem wielu produktow
spozywczych, a jej wlasciwosci 1 interakcje z innymi skladnikami (woda,
lipidy), sa obecnie przedmiotem zainteresowania przemystu spozywczego
i zywienia czlowieka. Mozliwosci przewidywania funkcjonalnosci skrobi
bazujagce na wiedzy o jej strukturze a takze wyjasnienie sposobu jej
oddziatywania z innymi glownymi sktadnikami produktow spozywczych,
pozostajg jednymi z najwazniejszych wyzwan w technologii ZywnoSci.
Wiadomo juz, ze amyloza w skrobi determinuje upakowanie amylopektyny
w krysztaty i organizacje lameli krystalicznych w granulkach, co jest istotne dla
wiasciwosci zwigzanych z pobieraniem wody. Natomiast na wlasnosci
termiczne i tworzenie zelu moze mie¢ wplyw zarowno zawarto$¢ amylozy, jak
i sama struktura amylopektyny. Obecnie wskazanie zwiazku pomiedzy struktura
granulek skrobi a przydatnoscia do okreslonego procesu produkcji zywnos$ci lub
jej wlasciwosciami odzywczymi jest glownym elementem wyzwan dla chemii
Zywnosci.

Do oznaczania zawartosci weglowodanow w zywnos$ci stosuje si¢ wiele
roznych metod analitycznych (metody wagowe, chemiczne, polarymetryczne).
Najczesciej stosowane metody obejmuja pomiar wspolczynnika zatamania
$wiatta oraz wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni IR. Wykorzystuje si¢
roOwniez enzymatyczne oznaczanie zawartosci skrobi i produktéw jej degradacji
w  produktach zywnoSciowych z  wykorzystaniem wysokosprawnej
chromatografii cieczowej HPLC. Powszechnie stosowane procedury oznaczania
skrobi w zywnoS$ci opieraja si¢ rowniez na metodach grawimetrycznych,
jodometrycznych i polarymetrycznych W Unii  Europejskiej metoda
polarymetryczna jest oficjalng metoda stosowang do analizy skrobi w paszach.

W metodach polarymetrycznych wykorzystuje si¢ zaleznos¢, ze czasteczki,
zawierajgce asymetryczny atom wegla, majg zdolno$¢ do skrecania ptaszezyzny
Swiatta spolaryzowanego. Do pomiarow wykorzystuje si¢ polarymetr, ktory jest
urzadzeniem mierzacym kat, o jaki obraca si¢ §wiatto spolaryzowane podczas
przechodzenia przez badany roztwor. Polarymetr sktada si¢ ze zrodta $wiatta
monochromatycznego, polaryzatora, rurki szklanej na probke oraz analizatora
mierzacego kat rotacji. Stopien polaryzacji jest zalezny od stezenia optycznie
czynnych czasteczek. Wartos¢ kata skrgcenia plaszczyzny $wiatta
spolaryzowanego zalezy roéwniez od temperatury i dlugos$ci fali uzytego swiatta,
dlatego parametry te sg zwykle standaryzowane na 20°C i 589,3 nm (linia D dla
sodu). Podkresli¢ nalezy takze, ze zawarto$¢ skrobi w wigkszosci produktow
spozywczych nie moze by¢ analizowana w sposdb bezposredni. Wynika to
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z faktu, iz skrobia znajduje si¢ w strukturalnie i chemicznie ztozonej matrycy
zywno$ciowej. Sama skrobia czesto wystgpuje w postaci potkrystalicznej
(skrobia granulowana lub retrogradowana), ktora jest niedostepna dla
odczynnikow chemicznych, powszechnie uzywanych do oznaczania jej
koncentracji. W zwigzku z tym, przed przeprowadzeniem procedury
analitycznej, niezbedne jest jej wyizolowanie z innych sktadnikéw obecnych
W matrycy zywno$ciowej. Pierwszym sposobem jest wirowanie. Granulki
skrobi sg nierozpuszczalne w wodzie i majg stosunkowo duza ggstos¢ (1500
kg/m?), w zwigzku z tym podczas wirowania mozna je oddzieli¢ od innych
materiatlow rozpuszczalnych w wodzie o mniejszej gestosci. Drugim sposobem
oddzielenia skrobi jest wykorzystanie rdznej rozpuszczalnosci zwigzkow
chemicznych. Monosacharydy i oligosacharydy sg rozpuszczalne w roztworze
etanolu, natomiast skrobia jest nierozpuszczalna. Dlatego w dalszym etapie
skrobi¢ mozna oddzieli¢ od wegglowodanow, filtrujac lub odwirowujac roztwor.

6.2. Czes¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci skrobi w makach pszennych oraz
bezglutenowych metodg polarymetryczng w roztworze kwasu solnego.

Analizowane produkty spozywcze

— Maki pszenne
— Maki bezglutenowe

Odczynniki chemiczne
— kwas solny (ci¢zar wlasciwy 1,191 1,125 g/ml)
— roztwor Carreza 1 (rozpuscic w wodzie 21,9 g octanu cynku,
Zn(CH3COOH), x 2H,0 i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupehic
woda do 100 ml)

— roztwor Carreza Il (rozpusci¢ w wodzie 10,6 g heksacyjanozelazianu
(IT) potasu K4sFe(CN)s x 3H,0. Uzupetni¢ do 100 ml wodg)

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— zlewki o pojemnosci 150 ml

— kolby miarowa o pojemnosci 100 ml
— pipety

- lejek

— sgczek twardy

— polarymetr kolowy
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Przygotowanie probki

Od tego momentu przygotowanie probki wykonywac¢ pod dygestorium
w fartuchu kwasoodpornym. Pobra¢ 2,5 g probki (dwie probki réznych mak
przygotowywaé analogicznie) do zlewki o pojemnosci 150 ml z 10 ml wody
destylowanej i doda¢ 20 ml stgzonego (c. wt. 1,19 g/ml) kwasu solnego,
doktadnie wymiesza¢ i pozostawi¢ na 30 minut. Po tym czasie calg probke
przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml, poplukujac
zlewke trzykrotnie kwasem solnym o c.wt. 1,125 g/ml, uzywajac do tego celu
za kazdym razem 10 ml kwasu (nie uzupetnia¢ do kreski).

Odbialczanie

Do kolbki zawierajacej badang probke doda¢ 20 ml Carreza I, delikatnie
wymieszaé i odstawi¢ na 5 min, po tym czasie doda¢ 20 ml Carreza II delikatnie
wymieszaé i pozostawi¢ na 15 min. Uzupehi¢ do kreski uzywajac do tego celu
kwasu solnego o c.wh 1,125 g/ml wymiesza¢ i saczy¢ przez pofatdowany
saczek (twardy).

Oznaczanie wlasSciwe

Wiaczy¢ polarymetr (rys. 12) i odczeka¢ okoto 5 minut przed dokonaniem
pomiaru. Otrzymany przesacz oznaczy¢ polarymetrycznie w rurce o dlugosci 20
cm, pamietajac o wyzerowaniu aparatu. Pomiaru dokona¢ trzykrotnie dla kazdej
z analizowanych mak).

Rys. 12. Polarymetr kolowy wraz z rurka polarymetryczna

Obliczenia

Mnozac odczytany kat skrgcenia plaszczyzny polaryzacji  przez
wspotczynnik 0,2475 uzyskuje si¢ zawartos¢ skrobi w gramach w analizowane;j
nawazce. Mnozac natomiast przez 9,90 otrzymuje si¢ procentowa zawartos¢
skrobi w badanym produkcie. Zawarto$¢ skrobi obliczy¢ w g/100g. Za wynik



37

koncowy przyjmuje si¢ S$rednig arytmetyczng z przynajmniej dwoch
rownolegtych oznaczen. Wskaza¢ rdznice pomiedzy zawartoscia skrobi w obu
makach.



7. Kompleksometryczne oznaczanie jonOw wapnia
i magnezu w wodach mineralnych

7.1. Wstep teoretyczny

Woda jest niezbednym sktadnikiem diety czlowieka, dostarczajacym wielu
mineralnych sktadnikow. Jest sktadnikiem wszystkich produktow spozywczych,
jednak nie stanowig one dla organizmu czlowieka podstawowego Zzrodia.
Zdaniem dietetykow, nalezy zapewni¢ dzienne spozycie na poziomie 1,5 - 2
litrbw wody. Odpowiednie nawodnienie jest niezbednym czynnikiem do
utrzymania rownowagi w organizmie. Jednak podkresli¢ nalezy, ze szacowane
zapotrzebowanie na wode moze jest zréznicowane u poszczegdlnych osob ze
wzgledu na wiek, aktywno$¢ fizyczng, sytuacje osobista, a takze warunki
pogodowe.

Woda pitna nie jest czystym zwigzkiem chemicznym, jak woda
destylowana. Zawarto$¢ pewnych ilosci rozpuszczonych substancji statych
1 niektorych niezbednych pierwiastkow jest konieczna dla zdrowia. Skupienie
si¢ jedynie na badaniach mikrobiologicznych 1 toksykologicznych jest
niewystarczajace i powinno zostac rozszerzone o niektore sktadniki mineralne.

Sktad mineralny wod powierzchniowych i podziemnych jest zréznicowany
i uzalezniony od wysoko$ci nad poziomem morza, topografii, warunkow
hydrologicznych i biologicznych. Na przestrzeni ostatnich lat obserwuje si¢
wzrost spozycia butelkowanej wody mineralnej. Tendencja ta ma charakter
ogolnoswiatowy 1 czesto zwigzana jest z rosngcymi obawami o jako$¢ wody,
a takze z poszukiwaniem zdrowszego stylu zycia i lepszego samopoczucia.
Analiza jakos$ci wody pitnej jest przeprowadzana na podstawie wynikow badan
fizykochemicznych i mikrobiologicznych. We wlasciwosciach
fizykochemicznych wod  butelkowanych mogg wystgpowaé  rdznice
w zalezno$ci od sktadu zrédel wody, zastosowanych procedur uzdatniania
1 procedur oczyszczania oraz czynnikow srodowiskowych. Dodatkowo zmiany
w skladzie chemicznym wody mogg by¢ efektem warunkow i czasu
przechowywania i transportu.

Zgodnie z obowigzujagcym w Polsce rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
(Dz.U. 2011 nr 85 poz. 466) w sprawie naturalnych wod mineralnych, wod
zrodlanych 1 wéd pitnych, zgodnym z przepisami Unii Europejskiej (No.
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2009/54/EC), naturalne wody mineralne wyrdzniajg si¢ sposrod innych wod
butelkowanych stabilnoscia sktadu mineralnego, a takze stabilno$cia
wiasciwosci mineralnych o znaczeniu fizjologicznym, majacymi korzystny
wplyw na zdrowie cztowieka.

Woda mineralna zawsze zawiera rozne mineraly oraz pierwiastki sladowe.
Zwigzki mineralne sg niezbedne czlowiekowi do odzywiania, wzrostu,
podtrzymywania funkcji organizmu oraz dobrego samopoczucia. Woda zawiera
szereg makro — i mikroelementow, w tym Ca, K, Mg, Na, P i S, oraz Co, Cr,
Cu, Fe, I, Mn, Mo, Se, V i Zn, ktére sg uwazane za niezbedne dla wielu funkcji
zyciowych. Woda naturalna nie ma zadnej kaloryczno$ci, nie zawiera rowniez
cukru ani sztucznych skladnikow. Wsrod najwazniejszych makroelementow
wystepujacych w wodach mineralnych nalezy wymieni¢ wapn oraz magnez.
Wapn ma uznang role¢ w rozwoju kosci, regulacji skurczéw migéni 1 aktywnosci
migs$nia sercowego. Pelni réwniez funkcje w procesach krzepnigcia krwi,
przekazywania impulsow nerwowych oraz regulacji przepuszczalno$ci
komorek. Wapn jest kationem, ktéry moze by¢ potaczony z réznymi anionami
(wodoroweglan, siarczan), ktore to nadaja wodom mineralnym specyficzne
wlasciwosci. Dodatkowo stwierdzono, ze biodostgpnos¢ wapnia jest
poréwnywalna z wdd mineralnych oraz produktéw mlecznych lub preparatow
farmaceutycznych. Europejska Agencja Bezpieczefstwa Zywnosci (EFSA)
uznata, ze oswiadczenie zdrowotne dotyczace wapnia pozwala stwierdzi¢, ze
wody mineralne zasobne w Ca moga by¢ spozywane jako "Zywnosc
funkcjonalna". Wody mineralne z wysoka koncentracja wapnia (powyzej
150 mg/l) sa zalecane dla mtodziezy, kobiet w ciazy, os6b niespozywajacych
produktow mlecznych, me¢zczyzn w podesztym wieku.

Drugim niezwykle waznym makroelementem, wchodzagcym w sktad wod
mineralnych, jest magnez. Mineral ten pelni wazng rol¢ w tworzeniu kosci,
aktywnos$ci nerwowej i migsniowej, a takze metabolizmie lipidow i syntezie
biatek. Magnez, podobnie jak wapn, moze by¢ potaczony z innymi mineratami.
Wody mineralne, zawierajace siarczan magnezu, wykazuja udowodnione
dziatanie w poprawie pracy jelit. Wyniki wielu badan wskazuja, ze w populacji
europejskiej wysokie st¢zenie magnezu w wodzie pitnej (powyzej 50 mg/l)
moze przyczyniaé si¢ do zmniejszania ryzyka sSmiertelnosci z powodu choroby
wiencowej serca.

Do najbardziej popularnych metod analitycznych oznaczania zawarto$ci
wapnia 1 magnezu w wodach mineralnych nalezy metoda miareczkowania
kompleksometrycznego. Jest ona wykorzystywana do oznaczania calkowitej
zawartosci wapnia 1 magnezu. Moze postuzy¢ rowniez do wyznaczania
twardosci catkowitej wody stodkiej (przy uwzglednieniu odpowiednich
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rozcienczen roztworow), poniewaz za miar¢ twardo$ci wody uznawana jest
taczna zawarto$¢ jonow Ca** i Mg?. W omawianej metodzie analitycznej
czagsteczka EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy) tworzy kompleks
z jonami wapnia i magnezu. Jako wskaznik wykorzystywany jest niebieski
barwnik czern eriochromowa T. Barwnik ten roéwniez tworzy kompleks
z wymienionymi jonami, czego efektem jest jego zmiana koloru z niebieskiej na
rozowa. Utworzony kompleks wskaznik - jon metalu jest mniej stabilny niz
kompleks kwas etylenodiaminotetraoctowy - jon metalu. Roztwor probki,
zawierajacy jony wapnia i magnezu ulega reakcji z nadmiarem EDTA. Dodany
wskaznik pozostaje niebieski, ze wzgledu na fakt, ze wszystkie obecne jony
Ca’" i Mg*" sa skompleksowane z kwasem etylenodiaminotetraoctowym.
Kolejne miareczkowanie nastgpuje z wykorzystaniem roztworu chlorku
magnezu. Roztwor ten tworzy kompleks z nadmiarem czasteczek kwasu
etylenodiaminotetraoctowego az do punktu koncowego (caty nadmiar EDTA
zostanie skompleksowany). Natomiast jony Mg?" w roztworze MgCl, zaczynaja
wowczas tworzy¢ kompleksy z czernig eriochromowa T, zmieniajgc jej kolor
z niebieskiej na r6zowa.

7.2. Cze$¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawarto$ci wybranych jonow - wapniowego
(Ca*") oraz magnezowego (Mg?") w naturalnych butelkowanych wodach
mineralnych.

Analizowane produkty spozywcze

— wody mineralne butelkowane

Odczynniki chemiczne

— mianowany roztwor Na,EDTA o stezeniu 0,01 mol/l
—  mureksyd

— 1 M roztwor NaOH

— czern eriochromowa T

— bufor amonowy o pH 10
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Rys. 13. Wskazniki do oznaczen kompleksonometrycznych

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— kolba miarowa o pojemnosci 100 ml
— Dbiureta

— pipety szklane

— cylinder miarowy

— kolba Erlenmeyera

7.2.1. Oznaczanie jonéw wapnia

Przygotowanie probki

Otrzymana od Prowadzacego w kolbie miarowej (o pojemnosci 100 ml)
probke dopetni¢ woda destylowang do kreski i doktadnie wymieszaé. Biuretg
napemi¢ titrantem (pilnujac, aby nie powstaly w niej zadne pecherzyki
powietrza). Pipeta przenie$s¢ 20 ml rozcienczonej probki do kolby Erlenmeyera,
doda¢ 10 ml 1M roztworu NaOH i 50 ml wody. Nastepnie dodaé szpatutkg
szczypte mieszaniny mureksydu z chlorkiem sodu (trituracja 1000 mg
mureksydu z 20g NaCl cz.d.a.).

Oznaczenie wlasciwe

Przygotowang probke miareczkowa¢ mianowanym roztworem soli sodowej
EDTA do zmiany zabarwienia z r6zowego na fiotkowe. Otrzymany wynik
zanotowa¢, a nast¢gpnie wykona¢ drugie oraz trzecie miareczkowanie
(powtorzenie).
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Obliczenia

Korzystajac z wartosci $redniej obliczy¢ zawarto$¢ jonow wapnia
w otrzymanej probce w gramach. Zawarto$¢ jonow wapnia obliczy¢ wedtug
WZOru:

Ca=cXVxM
gdzie:
¢ — stezenie molowe EDTA [mol/1],

V —objetos¢ EDTA [1],
M — masa molowa wapnia [g/mol]

7.2.2. Oznaczanie jonéw magnezu

Przygotowanie probki

Otrzymang od Prowadzacego w kolbie miarowej o objgtosci 100 ml probke
dopetni¢ woda destylowang do kreski i doktadnie wymieszaé. Pipeta przenies¢
20 ml rozcienczonej probki do kolby Erlenmeyera, doda¢ 2 ml roztworu
mieszaniny buforowej o pH 10 i 50 ml wody. Szpatutkg dodaé szczypte
mieszaniny czerni eriochromowej T z chlorkiem sodu (trituracja 100 mg
wskaznika z 20 g NaCl cz.d.a.).

Oznaczenie wlasciwe

Miareczkowa¢ mianowanym roztworem soli sodowej EDTA do zmiany
zabarwienia z r6zowo-fioletowego na niebieskie. Otrzymany wynik zanotowac,
a nast¢pnie wykonac¢ drugie i trzecie miareczkowanie.

Obliczenia
Korzystajac z wartoéci $redniej obliczy¢ zawarto$¢ jondéw magnezu
w otrzymanej probce, korzystajac ze wzoru:
Mg=cx(V;=V,)xM

gdzie:

¢ — stezenie EDTA [mol/1],

Vi — objetos¢ EDTA zuzyta na miareczkowanie sumy jonow wapnia
1 magnezu [l],

V, — objeto$¢ EDTA zuzyta na miareczkowanie zawartosci wapnia [l],

M — masa molowa magnezu [mol/g].



8. Ocena kwasowosci produktow spozywczych
jako wskaznika ich Swiezosci i autentycznosci

8.1. Wstep teoretyczny

Chemia i analiza zywnosci definiujg dwa powigzane ze sobg pojgcia, dotyczace
kwasowosci tj. pH 1 kwasowos$¢ miareczkowa. Do kazdego rodzaju kwasowosci
przypisana jest inna metoda analityczna, a kazda z tych wielkosci ma swgj
wlasny, specyficzny wplyw na jakos¢ zywno$ci. Kwasowo$¢ miareczkowa
okreslana rowniez jako kwasowos$¢ ogolna, wskazuje catkowite stezenie
kwaséw w zywno$ci. Wyznaczana jest poprzez miareczkowanie kwasow
w produktach spozywczych przy uzyciu zasady. Dowiedziono, ze kwasowos$¢
miareczkowa stanowi bardziej przydatny wskaznik wptywu zawartoSci kwasu
na smak zywnosci niz warto$¢ pH. Natomiast nalezy podkresli¢, ze wartosé
kwasowosci ogoélnej nie daje pelnego obrazu o produktach spozywczych,
szczegdlnie pod katem ich stanu mikrobiologicznego. Mozliwo$¢ rozwoju
drobnoustrojéw w produkcie spozywczym jest uzalezniona w duzo wickszym
stopniu od stezenia wolnych jondéw hydroniowych niz od calkowitego stezenia
kwasow. W zwigzku z tym w analizie zywnosci istnieje potrzeba ilosciowego
okreslania stgzenia tych wolnych jonow, co zwigzane jest z drugim rodzajem
kwasowosci jakim jest pH, okreslane rowniez jako kwasowos$¢ czynna.
W produktach spozywczych pH nie zalezy jedynie od rodzaju i ste¢zenia
obecnych kwaséw, ale takze od st¢zenia zjonizowanych odpowiednikow
kwasow (tzn. ich sprzezonych zasad).

Jak juz wspomniano kwasowo$¢ miareczkowa okresla catkowite stezenie
kwasow w surowcach 1 produktach spozywczych. Do grupy kwasow
spozywczych zalicza si¢ najczeSciej kwasy organiczne, takie jak kwas
cytrynowy, jablkowy, mlekowy, winowy czy octowy. Podkresli¢ nalezy jednak,
ze kwasy nieorganiczne (fosforowy, weglowy), bardzo czgsto petlnig bardzo
wazng, a nawet dominujgcg funkcje w zakwaszaniu zywno$ci. Obecnos$é
kwasow organicznych w produktach spozywczych jest determinantem wielu ich
cech sensorycznych i atrybutéw jakosciowych. Smak, barwa (antocyjany i inne
barwniki wykazuja odmienng barwe¢ w zaleznosci od odczynu $rodowiska),
stabilno$¢ mikrobiologiczna (wrazliwo$¢ mikroorganizméw na pH), oraz jakos¢
przechowalnicza (chemiczna wrazliwosci sktadnikow produktéow na pH) sa
efektem koncentracji kwaséw organicznych w zywnos$ci. Kwasy organiczne
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moga by¢ naturalnie obecne w zywnosci. Jednakze mogg rowniez powstawac
podczas fermentacji lub mogg by¢ dodawane do zywnosci celowo (jako $rodek
konserwujacy).

Procedury okreslania kwasowos$ci sg jednymi z podstawowych analiz,
ktorym poddaje si¢ produkty spozywcze. Kwasowos¢ odgrywa kluczowa rolg
w zapewnieniu, ze zywno$¢ dostarczana konsumentom, spelnia wymagania
dotyczace m.in. takich cech, jak wyglad, konsystencja, smak, czy tez zawartos¢
sktadnikow odzywczych. Ocena kwasowo$ci ma réwniez ogromne znaczenie
dla zapewnienia, ze produkty speiniajg wymagania przepisow prawnych i nie
stanowig zagrozenia dla bezpieczenstwa lub zdrowia konsumentéw. Generalnie
uznaje si¢, ze zawarto$¢ kwasow jest wazng cechg produktow spozywczych
i napojow, a analizy tego wskaznika sa wazne w catym tancuchu wartosci
w przetworstwie zywnosci (kryterium okreslania $wiezosci 1 sktadu surowych
skladnikow oraz latwo psujacej si¢ zywnosci). Ocena kwasowosci
miareczkowej jest zrodtem szczegdtowych wskazdwek, dotyczacych niektérych
tatwo psujacych si¢ produktéw (np. mleko, olej, soki owocowe). Na podstawie
wynikéw badan kwasowos$ci miareczkowej mozna na przyktad stwierdzi¢, ze
mleko z podwyzszong zawarto$cia kwasu mlekowego moze by¢ skazone
bakteriami. Natomiast odnotowanie obecnosci kwasu winowego lub
jabtkowego w sokach mieszanych wskazuje na obecnos¢ pewnych rodzajow
owocdw, co moze by¢ informacjg o ich mozliwym zafatszowaniu (metoda
HPLC).

W dalszym etapie, analizy kwasowosci produktow, takich jak $wieze soki,
moga by¢ niezwykle cennym elementem informacyjnym, ktéry pomoze
w spelieniu wymagan, dotyczacych oznakowania zywnos$ci, a takze
w zapobieganiu reakcjom alergicznym i innym formom choroéb dietozaleznych.

Kwasowo$¢ og6lng w produktach spozywczych oznacza si¢ miareczkujac
znang ilo$¢ probki za pomocy titranta wraz z czujnikiem lub wskaznikiem (np.
fenoloftaleina), ktore okres$lajg punkt koncowy miareczkowania. W praktyce
laboratoryjnej wykorzystuje si¢ miareczkowanie = kwasowo-zasadowe,
miareczkowanie redoks i miareczkowanie kolorymetryczne. W miareczkowaniu
kwasowo-zasadowym wykorzystuje si¢ czujniki pH do oznaczania ilosci titranta
niezbgdnego do reakcji z kwasem jabtkowym, winowym, cytrynowym,
octowym 1 innymi kwasami organicznymi obecnymi w owocach, sokach,
przyprawach na bazie octu i winie. Mozna ja okresli¢ poprzez miareczkowanie
probki silng zasada, ktéra neutralizuje kwas obecny w probee. Objetos¢ uzytego
titranta, wraz z normalno$cia zasady i objgto$cia (lub masg) probki, jest
wykorzystywana do obliczenia kwasowos$ci miareczkowej, wyrazonej
w przeliczeniu na dominujgcy kwas organiczny.
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Kwasowo$¢ potencjalna ma swoje jednostki i moze by¢ wyrazana
jako stgzenie molowe (liczba moli kwasu w 1000 ml roztworu), w procentach
masowych (liczba graméw kwasu w 100 g roztworu) oraz w procentach
mieszanych (liczba graméw kwasu w 100 ml roztworu).

Kwasowo$¢ mozna wyraza¢ rowniez za pomocg tzw. jednostek umownych.
Wsrdd nich wyrodznia si¢ stopnie Delbriicka (odpowiadajg liczbie ml roztworu
NaOH o stezeniu 1 mol/l zuzytego na zoboj¢tnienie 20 ml roztworu kwasu),
stopnie Soxhleta-Henkla (odpowiadajg liczbie ml roztworu NaOH o stezeniu
0,25 mol/l zuzytego na zoboje¢tnienie kwaséw obecnych w 100 ml roztworu)
oraz stopnie kwasowosci (liczba ml roztworu NaOH o stezeniu 1 mol/l zuzyta
na zobojetnienie kwasow zawartych w 100 g produktu).

Jako$¢ mleka jest waznym zagadnieniem dla jego producentow
1 przetworcOw, poniewaz wplywa ona na wykorzystanie produktu koncowego.
Jest ona okreslana na podstawie koncentracji thuszczu, bialka, catkowitej
zawartosci suchej masy, liczby bakterii oraz liczby komoérek somatycznych,
a takze kwasowo$ci miareczkowej. Bazujac na wynikach pomiarow
kwasowosci mozna stwierdzi¢ czy mleko jest $wieze, nakwaszone czy
zafalszowane. Generalnie ujmujac wraz ze wzrostem poziomu kwasu
mlekowego wzrastajg wartosci uzyskane podczas miareczkowania. Obecnos¢
kwasu mlekowego ulega zwigkszeniu w mleku przez dziatalnos¢ bakterii, ktére
przeksztatcajg cukier. Jednocze$nie nalezy pamigtaé, ze mleko ma silng
zdolno$¢ buforowania dzigki zawartosci biatek, odpornych na zmiany
zawarto$ci kwasow lub zasad, co rowniez wplywa na kwasowos¢ mleka.

Maka to produkt spozywczy, ktory jest powszechnie wykorzystywany
w codziennym zyciu do produkcji wyrobow, takich jak takich jak chleb,
makaron, herbatniki itp. Na rynku istnieje wiele réznych typéw maki, ktére
roznig si¢ w zaleznosci od rodzaju uzytego ziarna (pszenica, kukurydza, ryz,
owies itp.), roznej mieszanki czesci ziarna (T00, TO, ziarno z calej pszenicy itp.)
celu wykorzystania (makaron, uniwersalne zastosowanie, chleb, itp.). Maki
charakteryzujg si¢ odczynem kwasnym, co wynika przede wszystkim
z obecnosci kwasnych fosforanow magnezu oraz potasu i wapnia. Ocena
kwasowosci miareczkowej magk jest waznym wskaznikiem ich jakosci
1 przydatnosci. W trakcie przechowywania nastepowa¢ moze wzrost poziomu
kwasowosci, wynikajacy z dziatalno$ci rodzimych enzyméw, prowadzacej do
rozkladu zwigzkow fosforanowych, lipidow i biatek. Efektem tego jest
zwickszenie koncentracji substancji kwasnych, (m.in. kwas fosforowy, kwasy
thuszczowe, aminokwasy). Biorgc pod uwage aspekt jakosciowy, najbardziej
niekorzystny jest wzrost kwasowosci wywolywany poprzez rozklad ttuszczow.
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8.2. Czes¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest oznaczanie kwasowosci ogoélnej w wybranych produktach
spozywczych dla wskazania ich $wiezosci badz zafalszowania.

Analizowane produkty spozywcze

— sok owocowy

—  twardg

—  piwo

— maka
Odczynniki chemiczne

— 0,1 M roztor NaOH

— 0,25 M roztwér NaOH

— 1% alkoholowy roztwor fenoloftaleiny

— 2% alkoholowy roztwor fenoloftaleiny

— papierek wskaznikowy uniwersalny z barwna skala wzorcow

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— cylinder miarowy

— kolba miarowa o pojemnosci 250 ml
— kolba stozkowa o pojemnosci 250 ml
— zlewka

— pipety szklane

— mozdzierz

— pH-metr

— Dbiureta

— lejek

— Dbagietka szklana

— saczek

8.2.1. Oznaczanie kwasowoSci ogélnej w soku owocowym

Oznaczenie polega na zoboj¢tnieniu kwasé6w obecnych w badanym roztworze
przez miareczkowanie roztworem wodorotlenku sodu w  obecnosci
fenoloftaleiny jako wskaznika lub przy zastosowaniu papierka wskaznikowego.

Przygotowanie probki

Odmierzy¢ do zlewki 25 ml badanego soku. Doda¢ 100 ml wody
destylowanej i zagrzaé do wrzenia. Nastgpnie roztwor ozigbi¢ i1 przenie$c
ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 250 ml. Dopetni¢ woda destylowana



47

do kreski, wymiesza¢ i pozostawi¢ na 15 minut. Po tym czasie zawarto$¢ kolby
przesaczy¢ przez saczek filtracyjny. W otrzymanym przesaczu oznaczy¢
kwasowos¢ ogo6lna.

Oznaczenie wlasciwe

Do kolby stozkowej odmierzy¢ pipeta 20 ml soku, przygotowanego zgodnie
z procedurg powyzej. Do soku o jasnym zabarwieniu doda¢ 3 krople
fenoloftaleiny i miareczkowa¢ 0,1 M roztworem NaOH do wystapienia
jasnorézowej barwy. Natomiast roztwory o ciemnym zabarwieniu
miareczkowa¢ 0,1 M roztworem NaOH wobec papierka wskaznikowego.
Podczas miareczkowania nanosi¢ szklang bagietka probke na papierek
wskaznikowy 1 porownywaé kolor ze skalg barw papierka. Zakonczy¢
miareczkowanie w momencie, kiedy kropla roztworu badanego, naniesiona na
papierek bedzie miata taki sam kolor, jak barwa na skali odpowiadajaca pH 8.

Obliczenia
Kwasowo$¢ ogdlng (KO) w g/100 ml produktu lub g/100 g produktu
obliczy¢ wg wzoru:

axXxnXxK

KO X 100

gdzie:

a — objeto$¢ roztworu NaOH zuzyta do miareczkowania roztworu
badanego, ml ,
n — molowos¢ roztworu NaOH,

¢ — masa lub objgtos¢ produktu badanego zawartego w roztworze
miareczkowanym, g lub ml (20 ml roztworu odpowiada 2 g produktu)
K - wspotczynnik do przeliczania wyniku na odpowiedni kwas

w zaleznosci od rodzaju badanego produktu. Kwasowos$¢
w produktach z owocoéw jagodowych i cytrusowych przeliczy¢ na
kwas cytrynowy, K=0,064. Kwasowo§¢ w produktach z owocow
ziarnkowych i pestkowych przeliczy¢ na kwas jabtkowy, K=0,067.

Kwasowo$¢ ogdlng odnies¢ do odpowiednich norm jej poziomu w sokach.
We wnioska¢ sformutowac spostrzezenia na temat $wiezo$ci 1 autentycznosci
sokow.

8.2.2. Oznaczenie kwasowos$ci ogolnej w serach wedlug PN-A-04018:1975

W serach oznacza si¢ kwasowos¢ ogoélna, lotng i czynng [pH]. Zgodnie z ta
normg kwasowos$¢ ogodlng serow wyraza si¢ w stopniach Soxhleta-Henkla.
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Oznaczenie polega na zobojetnieniu kwaséw zawartych w 100 g produktu
roztworem 0,25 M NaOH wobec wskaznika fenoloftaleiny.

Przygotowanie probki

Oodwazy¢ (z doktadnoscig do 0,01 g) 10 g sera, przenies¢ ilosciowo do
mozdzierza i doktadnie rozetrze¢. W cylindrze miarowym odmierzy¢ 100 ml
wody destylowanej podgrzanej do 40°C i stopniowo dodawac¢ do rozcieranego
sera, az uzyska si¢ jednolita mieszaning. Nastgpnie do zawarto$ci mozdzierza
doda¢ 2 ml 2% roztworu fenoloftaleiny i (nadal w mozdzierzu) miareczkowac
0,25 M roztworem NaOH do wystgpienia jasnorozowego zabarwienia nie
znikajgcego przez 30 sekund.

Obliczanie wynikow

Kwasowo$¢ sera poda¢ w stopniach Soxhleta-Henkla (°SH) Wynik obliczy¢
wedlug wzoru:

X=ax10

gdzie:

x — kwasowos$¢ sera w stopniach Soxhleta-Henkla,
a — objetos¢ 0,25 M roztworu NaOH zuzyta do miareczkowania probki sera
(ml).

Odnies¢ uzyskane wyniki dla dopuszczalnych pozioméw kwasowosci dla
serow. Kwasowos¢ w stopniach SH dla twarozku chudego wynosi do 80, dla
twarozku tlustego do 75, dla twarogu kwaskowatego chudego do 120, a dla
twarogu kwaskowatego pétttustego do 100.

8.2.3. Oznaczanie kwasowoSci ogélnej piwa

Przygotowanie probki

Probke piwa nalezy odgazowac, doprowadzajac ja do temperatury 20°C,
przela¢ do kolby i przykry¢. Nastepnie wytrzgsac¢ tak dlugo, az w momencie
odchylenia nie bedzie wyczuwalny gaz.

Oznaczenie wlasciwe

Do zlewki o pojemnosci 250 ml, odmierzy¢ 50 ml odgazowanego piwa.
Nastepnie zanurzy¢ w cieczy elektrode pH-metru i ciggle mieszajgc
miareczkowa¢ roztworem NaOH o stezeniu 0,1 M do chwili, kiedy pH-metr
wskaze pH 8.

Obliczenia

Wynik, w ml roztworu NaOH na 100 ml piwa (KP) obliczy¢ wedtug wzoru:
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KP — ax2xm
T 10
gdzie:

a — objetos¢ NaOH o stezeniu 0,1 M zuzytego do miareczkowania
m — wspotczynnik przeliczeniowy na $ciste miano 0,1 M NaOH
2 — przelicznie wyniku miareczkowania probki na 100 ml.

Uzyskane wyniki odnie$¢ do dopuszczalnych poziomow kwasowos$ci piwa.
Kwasowo$¢ w piwie powinna miesci¢ si¢ w zakresie 4,3 — 4,6.

8.2.4. Oznaczanie kwasowoS$ci maki w zawiesinie

Oznaczenie wlasciwe

Odwazy¢ (z dokladnosciag do 0,01 g) 5 g maki i przenies¢ do kolby
stozkowej o pojemnosci 250 ml. W cylindrze miarowym odmierzy¢ 100 ml
zimnej wody destylowanej 1 stopniowo dodawac (porcjami po okoto 10 ml ) do
kolby z maka. W celu rozbicia tworzacych si¢ grudek maki, zawartos¢ kolby
miesza¢ doktadnie szklang bagietka. Uzyskang zawiesing starannie wymieszac
i odstawi¢ na 5 minut. Nastepnie doda¢ 3 krople roztworu fenoloftaleiny
i miareczkowa¢ 0,1 M roztworem NaOH do wystgpienia trwalego stabo
réozowego zabarwienia. Oznaczenie wykonac trzykrotnie.

Obliczenia

Kwasowo$¢ maki (KM) w stopniach obliczy¢ wedtug wzoru:
KM =20XaXxn

gdzie:

a — objetos¢ roztworu 0,1 M NaOH zuzytego do miareczkowania (ml)
n — molowos¢ NaOH
20 — wspoétczynnik do przeliczania kwasowos$ci w stopniach kwasowosci

Uzyskane wyniki odnies¢ do danych literaturowych (rodzaj maki, wpltyw
czasu i warunkoéw przechowywania na kwasowo$¢ mak).
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Tabela 3. Wymagania jakosciowe dla wybranych przetworéw zbozowych

Rodzaj maki Kwasowoéé maki w zawi?sinie
(w stopniach kwasowosci)
Maka pszenna tortowa, typ 450 do 3,5
Maka pszenna wroclawska, typ 500 do 3,5
Maka pszenna krupczatka, typ 500 do3
Maka pszenna sitkowa, typ 1400 do 7
Maka pszenna razowa, typ 2000 do 8
Maka zytnia jasna, typ 580 do5
Maka zytnia, typ 800 do 6
Maka zytnia razowa, typ 2000 do 8

Maki wysoko-wyciggowe 1 razowe wykazujg wyzsza kwasowos¢ niz nisko-
wyciagowe. Kwasowos$¢ maki zytniej jest wyzsza niz pszennej o tym samym
wyciagu.



9. Oznaczanie stezenia witaminy C
w produktach owocowych i warzywnych
technika spektrofotometryczna

9.1. Wstep teoretyczny

Sformutowanie witamina C okre§la wszystkie zwigzki, wykazujace
rownowazng aktywno$¢ biologiczng do kwasu L-askorbinowego (takze
produktéw jego utleniania jak kwas dehydroaskorbinowy, izomerow jak kwas
izoaskorbinowy, estrow jak palmitynian askorbylu oraz form syntetycznych
takich jak 6-deoksy-L-AA, 2-fosforan-L-AA). Witamina ta, rozpuszczalna
w wodzie, jest jedng z najwazniejszych dla zdrowia czlowieka, ze wzgledu na
wysoka aktywno$¢ antyoksydacyjng. W organizmach zywych pelni ona wiele
rol, uczestniczy m.in. w wielu procesach biochemicznych (wchtanianie Zelaza,
synteza kolagenu i hormonow) oraz w neutralizacji wolnych rodnikow,
tworzacych si¢ w wyniku metabolizmu komoérkowego. Dodatkowo witamina C
zapobiega starzeniu si¢, powstawaniu zaémy, ma dziatanie prewencyjne
w przypadku miazdzycy, nowotworow i choréb ukladu krazenia . Natomiast
w przemysle spozywczym wykorzystywana jest jako dodatek, zapobiegajacy
utlenianiu produktow zywnosciowych. Czlowiek nie jest w stanie jej
syntetyzowa¢, dlatego musi by¢ dostarczana z dieta (naturalna obecno$¢
w wigkszosci owocow i warzyw). Zalecane dawki zywieniowe okreslone sg na
poziomie 75 mg/dobe dla dorostych kobiet i 90 mg/dobe dla m¢zczyzn.

Kwas L-askorbinowy jest wrazliwy na dzialanie wielu czynnikow. Ulega
szybkiemu utlenianiu do DHA. Procesy utleniania sg indukowane przez
ekspozycje na wysoka temperatur¢ i pH, Swiatto, obecno$¢ tlenu lub metali
(jony zelaza (III), srebra, miedzi (I1)) oraz dziatanie enzymatyczne. ROwnowaga
pomigdzy formami kwasu askorbinowego L-AA i DHAA jest determinowana
przez pochodzenie surowcoOw roslinnych (w tym odmiany), metody uprawy,
stopien dojrzatosci) oraz obrobke i przechowywanie owocow i warzyw po
zbiorze.

Podkresli¢ nalezy, ze kwas L-askorbinowy jest odwracalnie utleniany do
postaci kwasu L-dehydroaskorbinowego. DHA réwniez wykazuje aktywnos$¢
biologiczng. Natomiast w efekcie dalszego utleniania wytwarza si¢ kwas
diketogulonowy, ktory nie wykazuje zadnej funkcji biologicznej. Ze wzgledu na
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fakt, iz kwas L-dehydroaskorbinowy moze by¢ stosunkowo tatwo
przeksztatlcony w kwas L-askorbinowy w organizmie czlowieka, ogromne
znaczenie ma pomiar poziomu obu form w owocach i warzywach, co pokaze
pelny obraz aktywno$ci witaminy C. W zwigzku z mozliwo$cig degradacji
kwasu askorbinowego w zalezno$ci od warunkow przechowywania,
przygotowania probki czy tez ekstrakcji, ogromne znaczenie ma przestrzeganie
procedur metod analitycznych, wykorzystywanych do oznaczania witaminy C
w produktach spozywczych. Tylko takie podejScie pozwoli na uzyskanie
wiarygodnych wynikéw, przydatnych w kontroli jakosci surowcow i produktow
zywno$ciowych.

Kwas askorbinowy jest powszechnie wykorzystywany w przemysle
spozywczym. Po pierwsze jako zrodto witaminy C lub jako antyoksydant.
Jednakze szybko moze on ulega¢ degradacji m.in. w napojach o kwasnym pH,
w ktorych moze dodatkowo przyspiesza¢ degradacje antocyjanéw, co
w konsekwencji prowadzi do utraty koloru.

Zastosowanie kwasu askorbinowego jest istotne, zwlaszcza w dziatalnosci
produkcyjnej w zakresie wytwarzania mi¢sa mielonego oraz wedlin. W tych
produktach kwas askorbinowy zapobiega utlenianiu i odbarwieniu produktu
podczas przechowywania, w zwigzku z tym opdznia pojawienie si¢
nieprawidlowego zabarwienia, ktére mogloby by¢ nieakceptowane przez
konsumentdw, jednak nie jest zwigzane ze zmiang organoleptyczng produktu.
Zastosowanie kwasu askorbinowego w produktach migsnych, z dodatkiem
azotynow ma duze znaczenie dla aktywnosci redukcji, zaleznej od
nitrozmetamyoglobinyFe (III) przeksztalcanej w nitrozmetamyoglobineFe (II),
ktéra utrzymuje barwe produktu na pozadanym poziomie. Dodatkowo, kwas
askorbinowy zapobiega powstawaniu nitrozoamin.

Zaproponowano wiele analitycznych metod iloSciowego oznaczania kwasu
askorbinowego. Wykorzystuje si¢ m.in. elektroforez¢ kapilarng, elektrochemig,
chromatografi¢ cieczowa, fluorescencje¢ i chemiluminescencj¢ (CL). Popularne
sg réwniez metoda kolorymetryczna, metoda miareczkowa, metoda
enzymatyczna, analiza metoda wtrysku przeplywowego (FIA) oraz
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). Chromatografia cieczowa
i elektroforeza kapilarna, sa odpowiednie do rozdzielania kwasu L-
askorbinowego, kwasu L-dehydroaskorbinowego i kwasu D-izoaskorbinowego,
a stosowane wraz z detektorami UV-vis, fluorescencyjnymi lub
elektrochemicznymi sg selektywnymi i czulymi metodami do ilo$ciowego
oznaczania kwasu L-askorbinowego i jego izomeréw w zlozonych matrycach
biologicznych produktéow spozywczych. Jak dotad chromatografia cieczowa
sprzgzona ze spektrometrig mas (LC-MS) jest najrzadziej wykorzystywana do
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analizy koncentracji witaminy C w pordéwnaniu z jej wykorzystaniem
w badaniach innych witamin rozpuszczalnych w wodzie. Jednakze metody te sa
czesto czasochtonne i wykorzystuja kosztowne odczynniki i materialy,
a ponadto wykrywanie czgsto wymaga skomplikowanej i kosztownej aparatury.
Metody spektrofotometryczne i kolorymetryczne majg wyjatkowe zalety na tle
pozostatych procedur, takie jak prostota i szybko$¢ wykonania oraz niska
kosztochtonno$¢. Dodatkowo moga by¢ stosowane w przypadku analizy
produktéw spozywczych o silnym zabarwieniu. Spektrofotometryczne
oznaczanie kwasu askorbinowego metoda Folina-Ciocalteu opiera si¢ na fakcie,
ze w obecno$ci kwasu askorbinowego, kwas fosfomolibdenowy (VII) jest
redukowany do  mieszaniny nizszych tlenkéw  molibdenu-blekitu
molibdenowego. Wykorzystywany odczynnik podlega réwniez specyficznej
redukcji przez kwas askorbinowy przy pH w zakresie od 1 do 7. Pomiaru
absorbancji dokonuje si¢ przy dlugosci fali 750 nm wzgledem proby Slepej
(kwas TCA — trichlorooctowy). Natomiast zawarto$¢ witaminy C odczytuje si¢
z wezesniej przygotowanej krzywej wzorcowej dla kwasu askorbinowego.

9.2. Cze$¢ praktyczna

Celem c¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci witaminy C w wybranych
produktach spozywczych (S§wiezych oraz przechowywanych) technikg
spektrofotometryczng (metodg Folina).

Analizowane produkty spozywcze

— cytryna

— czarna porzeczka
- kiwi

— truskawki

— owoce dzikiej r6zy
— korzen pietruszki

Odczynniki chemiczne

— kwas askorbinowy czda
—  10% kwas trichlorooctowy TCA
— odczynnik Folina-Ciocalteu

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— waga analityczna

— spektrofotometr UV-3100PC
— wirowka laboratoryjna

— homogenizator
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— pipety automatyczne

Przygotowanie krzywej wzorcowej

Przygotowa¢ krzywa wzorcowa poprzez wykonanie szeregu rozcienczen
roztworu wzorcowego kwasu askorbinowego o stezeniu 0,1 mg/ml wedlug
tabeli 4:

Tabela 4. Przygotowanie roztworéw do wykonania krzywej wzorcowej - schemat

Stezenie kwasu askorbinowego (ng/ml)
Rodzaj odczynnika
2,5 5 12,5 25 35
R-r wzorcowy (ml) 0 0,05 0,1 0,25 0,5 0,7
10 % TCA (ml) 2,0 1,95 1,9 1,75 1,5 1,3

Do przygotowanych préb dodaé po 0,2 ml odczynnika Folina i natychmiast
po dodaniu energicznie zamiesza¢. Zmierzy¢ absorbancj¢ na spektrofotometrze,
roztwordéw (szesciu przygotowanych zgodnie ze schematem w tabeli 3) przy
diugosci fali 750 nm (rys. 14). Wykres§li¢c krzywa wzorcowa na papierze
milimetrowym (zalezno$¢ wartosci  absorbancji od stezenia kwasu
askorbinowego).

UV-3100PC spectrophatometer ‘

Rys. 14. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugos$ci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby $lepe;.

Przygotowanie probki

Odwazy¢ 1 g probki, doda¢ 1 ml 10% TCA, a nastgpnie homogenizowac
przez 5 minut (rys. 15). Probki do analiz oznaczy¢ na probowkach
wirowniczych (numer badz nazwa produktu spozywczego). Osad odwirowaé
przy predkosci 3000.
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Rys. 15. Homogenizator laboratoryjny do przygotowania probek

Oznaczenie wlasciwe

Pobra¢ 0,2-0,5 ml supernatantu z odwirowanego materialu badawczego.
Objetos¢ prob uzupetni¢ do 2 ml 10% TCA, a nastepnie doda¢ 0,2 ml
odczynnika Folina i energicznie zamiesza¢. Absorbancj¢ mierzy¢ przy dlugosci
fali 750 nm wzglgdem proby zerowej. Odczyta¢ koncentracj¢ kwasu
askorbinowego w badany materiale, bazujac na przygotowanej wczesniej
krzywej wzorcowej. Wyniki przedstawi¢ w tabeli 5. Nalezy uwzglednié, ze
krzywag wzorcowag przygotowano dla stezenia kwasu askorbinowego,
wyrazonego w pg/ml. Natomiast zawartos¢ w produkcie oceniano dla 1 g
probki. Wynik wyrazi¢c w mg/100g produktu. Wyznaczy¢ jaka ilo$s¢
analizowanego produktu, pokryje dzienne zapotrzebowanie dorostego
cztowieka na witaming C (dla kobiet lub dla me¢zczyzn). Dodatkowo we
wnioskach umie$ci¢ informacje, na temat wptywu przechowywania na poziom
witaminy C w analizowanych produktach.

Tabela 5. Zestawienie uzyskanych wynikow analiz badawczych

Ilo$¢ produktu

Zawarto$¢é wit. C w spozywczego, ktory
Badany material badanym materiale zaspokajalby dzienne
[mg/100g] zapotrzebowanie dorostego

czlowieka na wit C [g]




10. Analiza blonnika pokarmowego - oznaczanie
wlokna obojetno-detergentowego w surowcach
roslinnych

10.1. Wstep teoretyczny

Panel ds. definicji blonnika pokarmowego powotany przez National Academy
of Science w 2002 r. zdefiniowal blonnik pokarmowy jako sktadajacy sig¢
z niestrawnych weglowodandéw i ligniny, ktore sa naturalne i nienaruszone
w roslinach, btonnik funkcjonalny sktadajacy si¢ z wyizolowanych,
niestrawnych we¢glowodanow, ktore majg korzystne efekty fizjologiczne u ludzi
oraz btonnik catkowity jako sume¢ blonnika pokarmowego i1 blonnika
funkcjonalnego.

Glownym zrodtem btonnika w diecie sg zboza oraz owoce i warzywa.
Obecnie dodaje si¢ go takze w postaci oczyszczonej do preparatow lub
produktéw spozywczych. Funkcje blonnika pokarmowego w prewencji
i leczeniu wielu chordb zostaly bardzo dobrze udokumentowane. Aktualnie
szacuje si¢, ze spozycie btonnika pokarmowego w krajach zachodnich ksztattuje
sic na poziomie 16,3-43,4 g na osob¢ dziennie. Bazujac na zaleceniach,
przecietne dzienne zapotrzebowanie na btonnik pokarmowy wynosi 25 g dla
kobiet ponizej 50. roku zycia, 21 g dla kobiet powyzej 50. roku zycia, 38 g dla
mezczyzn ponizej 50. roku zycia i 30 g dla mezczyzn powyzej 50. roku Zycia.
W ostatnich latach obserwuje si¢ znaczny niedobor btonnika pokarmowego
w diecie ludzi, co dotyczy gtownie krajow rozwini¢tych. Od potowy lat 60.
ubieglego wieku widoczny jest staly wzrost zainteresowania blonnikiem
pokarmowym. Wykazano, ze poszczegélne skladniki blonnika pokarmowego
wigzg wiele substancji, w tym cholesterol i kwasy zotadkowe. Celuloza
i lignina majg duza zdolno$¢ wigzania metali. Z kolei frakcje NDF (neutralno-
detergentowa) 1 ADF (kwasno-detergentowa) dzialaja na poziomie
fizjologicznym, poprawiajac strawno$¢, dostepnos¢ skladnikéw mineralnych,
a ponadto wptywaja na szereg interakcji miedzy sktadnikami pokarmowymi.
Wiasciwosci hemicelulozy réwniez mogg odgrywaé istotng role w fizjologii
czlowieka. Ta frakcja blonnika jest w znacznym stopniu degradowana
w okreznicy 1 zwigksza produkcje stolca. Jednak jej najwazniejsza funkcjg jest
zdolno$¢ do wigzania jonow i zatrzymywania wody. Na korzystne dziatanie
frakcji btonnika wskazujg badania, w ktérych wykazano, ze suplementacja diety
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maksymalnymi tolerowanymi ilo$ciami pektyn, celulozy lub ligniny wigze si¢
z istotnymi zmianami poziomu cholesterolu w surowicy krwi u oso6b zdrowych.

Wzbogacanie zywno$ci blonnikiem przynosi wiele roéznych rodzajow
korzysci, w tym motywacj¢ dla konsumentéw do spozywania zwigkszonych
ilosci blonnika pokarmowego, co jest zalecane przez dietetykow. Dodatkowo
suplementacja blonnikiem zmienia wlasciwosci technologiczne surowcoOw
i produktéw spozywczych, co obecnie wydaje si¢ bardzo interesujagce dla
producentdw zywnosci. W zwigzku z wieloma pozytywnymi aspektami,
zarowno warto§¢ odzywcza, jak 1 wilasciwosci technologiczne blonnika
pokarmowego, maja niezwykte znaczenie dla potencjalnego rozwoju szerokiej
gamy produktow spozywczych, wzbogacanych btonnikiem (pieczywo,
przekaski, sosy, napoje, ptatki $niadaniowe, ciastka, produkty mleczne,
produktow migsne).

Zaproponowano wiele roznych systemow klasyfikacji sktadnikéw blonnika
pokarmowego. Przyjete podzialy bazowaty na podstawie ich roli w roslinie,
rodzaju polisacharydu, ich symulowanej rozpuszczalnosci w przewodzie
pokarmowym, miejsca trawienia oraz produktow trawienia i klasyfikacji
fizjologicznej. Obecnie  najbardziej przyjeta klasyfikacja  btonnika
pokarmowego jest podzial sktadnikow diety na podstawie ich rozpuszczalnos$ci
w buforze o okre§lonym pH i/lub ich zdolnosci do fermentacji w systemie in
vitro z wykorzystaniem wodnego roztworu enzymow, reprezentatywnych dla
enzymow ludzkiego przewodu pokarmowego. Przyjmujac te kategorie btonnik
pokarmowy wystepuje w dwoch kategoriach jako btonnik nierozpuszczalny
w wodzie tj. niepodlegajacy fermentacji (celuloza, hemiceluloza, lignina) oraz
btonnik rozpuszczalny w wodzie/ dobrze podlegajacy fermentacji (pektyny,
gumy i §luzy).

Jednak podkresli¢ nalezy, ze rézne rodzaje btonnika pokarmowego majg nie
tylko odmienng strukture i sktad chemiczny. Roznice te bowiem majg ogromne
znaczenie zywieniowe 1 technologiczne. Pomimo szeregu wspomnianych
korzysci, wynikajacych ze spozywania btonnika pokarmowego, istnieja
doniesienia na temat jego roli w uposledzaniu wchtaniania zwigzkow
mineralnych i pierwiastkow $ladowych w jelicie cienkim ze wzglgdu na
dziatanie wigzace i/lub sekwestrujace.

W  technologii zywnos$ci fizykochemiczne wlasciwos$ci  blonnika
pokarmowego moga by¢ modyfikowane poprzez obrobke: chemiczna,
enzymatyczng, mechaniczng (rozdrabnianie), termiczng lub termomechaniczng
(ekstruzja, ekstruzja gotowana, kontrolowana dekompresja natychmiastowa),
w celu poprawy jego funkcjonalnosci w produktach spozywczych. Ztozonos¢
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btonnika pokarmowego jest efektem charakteru chemicznego i1 stopnia
polimeryzacji, poszczegdlnych jego sktadnikow. W zwigzku z tym badania
ilosciowe tego sktadnika w produktach spozywczych, opieraja si¢ na
zastosowaniu wielu roznych metod analitycznych, ktore umozliwiajg doktadne
przyjeto podziat metod oznaczania btonnika pokarmowego na trzy kategorie.
Wsrod  nich  znajduja  si¢  metody nieenzymatyczno-grawimetryczne,
enzymatyczno-grawimetryczne oraz enzymatyczno-chemiczne. Do ostatniej
grupy nalezg procedury enzymatyczno-Kkolorymetryczne i enzymatyczno-
chromatograficzne (GLC/ HPLC). Na przestrzeni ostatnich lat stwierdzono, ze
najczesciej stosowanymi metodami oceny poziomu blonnika pokarmowego sa
metoda enzymatyczno-grawimetryczna (zgodna z AOAC) oraz metoda
enzymatyczno-chemiczna, metoda Van Soesta.

Metoda oznaczania NDF wedlug Van Soesta zostata opracowana w celu
rozdzielenia suchej masy produktéw na frakcje rozpuszczalng, ktora jest tatwo
trawiona 1 frakcje wloknista, ktéra jest trawiona powoli i niekompletnie.
W surowcach ros$linnych w sktad NDF wchodzg hemicelulozy, celulozy
i ligniny, ale rowniez niewielkie koncentracje biatka i popiotu. Dlatego tez
w metodzie Van Soesta oznaczania NDF, siarczan sodu zostat wlaczony do
procedury analitycznej (zmniejszenie zanieczyszczenia wilokna biatkiem).
W metodzie tej wykorzystuje si¢ rozpuszczanie skrobi, podczas ekstrakcji
neutralnym detergentem, przy uzyciu stabilnego termicznie enzymu o-amylazy.
Firma Ankom opracowata metod¢ oparta na ekstrakcji  probek
w workach filtracyjnych przy uzyciu komory ci$nieniowej, ktora jest obecnie
powszechnie wykorzystywana do oceny zawartosci witokna i jego frakcji
w produktach spozywczych.

10.2. Cze$¢ praktyczna

Celem c¢wiczenia jest przeprowadzenie oznaczania zawartoSci wlokna
oboj¢tno-detergentowego W probkach produktow spozywczych
z wykorzystaniem woreczkow filtracyjnych.

Analizowane produkty spozywcze

— nasiona fasoli
— nasiona sol

Odczynniki chemiczne

— Neutral Detergent (ND) Solution, firmy ANKOM (przygotowanie
zgodnie z instrukcja na opakowaniu)
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— glikol trojetylowy

— alfa-amylaza

— siarczan sodu bezwodny
— aceton

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— waga analityczna

— suszarka laboratoryjna Binder

— aparat ANKOM

— woreczki filtracyjne

— zgrzewarka

— zatrzymujace wilgo¢ opakowanie ANKOM
— mazak do napiso6w na woreczkach odporny na rozpuszczalnik i kwasy
— milynek laboratoryjny

— pipeta o pojemnos$ci 5 ml

— cylinder miarowy o pojemnos$ci 10 ml

— zlewka o pojemnosci 250 ml

Przygotowanie probki

Zmieli¢ probki nasion w miynku (rys. 16), zgodnie z instrukcja
Prowadzacego. (probki zbyt drobno zmielone mogg wydostawac sig¢
z woreczkow filtracyjnych).

Zwazy¢ 3 puste woreczki, aby wyznaczy¢ korekcje dla pustego woreczka
(C1). Nastepnie zwazy¢ 1 zapisa¢ mas¢ kazdego pustego woreczka filtracyjnego
(W1). Kazdy woreczek musi by¢ oznaczony dla identyfikacji probki (napisy
umieszcza si¢ na srodku woreczka mazakiem).

Po wytarowaniu wagi nalezy umiesci¢ w woreczku filtracyjnym préobke
w iloéci 0,45 — 0,50 g oraz zapisa¢ mas¢ kazdej z probek (W,). Nastepnie
nalezy zgrza¢ woreczek za pomoca zgrzewarki, w odlegtosci 4 mm od jego
gornej krawedzi (rys. 17).
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Rys. 16. Mtynek laboratoryjny do mielenia nasion ro$lin bobowatych

Rys. 17. Zgrzewarka do woreczkow filtracyjnych

Oznaczenie wlasciwe

Sporzadzi¢ roztwér (pod nadzorem Prowadzacego, w maskach
przeciwpylowych z zaworkiem FFP1) obojg¢tno-detergentowy (zgodnie
z instrukcja na opakowaniu i w przeliczeniu 1 lub 2 litry wody destylowanej).
Doda¢ 10 ml glikolu trojetylowego. Sprawdzi¢ pH roztworu (powinno miescic
si¢ w zakresie od 6,9 do 7,1). Kolejny etap to umieszczenie 3 woreczkéw na
kazdej z 8 tac w urzadzeniu ANKOM (maksymalna liczba woreczkéw przy
jednym oznaczaniu to 24). Wtozy¢ tacki na metalowy pret. Kazda taca powinna
by¢ odwrocona o 120 stopni w stosunku do tacy znajdujacej si¢ ponizej (rys.
18). Umies¢ 9 pusta tacg na gorze. Umiesci¢ waz odprowadzajacy w odplywie.
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Wilaczy¢ aparat, otworzy¢ pokrywe i wstawi¢ mieszalnik z tackami
i woreczkami. Umiesci¢ ciezarek na gornej, ostatniej, pustej tacy.

Jezeli analizie bgda poddawane 24 woreczki z probkami, nalezy dodac
1900-2000 ml roztworu ND w temperaturze pokojowej do naczynia analizatora
wiokna. Jezeli do oznaczen przeznaczonych bedzie mniej niz 20 probek
(woreczkow filtracyjnych), doda¢ nalezy 1000 ml roztworu ND. Nastgpnie
nalezy doda¢ 10 g (0,5 g na 50 ml roztworu ND) siarczynu sodowego i 4,0 ml
alfa-amylazy do roztworu w analizatorze. Po zamknigciu pokrywy urzadzenia
wlacza si¢ na jego panelu przyciski mieszania i ogrzewania. Zegar na panelu
ustawia si¢ na 75 minut. Kiedy ekstrakcja zakonczy si¢ (sygnalizacja
dzwickowa z panelu sterowania), wylacza si¢ mieszanie i ogrzewanie.

Rys. 18. Urzadzenie Ankom do pomiaréw zawartosci widkna wraz z tacami, na ktorych
umieszcza si¢ woreczki filtracyjne

Nalezy otworzy¢ zawor spustowy. Kolejny etap to zamknigcie zaworu
spustowego, po ktorym mozna otworzy¢ pokrywe. Nastepnie dodaje si¢ 1900-
2000 ml wody o temperaturze 70-90°C do ptukania i 4 ml alfa-amylazy do
pierwszego 1 drugiego plukania. Wigczy¢ mieszanie przez 5 minut. Lacznie
wykonaé trzeba trzy ptukania. Po zakonczeniu ekstrakcji NDF i ptukaniu
wyjmuje si¢ probki, usuwa nadmiar wody i1 umieszcza woreczki na okoto 3-5
minut w zlewce z acetonem. Po tym czasie wyjmuje si¢ woreczki z acetonu,
wysusza na powietrzu (kratka z suszarki), a nastepnie nalezy wysuszy¢ je
catkowicie w suszarce w temperaturze 102°C przez okoto 2 godziny
(uzgodnienie z Prowadzacym). Woreczki po suszeniu umiesci¢ w opakowaniu
ANKOM (Rys. 19).
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Rys. 19. Opakowanie do przechowywania woreczkéw filtracyjnych po suszeniu (przed

wazeniem)

Zwazyé woreczki

(W3), a uzyskane wyniki

zapisa¢ w tabeli

z odpowiednimi kodowaniami dla woreczkow filtracyjnych.

Tabela 6. Zestawienie wynikow do oznaczania NDF w nasionach roslin bobowatych

Nrpréby/oznaczenie
z woreczka

Masa woreczka
Wi

Masa proby
W2

Masa wysuszonego
woreczka z
wléknem po

ekstrakcji W3

Nalezy wyznaczy¢ tzw. korekcje na pusty woreczek Ci. Jest to stosunek
koncowej masy wysuszonego w suszarce (pustego) woreczka do masy pustego

woreczka (wyznaczonej na poczatku analizy).

Obliczenia

Dokona¢ obliczen zgodnie z nastgpujacym wzorem:
100 X [Ws — (W, % C;)]

gdzie:

Wi —masa w ytarowanego woreczka

W> — masa probki

% NDF =

W,

W3 — masa wysuszonego woreczka po procesie ekstrakcji
C; — Korekcja na pusty woreczek




11. Oznaczanie likopenu w Swiezych pomidorach
i przetworach pomidorowych

11.1. Wstep teoretyczny

Pomidory sg jednym z najpopularniejszych produktéw w diecie cztowieka na
catym $wiecie. Sg zroédlem sktadnikdéw odzywcezych, takich jak potas, witaminy
i karotenoidy, w ktorych dominuje likopen. Wérdd catej gamy zwigzkow
funkcjonalnych, wystepujacych w pomidorach, likopen jest jednym
z najwazniejszych, ze wzgledu na jego udzial w zmniejszaniu ryzyka chordb
uktadu krazenia oraz dziatanie przeciwnowotworowe. Chemicznie likopen jest
karotenoidem rozpuszczalnym w lipidach. Okreslany jest takze jako prekursor
[B-karotenu, jednak ma co najmniej dwukrotnie wigksza od niego zdolnos¢
przeciwutleniajgcg (11 sprzgzonych i 2 niesprz¢zone wigzania podwdjne). Pod
wzgledem strukturalnym likopen jest tetra terpenem, zbudowanym z o$miu
jednostek izoprenowych, sktadajacych si¢ wytacznie z C i H (zawiera 13 wigzan
podwojnych). Zawartos¢ likopenu stanowi okoto 80-90% catkowitej zawartosci
karotenoidow w dojrzatych pomidorach. Generalnie likopen charakteryzuje si¢
najwyzszg aktywnoS$ciag przeciwutleniajacg i zdolnos$cig do wygaszania tlenu
singletowego sposrod wszystkich karotenoidow pokarmowych. Przetworzone
produkty pomidorowe (soki, zupy, sosy, ketchupy) zawieraja najwyzsze
koncentracje biodostepnego likopenu w poréwnaniu do $wiezych pomidorow.
Zalecenia, dotyczace optymalnego dla zdrowia czlowieka dziennego spozycia
likopenu mieszcza si¢ w zakresie od 3,35 do 4,82 mg.

Pomidory i produkty pomidorowe sg gtownym zrddtem likopenu w diecie
cztowieka. Niepozadana degradacja likopenu moze wplywacé nie tylko na jakos$¢
sensoryczng produktow, ale takze na obnizenie korzysci zdrowotnych, jakie
przynosi dla organizmu czlowieka Zzywno$¢ na bazie pomidoréw. Likopen
w $wiezych pomidorach wystepuje przede wszystkim w konfiguracji trans.
Najwazniejszymi przyczynami degradacji, tego biologicznie aktywnego
zwigzku w pomidorach podczas przetwarzania, sg izomeryzacja i utlenianie.
Podczas izomeryzacji izomery trans przeksztalcane sg w izomery cis. Dane
literaturowe wskazuja, ze okreslenie stopnia izomeryzacji likopenu podczas
przetwarzania mogloby stanowi¢ miar¢ potencjalnych korzysci zdrowotnych
zywnosci na bazie pomidorow. Przetwarzanie termiczne pomidorow zwigzane
jest na ogdl z pewnymi stratami likopenu w produktach koncowych.
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Oddziatywanie wysokiej temperatury prowadzi do izomeryzacji form all-trans
do cis, a ilo$¢ tych izomeréw zwigksza si¢ wraz ze wzrostem temperatury
1 czasu przetwarzania. Jednak w Zzywnosci na bazie pomidoréw, zaréwno
mrozonej, jak i sterylizowanej termicznie, obserwuje si¢ doskonalg stabilno$c¢
likopenu przez caty okres przechowywania.

Biodostgpnos¢ likopenu determinowana jest wieloma czynnikami.
Absorpcja izomerdw cis z zywnosci jest wyzsza niz izomerow all-trans. Zatem
biodostepnos¢ likopenu z przetworzonych produktéw pomidorowych jest
wyzsza niz ze $wiezych pomidoréw. Dodatkowo sktad i struktura Zzywnosci sa
czynnikiem wplywajacym na biodostgpnos¢ likopenu, poniewaz moga
oddziatywa¢ na uwalnianie likopenu z matrycy tkankowej owocu pomidora.
Zatem przetwarzanie $wiezych pomidorow zwigksza biodostepnos¢ likopenu ze
wzgledu na fakt rozbicia $cian komérkowych, co z kolei prowadzi do ostabienia
sity wigzania miedzy likopenem a matryca tkankowa. Wzrost $wiadomosci
konsumentow 1 zwigkszone w zwigzku z tym zapotrzebowanie na zdrowe
produkty zywnos$ciowe stwarza aktualnie nowe mozliwo$¢ rozwoju zywnosci
bogatej w likopen jako nowej zywnosci funkcjonalne;j.

Wsroéd nowoczesnych metod oznaczania zawarto$ci likopenu wymienic¢
nalezy wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg (HPLC), zwigzang ze
skomplikowang analiza chemiczng, w ktorej wykorzystuje si¢ mieszaning
rozpuszczalnikow do rozpuszczania barwnikow, aby zapobiec ich utlenianiu
podczas ekstrakcji. Ta procedura analityczna okre§lana jest nie tylko jako
pracochlonna, kosztowna i czasochtonna, ale wymaga takze wykorzystywania
toksycznych rozpuszczalnikéw. Dlatego zaproponowano kilka szybkich metod
analizy likopenu w pomidorach i ich przetworach. Wérod nich znajdujg si¢
procedury z wykorzystaniem kolorymetru/spektrofotometru, spektrometru
bliskiej podczerwieni (NIR) lub spektrometru UV-Vis.

Obecnie obserwuje si¢ duze zainteresowanie ilo§ciowym oznaczaniem
likopenu. W metodach spektrofotometrycznych ilosciowej oceny likopenu
w produktach spozywczych wykorzystywane sg rozpuszczalniki organiczne do
ekstrakcji 1 rozpuszczania tego zwiazku. Ekstrakcja jest najczescie]
wykorzystywang metoda pozyskiwania karotenoidéw z roslin. Idealna metoda
szacowania jego koncnetracji powinna by¢ szybka, czula, selektywna, tania
i przyjazna dla srodowiska. Spektrometria UV-Vis jest tradycyjng metoda
analizy z powodzeniem stosowang do iloSciowego oznaczania karotenoidow,
poniewaz jest niedroga 1 szybka w pordwnaniu z technikami
chromatograficznymi. Obecnie istnieje tendencja do stosowania metod szybkich
i niedrogich, ale zapewniajacych doktadne wyniki.
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Spektrofotometryczne oznaczenie iloSciowe likopenu przeprowadza si¢
najczesciej metoda zaproponowang przez Fish 1 in.(2002). Procedura ekstrakcji
prowadzona jest z wykorzystaniem acetonu, zawierajacego BHT
(butylohydroksytoluen) oraz heksanu. Po oddzieleniu faz mierzona jest
absorbancja fazy heksanowej przy dlugosci fali 503 nm wobec heksanu, jako
proby slepej.

11.2. Cze$¢ praktyczna

Celem c¢wiczenia jest oznaczanie likopenu w pomidorach $wiezych oraz
przetworach pomidorowych w aspekcie wptywu obrobki na koncentracj¢ tego
bioaktywnego zwigzku.

Analizowane produkty spozywcze

— pomidory
— sok/sos pomidorowy

Odczynniki chemiczne

- 0,05% (w/v) roztor butylowanego hydroksytoluenu (BHT) w acetonie
- 95% etanol
— heksan

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— waga analityczna

— pipety

— cylinder miarowy

— probowki wirownicze

— wirowka laboratoryjna

— homogenizator laboratoryjny
— spektrofotometr UV-vis

— homogenizator laboratoryjny

Przygotowanie probek

Pomidory podda¢ homogenizacji (rys. 20). Odczekaé¢ az zniknag pecherze
powietrza.
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Rys. 20. Homogenizator laboratoryjny do przygotowania probek z pomidorow

Do probowki wirowniczej odwazy¢ 0,6 g homogenizowanych pomidorow
(do drugiej probowki 0,6 g soku/sosu) i doda¢ 5 ml 0,05% (w/v) butylowanego
hydroksytoluenu (BHT) w acetonie, 5 ml 95% etanolu oraz 10 ml heksanu.
Nastepnie probki odwirowaé przy 320 obr/min przez 15 minut w temperaturze
4°C (rys. 21).

Rys. 21. Wiréwka laboratoryjna MPW wraz ze stojakiem na proboéwki wirownicze —
sposob umieszczenia probowek wirowniczych w rotorze wirowki

Po wirowaniu doda¢ 3 ml wody destylowanej. Nastepnie miesza¢ zawartos¢
przez 5 minut i pozostawi¢ w temperaturze pokojowej, aby umozliwi¢ rozdziat
faz (wyrazne warstwy polarne i niepolarne). Do pomiaréow spektro-
fotometrycznych pobraé ostroznie gorng warstwe.

Oznaczenie wlasciwe

Pobrane probki umiesci¢ w kuwetach kwarcowych. Absorbancj¢ zmierzy¢
na spektrofotometrze UV-vis przy dlugosci fali 503 nm (rys. 22). Jako probe
slepa zastosowac heksan. Dokona¢ trzykrotnych pomiaréw dla kazdej z probek.
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UV-3100PC spectrophotomtsr ‘

For-Fsk-Tees

Rys. 22. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby §lepe;.

Obliczenia
Obliczy¢ stezenie likopenu (L) na podstawie wzoru, wyliczajac jego
zawarto$¢ w mg/kg produktu:
L= Agoz X MW X DF x 1000
- exL

gdzie:

MW - masa czgsteczkowa likopenu (536,9 g/mol)

DF - wspotczynnik rozcienczenia

L - dtugos¢ drogi (cm)

E - molowy wspotczynnik ekstynkcji dla likopenu (172,000 mol/l/cm).

We wnioskach sformutowaé wplyw obrobki termicznej oraz przetwarzania
pomidoréw na poziom likopenu w produktach.



12. Ilosciowa i jakoSciowa ocena barwnikow roslinnych
w zaleznosci od pH srodowiska

12.1. Wstep teoretyczny

W ostatnich latach obserwuje si¢ wzrastajace zainteresowanie konsumentow
zywnos$ciag minimalnie przetworzona, w tym warzywami lisciastymi. Coraz
wiecej uprawia si¢ warzyw liSciastych, ktore s powszechnie wykorzystywane
do roznego rodzaju salatek. Dowiedziono, ze $wieze warzywa lisciaste sg
waznym skladnikiem diety, ktory zyskal miano sktadnika Zywnosci
funkcjonalnej, ze wzgledu na fakt dostarczania witamin, zwigzkéw mineralnych
i zwigzkow biologicznie aktywnych. Warzywa lisciaste sg takze bogatym
zrodlem  kilku  rodzajow  barwnikow  fotosyntetycznych.  Barwniki
fotosyntetyczne uznawane sg za substancje o bardzo zrdéznicowanej budowie
chemicznej. Moga wystgpowaé w postaci barwnikow porfirynowych (chlorofil
a, b 1 ¢), karotenoidow, antocyjandéw i flawonow. Catkowita pula barwnikoéw
w warzywach li§ciastych obejmuje chlorofil a i b (grupa metylowa w chlorofilu
a jest zastgpiona czasteczka aldehydowa w chlorofilu b) i karotenoidy, ktore sa
niezb¢dnymi elementami procesu fotosyntezy. Stezenie barwnikow
w warzywach jest zréznicowana gatunkowo i odmianowo. Moze réwniez
zaleze¢ od procesdOw 1 przemian fizjologicznych w ro§linach oraz czynnikow
srodowiskowych.

Obecno$¢ barwnikéw w warzywach jest odpowiedzialna za zabarwienie
zywnosci, ktore jest jednym z atrybutéw jakoSci sensorycznej produktow
spozywczych. Dodatkowo wykazano, ze poziomy chlorofilu i karotenoidow sa
powigzane z potencjatem fotosyntetycznym roslin, co z kolei moze by¢
informacjg obrazujacg stan fizjologiczny rosliny. Stezenie barwnikow
w warzywach lisciastych jest niezwykle wazne, nie tylko z punktu widzenia
zabarwienia surowcow ro§linnych i1 funkcji fizjologicznych, ale réwniez
z powodu ich uznanej roli dla zdrowia cztowieka. Karotenoidy i chlorofile
wykazuja szerokie spektrum dzialania prewencyjnego w zapobieganiu réznym
chorobom cywilizacyjnym, powigzanym ze stresem oksydacyjnym
(nowotwory, choroby sercowo-naczyniowe). Organizm czlowieka nie ma
mozliwosci syntezy wymienionych substancji, dlatego powinny by¢ one
dostarczane wraz z dietg3. W ostatnim czasie zainteresowanie barwnikami w
ro$linach jadalnych wzrasta, ze wzgledu na powszechniejsze wykorzystanie
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zwigzkow naturalnych w produkcji zywnoS$ci. Zwigzane jest to z Dyrektywa
Wspolnoty Europejskiej, w ktorej wskazuje si¢ przewage zwiazkdw naturalnych
nad zwigzkami syntetycznymi.

Chlorofil jest zwiazkiem o barwie zielonej, wystepujacym w lisciach
i zielonych todygach roslin. Jest mieszaning zwigzkéw a i b, roznigcych si¢
rozpuszczalno$cig w rozpuszczalnikach organicznych i odmienno$cig widm
elektronowych w zakresie widzialnym. W przemysle spozywczym chlorofil
uznawany jest za naturalny dodatek do zywnosSci, zaspokajajagcy rosngce
preferencje konsumentéw, dotyczace naturalnej zywno$ci. Chlorofil a
charakteryzuje si¢ intensywnie niebiesko-zielonym kolorem. Natomiast
chlorofil b ma kolor matowozoétto-zielony. Strukturalnie barwnik ten wykazuje
podobienstwo do hemoglobiny. Chlorofil i jego pochodne, przyjmowane przez
organizm czlowieka wraz z dieta, wykazuja dzialanie przeciwutleniajace
1 antymutagenne. Dodatkowo barwnik ten wspomaga usuwanie z organizmu
metali cigzkich.

Oprocz roznych  rodzajow  chlorofilu, barwnikami naturalnymi
o korzystnym dziataniu biologicznym sa karotenoidy, ktoére wykazuja
aktywno$¢ przeciwutleniajgcg. Dostarczanie organizmowi karotenoidow,
pochodzacych z warzyw 1 owocdw, zmniejsza ryzyko zachorowania na
nowotwory.

Udowodniony korzystny efekt spozywania naturalnych barwnikéw na
zdrowie czlowieka spowodowal wzrost zainteresowania tymi substancjami
w aspekcie mozliwos$ci produkcji suplementow diety czy nutraceutykow.

Identyfikacja i oznaczanie ilosciowe barwnikow roslinnych jest uzaleznione
od wielu czynnikow, przy czym najwicksze znaczenie ma Sposob
przygotowania probki, rodzaj odczynnika ekstrakcyjnego oraz metoda. Do
najpowszechniej wykorzystywanych procedur iloSciowego oznaczania
barwnikoéw naleza metody kolorymetryczne lub wysokosprawna chromatografia
cieczowa (HPLC).

Podkresli¢ nalezy, ze wlasciwosci absorpcyjne barwnikéw utatwiajg ich
jakosciowa i iloSciowa analiz¢. Istota najprostszych procedur oznaczania
spektrofotometrycznego  barwnikow  roslinnych jest ich  ekstrakcja,
a nastegpnie pomiar absorbancji przy wykorzystaniu spektrofotometru UV-vis.
Oznaczenia spektrofotometryczne wymagaja rozwigzywania rownan, w ktorych
nieznane st¢zenie barwnika jest modelowane jako funkcja zmierzonej
absorbancji przy dlugosciach fali szczytowej, specyficznych dla barwnika.
Metody te moga by¢ stosowane do iloSciowego oznaczania chlorofilu,
karotenoidow ogotem, feofityn po zakwaszeniu. Badania, cho¢ proste do



70

wykonania, zaleza w duze mierze od zastosowanego rownania empirycznego.
W przypadku, gdy do ekstrakcji wykorzystywany jest aceton, pomiaréw dla
chlorofilu a dokonuje si¢ przy dtugosci fali 663 i 645 nm, dla chlorofilu b 645
1 663 nm, dla catkowitej zawartosci chlorofilu przy 645 i 663 nm, natomiast dla
karotenoidow 480 i 510 nm

Chromatografia cieczcowa w ukladzie faz odwroconych (RP-HPLC) jest
obecnie szeroko stosowang technika chromatograficzng do profilowania
bioaktywnych fitochemikaliow, takich jak chlorofile i karotenoidy w roslinach.
Wigkszo$¢ procedur separacji prowadzona jest za pomocg chromatografii
cieczowej w ukladzie faz odwroconych w warunkach bezwodnych tj. bez
obecnosci wody w fazie ruchomej lub ze stala niewielkg ilo$cia wody na
poziomie 4%. Obecnie alternatywa dla rozdzielania tego typu zwigzkow
niepolarnych, ktora uzyskata uznanie badawcze, jest chromatografia w uktadzie
faz odwroconych z nadkrytycznym eluentem (RP-SFC). Dwutlenek wegla, jako
rozpuszczalnik organiczny stosowany w tej technice jest uznawany za
ekologiczny i ekonomiczny czynnik. Dodatkowo moze by¢ mieszany z wieloma
innymi rozpuszczalnikami (modyfikatorami) w celu dopasowania polarnos$ci
fazy ruchomej, co skutkowa¢ moze poprawg wydajnosci rozdzielania
barwnikow.

12.2. Cze$¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest zbadanie wptywu pH na barwe produktéw spozywczych
oraz iloSciowe oznaczenie barwnikow.

Analizowane produkty spozywcze

burak czerwony

kapusta czerwona

liscie szpinaku

liscie pietruszki, kopru, selera

Odczynniki chemiczne

— kwas solny (HCI 6 M)

— roztwor NaOH 2 lub 4 M

— kwas octowy o stezeniu > 80%
—  80% aceton

— weglan wapnia CaCOs

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— pipety szklane
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— probowki szklane

— zlewki o pojemnosci 400 ml

— cylinder miarowy

— probowki wirownicze

— uniwersalne papierki wskaznikowe pH 0-14
— nbz, deska

— kuchenka elektryczna

— sitka

— mozdzierz

— piasek

— kolba miarowa o pojemnosci 25 ml
— waga laboratoryjna

— lejek Schotta

—  spektrofotometr UV-vis

— kuwety szklane do spektrofotometru

12.2.1. Ocena wplywu pH srodowiska na barwniki w Zywnosci

Przygotowanie probki

Pokroi¢ 50 g lisci czerwonej kapusty na drobne fragmenty (wymiary okoto
1 cm)/ lub pokroi¢ 50 g buraka w drobng kostke (o wymiarach okoto 0,5 cm),
umiesci¢ w zlewce na 400 ml i zala¢ 100 ml wody destylowane;j (liscie kapusty
powinny by¢ catkowicie zanurzone w wodzie), i gotowa¢ na kuchence
elektrycznej przez okoto 10 minut. Nastepnie zlaé ekstrakt do zlewki i ostudzié¢
do temperatury pokojowe;j.

Oznaczenie wlasciwe

Do pigciu probowek przenies po 5 ml ekstraktu z kapusty/buraka, a do
szostej probowki przenies 7 ml ekstraktu (probka kontrolna). Do pierwszych
pigciu proboéwek z ekstraktami doda¢ po 2 ml kolejno: wody destylowane;j,
wody wodociagowe]j (kranowej), roztworu kwasu solnego 6 M, kwasu
octowego >80%, roztworu wodorotlenku sodu 2 lub 4 M. Zmierzy¢ pH
otrzymanych roztworé6w za pomocg papierka wskaznikowego. Pordéwnaé
roztwory we wszystkich probéwkach i opisa¢ zaobserwowane zmiany barwy.
Wyniki zestawi¢ w tabeli 7.
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Tabela 7. Zestawienie barwy ekstraktow w zalezno$ci od pH srodowiska

Rodzaj probki pH (-) Opis barwy

Ekstrakt z kapusty czerwonej
Ekstrakt (kontrola)

Ekstrakt z wodg destylowana

Ekstrakt z wodg wodociaggowa

Ekstrakt z kwasem solnym

Ekstrakt z kwasem octowym

Ekstrakt z wodorotlenkiem sodu

Ekstrakt z buraka czerwonego
Ekstrakt (kontrola)

Ekstrakt z woda destylowana

Ekstrakt z wodg wodociggowa

Ekstrakt z kwasem solnym

Ekstrakt z kwasem octowym

Ekstrakt z wodorotlenkiem sodu

Wyjasni¢ zaobserwowane zmiany barwy pod wptywem pH.
12.2.2. Nlo$ciowe oznaczenie barwnikow asymilacyjnych

Przygotowanie probki

Rozetrze¢ doktadnie 0,5 g lisci produktu przygotowanego na stole
laboratoryjnym (szpinak, pietruszka, itd.) w mozdzierzu z 0,5 ml 80% acetonu,
szczypta CaCO; i odrobing piasku. Nastepnie przenie$¢ ilosciowo na lejek
Schotta i przesaczy¢ pod obnizonym ci$nieniem. Mozdzierz i pozostalos¢ na
filtrze doktadnie przemywa¢ matymi porcjami acetonu i sgczyé. Przesacz
przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 25 ml i uzupetié acetonem do
kreski. Otrzymany ekstrakt barwnikow rozcienczy¢ 80% acetonem wediug
wskazan prowadzacego, tak aby wartosci absorpcji miescily si¢ w zakresie
0,1-0,6.

Oznaczenie wlasciwe

Zmierzy¢ na spektrofotometrze UV-vis (rys. 23) absorbancje przy
dtugosciach fal 646, 663 1 470 nm, stosujac 80% roztwor acetonu jako probe
odniesienia.
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UV-3100PC spactopnotometer

Rys. 23. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby $lepe;.

Obliczenia

Wyznaczy¢ zawarto$¢ chlorofili a 1 b oraz karotenoidéw na 1 g Swiezej
masy lisci uwzgl¢dniajagc dokonane rozcienczenia. Obliczy¢ stosunek chlorofilu
a do chlorofilu b. Poda¢ stosunek sumy barwnikéw chlorofilowych do
barwnikow karotenoidowych.

Obliczenia stgzen barwnikoéw (ug/ml) wykonaé wg wzorow:

Kar = (10004,,0 — 1,82C.pq — 85,02C.n,)/198

gdzie:

Cona = 12,25A663 — 2,79A446

Conp = 21,50A646 — 5,104 663

Ceha 1 Cenb — stezenie odpowiednio chlorofilu a i chlorofilu b (pg/ml),
Kar — stezenie karotenoidow (ug/ml),

Ase3,2 — absorbancja probki przy dtugosci fali 663 nm,
Asa6,3 — absorbancja probki przy dtugosci fali 646 nm,
Au70 — absorbancja probki przy dlugosci fali 470 nm,

Uzyskany wyniki pomiarow przedstawi¢ w tabeli 8.

Tabela 8. Zestawienie ilo§ciowej oceny barwnikoéw chlorofilowych i karotenoidowych

Rodzaj | Absorbancja

probki Ac46

Av63

Aa70

Ccha

Cenb

Ccha/Cchh

Kar

(Ccha+Cchb)/Kal'




13. Ocena barwy i jakosci olejow w zaleznosci od czasu
przechowywania i obrobki termicznej

13.1. Wstep teoretyczny

Lipidy sg jednym z podstawowych skltadnikow zywno$ci. Uznawane sg za
glowne zrddlo energii, a takze dostarczajg niezbgdnych nienasyconych kwasow
thuszczowych (NNKT). Pelnig one istotng rol¢ w ksztaltowaniu cech zywnosci,
takich jak smak, konsystencja czy wyglad. Do grupy lipidéw zaliczane sg oleje
jadalne. Zawieraja w swym skladzie niezwykle cenne nienasycone kwasy
thuszczowe, ktore stanowia nie tylko wazny element zdrowego odzywiania, ale
rowniez w znacznym stopniu determinujg transport sktadnikow odzywczych
w organizmie. Pod wzglgdem chemicznym oleje ro§linne zawieraja 97%
triglicerydow, 2% fosfolipidow oraz rdzne weglowodory. Z punktu widzenia
chemii zywno$ci, analiza lipidow w produktach spozywczych powinna
uwzgledniaé¢ calkowite stezenie lipidow, rodzaj obecnych lipidow, wlasciwosci
fizykochemiczne (krystalizacja, temperatura topnienia, temperatura dymienia,
reologia, gestos¢ i kolor), a takze strukturalng organizacje lipidow w zywnoSci.

Lipidy w olejach roslinnych moga ulega¢ wielu niekorzystnym
przemianom, okreslanych mianem jelczenia. Oksydacyjna degradacja olejow
ma najwigksze znaczenie. Proces utleniania lipidow prowadzi do strat
sktadnikow odzywczych, skrécenia okresu przydatnosci do spozycia
1 powstawania niepozadanych cech sensorycznych. W utlenionych olejach
kumulujg si¢ rowniez wtorne produkty utleniania, do ktérych naleza ketony
i aldehydy, a to prowadzi¢ moze do potencjalnych efektéw toksycznych czy tez
rakotworczych. Przemiany, jakim podlegaja tluszcze zwigzane mogg by¢
z obrobka termiczng, jakiej sa poddawane. Smazenie jest najbardziej
powszechnym termicznym procesem, nadajagcym pozadany smak i jakos¢
zywnos$ci. Wielokrotne wykorzystywanie i1 ogrzewanie oleju prowadzi do
powstawania niepozadanych zwigzkoéw chemicznych, ktéore negatywnie
oddziatywaja na jako$¢ zywnosci i1 zdrowie konsumentow. Podczas
podgrzewania oleju zachodzi szereg reakcji chemicznych, m.in. hydroliza,
utlenianie i polimeryzacja, prowadzacych do degradacji oleju. W efekcie
obrobki termicznej zawarte w olejach kwasy thuszczowe ulegajg przeksztalceniu
do karbonylu i nadtlenku, ktérych obecnos¢ w zywno$ci moze powodowaé raka
jelita grubego, miazdzyce i problemy z sercem. Smazenie wywoluje reakcje
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chemiczne, ktorych przebieg zalezny jest od wielu czynnikéw, w tym
temperatury i czasu smazenia, jakosci oleju, jego konwersji i stabilno$ci
oksydacyjnej. Intensywno$¢ reakcji chemicznych podczas smazenia (utlenianie,
hydroliza, cyklizacja, polimeryzacja, reakcja Millarda) zaleza tez od skaldu
chemicznego zywnosci poddawanej tej obrébce. Sam mechanizm utleniania
w  wysokich temperaturach jest analogiczny do autoutleniania podczas
przechowywania oleju, jedynie tempo procesu jest przyspieszone.

Zatem monitorowanie jako$ci olejow  spozywczych, szczegolnie
poddawanych procesowi smazenia jest niezbedne dla uniknigcia szkodliwego
wptywu oleju na zdrowie czlowieka

Opracowano szereg metod, umozliwiajacych okreslenie stopnia utlenienia
lipidow w zywnos$ci. Chromatografia jest uznawana za najbardziej miarodajng
metode monitorowania utleniania lipidow, poniewaz szczegotowo informuje
o profilu kwasow thuszczowych obecnych w lipidach. Jednak nalezy do metod
czasochtonnych i kosztownych. W$rdd innych metod wymieni¢ nalezy oceng
poboru tlenu. Technika ta jest przyktadem pomiaru zmniejszenia ste¢zenia
reagentow. Wykorzystuje si¢ takze analiz¢ nadtlenkow, ktore sa
pierwszorzegdowymi produktami reakcji, powstajacymi w poczatkowych
etapach utleniania, a zatem stanowia wskaznik postepu utleniania lipidow.
Jedna z najcze$ciej stosowanych metod oznaczania liczby nadtlenkowej,
wykorzystuje zdolnos¢ nadtlenkow do uwalniania jodu z jodku potasu. Wielu
informacji na temat wptywu obrobki termicznej na jakos$¢ oleju dostarcza
pomiar barwy. Zmiany barwy w olejach podczas smazenia sa najbardziej
zauwazalng reakcja degradacji oleju. Przyczyny reakcji tworzenia barwnikow
w oleju oraz czynniki wplywajace na te reakcje nadal nie sg dobrze poznane
1 wyjasnione. Wiadomo jednak, ze sktad chemiczny zywnos$ci, w tym zawarto$¢
produktow biatkowych powodujg najszybsze ciemnienie i termooksydacyjny
rozklad oleju do smazenia. Rozpad ten jest stymulowany takze obecnos$cia
glukozy 1 aminokwasow. Ocena barwy olejow moze by¢ wykonywana wieloma
technikami. Do szeroko wykorzystywanych metod nalezy analiza barwy metoda
spektrofotometryczng. Zasada metody oparta jest na pomiarze absorbancji
olejow (rozpuszczonych w rozpuszczalnikach organicznych np. w n-heksanie),
przy dwoch dhugosciach fali (dla barwnikéw karotenoidowych A=442 nm, a dla
barwnikéw chlorofilowych A=668 nm).
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13.2. Cze$¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie naturalnej barwy olejow w aspekcie surowca,
wykorzystanego do ttoczenia oraz wplywu obrobki termicznej na ten parametr
jakosci.

Analizowane produkty spozywcze

— oleje roslinne

Odczynniki chemiczne

— n-heksan

— mieszanina alkoholowo-eterowa (1 : 1)
— 1% roztwor fenoloftaleiny

— 0,1 N roztwor wodorotlenku potasu

— chloroform

— kwas octowy

— nasycony roztwor jodku potasu

- 0,5% wodna zawiesina skrobi

— 0,002 N roztwor tiosiarczanu sodu

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— probowki szklane z korkiem

— cylinder miarowy

— zlewki o pojemnosci 25 ml

— kolba stozkowa o pojemnosci 250 ml
— kuchnia mikrofalowa

— suszarka labortaoryjna

— kuchenka elektryczna

— spektrofotometr UV-vis

— waga laboratoryjna

— cylinder miarowy

— Dbiureta

— kolba stozkowa z korkiem na szlif o pojemnosci 250 ml
— pipety szklane

13.2.1. Oznaczenie barwy olejow

Metoda polega na pomiarze absorbancji probek olejow roslinnych po ich
rozcienczeniu, przy dwoch diugosciach fal w zakresie widzialnym: dla grupy
barwnikoéw karotenoidowych A=442 nm, dla grupy barwnikéw chlorofilowych
A=668 nm.
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Przygotowanie probek

Do probowek szklanych odmierzy¢ po 1 ml analizowanych olejow
(probowki opisac) i doda¢ 10 ml n-heksanu (do kazdej probowki). Probowki
zamkna¢ korkiem, doktadnie wymiesza¢ ich zawartos¢. Tak przygotowane
probki beda wykorzystane do pomiaru absorbancji w  zakresie
charakterystycznym dla karotenoidéw. Nastepnie do kolejnych probdwek
szklanych odmierzy¢ po 3 ml ocenianych olejow i doda¢ po 3 ml n-heksanu.
Proboéwki zamkng¢ korkiem i dokladnie wymiesza¢ ich zawarto§¢. Tak
rozcienczone probki olejow wykorzysta¢ do pomiaréw aborbancji w zakresie
charakterystycznym dla chlorofilow.

Oznaczenie wlasciwe

Przygotowane rozcienczone probki olejow przelac do kuwet
spektrofotometrycznych. Dokona¢ trzykrotnego pomiaru absorbancji (rys. 24).
Dla pierwszego zestawu probek (rozcienczenie 1:10) pomiar wykonaé na
spektrofotometrze przy dtugosci fali A=442 nm wobec n-heksanu, jako proby
zerowej. Dla drugiego zestawu probowek (3:3) pomiary absorbancji
przeprowadzi¢ przy dtugosci fali A=668 nm wobec heksanu, jako odniesienia.

o~ 3

UV-3100PC Specrophoiometer ‘
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Rys. 24. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugo$ci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby $lepe;.
Obliczenia

Barwe obliczono ze wzoru:
B = 1000 X (A442 +A668)

gdzie:

Ausr — usredniona warto$¢ absorbancji barwnikow karotenoidowych,
Asss — usredniona warto$¢ absorbancji barwnikow chlorofilowych,
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1000 — wspotczynnik przeliczeniowy.
13.2.2. Ocena wplywu obrébki termicznej na barwe olejow

Przygotowanie probek

Do szesciu zlewek o pojemnosci 25 ml (podpisa¢ zlewki w celu
identyfikacji) odmierzy¢ po 5 ml ocenianych olejow. Olej w pierwszej zlewce
potraktowac jako probke kontrolna, natomiast oleje w pigciu pozostatych
zlewkach podda¢ nastgpujacym obrébkom (rys. 25):

— krotkotrwate ogrzewanie mikrofalowe — wstawi¢ zlewke do kuchenki
mikrofalowej, ustawi¢ moc na 900 W i ogrzewacé przez 1 minutg,

— dhlugotrwale ogrzewanie mikrofalowe — wstawi¢ zlewke do kuchenki
mikrofalowej, ustawi¢ moc na 900 W i ogrzewac przez 5 minute,

— krotkotrwale suszenie — wstawi¢ zlewke do suszarki laboratoryjnej
nagrzanej do temperatury 100°C i ogrzewac przez 10 minut,

— dhlugotrwale suszenie — wstawi¢ zlewke do suszarki nagrzanej do
temperatury 100°C i ogrzewac olej przez 45 minut,

— smazenie — ustawi¢ zlewke na nagrzanej ptycie kuchenki elektrycznej
(ustawienie 6) 1 ogrzewac przez 10 minut.

Oznaczenie wlasciwe

Wykona¢ oznaczenia dla barwy olejow zgodnie z procedurg opisang
powyzej dla dwoch dlugosci fal.
Obliczenia

Obliczy¢ barwg olejow, korzystajac ze wzoru podanego w procedurze dla
badania olejow wedlug PN-A-86934:1995. Poréwnacé oleje we wszystkich

zlewkach 1 opisa¢ zaobserwowane zmiany barwy. Wyniki zestawi¢ w postaci
tabeli 9.

Rys. 25. Suszarka laboratoryjna i kuchnia mikrofalowa do obrébki termicznej olejow
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Tabela 9. Zestawienie barwy olejow w zalezno$ci od obrobki termiczne;j

. Absorbancja (-) . ]
Rodzaj probki Opis — - Obliczenie
1P barwy Barwniki Barwniki barwy

chlorofilowe | karotenoidowe
Olej 1

Nieogrzewany
(kontrolna)

Mikrofalowany
1min

Mikrofalowany 5
min

Suszony 10 min

Suszony 45 min

Smazony 10 min

Olej 2

Nieogrzewany
(kontrolna)

Mikrofalowany
1min

Mikrofalowany 5
min

Suszony 10 min

Suszony 45 min

Smazony 10 min

13.2.3. Oznaczanie jakoSci olejow — Ocena liczby kwasowej

Liczba kwasowa jest miarg zawarto$ci wolnych kwaséw tluszczowych, czyli
okresla stopien hydrolizy thuszczu. Zasada metody polega na rozpuszczeniu
probki oleju w mieszaninie rozpuszczalnikow i miareczkowaniu roztworem
wodorotlenku potasu.

Przygotowanie probek

Wykorzysta¢ probki olejow poddawanych obrobee termicznej oraz probke
oleju $wiezego. Do oznaczen przeznaczy¢ olej 1 i olej 2: nieogrzewany
(kontrola), mikrofalowany przez 1 min, mikrofalowany przez 5 min, suszony
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przez 10 min, suszony przez 45 min oraz smazony przez 10 min. Uwaga: Nie
rozciencza¢ probek n-heksanem.

Oznaczenie wlasciwe

Do kolby stozkowej o pojemnosci 250 ml pobra¢ 5-10 g oleju
z doktadnos$cia do 0,01g. Doda¢ 10 ml mieszaniny alkoholowo-eterowej (1:1)
1 wymiesza¢ zawarto$¢ kolby. Doda¢ 2-3 krople roztworu fenoloftaleiny.
Miareczkowa¢ 0,1 N roztworem wodorotlenku potasu do momentu pojawienia
si¢ jasnorozowego zabarwienia utrzymujacego si¢ przez 1 minute. Wykonac
trzy powtdrzenia oznaczenia.

Obliczenia

Dokona¢ obliczen liczby kwasowej zgodnie z podanym wzorem:
_ 56,1 XaXc

m

gdzie:

LK — warto$¢ liczby kwasowej wyrazona w mg KOH/g oleju,

a — objetos¢ 0,1 N roztworu wodorotlenku potasu zuzyta do
miareczkowania wyrazona w ml,

¢ — stezenie roztworu KOH (0,1N)

m — masa oleju wyrazona w g.

Uzyskane wyniki umiesci¢ w tabeli 10.



81

Tabela 10. Zestawienie wartos$ci liczb kwasowych dla olejow poddawanych obrébce
termicznej

Rodzaj probki Liczba kwasowa LK

Olej 1

Nieogrzewany
(kontrolna)

Mikrofalowany 1min

Mikrofalowany S min

Suszony 10 min

Suszony 45 min

Smazony 10 min

Olej 2

Nieogrzewany
(kontrolna)

Mikrofalowany 1min

Mikrofalowany S5 min

Suszony 10 min

Suszony 45 min

Smazony 10 min

Uzyskane wyniki odnie$¢ do maksymalnych dopuszczalnych wartosci
liczby kwasowej w wybranych olejach (dla prob kontrolnych). Dla oleju
sojowego liczba maksymalna wynosi 5, dla oleju stonecznikowego - 6,
rzepakowego - 4, palmowego i kokosowego — 12, dla oliwy z oliwek 6,6 (rafin.
0,6). Oceni¢ wplyw obrobki termicznej na liczbg kwasowa olejow.

13.2.4. Oznaczanie jakosci olejow — Ocena liczby nadtlenkowej

Liczba nadtlenkowa jest miarg zawartosci nadtlenkoéw i traktowana jest jako
wskaznik stopnia utlenienia (zjetczenia) thuszczu. Zasada metody polega
poddaniu probki analitycznej, znajdujacej si¢ w roztworze kwasu octowego
i chloroformu, dziataniu roztworu jodku potasu, a nastepnie miareczkowaniu
wydzielonego  jodu  mianowanym  roztworem  tiosiarczanu  sodu.
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Przygotowanie probek

Wykorzysta¢ probki olejow poddawanych obrdbee termicznej oraz probke
oleju $wiezego. Do oznaczen przeznaczy¢ olej 1 i olej 2: nieogrzewany
(kontrola), mikrofalowany przez lmin, mikrofalowany przez 5 min, suszony
przez 10 min, suszony przez 45 min oraz smazony przez 10 min. Uwaga: Nie
rozciencza¢ prébek n-heksanem.

Oznaczenie wlasciwe

Do kolby stozkowej ze szlifem pobra¢ 5-10 g oleju z doktadnoscia do 0,01
g. Doda¢ 5 ml chloroformu i wymiesza¢ zawarto$¢ kolby do calkowitego
rozpuszczenia zawartosci. Dodac¢ 7,5 ml kwasu octowego i 0,5 ml nasyconego
roztworu jodku potasu. Niezwltocznie zamkngé kolbe korkiem i mieszaé
zawarto$¢ kolby przez 1 minute. Pozostawi¢ w ciemnosci na 5 minut. Po
uptywie 5 minut doda¢ okoto 37,5 ml wody destylowanej, optukujac starannie
korek. Doda¢ 2-3 krople roztworu skrobi i wymiesza¢ (pojawi si¢ niebiesko-
szare zabarwienie). Miareczkowaé 0,002 N roztworem tiosiarczanu sodu do
odbarwienia zawartosci kolby. Wykonac trzy rownolegle oznaczenia. Wykona¢
takze probe Slepa, postepujac w sposob opisany powyzej, ale nie pobierajac do
kolby oleju.

Obliczenia

Wykonaé¢ obliczenia liczby nadtlenkowej badanych olejow zgodnie ze
wzorem:

V., —V,) Xc
sz%xwoo

gdzie:

LN — liczba nadtlenkowa [mEqO2/kg oleju]

V| — objetos¢ roztworu tiosiarczanu sodu zuzyta do miareczkowania probki
oleju [ml],

Vo — objetosé¢ roztworu tiosiarczanu sodu zuzyta do miareczkowania proby
slepej [ml],

¢ — stezenie roztworu tiosiarczanu sodu [mol/1]

m — masa oleju [g].

Uzyskane wyniki umiesci¢ w tabeli 11.
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Tabela 11. Zestawienie wartos$ci liczb nadtlenkowych dla olejow poddawanych obrobce
termicznej

Rodzaj probki Liczba nadtlenkowa LN
Olej 1
Nieogrzewany
(kontrolna)

Mikrofalowany 1 min

Mikrofalowany 5 min

Suszony 10 min

Suszony 45 min

Smazony 10 min

Olej 2

Nieogrzewany
(kontrolna)

Mikrofalowany 1 min

Mikrofalowany 5 min

Suszony 10 min

Suszony 45 min

Smazony 10 min

Uzyskane wyniki odnie$¢ do maksymalnych dopuszczalnych wartosci
liczby nadtlenkowej w wybranych olejach (dla prob kontrolnych). Maksymalna
warto$¢  liczby nadtlenkowej dla oleju sojowego, stonecznikowego,
rzepakowego, palmowego i1 kokosowego wynosi 5. Natomiast dla oliwy
z oliwek - 20. Oceni¢ wptyw obrobki termicznej na liczbe nadtlenkowa olejow.



14. Wplyw procesow termicznych na zawartos¢
tiocyjanianow w warzywach

14.1. Wstep teoretyczny

Obecnie odnotowuje si¢ rosnace spozycie warzyw z rodzaju Brassica. Do tej
grupy naleza m.in. brokuly, jarmuz, rzepa, brukselka, kapusta pekinska
i kalafior. Zwigkszony udzial tych warzyw w diecie zwigzany jest z roznymi
dziataniami prozdrowotnymi, ktoére przypisywane sg ponad 100 ré6znorodnym
zwigzkom nazywanych glukozynolanami. Popularno$¢ warzyw kapustnych
(krzyzowych) w diecie wzrasta, chociazby ze wzglgdu na fakt, Ze ich
spozywanie wigze si¢ ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania na raka Jednak
pojawiajg si¢ doniesienia na temat mozliwego niekorzystnego wplywu
spozywania warzyw kapustnych na czynno$¢ tarczycy, co wiaze si¢
przeksztatceniami glukozynolandw w tiocyjaniany. Tiocyjaniany sg bowiem
kompetycyjnymi  inhibitorami  jodu 1 hamujg jego gromadzenie
w tarczycy, co moze prowadzi¢ do zmniejszenia produkcji hormonow tarczycy.
Glukozynolan nalezy do wtérnych metabolitow roslin, odpowiedzialnych za
ostry 1 gorzki smak. Obecnie zidentyfikowano ponad 120 glukozynolanéw u 16
rodzin ro$lin, w tym Brassicaceae. Chemicznie zwiazki te majg posta¢ glukozy
potaczonej z organicznymi anionami, zawierajagcymi siarke. Moga one ulegaé
hydrolizie przez ro$linny enzym mirozynaze. W komorkach roslinnych
glukozynolany zgromadzone sg w innych obszarach od mirozynazy. Natomiast
po ich uszkodzeniu glukozynolan jest hydrolizowany przez enzymy. W efekcie
tej reakcji enzymatycznej powstajg rd6znego rodzaju produkty uboczne, co jest
uzaleznione od specyfiki ro$liny, podstawnikow w tancuchu bocznym, pH
samej komorki oraz koncnetracji zelaza w komoérce. Do produktow rozkladu
glukozynolanow zaliczane sg izotiocyjanian, nitryl, tiocyjanian, epitonitryl
1 oksazolidynetion. Zwigzki te majg zrdznicowang aktywnos$¢ biologiczng
i wywotuja dzialania niepozadane. Wsrod tych efektow ubocznych wymienia
si¢ zahamowanie wzrostu i przerost watroby, nerek lub tarczycy. Jednak
najwicksze dziatania niepozadane zwigzane sg ze zmiang metabolizmu
hormondéw tarczycy. Niedobdr jodu, moze poglgbia¢ si¢ po spozywaniu
glukozynolanow z  warzyw  krzyzowych, a takze tiocyjanianu,
metabolizowanego z glukozydow cyjanogennych, wystepujacych w zywnosci.
Problem ze spozywaniem warzyw kapustnych wynika przede wszystkim z faktu
przemian, zawartych w nich glukozynolanow. Efektem tych przemian jest
wytwarzanie izotiocyjanianow, z ktorych czes¢ ulega natychmiastowemu
rozpadowi, uwalniajagc trwale naladowany jon tiocyjanianowy. Jednak wiele
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badan wskazuje, ze produkty degradacji glukozynolandw przez mirozynazg
maja istotne dziatanie przeciwnowotworowe. Do takich zwigzkéw naleza
niskoczasteczkowe alifatyczne izotiocyjaniany, izotiocyjanian fenylu, oraz dwa
produkty  degradacji  glukozynolanow  indolowych, indolo-3-karbinol
i diindolylometan.

Obecnie w przemysle spozywczym wzrosto zainteresowanie naturalnymi
produktami ro$linnymi jako s$rodkami przeciwdrobnoustrojowymi do
zastosowan w utrwalaniu zywnosci. Izotiocyjaniany sg substancjami lotnymi,
ktoére wykazujg dziatanie hamujace na rozwoj roznych mikroorganizmow
patogennych. Stosowanie allilu ITC (AITC) zostato juz zatwierdzone w Japonii
do konserwacji zywnos$ci (zwiazek stosowany do utrwalania zywnos$ci musi
mie¢ udokumentowane naturalne roslinne Zroédto pochodzenia), ale istnieje
niewiele informacji na temat dziatania przeciwbakteryjnego innych
izotiocyjaniandw. Zwiazki te sg rodwniez obecne w zywno$ci z dodatkiem
przypraw wykonanych z warzyw Brassicaceae, najczesciej musztardy, chrzanu
lub wasabi. Obecnie wlasciwosci izotiocyjaniandw jako zwigzkoéw
przeciwbakteryjnych,  przeciwgrzybicznych 1  przeciwnowotworowych
doprowadzily do zwigkszenia zainteresowania naukowcow w tworzeniu
nowych dodatkow do zywnosci i suplementow diety.

Jednakze pomimo rozwoju metod wysokosprawnej chromatografii
cieczowej o wysokiej wydajnosci i1 spektrometrii mas do pomiaru produktow
hydrolizy glukozynolanbw w osoczu ludzkim, nie stworzono wytycznych,
dotyczacych bezpieczenstwa spozywania warzyw kapustnych. W metodach
analitycznych, do oznaczania koncentracji tiocyjaniandbw w ZywnoSci
pochodzenia roslinnego, =zastosowanie maja metody kolorymetryczne.
Wykorzystuje si¢ zalezno$¢ mozliwosci ekstrakcji tiocyjanianéw z probek przy
wykorzystaniu kwasu trichlorooctowego (TCA). Nastgpnie przeprowadzana jest
reakcja z jonami zelaza. W kwasnym Srodowisku TCA powstaje intensywnie
czerwone zabarwienie w wyniku tworzenia si¢ komplekséw od Fe(SCN)** do
Fe(SCN)6°. Intensywno$¢ tego zabarwienia oznacza sie spektrofotometrycznie,
przy wykorzystaniu krzywej wzorcowej dla roztworu podstawowego jonow
SCN-.

14.2. Cze$¢ praktyczna

Celem c¢wiczenia jest oznaczenie zawarto$ci tiocyjaniandw w wybranych
warzywach oraz wykazanie wptywu ogrzewania w $rodowisku wodnym na
zachowanie tych zwigzkow w produkcie.
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Analizowane produkty spozywcze

kapusta biata
brokut
cebula
brukselka

Odczynniki chemiczne

5% roztwor kwasu trichlorooctoweg (TCA)

roztwor azotanu(V) zelaza(Ill) (rozpusci¢ 80g Fe(NOs), x 9H,O (404
g/mol) w 250 ml 2M kwasu azotowego (V), uzupehi¢ woda do 500 ml)
roztwor A — roztwor podstawowy jonow SCN- (rozpusci¢ 16,7 mg
rodanku potasu (97 g/mol) w 100 ml 5% kwasu trichlorooctowego)

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

sprzet do rozdrabniania warzyw (deska, noz)

zlewka o pojemnosci 150 ml

mozdzierz porcelanowy o pojemnosci 100 ml z thuczkiem (pistelem)
cylinder miarowy o pojemnosci 50 ml

lejek sredni i maty

kolbka stozkowa o pojemnosci 100 ml ze szlifem

filtry strzykawkowe wraz ze strzykawkami o pojemnosci 5 ml
probowki szklane wraz ze statywem

pipety szklane

probowki wirownicze

bibula filtracyjna

waga laboratoryjna

plyta grzejna

spektrofotometr UV-vis

kuwety spektrofotmetryczne

Wykonanie krzywej wzorcowej

10 ml roztworu A rozcienczy¢ 5% roztworem TCA do 100 ml, uzyskujac
w ten sposob roztwor wzorcowy B, ktorego 1 ml zawiera 10 pg jonéow SNC-.
Z tego roztworu przygotowa¢ krzywa wzorcowg (kalibracyjng) wedtug
schematu podanego w tabeli 12. Pobiera¢ pipeta do kolejnych probéwek od
0 do 5 ml roztworu wzorcowego B 1 uzupetnia¢ do 5 ml 5% TCA.
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UV-3100PC spectrophotometer ‘

36A-T24E TS

Rys. 26. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOA —
ustawianie dtugosci fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji proby §lepe;.

Tabela 12. Sposob przygotowania roztworéw wzorcowych przeznaczonych do
wykreslenia krzywej wzorcowej

Roztwoér B 5% roztwor TCA Roztwér azotanu stezenie
(ml) (ml) (V) zelaza (IIT) (ml) (ng/ml)
0 5 5 0 ($lepa)

1 4 5 2

2 3 5 4

3 2 5 6

4 1 5 8

5 0 5 10

Po przygotowaniu roztworow wzorcowych zmierzy¢ absorbancij¢
trzykrotnie, wobec proby Slepej odczynnikowej przy dtugosci fali 470 nm (rys.
26). Uzyskane wyniki zapisa¢ w tabeli 13.
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Tabela 13. Wyniki pomiaru absorbancji przygotowanych roztworéow wzorcowych
(zgodnie z tabela powyzej)

Ax Az A3 A
Stezenie | . Lo R oz
(ng/ml) | pierwszy pomiar drugi pomiar | trzeci pomiar warto$¢
absorbancji absorbancji absorbancji Srednia
0 (lepa)
2
4
6
8
10

Na podstawie odnotowanych wynikow badan wykresli¢ na papierze
milimetrowym krzywg kalibracyjng — zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia.

Przygotowanie probek

Z jednorodnej, rozdrobnionej proby badanego materiatu przygotowac dwie
nawazki po 5 g. Jedng z nich przenie$¢ do zlewki o pojemnosci 150 ml, doda¢
50 ml wody i1 ogrzewa¢, utrzymujgc w niewielkim wrzeniu przez 10 minut.

Nastgpnie surowy i gotowany (po odlaniu wody) material rozetrzec
doktadnie w mozdzierzu porcelanowym, przenies¢ ilosciowo do kolb
stozkowych ze szlifem o pojemnosci 100 ml, dodajgc po 45 ml 5% kwasu
trichlorooctowego (TCA) 1 wytrzasa¢ przez 10 minut. Probki przenie$¢ do
proboéwek wirowniczych (pamigta¢ o doktadnym nawazeniu) i odwirowac przy
3000 obr/min przez 10 minut. Po wirowaniu, przesaczy¢ przez saczek twardy.

Z kazdego przesaczu (po doktadnym wymieszaniu) pobra¢ po 2 ml do
2 probowek. Do jednej doda¢ 2 ml wody (Slepa proba), a do drugiej — 2 ml
roztworu Fe(NOs), (od tego momentu przetrzymywac proby bez dostgpu
$wiatta). Dodatkowo nalezy przygotowac probe $lepa odczynnikowsa, biorac
2 ml wody i 2 ml azotanu (V) zelaza (III).

Oznaczenie wlasciwe

W przygotowanych probkach zmierzy¢ absorbancj¢ na spektrofotometrze
UV-vis wobec wody destylowanej przy dlugosci fali 470 nm w czasie nie
dtuzszym niz 5 min od dodania azotanu (V) zelaza (III). Kolejnosc
dokonywania pomiaréw: proba $lepa, proba Slepa odczynnikowa i proby
wiasciwe — najpierw probka surowa, a potem po gotowaniu.
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Obliczenia

Stezenie tiocyjaniandéw w badanych probkach odczyta¢ ze wczesniej
wykreslonej krzywej wzorcowej, pomniegjszajac uzyskana absorbancje
o warto$ci odpowiednich prob — sSlepej i odezynnikowej. Wynik przeliczy¢ na
pobrang nawazke i nastgpnie na 100 g produktu. Oceni¢ wplyw obrobki
termicznej surowcoOw roslinnych na koncentracje tiocyjanianow.



15. Oznaczanie lepkosci roztworow skrobi
w zaleznosSci od temperatury i stezenia
z wykorzystaniem reometru oscylacyjnego

15.1. Wstep teoretyczny

Reologia jest naukg na badaniem deformacji i przeptywu materii w odpowiedzi
na przylozone napr¢zenie lub odksztalcenie. Materiaty mozna sklasyfikowaé
jako newtonowskie lub nienewtonowskie. W przypadku wigkszosci produktow
spozywczych stwierdzono, ze wykazuja one wlasciwosci nienewtonowskich
uktadéw lepkosprezystych. Dla tych produktéw wazne jest badanie lepkosci,
ktéra jest jedng =z wlasciwosci reologicznych materiatu. Trudno$ci
W wyznaczaniu tego parametru wynikajg przede wszystkim z faktu, iz Zzywnos$¢
nalezy do zlozonych uktadéw, w ktorych o lepkosci najczesciej decyduje
obecno$¢ wielu sktadnikow, a nie konkretnego pojedynczego. Istotne zmiany
lepkosci zwigzane sg nie tylko ze sktadem zywnosci, ale réwniez ze sposobem
i warunkami pomiarowymi. Na ten parametr wplywajag bowiem m.in.
temperatura, st¢zenie, czas pomiaru, masa czasteczkowa, stopien rozdrobnienia
materiatu czy warto$§¢ pH. Jednym z najwazniejszych surowcéw w przemysle
spozywczym sg maki. Rozne maki, wykorzystywane w recepturze wypieku
chleba, beda determinowaly odmienne wlasciwosci fizykochemiczne,
funkcjonalne i sensoryczne gotowego produktu. Zatem na cechy jakosci
pieczywa z réznych rodzajow mak wplywaja wiasciwosci funkcjonalne
i reologiczne mak, wykorzystanych w recepturze. Wtasciwosci funkcjonalne
maki sg zwigzane z gestoscig, zdolnoscig pecznienia, wskaznikiem absorpcji
wody, wskaznikiem rozpuszczalnosci w wodzie, zdolno$cia absorpcji thuszczu,
aktywnos$ciag emulgujaca 1 zdolnos$cig spieniania. Natomiast wlasciwosci
reologiczne s3 zwigzane m.in. z lepkos$cia szczytowa, lepko$cia rozkladu,
lepkoscig koncowa czy tez lepkoscia zwrotng. Wyniki badan wskazujg, ze
wséréd magk zbozowych, jedynie maka pszenna ma zdolno$¢ do tworzenia
trojwymiarowego lepkosprezystego ciasta po zmieszaniu z wodg. Jednak
podkresli¢ nalezy, ze ciasta z mak pszennych nie mogg by¢ okreslane jedynie
jako stezona zawiesina granulek skrobi w uwodnionej matrycy glutenowe;j.
Skrobia jest bowiem w stanie utworzy¢ ciagla sie¢ czasteczek wraz
z wielkoczasteczkowsg siecig uwodnionego glutenu. Wiasnie frakcja skrobiowa
jest w duzym stopniu odpowiedzialna za nieliniowe zachowanie lepkospr¢zyste
ciast mgcznych. Jednak udzial tych dwoch niezaleznych sieci reologicznych
w ciastach stwarza trudnosci w jednoznacznym stwierdzeniu i wskazaniu
wzajemnych oddzialywan pomigdzy skrobig i glutenem. Chociaz badania
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reologiczne mak 1 ciast s3 od dawna wykonywane w praktyce laboratoryjnej,
nadal istnieje znaczne ograniczenie zrozumienia powigzan badanych
wlasciwosci z jakosciag wypiekow. Moze to wynika¢ z faktu, ze ciasto pszenne
jest uwazane za prawdopodobnie najbardziej dynamiczny i skomplikowany
system reologiczny. Jest to uktad lepkosprezysty, ktory wykazuje wlasciwosci
Scinajgco-rozciaggliwe 1 tiksotropowe, co jest konsekwencjg ztozonej struktury
ciasta (granulki skrobi otoczone przez trojwymiarows sie¢ biatek).

Dla technologéw zb6z reologia jest cennym narzgdziem w ocenie jakos$ci
mak, a pomiary reologiczne w catym tancuchu przetworczym wykorzystywane
sa w celu monitorowania wlasciwos$ci mechanicznych, struktury molekularne;
i skladu, przewidywania zachowania si¢ materialdow podczas przetwarzania
i przewidywania jakosci gotowego produktu. W praktyce laboratoryjnej
wykorzystuje si¢ wiele metod badawczych dla pomiaru wlasciwosci
reologicznych. Metody te klasyfikuje si¢ jako empiryczne (opisowe, imitacyjne)
i podstawowe (fundamentalne). Bazujagc na empirycznych parametrach
reologicznych mozna okres$li¢ optymalng jako$¢ maki dla okreslonego celu.
Techniki empiryczne stosowane do kontroli jakosci ciasta sg powszechnie
uznawane za metody standardowe. Wsrod metod reologicznych, powszechnie
wykorzystywanych w kontroli jakosci zywnoSci, analizy reologiczne ciasta sg
uznawane za najprawdopodobniej najbardziej zréznicowane.

W ostatnim czasie obserwuje si¢ nowe pomysly na mieszanie réznych magk
do wypieku, w celach fortyfikacyjnych, dla poprawy efektywnosci kosztowe;,
ze wzgledu rowniez na pojawiajace si¢ problemy z tancuchem dostaw maki
pszennej a takze zwigkszenie preferencji  klientow, dotyczacych
prozdrowotnych  wlasciwosci mak niezbozowych. W takich wlasnie
przypadkach, tworzenia nowych mieszanek wypiekowych, niezbedne s3
badania wlasciwosci reologicznych mak i ciast. Ze wzgledu na rozwdj zywnosci
wygodnej, bardzo czgsto przemyst spozywczy ma do czynienia z gotowanymi
zawiesinami maki zbozowej, takimi jak sosy, zupy, kaszki, proszki
btyskawiczne oraz maki i skrobie modyfikowane do produkcji Zywnosci
specjalnego przeznaczenia. W efekcie dyspersji maki zbozowej lub tez skrobi
w wodzie, utworzona zostaje zawiesina, ktorej wlasciwosci reologiczne, w tym
lepkos$¢, uzaleznione sg w duzej mierze od rodzaju i sktadu zboza, stezenia
rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych substancji statych, obrobki cieplnej oraz
temperatury pomiaru.

W  pomiarach cech reologicznych Zzywnosci wykorzystywane sa
wiskozymetry i1 reometry. Nalezg one do urzadzen, stuzacych do pomiaru
przeptywu i odksztatcenia $cinajgcego materialdw. Najczesciej wykorzystuje si¢
reometry kapilarne i reometry rotacyjne. Reometr kapilarny uznawany jest za
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najodpowiedniejszy do pomiaréw lepkosci przy S$cinaniu z zastosowaniem
odpowiednich dla procesu technologicznego predkosci $cinania, lepko$ci po
rozciagnigciu oraz lepkosci zaleznej od ci$nienia. Reometry rotacyjne okreslane
sa za odpowiednie do pomiaréw bardzo niskich predkosci $cinania / lepkosci,
okreslania zmian wtasciwosci strukturalnych poprzez pomiary oscylacyjne
o niskiej amplitudzie i kontrolowanym odksztalceniu oraz zwigzanych z nimi
badan, takich jak analiza granicy plastyczno$ci i pelzania / powrotu pelzania.
W przypadku pomiaréw rotacyjnych urzadzenia pracujg w dwdch mozliwych
trybach pomiarowych tj. kontrolowane napr¢zenie lub kontrolowana predkosc.
Natomiast pomiary oscylacyjne polegaja na przylozeniu do materialu
sinusoidalnej, oscylujgcej fali naprezenia i pomiarze wytworzonej fali
odksztatcenia.

15.2. Cze$¢ praktyczna

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie lepkosci roztwordéw skrobiowych o réznych
stezeniach 1 w r6znych temperaturach, dla okreslenia wptywu tych czynnikow
na kleikowanie skrobi.

Analizowane produkty spozywcze

— skrobia ziemniaczana

Szklo laboratoryjne, sprzet i akcesoria

— kolby Erlenmeyera o pojemnosci 250 ml

— Dbagietki szklane

— waga laboratoryjna

— cylinder miarowy

— laznia wodna

— wiskozymetr Visco Tester VT7 z wrzecionami

Przygotowanie probek

Przygotowac¢ 250 ml roztwordéw skrobiowych o stezeniach 3, 6 oraz 9% (po
3 roztwory o kazdym stezeniu). W tym celu nawazy¢ odpowiednig ilo$¢ skrobi
i rozpusci¢ w 250 ml wody. Przygotowane roztwory podpisa¢ dla identyfikacji
probek. Nastepnie roztwory umie$ci¢ w tazni wodnej (rys. 27) i ciagle
mieszajgc ogrzewaé do temperatury 65, 80 i 95°C (pomiar za pomoca
termometru, umieszczonego obok tazni wodnej).
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Rys. 27. Laznia wodna do przygotowania roztwor6w skrobi

Oznaczanie wlasciwe

Zmierzy¢ lepko$¢ roztworow o rdéznych stezeniach przy uzyciu aparatu
Visco-Tester VT7 (rys. 28, pod nadzorem Prowadzacego).

: ]ﬁ%}
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Rys. 28. Aparat Visco-Tester VT7 wraz z wrzecionami do pomiardéw lepkosci
roztworow

Obliczenia

Odczytane z wy$wietlacza aparatu wyniku umiesci¢ w tabeli 14.

Tabela 14. Zestawienie pomiarow lepkosci roztworéw skrobiowych

Stezenie Lepkos$¢ w Lepkos¢ w Lepkos¢ w
kleiku (%) | temperaturze 65°C | temperaturze 80°C | temperaturze 95°C
3
6
9

Wyniki przedstawi¢ jako wykres zmiennosci lepkosci w funkcji stezenia
skrobi w mieszaninie (oddzielne wykresy dla trzech temperatur).



16. Pytania na zaliczenie teoretyczne, weryfikujace

[1]

[9]

wiedze studentow

W jakiej postaci moga wystgpowac barwniki fotosyntetyczne?

Co to jest chlorofil i w jakich formach moze wystepowaé w zywnosci?
Jakie sg metody oznaczania barwnikoéw fotosyntetycznych w zywno$ci?
Istota spektrofotometrycznego pomiaru barwnikow fotosyntetycznych
W zZywnosci.

Z punktu widzenia chemii zywnos$ci, na czym polega analiza lipidow
w produktach spozywczych?

Na czym polega oksydacyjna degradacja olejow?

Jakie reakcje chemiczne zachodza w olejach podczas ogrzewania?

Jakie sa metody, umozliwiajagce okreslenie stopnia utlenienia lipidow
W zywno$ci?

O jakich cechach zywnosci decyduje obecnos¢ kwaséw w produktach?

[10] Jakie sa rodzaje kwasowosci produktow spozywczych?

[11] Od czego zalezy pH produktéw spozywczych?

[12] Jakie sa metody pomiary kwasowosci produktow spozywczych?

[13] Co to sg antocyjany?

[14] W jaki sposdb antocyjany wykorzystywane sg w przemysle spozywczym?
[15] W jakim celu okresla si¢ poziom antocyjanow w produktach rolno-

spozywczych?

[16] Jakie metody wykorzystywane sg do oznaczaniu zawartosci antocyjanéw

W zywno$ci?

[17] Co to sg biatka i jaki maja przeci¢tny sktad chemiczny?

[18] Czym sa biatka pelnowartosciowe?

[19] Jakie sa metody ilosciowych oznaczen biatka w produktach spozywczych?
[20] Jakie sg metody jakosciowego oznaczania biatka w Zywnosci?

[21] Do jakiej grupy chemicznej zaliczane sg flawonoidy?

[22] Wykorzystanie flawonoidéw w produkcji zywnosci.

[23] Podziat flawonoidow ze wzgledu na ich budowe¢ chemiczna.

[24] Metody oznaczania flawonoidow w produktach spozywczych.

[25] Jakie wiasciwosci reologiczne wykazuja produkty spozywcze?

[26] Jakie czynniki wplywaja na lepkos$¢ produktow spozywczych?

[27] Z czego wynikaja trudno$ci w badaniach reologicznych mak i ciast?
[28] Metody pomiaru cech reologicznych produktéw spozywczych.
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[29] Co to jest likopen?

[30] Czym jest likopen pod wzgledem strukturalnym?

[31] Przyczyny degradacji likopenu.

[32] Metody oznaczania likopenu w Zzywnosci.

[33] Co okresla sformutowanie witamina C?

[34] Wykorzystanie witaminy C/kwasu askorbinowego w przemysle
SpozZywczym.

[35] Zastosowanie kwasu askorbinowego w wytwarzaniu migsa mielonego oraz
wedlin.

[36] Metody oznaczania kwasu askorbinowego w zywnosci.

[37] Definicja btonnika pokarmowego.

[38] System klasyfikacji sktadnikow blonnika pokarmowego.

[39] W jaki sposob fizykochemiczne wiasciwos$ci btonnika pokarmowego moga
by¢ modyfikowane?

[40] Metody oznaczania btonnika pokarmowego w zywnosci.

[41] W jakim celi okresla si¢ rodzaj i stezenie wgglowodanow w zywnos$ci?

[42] Podziat wegglowodanow ze wzgledu na ich budowg chemiczna.

[43] Ktére weglowodany zaliczane sg do grupy cukrow redukujacych?

[44] Metody oznaczania we¢glowodanow w produktach spozywczych.

[45] Roznice pomiedzy skrobig typu A i B.

[46] Znaczenie skrobi w produktach spozywczych.

[47] Wykorzystanie skrobi w przemysle spozywczym.

[48] Metody oznaczania skrobi w produktach spozywczych.

[49] Od czego zalezy sktad mineralny wod powierzchniowych i podziemnych?

[50] Od czego zalezg wlasciwosci fizykochemiczne wod butelkowanych?

[51] Znaczenie wapnia i magnezu w wodach mineralnych dla zdrowia
cztowieka.

[52] Metody oznaczania koncentracji wapnia i magnezu w odach mineralnych.

[53] Co to s3 tiocyjaniany?

[54] Przemiany glukozynolanéw w produktach spozywczych.

[55] Wykorzystanie izotiocyjaniandw przemysle spozywczym.

[56] Jakie sa metody oznaczania koncentracji tiocyjaniandow w zywnosci
pochodzenia roslinnego?

[57] Co to sa polifenole?

[58] Podziat zwigzkéw fenolowych ze wzgledu na ich budowe chemiczna.

[59] Jakie kwasy fenolowe wystepuja w produktach spozywczych?

[60] Metody oznaczania zwigzkow fenolowych w zywnoSci.
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Spektrofotometryczne oznaczanie barwy ogolnej

Dyrektywa 1999/79/WE zmieniajaca trzecig dyrektywe Komisji 72/199/EWG z
dnia 27 kwietnia 1972 r. ustalajagca wspolnotowe metody analiz do celow
urzedowej kontroli pasz.

Dyrektywa Parlamentu Europejskiego i Rady 2009/54/WE z dnia 18 czerwca
2009 r. w sprawie wydobywania i wprowadzania do obrotu naturalnych wéd
mineralnych.

Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 152/2009 z dnia 27 stycznia 2009 r.
ustanawiajace metody pobierania probek i dokonywania analiz do celow
urzedowej kontroli pasz.

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 31 marca 2011 r. w sprawie
naturalnych wod mineralnych, wod zrédlanych i1 wod stotowych, Dz.U. 2011 nr
85 poz. 466

http://ecoursesonline.iasri.res.in/mod/page/view.php?id=392
http://ecoursesonline.iasri.res.in/mod/page/view.php?id=3925

http://eur-
lex.europa.cu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:1990:272:0001:0192:EN:P
DF

http://eur-
lex.europa.cu/LexUriServ/LexUriServ.do?uri=0J:L:2002:010:0047:0052:EN:P
DF;

http://opus.uleth.ca/handle/10133/3303
http://repository.sustech.edu/handle/123456789/22634
http://stevegallik.org/pdf/CellBiologyOLM _Exercise01 2012.pdf
http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1134&typ=html
http://www.medicinacomplementar.com.br/biblioteca/pdfs/Cancer/ca-4654.pdf
http:/www.chemia.uni.lodz.pl/kchogin/dydaktyka/toksykologia/PDF/T3.pdf

https://chemia.ug.edu.pl/sites/default/files/ nodes/strona-
chemia/59470/files/chemia srodowiska cw_6.pdf

https://chemia.ug.edu.pl/sites/default/files/ nodes/strona-
chemia/53088/files/chemia_zywnosci cwiczenie 9.pdf



124

https://ecolebooks.com/v2/unit-5-determination-of-hardness-of-water-using-
complexometric-titration-inorganic-chemistry-practicals/

https://link.springer.com/content/pdf/10.1007/978-3-319-45776-5 36.pdf

https://nap.nationalacademies.org/catalog/1780/drinking-water-and-health-
volume-1

https://people.umass.edu/~mcclemen/581Carbohydrates.html
https://people.umass.edu/~mcclemen/581Carbohydrates.html
https://people.umass.edu/~mcclemen/581Lipids.html

https://www.canterbury.ac.nz/media/documents/science-
outreach/magnesium_calcium.pdf

https://www.gammadot.com/index.htm?Theory/What is_a Rheometer.htm~ma
inFrame

https://www.intechopen.com/chapters/38573
https://www.intechopen.com/chapters/38573

https://www.mt.com/de/en/home/library/guides/laboratory-division/food-
quality-control/acidity-and-acid-content-determination-guide.html
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