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1. Oznaczanie białek w produktach mlecznych  

i produktach ubocznych fermentacji mlekowej 

techniką spektrofotometryczną i metodą formolową 

1.1. Wstęp teoretyczny 

Białka należą do związków wielkocząsteczkowych, składających się  
z aminokwasów połączonych wiązaniami peptydowymi (w określonych 
sekwencjach i rodzajach). Zawierają szereg pierwiastków w tym węgiel (50-
55%), wodór (6-7%), tlen (20-23%) i azot (12-19%). Ponadto w składzie białek 
występują również inne pierwiastki, takie jak siarka, fosfor, żelazo i miedź. 
Aminokwasy tworzące białka posiadają dwie grupy funkcyjne, tj. grupę 
aminową i grupę karboksylową. Obecność grup aminowych odpowiada za 
właściwości zasadowe, podczas gdy grup karboksylowych za właściwości 
kwasowe. Aminokwasy cechują właściwości amfoteryczne, ujawniające się  
w zależności od pH środowiska - przybieranie charakteru kwaśnego, gdy 
znajdują się w środowisku zasadowym, a zasadowego w kwaśnym roztworze. 

Białka odgrywają niezwykle ważną rolę we wzroście i prawidłowym 
funkcjonowaniu organizmu człowieka, a wraz z węglowodanami i lipidami, 
stanowią najważniejsze składniki odżywcze w diecie. Dodatkowo białka pełnią 
wiele innych funkcji w organizmie, m.in. wykazują aktywność enzymatyczną 
oraz biorą udział w transporcie składników odżywczych i innych związków 
biochemicznych przez błony komórkowe. Aby utrzymać te ważne funkcje, 
konieczne jest dostarczanie organizmowi dobrej jakości białek poprzez dietę. 

Biorąc pod uwagę źródło pochodzenia, białka można podzielić na trzy 
grupy tj. białka roślinne, zwierzęce i białka grzybowe. Białka roślinne pochodzą  
z surowców roślinnych, takich jak orzechy, soja i zboża. Natomiast białka 
zwierzęce to białka pochodzące z produktów zwierzęcych, m.in. mleko, jaja, 
mięso i produkty rybołówstwa. Mianem białka pełnowartościowego określa się 
jedynie białko zwierzęce, ze względu na fakt, iż zawiera niezbędne 
(ograniczające) aminokwasy (zwłaszcza aminokwasy zawierające atomy siarki 
tj. metionina i cysteina). Obie grupy białek (roślinne i zwierzęce) mogą 
podlegać trawieniu do bioaktywnych peptydów, które są wykorzystywane  
w technologii żywności oraz w technologii farmaceutycznej.  
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Dla określenia stężenia białka i aminokwasów w żywności, przeprowadza 
się analizę ilościową. W celu uzyskania wiarygodnej informacji  
o zawartości białka niezbędne jest zastosowanie odpowiedniej metody 
analitycznej. Analizując produkty spożywcze korzysta się z metod ilościowych 
oraz jakościowych, by móc określić nie tylko ilość białka, ale również jego 
rodzaj i skład aminokwasowy. Analiza jakościowa obejmuje kilka 
charakterystycznych reakcji, w tym reakcję ksantoproteinową, reakcję 
Hopkinsa-Colego, reakcję Millona, reakcję nitroprusydkową oraz reakcję 
Sakaguchi. Natomiast w analizie ilościowej wykorzystuje się metody pośrednie 
i bezpośrednie tj. Kjeldahla, Lowry'ego, Bradforda, biuretową, miareczkowanie 
formolowe, a także techniki z zakresu spektrofotometrii i turbidymetrii. Ocena 
poziomu aminokwasów w białkach może być wykonana za pomocą metody 
kolorymetrycznej, grawimetrycznej, chromatograficznie lub mikrobiologicznie. 

Prawidłowe oznaczanie zawartości białka w żywności ma tak duże 
znaczenie, ponieważ bardzo często decyduje o wartości ekonomicznej produktu 
spożywczego (np. mleko, pszenica). 

Każda z metod oznaczania zawartości białka ma swoje zalety i wady. 
Metoda Kjeldahla jest uznawana na całym świecie za metodę standardową  
i dlatego łatwo jest porównywać wyniki z innymi laboratoriami. Natomiast jest 
to metoda pośrednia i nie mierzy się w niej białka tylko ilość azotu, zatem może 
dojść do przeszacowania zawartości białka z powodu stosowania 
standardowego współczynnika korekcji azotu 6,25. Metoda Dumasa jest szybka 
i nie wymaga stosowania środków chemicznych, ale jest kosztowna  
w przygotowaniu i niezbyt dokładna, ponieważ nie mierzy prawdziwego białka. 
Metody spektrofotometryczne UV-vis, w tym metody biuretowa, Bradforda  
i Lowry'ego, są łatwe w użyciu, nie są kosztowne i umożliwiają oznaczanie 
ilościowe niewielkich koncentracji białka. Mogą one jednak dawać fałszywie 
dodatnie wyniki ilości białka w zależności od zastosowanej metody 
przygotowania próbki i rozpuszczalności badanej próbki. Bezpośrednia analiza 
aminokwasów obejmuje hydrolizę białka za pomocą kwasu solnego (HCl),  
a następnie ilościowe oznaczenie aminokwasów za pomocą techniki HPLC 
(wysokosprawnej chromatografii cieczowej). 

Oznaczanie zawartości białka techniką spektrofotometrii UV-vis (analizy  
w nadfiolecie i świetle widzialnym), bazuje na oddziaływaniu próbki żywności 
ze światłem UV. Światło UV ma zakres długości fali od około 100 do 400 nm. 
Związki (w zależności od budowy chemicznej), które mogą absorbować 
promienie UV to związki o jasnych i przezroczystych barwach. W metodzie  
z wykorzystaniem spektrofotometru UV-vis, badana próbka musi być klarowna 
i całkowicie rozpuszczona, bez obecności cząstek koloidalnych ani zawiesin. 
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Omawiana metoda opiera się na zdolności białek do naturalnego pochłaniania 
lub rozpraszania światła w obszarze UV-vis (widzialnego) widma 
elektromagnetycznego, albo na chemicznej lub fizycznej modyfikacji białek tak, 
aby pochłaniały (lub rozpraszały) światło w tym obszarze. Pierwszym 
elementem w metodach spektrofotometrycznych jest przygotowanie krzywej 
kalibracyjnej absorbancji w zależności od stężenia białka, wykorzystując serię 
roztworów białka o znanym stężeniu. Kolejnym krokiem jest pomiar 
absorbancji analizowanego roztworu przy tej samej długości fali. Bazując na 
krzywej wzorcowej wyznacza się stężenie białka. Tryptofan i tyrozyna silnie 
absorbują światło ultrafioletowe przy długości fali 280 nm. Zawartość 
tryptofanu i tyrozyny w wielu białkach pozostaje dość stała, dlatego 
absorbancja roztworów białek przy 280 nm może być wykorzystana do 
określenia ich stężenia. Główną zaletą metody jest prosta i nieniszcząca 
procedura analityczna, która nie wymaga stosowania skomplikowanych 
odczynników. Do wad metody zalicza się fakt, że kwasy nukleinowe obecne  
w próbkach żywności równie silnie mogą absorbować światło w tym obszarze  
i dlatego mogą zakłócać pomiar zawartości białka. Jednak dla przezwyciężenia 
tych zakłóceń opracowano metody pozwalające rozwiązać ten problem, np. 
poprzez pomiar absorbancji przy dwóch różnych długościach fali.  

Miareczkowanie formolowe jest metodą, którą najczęściej wykorzystuje się 
jako szybką analizę zawartości białka w mleku i jego frakcjach. Takie 
miareczkowanie cieszy się dużym zainteresowaniem jako nieskomplikowana  
i mało czasochłonna metoda oznaczania zawartości kazeiny w mleku, 
przeznaczonym do produkcji sera. Jednak może być również stosowane do 
oznaczania stopnia hydrolizy białka, poprzez wykazanie poziomu amin  
I-rzędowych w procesach przetwarzania lub przechowywania produktów 
spożywczych. Zasada metody opiera się na neutralizacji próbki  
z wykorzystaniem NaOH z dodatkiem formaldehydu, w którym grupa aminowa 
jest związana i nie wpływa na reakcję kwasowo-zasadową NaOH, tworząc 
dimetylol. Najczęściej wykorzystywanym wskaźnikiem jest fenoloftaleina. 
Metoda ta obejmuje miareczkowanie próbki do punktu końcowego 
fenoloftaleiny, lub dodanie roztworu formaldehydu i miareczkowanie 
uwolnionego kwasu do tego samego punktu końcowego. Objętość zasady użytej 
w drugim miareczkowaniu jest miarą ilości grup aminowych, które były 
pierwotnie obecne i połączyły się z formaldehydem.  

1.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie białka metodą spektofotometryczną oraz 
formolową w produktach spożywczych (mlecznych oraz odpadowych). 
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Analizowane produkty spożywcze 

− mleko 
− serwatka 

Odczynniki chemiczne 

− albumina 
− kazeina 
− 0,1 M roztwór NaOH  
− 2% roztwór fenoloftaleiny  
− formalina rozcieńczona wodą w stosunku 1:1 (uwaga trucizna!) 
− odczynnik Folina-Ciocalteu 
− odczynnik A (NaOH + Na2CO3) 
− odczynnik B (CuSO4 × 5H2O) 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− waga analityczna 
− spektrofotometr UV-vis 
− kolby miarowe o pojemności 50 ml 
− kolby stożkowe o pojemności 100 ml 
− pipety szklane 

1.2.1. Oznaczanie białka w serwatce techniką spektrofotometryczną  

W wyniku działania odczynnika miedziowego zachodzi reakcja biuretowa 
białka z jonami miedzi w środowisku zasadowym (przyłączenie jonów miedzi 
do wiązań peptydowych), a następnie zachodzi redukcja odczynnika 
fosfomolibdeno-fosfowolframowego (odczynnik Folina-Ciocalteu) do błękitu 
fosfomolibdenowego. 

Przygotowanie krzywej wzorcowej 

Przygotować odczynnik miedziowy (odmierzyć do kolby stożkowej 50 ml 
odczynnika A i 1 ml odczynnika B, dokładnie wymieszać). Rozpuścić 10 mg 
albuminy w 50 ml wody destylowanej. Przenieść roztwór do kolby miarowej  
o pojemności 100 ml i uzupełnić wodą destylowaną do kreski. Do kolb 
miarowych o pojemności 10 ml odmierzyć odpowiednio 1, 2, 3, 4 i 5 ml 
roztworu wyjściowego albuminy. Kolby uzupełnić wodą destylowaną do kreski. 
Obliczyć stężenie albuminy w przygotowanych roztworach. Z roztworów tych 
pobrać po 1 ml do probówek, następnie dodać po 5 ml odczynnika 
miedziowego, a po 10 min 0,5 ml odczynnika Folina-Ciocalteu i dokładnie 
wymieszać. Po upływie 30 min wykonać pomiar absorbancji przy długości fali 
λmax = 750 nm (rys. 1). Wykonać trzy równoległe próby i próbę zerową 
(postępowanie jak w przypadku roztworów powyżej, jednak zamiast 1 ml 
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roztworu albuminu pobrać 1 ml wody destylowanej). Sporządzić wykres 
zależności absorbancji od stężenia albuminy (µg/ml). 

 

Rys. 1. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Oznaczenie właściwe 

Do probówki odmierzyć 1 ml serwatki, dodać 5 ml uprzednio 
przygotowanego odczynnika miedziowego, wymieszać i pozostawić na 10 
minut. Dodać 0,5 ml odczynnika Folina-Ciocalteu i ponownie dokładnie 
wymieszać. Po upływie 30 min wykonać pomiar absorbancji przy długości fali 
λmax = 750 nm. Wykonać trzy równoległe próby i próbę zerową. 

Obliczenia 

Korzystając ze wcześniej wykreślonej krzywej wzorcowej, odczytać na 
podstawie absorbancji stężenie białka w serwatce (µg/ml). 

1.2.2. Oznaczanie zawartości białka ogółem i kazeiny w mleku metodą 

formolową 

Oznaczenie właściwe 

Do kolby stożkowej o pojemności 50 ml odmierzyć 10 ml mleka. Następnie 
dodać 3 krople fenoloftaleiny i miareczkować 0,1 M roztworem NaOH do 
jasnoróżowej barwy. Do tej samej kolby z miareczkowanym roztworem dodać  
4 ml formaliny (świeżo zobojętnionej NaOH wobec fenoloftaleiny) i ponownie 
miareczkować roztworem NaOH do uzyskania jasnoróżowej barwy.  
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Obliczenia 

Ogólną zawartość białka w mleku (B) w % należy obliczyć wg wzoru: 

� = � × 1,92 

gdzie: 

a – liczba ml 0,1 M NaOH zużytego do drugiego miareczkowania 

1,92 – współczynnik przeliczeniowy (1 ml 0,1 M NaOH odpowiada 1,92 g 
białka w 100 g próbki). 

Ogólną zawartość kazeiny w mleku (K) w % należy obliczyć wg wzoru: 

	 = � × 1,47 

Porównać uzyskany wynik z przeciętną zawartością białka w mleku  
(3-3,5%). 
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2. Analiza całkowitej zawartości związków 

polifenolowych w naparach oraz sokach 

2.1. Wstęp teoretyczny 

Na przestrzeni ostatnich lat można zaobserwować, że zarówno naukowcy  
i producenci żywności coraz więcej zainteresowania poświęcają polifenolom. 
Wynika to przede wszytkim z uznanych właściwości przeciwutleniających tych 
związków oraz ich prawdopodobnej roli w prewencji chorób, związanych ze 
stresem oksydacyjnym (nowotwory, choroby układu krążenia i choroby 
neurodegeneracyjne). Dodatkowo związki polifenolowe mogą regulować 
aktywność wielu enzymów (w tym telomerazy, cyklooksygenazy oraz 
lipooksygenazy) i receptorów komórkowych. Jednak jak dotąd, specyficzne 
działanie biologiczne tych fitozwiązków jest jeszcze słabo poznane. Szacuje się, 
że w roślinach wyższych występuje około 250 tysięcy cząsteczek o strukturze 
polifenolowej, tzn. zawierających grupy hydroksylowe przyłączone do 
pierścieni aromatycznych. Wiele z nich rozpoznano w roślinach jadalnych. 
Związki polifenolowe są wtórnymi metabolitami roślin. Można je podzielić na 
różne grupy, bazując na liczbie zawartych w nich pierścieni fenolowych oraz 
elementów strukturalnych, które wiążą te pierścienie ze sobą. Rozróżnia się 
zatem najprostsze kwasy fenolowe, flawonoidy, stilbeny i lignany. Wśród 
kwasów fenolowych podział obejmuje pochodne kwasu benzoesowego  
i pochodne kwasu cynamonowego. Kwasy benzoesowe posiadają w swojej 
budowie siedem atomów węgla (C6-C1) i należą do najprostszych kwasów 
fenolowych, występujących w przyrodzie. Natomiast kwasy cynamonowe 
posiadają dziewięć atomów węgla (C6-C3). Substancje te charakteryzują się 
posiadaniem w cząsteczce pierścienia benzenowego, grupy karboksylowej oraz 
jednej lub więcej grup hydroksylowych i/lub metoksylowych.  

Zawartość kwasu hydroksybenzoesowego w roślinach jadalnych jest na 
ogół bardzo niska. Szczególnym przypadkiem jest herbata, będąca źródłem 
kwasu galusowego. Natomiast kwasy hydroksycynamonowe występują częściej 
niż kwasy hydroksybenzoesowe. W grupie tej występują kwasy p-kumarowy, 
kawowy, ferulowy i sinapowy, które rzadko obecne są w postaci wolnej  
w przyrodzie. Wyjątek stanowią produkty spożywcze przetworzone tj. poddane 
procesom, podczas których dochodzi do hydrolizy połączeń glikozydowych tj. 
zamrażaniu, sterylizacji lub fermentacji. Wykazano, że zawartość kwasu 
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kawowego (wolnego i zestryfikowanego) stanowi od 75% do 100% całkowitej 
zawartości kwasów hydroksycynamonowych w przypadku większości owoców. 
Natomiast kwas ferulowy jest charakterystyczny dla ziaren zbóż. Zawartość 
kwasu ferulowego w ziarnie pszenicy stanowi do 90% wszystkich polifenoli. 

Związki polifenolowe występujące w żywności i napojach są szybko 
wchłaniane i metabolizowane u ludzi. Mikrobiota jelitowa pełni kluczową rolę 
w procesie ich wchłaniania. Zawartość polifenoli w żywności i napojach zależy 
w dużym stopniu od uprawy roślin, procesów technologicznych i przemian, 
zachodzących w trakcie przechowywania.  

Do analizy produktów spożywczych, pod kątem zawartości polifenoli, 
stosuje się metody spektrofotometryczne, takie jak zmiatanie syntetycznego 
rodnika 2,2-difenylo-1-pikrylohydrazylowego DPPH, z odczynnikiem Folina-
Ciocalteu lub oznaczania zdolności redukowania jonów żelaza FRAP.  
W porównaniu z metodami opartymi na chromatografii, metody te są mniej 
czułe i specyficzne. Obecnie, wysokociśnieniowa chromatografia cieczowa 
HPLC z detekcją diodową DAD lub spektrometrią mas MS jest coraz częściej 
wykorzystywaną metodą analityczną do analizy polifenoli w żywności. 

Metoda oznaczania polifenoli z wykorzystaniem odczynnika Folina-
Ciocalteu jest metodą kolorymetryczną. Jej istota opiera się na redukcji 
odczynnika, będącego mieszaniną molibdenianu sodu, wolframianu sodu  
i innych związków chemiczncyh, poprzez przeniesienie pojedynczego elektronu 
z fenolu na odpowiedni kompleks. W środowisku zasadowym, regulowanym 
roztworem węglanu sodu, przy pH około 10, proces dysocjacji protonu 
fenolowego prowadzi do powstania anionu fenolanowego, który jest następnie 
zdolny do redukcji odczynnika Folina-Ciocalteu. W efekcie tej reakcji, 
zachodzącej pomiędzy związkami fenolowymi a odczynnikiem, tworzy się 
niebieski kompleks, który wykazuje maksymalną absorpcję w pobliżu długość 
fali 760 nm. Podkreślić należy również ograniczenia tej metody. Odczynnik 
Folina-Ciocalteu jest bowiem w dużym stopniu reaktywny także w stosunku do 
innych związków, występujących w produktach spożywczych (witaminy, 
aminokwasy, białka, węglowodany, kwasy organiczne, jony nieorganiczne  
i kompleksy metali). Dla przezwyciężenia trudności zaproponowano jednak 
różne procedury, poprawiające specyficzność oznaczania polifenoli  
z wykorzystaniem metody kolorymetrycznej. 

2.2. Część praktyczna  

Celem ćwiczenia jest ekstrakcja oraz oznaczenie ogólnej zawartości związków 
fenolowych w surowcach roślinnych. 
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Analizowane produkty spożywcze 

− herbata zielona 
− herbata czarna 
− sok z czarnej porzeczki 
− napar z kawy  

Odczynniki chemiczne 

− 80% alkohol metylowy  
− 14% węglan sodu  
− odczynnik Folina-Ciocalteau (rozcieńczony wodą destylowaną 1:5)  

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− kolba Erlenmeyera o pojemności 250 ml 
− kolby miarowe o pojemności 10 ml 
− kolby miarowe o pojemności 100 ml 
− moździerz 
− probówki szklane 
− probówki wirownicze 
− lejek 
− sączek 
− wytrząsarka 
− wirówka laboratoryjna 
− waga laboratoryjna 
− wyparka próżniowa 
− pipety automatyczne 
− spektrofotometr UV-vis 

Przygotowanie próbki 

Odważyć 1-10 g rozdrobnionej próbki (uzgodnić z Prowadzącym). Dodać 
20 ml 80% metanolu i wytrząsać na wytrząsarce przez 20 minut. Ekstrakcję 
przeprowadzić jeszcze dwukrotnie używając do tego celu po 20 ml 80% 
metanolu i wytrząsać na wytrząsarce przez 15 minut. Uzyskane ekstrakty 
sączyć przez sączek do kolby o pojemności 100 ml. Połączone ekstrakty 
zagęścić na wyparce próżniowej do całkowitego odparowania rozpuszczalnika 
(rys. 2).  
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Rys. 2. Wyparka próżniowa do zagęszczania ekstraktów 

Rozpuścić ekstrakt w 2-3 ml metanolu i przenieść ilościowo do kolby 
miarowej o pojemności 10 ml, popłukując kolbkę 2-3 krotnie metanolem 
(używając do tego celu nie więcej niż 2 ml metanolu ), uzupełnić do kreski. 

Oznaczenie właściwe  

Pobrać 250 µl badanej próbki i dodać 250 µl odczynnika Folina-Ciocalteau, 
500 µl węglanu sodowego oraz 4000 µl wody destylowanej (całkowita objętość 
próbki wynosić powinna 5 ml). Próbki przygotować w probówkach 
wirowniczych. Po dodaniu wszystkich odczynników i wody próbki ostrożnie 
wymieszać. Probówki wirownicze dokładnie zamknąć korkiem i odstawić do 
statywu na 25 minut (rys. 3). Po tym czasie odwirować przez 5 minut przy 
prędkości 7000.  

 

Rys. 3. Wirówka laboratoryjna MPW wraz ze stojakiem na probówki wirownicze – 
sposób umieszczenia probówek wirowniczych w rotorze wirówki 
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Następnie zmierzyć wartość absorbancji (rys. 4) przy długości fali 720 nm 
wobec próby zerowej. Próba zerowa: 250 µl odczynnika Folin-Ciocalteau,  
500 µl węglanu sodowego, 4250 µl wody destylowanej. 

 

Rys. 4. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Obliczenia  

Wyznaczyć zawartość związków fenolowych (ZF) w mg/ml badanej próbki 
zgodnie ze wzorem: 

�
 = �	 × 0,3707 − 0,0005 

gdzie: 

A – wartość absorbancji  
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3. Oznaczanie antocyjanów w świeżych oraz 

mrożonych produktach owocowych i warzywnych  

3.1. Wstęp teoretyczny 

Antocyjany (w przeciwieństwie do chlorofili i karotenoidów) są 
rozpuszczalnymi w wodzie wakuolarnymi pigmentami, które mają barwę od 
czerwonej przez niebieską do prawie czarnej, w zależności od pH. 
Konsekwencją ich obecności w wielu roślinach jest występowanie fioletowego, 
niebieskiego i czerwonego koloru tkanek. Obecnie zidentyfikowano około 550 
różnych antocyjanów. Różnice w strukturze chemicznej tych związków,  
w zależności od pH, powodują, że antocyjany są często stosowane jako 
naturalne wskaźniki pH (zmieniają barwę z czerwonej w środowisku kwaśnym 
na niebieską w zasadowym). Związki te uważa się za jedną z największych  
i najważniejszych grup pigmentów rozpuszczalnych w wodzie w królestwie 
roślin.  

Chemicznie antocyjany należą do klasy cząsteczek organicznych zwanych 
flawonoidami (grupy związków polifenolowych). Wszystkie flawonoidy mają 
trzyczęściowy szkielet fenolowy. Flawonoidy, które są hydroksylowane (-OH) 
lub metoksylowane (-OCH3) w różnym stopniu w siedmiu określonych 
pozycjach (R1 - R7) wokół szkieletu flawonoidowego, należą do klasy 
flawonoidów zwanych antocyjanidynami. Natomiast antocyjany są 
glukozydami antocyjanidyn. Oznacza to, że do części aglikonowej dołączone 
zostały od jednej do kilku cząsteczek cukru (kowalencyjnie przyłączoną do 
szkieletu flawonoidu, zwykle w pozycji #3 pierścienia C). Obecność cząsteczki 
cukru powoduje zwiększoną rozpuszczalność antocyjanu w wodzie. 

Antocyjany należą do związków, które mają zdolność absorpcji światła  
o określonej długości fali. Właśnie dzięki temu zjawisku odznaczają się 
kolorem. Pigmentacja antocyjanów jest efektem występowania dodatniego 
ładunku na szkielecie węglowym cząsteczki. Podkreślić należy jednak, że 
ładunek jest determinowany przez kwasowość czynną środowiska.  
W przypadku, gdy pH ma wartość 1,0, pierścień węglowy obdarzony jest 
ładunkiem dodatnim i cząsteczka jest zabarwiona. Przy wyższym pH, 
wynoszącym 4,5, następuje uwodnienie pierścienia węglowego, ładunek 
dodatni podlega zneutralizowaniu, a cząsteczki stają się bezbarwne. 
Stwierdzono istnienie zależności pomiędzy kwasowością czynną a wyglądem 
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widma absorpcji promieniowania UV-vis antocyjanów. Przy pH 1,0 antocyjany 
silnie absorbują światło o długości fali od 460 do 550 nm (światło niebieskie, 
cyjanowe i zielone), a ich maksimum absorpcji wynosi około 520 nm. 
Natomiast przy pH 4,5 antocyjany nie absorbują światła w zakresie widzialnym.  

W krajach Unii Europejskiej (EU) ekstrakty antocyjanów ze źródeł 
spożywczych są ogólnie dozwolone. Jednak antocyjany odgrywają coraz 
większą rolę, już nie tylko jako barwniki żywności, ale także jako 
przeciwutleniacze (antyoksydanty). Związki te wykazują działanie 
terapeutyczne, w tym przeciwzapalne, przeciwnowotworowe, 
chemoprotekcyjne, a także przeciwnowotworowe. W przemyśle spożywczym 
antocyjany są wykorzystywane jako naturalne barwniki, będące alternatywą dla 
związków syntetycznych. Zapotrzebowanie na takie surowce rośnie na 
przestrzeni ostatnich lat, ze względu na coraz większą świadomość 
konsumentów. 

Metody analityczne, umożliwiające identyfikację antocyjanów i określenie 
ich źródła są wykorzystywane w kontroli jakości oraz do określania 
autentyczności produktów spożywczych. Zawartość antocyjanów  
w warzywach i owocach jest uznawana za wskaźnik ich dojrzałości. Do 
oznaczania zawartości antocyjanów i kontroli jakości produktów, zasobnych  
w te związki, opracowano szereg metod analitycznych. Najpowszechniej 
stosowane są metody spektrofotometryczne, wysokosprawna chromatografia 
cieczowa (HPLC), strefowa elektroforeza kapilarna (CZE), spektroskopia  
w podczerwieni IR z transformacją Fouriera, chromatografia cieczowa  
z detekcją fotodiodową oraz wykorzystaniem spektrometrii mas (LC-DAD-
ESI/MS), a także połączenie innych technik.  

Obecnie spektrofotometria uznawana jest za szybką i prostą metodę 
wyznaczania zawartości antocyjanów. Niestety ma pewne ograniczenia. Nie 
może być wykorzystywana w przypadku próbek o złożonych matrycach, co 
wynika z absorpcji tła w obszarze UV-vis. W związku z tym zaproponowano 
różne techniki korekcji tła (rozkład termiczny, promieniowanie ultrafioletowe, 
obróbka alkaliczna i metoda enzymatyczna), które pozwalają na rozwiązanie 
tego problemu. W metodach spektrofotometrycznych wykorzystywana jest 
unikalna zależność absorpcji światła przez antocyjany w zależności od wartości 
pH.  
W przeciwieństwie do antocyjanów, maksimum absorpcji dla dodatkowych 
substancji w próbkach żywnościowych nie jest zależne od kwasowości 
środowiska. W związku z tym spektrofotometryczna metoda oznaczania 
koncentracji antocyjanów nazywana jest metodą różnicową pH. Pomiaru 
absorpcji światła o długości fali 520 nm dokonuje się przez wzorce 



19 

 

antocyjanów oraz próbki produktów spożywczych przy dwóch wartościach pH: 
1,0 i 4,5. W procedurze tej wykorzystuje się zależność, że wartości absorbancji 
odnotowane przy pH 1,0 związane są z obecnością wszystkich substancji  
w próbce (absorbują światło o długości fali 520 nm), w tym antocyjanów.  
W przypadku wartości absorbancji, rejestrowanych przy pH 4,5, wykazano, że 
wywołane są one tylko innymi substancjami, a nie antocyjanami. Zatem dla 
wyznaczenia absorbancji antocyjanów wystarczy posłużyć się jedynie różnicą 
wartości absorbancji przy pH 4,5 i przy pH 1,0. 

3.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest zapoznanie studentów z wybranymi grupami 
antocyjanów, sposobami ich wyodrębniania oraz oznaczaniem ogólnej ich 
zawartości w różnych surowcach roślinnych (wg metody Ronalda E. 
Wrolstade’a; AOAC,1974). 

Analizowane produkty spożywcze 

− owoce i warzywa o ciemnoczerwonym i granatowym zabarwieniu 
(borówki, maliny) świeże oraz mrożone 

Odczynniki chemiczne 

− 80% alkohol metylowy zakwaszony do pH 2 
− roztwór o pH 4,5 (450 ml 1M octan sodu, 220 ml 1M kwas solny oraz 

330 ml wody destylowanej) 
− roztwór o pH 1 (120 ml 0,2M chlorek sodu, 390 ml 0,2M kwas solny) 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− kolba Erlenmeyera o pojemności 250 ml  
− kolba okrągła płaskodenna ze szlifem o pojemności 100 ml 
− kolba miarowa o pojemności 50 ml 
− probówki szklane 
− lejek duży 
− lejek mały do kolbki miarowej 
− moździerz 
− sączki filtracyjne średnie 
− waga analityczna 
− wyparka próżniowa 
− spektrofotometr UV-vis 
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Przygotowanie próbki 

Odważyć 10 g rozdrobnionej próbki (otrzymanej od Prowadzącego)  
i ekstrahować czterokrotnie w 30 ml 80% metanolu zakwaszonego do pH 2. 
Uzyskany ekstrakt sączyć przez sączek, i po zagęszczeniu przenieść do kolbki 
miarowej o pojemności 50 ml. Tak uzyskany ekstrakt służy do dalszych badań.  

Oznaczenie właściwe 

Z przygotowanego ekstraktu pobrać 1 ml do probówek, po czym do jednej 
dodać 4 ml roztworu o pH 1, a do drugiej 4 ml roztworu o pH 4,5 i odczytać 
absorbancję przy długości fali λ=526 nm (rys. 5), używając jako próby 
odczynnikowej odpowiednich roztworów. W celu wyeliminowania błędów 
wywołanych zakłóceniami dokonać odczytu również przy długości fali  
λ=700 nm.  

 

Rys. 5. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Obliczenia 

Obliczyć zawartość antocyjanów i przedstawić wpływ zamrażania na 
uzyskane wyniki. Zawartość bioaktywnych związków wyrazić w formie 
najczęściej występujących w produktach antocyjanów tj. w mg glukozydu 3-O 
pelargonidyny/100g próbki wyznaczyć na podstawie odczytów absorbancji, 
zgodnie ze wzorem: 

� = �����	��� − ����	���� −	(����	���,� −	����	���,�) 

gdzie: 

A526pH1 – Absorbancja dla długości fali 526 nm, bufor o pH 1 
A700pH1 – Absorbancja dla długości fali 700 nm, bufor o pH 1 
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A526pH4,5 – Absorbancja dla długości fali 526 nm, bufor o pH 4,5 

A700pH4,5 – Absorbancja dla długości fali 700 nm, bufor o pH 4,5 

 

Zawartość antocyjanów przeliczyć wg wzoru: 

� =
�

ξL	 × MW	 × N × 10
 

gdzie: 

A – wyliczona absorbancja 

ξ- – absorbancja molarna (dla glukozydu 3-O- pelargonidyny wynosi 

31600)  

L – grubość kuwety (1 cm) 

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

N – współczynnik rozcieńczenia 
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4. Ilościowe oznaczanie flawonoidów w mąkach  

z nasion roślin bobowatych 

4.1. Wstęp teoretyczny 

Flawonoidy to grupa związków pochodzących z wtórnego metabolizmu roślin. 
Flawonoidy należą do grupy związków fenolowych o zróżnicowanych 
właściwościach biologicznych. Powszechnie występują w wielu roślinach. 
Związki te wykazują szerokie spektrum działań terapeutycznych, w tym 
przeciwzapalne, przeciwmiażdżycowe, a także przeciwnowotworowe, 
przeciwzakrzepowe i przeciwwirusowe. Pomimo faktu, że flawonoidy, 
dostarczane z dietą mogą odgrywać niezwykle ważną rolę w zdrowiu 
człowieka, wyznaczenie zaleceń, dotyczących dziennego spożycia tych 
związków bioaktywnych jest nadal bardzo trudne. 

Najnowsze badania dowodzą, że flawonoidy wpływają również na jakość  
i stabilność żywności, ponieważ nadają produktom spożywczym smak i kolor 
oraz działają jako naturalny konserwant żywności. Wymienione właściwości 
sprawiają, że flawonoidy określane są obecnie jako ekonomicznie ważne 
związki bioaktywne, co doprowadziło do podjęcia prób produkcji flawonoidów 
poprzez hodowlę tkanek roślinnyh in vitro. Wiele flawonoidów jest 
wykorzystywanych w przemyśle spożywczym jako naturalne przeciwutleniacze 
w olejach i tłuszczach. Ich dodatek zapobiega bowiem utlenianiu lipidów. 
Dodatkowo wykorzystuje się je jako dodatek do napojów, chroniący przed 
ekspozycją na światło. Flawonoidy w przemyśle spożywczym pełnią również 
rolę środka przeciwdrobnoustrojowego oraz zdrowotnego składnika 
funkcjonalnego w żywności i suplementach diety. Badania nad wykorzystaniem 
flawonoidów pokazały, że skutecznie hamowały one utlenianie lipidów, oraz 
jako składnik funkcjonalny prowadziły do opóźniania wzrostu 
mikroorganizmów, powodujących psucie się mięs. Generalnie ich 
wykorzystanie w technologii żywności związane jest głównie z aktywnością 
przeciwutleniającą i przeciwdrobnoustrojową. Na przestrzeni ostatnich lat ich 
praktyczne wykorzystanie wzrosło, ze względu na fakt ograniczania  
w produkcji żywności stosowania syntetycznych dodatków (m.in. 
syntetycznych przeciwutleniaczy BHA i BHT). Flawonoidy są metabolitami 
roślin, które nie mogą być syntetyzowane przez organizm człowieka. Jednakże 
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te bioaktywne związki mogą być stosowane jako dodatki do żywności o pro-

zdrowotnych właściwościach. 

Chemicznie, bazując na stopniu hydroksylacji i obecności wiązania 

podwójnego C2-C3 w heterocyklicznym pierścieniu, flawonoidy dzieli się na 

13 klas. Najważniejsze reprezentowane są przez flawonole, flawanole, flawony, 

izoflawony, antocyjanidyny lub antocyjany i flawanony. Jednak nawet  

w obrębie tych klas istnieć może dodatkowo wiele odmian strukturalnych  

(w zależności od stopnia uwodornienia i hydroksylacji układów 

trójpierścieniowych). Flawonoidy występować mogą także jako pochodne 

sulfonowane i metylowane, sprzężone z monosacharydami i disacharydami oraz 

tworzące kompleksy z oligosacharydami, lipidami, aminami, kwasami 

karboksylowymi i kwasami organicznymi.  

Flawonoidy uznawane są za jedne z najsilniejszych antyoksydantów 

pochodzenia roślinnego. Taka wysoka aktywność przeciwutleniająca tych 

związków wynika z obecności grup hydroksylowych w pozycjach 3' i 4' 

pierścienia B, które nadają wysoką stabilność tworzonemu rodnikowi, 

uczestnicząc w przemieszczaniu elektronu, oraz wiązania podwójnego 

pomiędzy atomami C2 i C3 pierścienia węglowego wraz z grupą karbonylową 

w pozycji C4, co umożliwia przemieszczenie elektronu z pierścienia B. 

Również wolne grupy hydroksylowe w pozycji 3 pierścienia węglowego i w 

pozycji 5 pierścienia A, wraz z grupą karbonylową w pozycji 4, są również 

istotne dla aktywności przeciwutleniającej tych związków. Podkreślić należy 

jednak, że aktywność biologiczna flawonoidów maleje wraz z rosnącym 

stopniem glikozylacji. Zatem glikozydy uznawane są za związki o mniejszym 

potencjale przeciwutleniającym niż odpowiadające im aglikony.  

Jednym z najważniejszych ograniczeń, blokujących postęp w zakresie 

wyznaczenia zaleceń spożycia flawonoidów przez konsumentów, jest aktualnie 

brak odpowiednich metod analitycznych do oznaczania zawartości 

flawonoidów w żywności i poziomu ich spożycia w diecie. Badanie zawartości 

flawonoidów w produktach spożywczych jest utrudnione, co wynika ze 

złożonej struktury tych związków, zróżnicowanego ich rozmieszczenia  

i stężenia w surowcach roślinnych. Chromatografia cieczowa sprzężona ze 

spektrometrią mas (LC/MS) jest obecnie najczęściej stosowaną techniką 

identyfikacji i oznaczania ilościowego flawonoidów. Postęp badawczo–

techniczny i możliwość wykorzystania ultra wysokosprawnej chromatografii 

cieczowej z detekcją diodową, wielostopniowej spektrometrii mas o wysokiej 

rozdzielczości i dokładności (UHPLC-DAD-HRAM-MSn), umożliwia obecnie 

uzyskiwanie znacznie bardziej szczegółowych informacji o próbce żywności. 
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Powszechnie do oznaczania zawartości flawonoidów w produktach 
spożywczych wykorzystuje się kilka technik. Spektrofotometria UV/Vis 
zyskała największe znaczenie, przede wszystkim z powodu prostoty procedury 
analitycznej, szybkości, niskich kosztów wykonania analiz i szerokiej 
dostępności spektrofotometrów w laboratoriach. Opracowano nawet dodatkowe 
procedury w tej metodzie dla zmniejszenia ilości zakłóceń, które mogą 
wpływać na absorpcję związków. Metoda spektrofotometryczna ilościowego 
oznaczania zawartości flawonoidów, opiera się na oznaczaniu kompleksu 
flawonoid-chlorek glinu, który zapewnia przesunięcie batochromowe i efekt 
hiperchromowy. W procedurze tej, podczas tworzenia się kompleksów istotne 
znaczenie ma kilka czynników, takich jak: czas reakcji, stężenie odczynnika 
AlCl3 oraz struktura chemiczna flawonoidów, które należy wziąć pod uwagę.  

4.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest zapoznanie studentów z wybranymi grupami 
flawonoidów, sposobami ich wyodrębniania oraz oznaczaniem ogólnej ich 
zawartości w różnych surowcach roślinnych 

Analizowane produkty spożywcze 

− nasiona roślin bobowatych (soja, fasola, itp.) 

Odczynniki chemiczne 

− 10% AlCl3 x 6 H2O metanolowy roztwór 
− mieszanina C3H6O (aceton) : H2O : HCl w stosunku 70:29:1  

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− waga laboratoryjna 
− kolba miarowa o pojemności 25 ml 
− probówki szklane 
− probówki wirownicze 
− pipety automatyczne 
− wirówka laboratoryjna 
− spektrofotometr UV-vis 
− młynek laboratoryjny 
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Przygotowanie krzywej wzorcowej  

Przygotować w kolbie miarowej o pojemności 25 ml roztwór wzorcowy 

kwercetyny o stężeniu 1 mg/ml (w mieszaninie aceton: woda: kwas solny). 

Ponumerować 6 probówek od 0 do 5. Odpipetować kolejno roztwór wzorcowy 

kwercetyny zgodnie z tabelą 1. Następnie do wszystkich probówek dodać 

(zgodnie z tabelą 1) odpowiednią ilość mieszaniny aceton:kwas solny:woda 

(70:29:1). Dodać 1 ml 2% AlCl3 x 6H2O (metanolowy roztwór). Zawartość 

wszystkich probówek dokładnie wymieszać i i po upływie 10 minut zmierzyć 

absorbancję przy długości fali λ=430 nm, stosując jako próbę odniesieniową 

zawartość probówki oznaczonej numerem 0 (rys. 6). 

 

Rys. 6. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 

ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Wykreślić krzywą wzorcową zależności stężenia kwercetyny (mg/ml) od 

wartości absorbancji (na papierze milimetrowym). 

Tabela 1. Sposób przygotowania krzywej wzorcowej 

Nr 
próby 

Wzorzec 
kwercetyny (ml) 

Mieszanina aceton:kwas 
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 próbki  

Nasiona roślin bobowatych, wskazane przez prowadzącego należy zmielić 
(rys. 7) w młynku laboratoryjnym (do postaci mąki).  

 

Rys. 7. Młynek laboratoryjny do mielenia nasion roślin bobowatych 

Następnie odważyć 0,25 g rozdrobnionej próbki i ekstrahować w 4 ml 
mieszaniny aceton:woda:kwas solny (probówki wirownicze). Przygotować  
w przedstawiony sposób 3 próbki (opisać w celu identyfikacji). Próbki 
zwirować przez 10 minut przy prędkości 6800 (rys. 8). Po zwirowaniu  
z otrzymanych próbek pobrać supernatant i połączyć w 1 próbę (ekstrakt). 

 

Rys. 8. Wirówka laboratoryjna MPW wraz ze stojakiem na probówki wirownicze – 
sposób umieszczenia probówek wirowniczych w rotorze wirówki 

Oznaczenie właściwe  

Pobrać 1 ml ekstraktu (po wirowaniu) i dodać 1 ml 2% AlCl3 x 6H2O 
(metanolowy roztwór) i po upływie 10 minut, dokonać odczytu absorbancji 
przy długości fali λ=430 nm. Użyć jako próby ślepej 1 ml mieszaniny woda: 
aceton: kwas solny i 1 ml 2% AlCl3 w metanolu. 
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Rys. 9. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Obliczenia 

Na podstawie wykreślonej krzywej wzorcowej określić zawartość 
flawonoidów w badanych mąkach z nasion roślin bobowatych (uwzględniając 
masę kwercetyny w 1 ml – krzywa wzorcowa, oraz masę nasion w 1 ml 
ekstraktu). Zawartość flawonoidów wyrazić jako ekwiwalent kwercetyny w mg 
na g produktu. 
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5. Określenie stopnia zafałszowania miodów poprzez 

oznaczenie cukrów redukujących 

5.1. Wstęp teoretyczny 

Miód jest naturalnym środkiem spożywczym. Jest to niezwykle złożony 
produkt spożywczy. Składa się w głównej mierze z cukrów i innych 
składników, takich jak enzymy, aminokwasy, kwasy organiczne, karotenoidy, 
witaminy, minerały  
i substancje aromatyczne. Miód jest także zasobny we flawonoidy i kwasy 
fenolowe, tj. związki czynne o szerokim zakresie działania biologicznego 
(naturalne przeciwutleniacze). Głównymi składnikami miodu są cukry proste 
(monosacharydy), takie jak glukoza i fruktoza, oraz cukry złożone (dwucukry), 
takie jak sacharoza. Dominującymi cukrami, występującymi w miodzie są 
glukoza i fruktoza. 

Węglowodany są nie tylko istotnym źródłem energii czy błonnika 
pokarmowego w diecie, ale także kształtują właściwości organoleptyczne 
produktów spożywczych (smak, wygląd i tekstura). Określenie rodzaju  
i stężenia węglowodanów w żywności jest ważne z wielu powodów. Przede 
wszystkim ze względu na znakowanie produktów spożywczych wartością 
odżywczą, możliwość wykrywania zafałszowań, kształtowanie jakości 
żywności (właściwości fizykochemiczne żywności zależą od rodzaju i stężenia 
obecnych w niej węglowodanów) i procesy przetwarzania surowców  
i produktów spożywczych (wydajność przetwarzania jest uzależniona od 
rodzaju i stężenia obecnych w niej węglowodanów).  

Węglowodany nazywane też sacharydami lub cukrami, składają się  
z atomów węgla, wodoru i tlenu. Chemicznie klasyfikuje się je jako: 

− monosacharydy (glukoza, fruktoza i galaktoza),  
− disacharydy (sacharoza, laktoza i maltoza), 
− oligosacharydy (maltodekstryna, cyklodekstryna itp.), 
− polisacharydy (skrobia, glikogen i celuloza).  

Wolne monosacharydy można dodatkowo sklasyfikować w zależności od 
reakcji chemicznych, jakim ulegają, na cukry redukujące i nieredukujące. Cukry 
redukujące charakteryzują się wolnymi grupami hemiacetalowymi lub 
hemiketalowymi i mogą podlegać utlenianiu przez słabe czynniki utleniające. 
Do grupy cukrów redukujących zaliczane są glukoza, fruktoza i galaktoza 
(monosacharydy) oraz laktoza i maltoza (disacharydy). Oznaczanie ilościowe 
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tej grupy węglowodanów jest ważne dla przemysłu spożywczego, ponieważ ich 
zawartość w produktach spożywczych jest wskaźnikiem niektórych cech 
żywności, m.in. smaku, aromatu czy naturalności. Dodatkowo stężenie 
niektórych cukrów redukujących jest definiowane i kontrolowane przez 
ustawodawstwo europejskie. Dla miodu określono, że powinien on zawierać nie 
mniej niż 60 g cukru redukującego na 100 g produktu. Natomiast w przypadku 
win ich klasyfikacja następuje w zależności od stężenia cukrów (wytrawne - 
poniżej 5 g/l, półwytrawne - 5-15 g/l, półsłodkie - 15-25 g/l i słodkie - 25-125 
g/l). Również w przypadku ziemniaków zawartość cukrów jest bezpośrednio 
związana z kolorem produktu końcowego po smażeniu. Wysoka koncentracja 
cukrów redukujących w ziemniakach prowadzi do ciemnienia w wyniku reakcji 
Maillarda (pomiędzy cukrami redukującymi a aminokwasami), co jest efektem 
niepożądanym. Natomiast niska zawartość cukrów redukujących skutkuje 
jasnymi kolorami produktów gotowych o pożądanej jakości.  

Również w przypadku przetwarzania i przechowywania owoców zawartość 
cukrów redukujących jest ważnym parametrem. Stwierdzono bowiem, że 
zawartość cukrów ogółem i redukujących w owocach podczas przechowywania 
jest wyższa podczas przechowywania ich w temperaturze otoczenia  
w porównaniu z owocami przechowywanymi w warunkach chłodniczych. Może 
to wynikać nie tylko z tempa metabolizmu, ale również z faktu, że wysoka 
temperatura i niska wilgotność względna powodują przekształcenie 
nierozpuszczalnych węglowodanów w cukry rozpuszczalne. Również  
w przypadku poddawania owoców i warzyw zamrażaniu obserwuje się zmiany 
w poziomach cukrów redukujących. Skrobia podlega wówczas hydrolizie. 
Podczas zamrażalniczego przechowywania poziom cukrów redukujących 
wzrasta z powodu hydrolizy zarówno oligo- jak i polisacharydów przez 
jednostronny atak protonów na wiązanie glukozydowe, co prowadzi w efekcie 
do uwolnienia przede wszystkim glukozy. 

Zdecydowana większość metod analitycznych, wykorzystywanych do 
ilościowego oznaczania cukrów redukujących, bazuje na detekcji 
kolorymetrycznej, która opera się na utlenianiu grup karbonylowych,  
a następnie reakcji z cząsteczką absorbującą 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 neokuproiną (Nc). 

Wiele z metod analitycznych jest pracochłonnnych i czasochłonnych. 
Zapotrzebowanie na odczynniki chemiczne i wymagane duże ilości próbek 
utrudniają często prowadzenie tzw. szybkich testów. 
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Cukry redukujące można analizować ilościowo metodą DNS. W procedurze 
tej stosuje się glukozę jako wzorzec (dla tego cukru wykonuje się krzywą 
wzorcową). DNS ulega reakcji z wolną grupą karbonylową cukrów 
redukujących w warunkach alkalicznych (pH zasadowe), tworząc w efekcie 
kwas 3-amino-5-nitrozosalicylowy. Produkt tej reakcji jest związkiem 
aromatycznym o maksymalnej absorpcji przy 540 nm, co umożliwia ilościowy 
pomiar spektrofotometryczny obecnych w próbkach cukrów redukujących.  

Metoda ta pozwalała na wyznaczenie całkowitego stężenia cukrów 
redukujących znajdujących się w próbkach (m.in. w miodzie). Jednak jej 
ograniczeniem jest fakt, że w środowisku zasadowym oraz przy działaniu 
wysokiej temperatury, zarówno fruktoza, jak i glukoza są w stanie reagować  
z DNS i redukować go do ANS, co jest określane przez czerwono-brązowy 
kolor, który wytwarza. Przedstawiona metoda analityczna jest wygodną  
i stosunkowo niedrogą metoda, jednak ze stosunkowo niską specyficznością, 
aby prawidłowo interpretować wyniki należy przygotować dokładne krzywe 
wzorcowe, dla każdego cukru oddzielne. 

5.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie zawartości cukrów redukujących w miodach  
i określenie czy ich koncentracja spełnia wymagania dla tej grupy produktów 
spożywczych lub czy zostały one zafałszowane. 

Analizowane produkty spożywcze 

− miód nektarowy 
− miód spadziowy 

Odczynniki chemiczne 

− 1% [w/v] roztwór kwasu 3,5-dinitrosalicylowego (DNS) w 0,4 M 
NaOH 

− 10 mM roztwór glukozy 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− waga analityczna 
− naczynia wagowe 
− mieszadło magnetyczne 
− pipety automatyczne 
− cylindry miarowe 
− kolby miarowe o pojemności 100 ml 
− probówki szklane 
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− spektrofotometr UV-vis 

− łaźnia wodna 

Przygotowanie próbki  

Do kolby miarowej o pojemności 100 ml odważyć 1 g miodu (zapisać 

dokładną masę naważki), a następnie uzupełnić kolbę wodą destylowaną do 

kreski i mieszać, aż do całkowitego rozpuszczenia się miodu. Następnie 

przygotować po 5 ml roztworów miodu 10- i 100- krotnie rozcieńczonego, 

wykorzystując do tego metodę seryjnych rozcieńczeń. Tak samo postępować  

w przypadku obu próbek miodu.  

Przygotowanie krzywej kalibracyjnej  

Używając roztworu 10 mM glukozy i wody destylowanej sporządzić po  

5 ml roztworów glukozy o stężeniu 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 10mM. 

Przygotować i podpisać 6 probówek szklanych, a następnie odmierzyć do nich 

roztwory wzorcowe według tabeli 2. 

 

Rys. 10. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 

ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Tabela 2. Przygotowanie roztworów wzorcowych glukozy 

Nr 
probówki 

Roztwór i jego objętość 

2 ml 4 ml 1 ml 

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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Zawartość probówek dokładnie wymieszać i wstawić na 15 minut do łaźni 
wodnej ustawionej na 100˚C (rys. 11).  

 

Rys. 11. Łaźnia wodna ze stojakiem na probówki 

Probówki schłodzić i zmierzyć absorbancję roztworów przy długości fali 
550 nm wobec próby zerowej (woda dejonizowana – probówka nr 1). Wykonać 
trzy pomiary absorbancji dla każdego stężenia glukozy (rys. 10). Wykreślić 
krzywą wzorcową na papierze milimetrowym (zależność stężenia glukozy od 
aborbancji). 

Oznaczenie właściwe  

Dla obu miodów należy postępować identycznie. Przygotować i opisać  
4 probówki szklane. Do trzech z nich odmierzyć po 2 ml przygotowanego 
roztworu miodu, roztworu miodu 10- krotnie rozcieńczonego i roztworu miodu 
100-krotnie rozcieńczonego. Do czwartej probówki dodać 2 ml wody 
dejonizowanej. Następnie do każdej probówki dodać 4 ml wody dejonizowanej 
i 1 ml roztworu 1% DNS. Zawartość probówek dokładnie wymieszać i wstawić 
na 15 minut do łaźni wodnej ustawionej na 100˚C. Probówki schłodzić  
i zmierzyć absorbancję dla próbek miodów przy długości fali 550 nm wobec 
próby zerowej. Dla każdego roztworu miodu wykonać trzy pomiary 
absorbancji. 

Opracowanie wyników  

Na podstawie uzyskanych wartości absorbancji dla miodów oraz 
wyznaczonej krzywej kalibracyjnej wyznaczyć stężenie cukrów redukujących  
w przygotowanych roztworach miodu. Obliczyć zawartość cukrów 
redukujących w miodzie. Analiza wyników powinna obejmować stwierdzenia, 
co do prawidłowości zawartości cukrów oraz możliwym wykryciu 
zafałszowania. 



33 

 

6. Oznaczanie zawartości skrobi w mąkach pszennych 

oraz bezglutenowych metodą Ewersa 

6.1. Wstęp teoretyczny 

Mąka pszenna ma szereg właściwości funkcjonalnych w produkcji żywności, 
które są przypisywane w głównej mierze dwóm podstawowym składnikom 
wielkocząsteczkowym. Należą do nich gluten (białko) oraz skrobia 
(polisacharyd niestrukturalny). Skrobia zlokalizowana jest w bielmie w formie 
mikroskopijnych cząstek określanych jako granulki skrobiowe. Wyróżnia się 
skrobię typu A (duże granulki) i typu B (małe granulki). Oba rodzaje 
charakteryzują się odmienną morfologią, zawartością amylozy, względną 
krystalicznością i mikrostrukturą. Różnice te determinują właściwości 
termiczne i reologiczne mąk.  

Ponadto właściwości funkcjonalne mąk pszennych zależą od ogólnego 
udziału dwóch typów polimerów D-glukozy w ziarnach skrobi, którymi są 
amyloza i amylopektyna. W skrobi pszennej amyloza stanowi od 25 do 28%. 
Natomiast udział amylopektyny jest znacznie większy i mieści się w zakresie 
72-75%. Amyloza jest liniowym polisacharydem o cząsteczkach połączonych 
glikozydowymi wiązaniami α-(1-4). Występuje ona przede wszystkim  
w amorficznej skrobi, a jej rola związana jest z zahamowaniem wchłaniania 
wody, uplastycznianiem granulek skrobiowych i aktywnością chemiczną. 
Natomiast amylopektyna jest polisacharydem silnie rozgałęzionym, w którym 
cząsteczki połączone są wiązaniami α-(1-6)-glikozydowymi. Jest ona 
odpowiedzialna za krystaliczność skrobi, co z kolei wpływa na 
nierozpuszczalność w wodzie, właściwości pęcznienia i lepkość. 

Skrobia jest głównym węglowodanem zapasowym w ziarnach pszenicy  
i stanowi około 60-75% ziarna. W mąkach pszennych jej udział wynosi 70-
80%. Pełni ona niezwykle ważną rolę w żywieniu człowieka (ponad 50% 
spożycia kalorii w krajach zachodnich i do 90% w krajach rozwijających się). 
Podkreślić jednak należy, że szybkość, z jaką skrobia jest trawiona i wchłaniana  
w organizmie człowieka, może być zróżnicowana w zależności od jej składu, 
Niektóre rodzaje skrobi, które są trawione powoli, uważane są za pomocne  
w utrzymaniu poziomu glukozy we krwi. Dodatkowo skrobia jest również 
surowcem o ogromnym znaczeniu przemysłowym. Jest również szeroko 
wykorzystywana w przemyśle spożywczym, papierniczym, tekstylnym, 
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chemicznym i farmaceutycznym, m.in. jako zagęszczacz, stabilizator, klej, 
środek żelujący, środek zatrzymujący wodę i substancja wypełniająca. 

Należy pamiętać, że skrobia jest makroskładnikiem wielu produktów 
spożywczych, a jej właściwości i interakcje z innymi składnikami (woda, 
lipidy), są obecnie przedmiotem zainteresowania przemysłu spożywczego  
i żywienia człowieka. Możliwości przewidywania funkcjonalności skrobi 
bazujące na wiedzy o jej strukturze a także wyjaśnienie sposobu jej 
oddziaływania z innymi głównymi składnikami produktów spożywczych, 
pozostają jednymi z najważniejszych wyzwań w technologii żywności. 
Wiadomo już, że amyloza w skrobi determinuje upakowanie amylopektyny  
w kryształy i organizację lameli krystalicznych w granulkach, co jest istotne dla 
właściwości związanych z pobieraniem wody. Natomiast na własności 
termiczne i tworzenie żelu może mieć wpływ zarówno zawartość amylozy, jak  
i sama struktura amylopektyny. Obecnie wskazanie związku pomiędzy strukturą 
granulek skrobi a przydatnością do określonego procesu produkcji żywności lub 
jej właściwościami odżywczymi jest głównym elementem wyzwań dla chemii 
żywności. 

Do oznaczania zawartości węglowodanów w żywności stosuje się wiele 
różnych metod analitycznych (metody wagowe, chemiczne, polarymetryczne). 
Najczęściej stosowane metody obejmują pomiar współczynnika załamania 
światła oraz wykorzystanie spektroskopii w podczerwieni IR. Wykorzystuje się 
również enzymatyczne oznaczanie zawartości skrobi i produktów jej degradacji 
w produktach żywnościowych z wykorzystaniem wysokosprawnej 
chromatografii cieczowej HPLC. Powszechnie stosowane procedury oznaczania 
skrobi w żywności opierają się również na metodach grawimetrycznych, 
jodometrycznych i polarymetrycznych W Unii Europejskiej metoda 
polarymetryczna jest oficjalną metodą stosowaną do analizy skrobi w paszach.  

W metodach polarymetrycznych wykorzystuje się zależność, że cząsteczki, 
zawierające asymetryczny atom węgla, mają zdolność do skręcania płaszczyzny 
światła spolaryzowanego. Do pomiarów wykorzystuje się polarymetr, który jest 
urządzeniem mierzącym kąt, o jaki obraca się światło spolaryzowane podczas 
przechodzenia przez badany roztwór. Polarymetr składa się ze źródła światła 
monochromatycznego, polaryzatora, rurki szklanej na próbkę oraz analizatora 
mierzącego kąt rotacji. Stopień polaryzacji jest zależny od stężenia optycznie 
czynnych cząsteczek. Wartość kąta skręcenia płaszczyzny światła 
spolaryzowanego zależy również od temperatury i długości fali użytego światła, 
dlatego parametry te są zwykle standaryzowane na 20˚C i 589,3 nm (linia D dla 
sodu). Podkreślić należy także, że zawartość skrobi w większości produktów 
spożywczych nie może być analizowana w sposób bezpośredni. Wynika to  
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z faktu, iż skrobia znajduje się w strukturalnie i chemicznie złożonej matrycy 
żywnościowej. Sama skrobia często występuje w postaci półkrystalicznej 
(skrobia granulowana lub retrogradowana), która jest niedostępna dla 
odczynników chemicznych, powszechnie używanych do oznaczania jej 
koncentracji. W związku z tym, przed przeprowadzeniem procedury 
analitycznej, niezbędne jest jej wyizolowanie z innych składników obecnych  
w matrycy żywnościowej. Pierwszym sposobem jest wirowanie. Granulki 
skrobi są nierozpuszczalne w wodzie i mają stosunkowo dużą gęstość (1500 
kg/m3), w związku z tym podczas wirowania można je oddzielić od innych 
materiałów rozpuszczalnych w wodzie o mniejszej gęstości. Drugim sposobem 
oddzielenia skrobi jest wykorzystanie różnej rozpuszczalności związków 
chemicznych. Monosacharydy i oligosacharydy są rozpuszczalne w roztworze 
etanolu, natomiast skrobia jest nierozpuszczalna. Dlatego w dalszym etapie 
skrobię można oddzielić od węglowodanów, filtrując lub odwirowując roztwór.  

6.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie zawartości skrobi w mąkach pszennych oraz 
bezglutenowych metodą polarymetryczną w roztworze kwasu solnego. 

Analizowane produkty spożywcze 

− Mąki pszenne  
− Maki bezglutenowe 

Odczynniki chemiczne 

− kwas solny (ciężar właściwy 1,19 i 1,125 g/ml) 
− roztwór Carreza I (rozpuścić w wodzie 21,9 g octanu cynku, 

Zn(CH3COOH)2 x 2H2O i 3 g lodowatego kwasu octowego. Uzupełnić 
wodą do 100 ml) 

− roztwór Carreza II (rozpuścić w wodzie 10,6 g heksacyjanożelazianu 
(II) potasu K4Fe(CN)6 x 3H2O. Uzupełnić do 100 ml wodą) 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− zlewki o pojemności 150 ml 
− kolby miarowa o pojemności 100 ml 
− pipety 
− lejek 
− sączek twardy 
− polarymetr kołowy 
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Przygotowanie próbki 

Od tego momentu przygotowanie próbki wykonywać pod dygestorium  
w fartuchu kwasoodpornym. Pobrać 2,5 g próbki (dwie próbki różnych mąk 
przygotowywać analogicznie) do zlewki o pojemności 150 ml z 10 ml wody 
destylowanej i dodać 20 ml stężonego (c. wł. 1,19 g/ml) kwasu solnego, 
dokładnie wymieszać i pozostawić na 30 minut. Po tym czasie całą próbkę 
przenieść ilościowo do kolby miarowej o pojemności 100 ml, popłukując 
zlewkę trzykrotnie kwasem solnym o c.wł. 1,125 g/ml, używając do tego celu 
za każdym razem 10 ml kwasu (nie uzupełniać do kreski). 

Odbiałczanie  

Do kolbki zawierającej badaną próbkę dodać 20 ml Carreza I, delikatnie 
wymieszać i odstawić na 5 min, po tym czasie dodać 20 ml Carreza II delikatnie 
wymieszać i pozostawić na 15 min. Uzupełnić do kreski używając do tego celu 
kwasu solnego o c.wł. 1,125 g/ml wymieszać i sączyć przez pofałdowany 
sączek (twardy).  

Oznaczanie właściwe 

Włączyć polarymetr (rys. 12) i odczekać około 5 minut przed dokonaniem 
pomiaru. Otrzymany przesącz oznaczyć polarymetrycznie w rurce o długości 20 
cm, pamiętając o wyzerowaniu aparatu. Pomiaru dokonać trzykrotnie dla każdej 
z analizowanych mąk). 

 

Rys. 12. Polarymetr kołowy wraz z rurką polarymetryczną 

Obliczenia 

Mnożąc odczytany kąt skręcenia płaszczyzny polaryzacji przez 
współczynnik 0,2475 uzyskuje się zawartość skrobi w gramach w analizowanej 
naważce. Mnożąc natomiast przez 9,90 otrzymuje się procentową zawartość 
skrobi w badanym produkcie. Zawartość skrobi obliczyć w g/100g. Za wynik 
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końcowy przyjmuje się średnią arytmetyczną z przynajmniej dwóch 
równoległych oznaczeń. Wskazać różnice pomiędzy zawartością skrobi w obu 
mąkach. 
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7. Kompleksometryczne oznaczanie jonów wapnia  

i magnezu w wodach mineralnych 

7.1. Wstęp teoretyczny 

Woda jest niezbędnym składnikiem diety człowieka, dostarczającym wielu 
mineralnych składników. Jest składnikiem wszystkich produktów spożywczych, 
jednak nie stanowią one dla organizmu człowieka podstawowego źródła. 
Zdaniem dietetyków, należy zapewnić dzienne spożycie na poziomie 1,5 - 2 
litrów wody. Odpowiednie nawodnienie jest niezbędnym czynnikiem do 
utrzymania równowagi w organizmie. Jednak podkreślić należy, że szacowane 
zapotrzebowanie na wodę może jest zróżnicowane u poszczególnych osób ze 
względu na wiek, aktywność fizyczną, sytuację osobistą, a także warunki 
pogodowe. 

Woda pitna nie jest czystym związkiem chemicznym, jak woda 
destylowana. Zawartość pewnych ilości rozpuszczonych substancji stałych  
i niektórych niezbędnych pierwiastków jest konieczna dla zdrowia. Skupienie 
się jedynie na badaniach mikrobiologicznych i toksykologicznych jest 
niewystarczające i powinno zostać rozszerzone o niektóre składniki mineralne.  

Skład mineralny wód powierzchniowych i podziemnych jest zróżnicowany 
i uzależniony od wysokości nad poziomem morza, topografii, warunków 
hydrologicznych i biologicznych. Na przestrzeni ostatnich lat obserwuje się 
wzrost spożycia butelkowanej wody mineralnej. Tendencja ta ma charakter 
ogólnoświatowy i często związana jest z rosnącymi obawami o jakość wody,  
a także z poszukiwaniem zdrowszego stylu życia i lepszego samopoczucia. 
Analiza jakości wody pitnej jest przeprowadzana na podstawie wyników badań 
fizykochemicznych i mikrobiologicznych. We właściwościach 
fizykochemicznych wód butelkowanych mogą występować różnice  
w zależności od składu źródeł wody, zastosowanych procedur uzdatniania  
i procedur oczyszczania oraz czynników środowiskowych. Dodatkowo zmiany 
w składzie chemicznym wody mogą być efektem warunków i czasu 
przechowywania i transportu. 

Zgodnie z obowiązującym w Polsce rozporządzeniem Ministra Zdrowia 
(Dz.U. 2011 nr 85 poz. 466) w sprawie naturalnych wód mineralnych, wód 
źródlanych i wód pitnych, zgodnym z przepisami Unii Europejskiej (No. 
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2009/54/EC), naturalne wody mineralne wyróżniają się spośród innych wód 
butelkowanych stabilnością składu mineralnego, a także stabilnością 
właściwości mineralnych o znaczeniu fizjologicznym, mającymi korzystny 
wpływ na zdrowie człowieka.  

Woda mineralna zawsze zawiera różne minerały oraz pierwiastki śladowe. 
Związki mineralne są niezbędne człowiekowi do odżywiania, wzrostu, 
podtrzymywania funkcji organizmu oraz dobrego samopoczucia. Woda zawiera 
szereg makro – i mikroelementów, w tym Ca, K, Mg, Na, P i S, oraz Co, Cr, 
Cu, Fe, I, Mn, Mo, Se, V i Zn, które są uważane za niezbędne dla wielu funkcji 
życiowych. Woda naturalna nie ma żadnej kaloryczności, nie zawiera również 
cukru ani sztucznych składników. Wśród najważniejszych makroelementów 
występujących w wodach mineralnych należy wymienić wapń oraz magnez. 
Wapń ma uznaną rolę w rozwoju kości, regulacji skurczów mięśni i aktywności 
mięśnia sercowego. Pełni również funkcje w procesach krzepnięcia krwi, 
przekazywania impulsów nerwowych oraz regulacji przepuszczalności 
komórek. Wapń jest kationem, który może być połączony z różnymi anionami 
(wodorowęglan, siarczan), które to nadają wodom mineralnym specyficzne 
właściwości. Dodatkowo stwierdzono, że biodostępność wapnia jest 
porównywalna z wód mineralnych oraz produktów mlecznych lub preparatów 
farmaceutycznych. Europejska Agencja Bezpieczeństwa Żywności (EFSA) 
uznała, że oświadczenie zdrowotne dotyczące wapnia pozwala stwierdzić, że 
wody mineralne zasobne w Ca mogą być spożywane jako "żywność 
funkcjonalna". Wody mineralne z wysoką koncentracją wapnia (powyżej  
150 mg/l) są zalecane dla młodzieży, kobiet w ciąży, osób niespożywających 
produktów mlecznych, mężczyzn w podeszłym wieku.  

Drugim niezwykle ważnym makroelementem, wchodzącym w skład wód 
mineralnych, jest magnez. Minerał ten pełni ważną rolę w tworzeniu kości, 
aktywności nerwowej i mięśniowej, a także metabolizmie lipidów i syntezie 
białek. Magnez, podobnie jak wapń, może być połączony z innymi minerałami. 
Wody mineralne, zawierające siarczan magnezu, wykazują udowodnione 
działanie w poprawie pracy jelit. Wyniki wielu badań wskazują, że w populacji 
europejskiej wysokie stężenie magnezu w wodzie pitnej (powyżej 50 mg/l) 
może przyczyniać się do zmniejszania ryzyka śmiertelności z powodu choroby 
wieńcowej serca.  

Do najbardziej popularnych metod analitycznych oznaczania zawartości 
wapnia i magnezu w wodach mineralnych należy metoda miareczkowania 
kompleksometrycznego. Jest ona wykorzystywana do oznaczania całkowitej 
zawartości wapnia i magnezu. Może posłużyć również do wyznaczania 
twardości całkowitej wody słodkiej (przy uwzględnieniu odpowiednich 
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rozcieńczeń roztworów), ponieważ za miarę twardości wody uznawana jest 
łączna zawartość jonów Ca2+ i Mg2+. W omawianej metodzie analitycznej 
cząsteczka EDTA (kwas etylenodiaminotetraoctowy) tworzy kompleks  
z jonami wapnia i magnezu. Jako wskaźnik wykorzystywany jest niebieski 
barwnik czerń eriochromowa T. Barwnik ten również tworzy kompleks  
z wymienionymi jonami, czego efektem jest jego zmiana koloru z niebieskiej na 
różową. Utworzony kompleks wskaźnik - jon metalu jest mniej stabilny niż 
kompleks kwas etylenodiaminotetraoctowy - jon metalu. Roztwór próbki, 
zawierający jony wapnia i magnezu ulega reakcji z nadmiarem EDTA. Dodany 
wskaźnik pozostaje niebieski, ze względu na fakt, że wszystkie obecne jony 
Ca2+ i Mg2+ są skompleksowane z kwasem etylenodiaminotetraoctowym. 
Kolejne miareczkowanie następuje z wykorzystaniem roztworu chlorku 
magnezu. Roztwór ten tworzy kompleks z nadmiarem cząsteczek kwasu 
etylenodiaminotetraoctowego aż do punktu końcowego (cały nadmiar EDTA 
zostanie skompleksowany). Natomiast jony Mg2+ w roztworze MgCl2 zaczynają 
wówczas tworzyć kompleksy z czernią eriochromową T, zmieniając jej kolor  
z niebieskiej na różową.  

7.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie zawartości wybranych jonów - wapniowego 
(Ca2+) oraz magnezowego (Mg2+) w naturalnych butelkowanych wodach 
mineralnych. 

Analizowane produkty spożywcze 

− wody mineralne butelkowane 

Odczynniki chemiczne 

− mianowany roztwór Na2EDTA o stężeniu 0,01 mol/l 
− mureksyd 
− 1 M roztwór NaOH 
− czerń eriochromowa T 
− bufor amonowy o pH 10 
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Rys. 13. Wskaźniki do oznaczeń kompleksonometrycznych 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− kolba miarowa o pojemności 100 ml 
− biureta 
− pipety szklane 
− cylinder miarowy 
− kolba Erlenmeyera 

7.2.1. Oznaczanie jonów wapnia 

Przygotowanie próbki  

Otrzymaną od Prowadzącego w kolbie miarowej (o pojemności 100 ml) 
próbkę dopełnić wodą destylowaną do kreski i dokładnie wymieszać. Biuretę 
napełnić titrantem (pilnując, aby nie powstały w niej żadne pęcherzyki 
powietrza). Pipetą przenieść 20 ml rozcieńczonej próbki do kolby Erlenmeyera, 
dodać 10 ml 1M roztworu NaOH i 50 ml wody. Następnie dodać szpatułką 
szczyptę mieszaniny mureksydu z chlorkiem sodu (trituracja 1000 mg 
mureksydu z 20g NaCl cz.d.a.).  

Oznaczenie właściwe  

Przygotowaną próbkę miareczkować mianowanym roztworem soli sodowej 
EDTA do zmiany zabarwienia z różowego na fiołkowe. Otrzymany wynik 
zanotować, a następnie wykonać drugie oraz trzecie miareczkowanie 
(powtórzenie).  
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Obliczenia 

Korzystając z wartości średniej obliczyć zawartość jonów wapnia  
w otrzymanej próbce w gramach. Zawartość jonów wapnia obliczyć według 
wzoru: 

!� = & × ' × ( 

gdzie: 
c – stężenie molowe EDTA [mol/l],  
V – objętość EDTA [l], 
M – masa molowa wapnia [g/mol] 

7.2.2. Oznaczanie jonów magnezu  

Przygotowanie próbki 

Otrzymaną od Prowadzącego w kolbie miarowej o objętości 100 ml próbkę 
dopełnić wodą destylowaną do kreski i dokładnie wymieszać. Pipetą przenieść 
20 ml rozcieńczonej próbki do kolby Erlenmeyera, dodać 2 ml roztworu 
mieszaniny buforowej o pH 10 i 50 ml wody. Szpatułką dodać szczyptę 
mieszaniny czerni eriochromowej T z chlorkiem sodu (trituracja 100 mg 
wskaźnika z 20 g NaCl cz.d.a.).  

Oznaczenie właściwe  

Miareczkować mianowanym roztworem soli sodowej EDTA do zmiany 
zabarwienia z różowo-fioletowego na niebieskie. Otrzymany wynik zanotować, 
a następnie wykonać drugie i trzecie miareczkowanie.  

Obliczenia 

Korzystając z wartości średniej obliczyć zawartość jonów magnezu  
w otrzymanej próbce, korzystając ze wzoru: 

() = & × ('� − '�) × ( 

gdzie: 

c – stężenie EDTA [mol/l], 
V1 – objętość EDTA zużyta na miareczkowanie sumy jonów wapnia  

i magnezu [l], 
V2 – objętość EDTA zużyta na miareczkowanie zawartości wapnia [l], 
M – masa molowa magnezu [mol/g]. 
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8. Ocena kwasowości produktów spożywczych  

jako wskaźnika ich świeżości i autentyczności 

8.1. Wstęp teoretyczny 

Chemia i analiza żywności definiują dwa powiązane ze sobą pojęcia, dotyczące 
kwasowości tj. pH i kwasowość miareczkowa. Do każdego rodzaju kwasowości 
przypisana jest inna metoda analityczna, a każda z tych wielkości ma swój 
własny, specyficzny wpływ na jakość żywności. Kwasowość miareczkowa 
określana również jako kwasowość ogólna, wskazuje całkowite stężenie 
kwasów w żywności. Wyznaczana jest poprzez miareczkowanie kwasów  
w produktach spożywczych przy użyciu zasady. Dowiedziono, że kwasowość 
miareczkowa stanowi bardziej przydatny wskaźnik wpływu zawartości kwasu 
na smak żywności niż wartość pH. Natomiast należy podkreślić, że wartość 
kwasowości ogólnej nie daje pełnego obrazu o produktach spożywczych, 
szczególnie pod kątem ich stanu mikrobiologicznego. Możliwość rozwoju 
drobnoustrojów w produkcie spożywczym jest uzależniona w dużo większym 
stopniu od stężenia wolnych jonów hydroniowych niż od całkowitego stężenia 
kwasów. W związku z tym w analizie żywności istnieje potrzeba ilościowego 
określania stężenia tych wolnych jonów, co związane jest z drugim rodzajem 
kwasowości jakim jest pH, określane również jako kwasowość czynna.  
W produktach spożywczych pH nie zależy jedynie od rodzaju i stężenia 
obecnych kwasów, ale także od stężenia zjonizowanych odpowiedników 
kwasów (tzn. ich sprzężonych zasad).  

Jak już wspomniano kwasowość miareczkowa określa całkowite stężenie 
kwasów w surowcach i produktach spożywczych. Do grupy kwasów 
spożywczych zalicza się najczęściej kwasy organiczne, takie jak kwas 
cytrynowy, jabłkowy, mlekowy, winowy czy octowy. Podkreślić należy jednak, 
że kwasy nieorganiczne (fosforowy, węglowy), bardzo często pełnią bardzo 
ważną, a nawet dominującą funkcję w zakwaszaniu żywności. Obecność 
kwasów organicznych w produktach spożywczych jest determinantem wielu ich 
cech sensorycznych i atrybutów jakościowych. Smak, barwa (antocyjany i inne 
barwniki wykazują odmienną barwę w zależności od odczynu środowiska), 
stabilność mikrobiologiczna (wrażliwość mikroorganizmów na pH), oraz jakość 
przechowalnicza (chemiczna wrażliwości składników produktów na pH) są 
efektem koncentracji kwasów organicznych w żywności. Kwasy organiczne 
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mogą być naturalnie obecne w żywności. Jednakże mogą również powstawać 
podczas fermentacji lub mogą być dodawane do żywności celowo (jako środek 
konserwujący).  

Procedury określania kwasowości są jednymi z podstawowych analiz, 
którym poddaje się produkty spożywcze. Kwasowość odgrywa kluczową rolę  
w zapewnieniu, że żywność dostarczana konsumentom, spełnia wymagania 
dotyczące m.in. takich cech, jak wygląd, konsystencja, smak, czy też zawartość 
składników odżywczych. Ocena kwasowości ma również ogromne znaczenie 
dla zapewnienia, że produkty spełniają wymagania przepisów prawnych i nie 
stanowią zagrożenia dla bezpieczeństwa lub zdrowia konsumentów. Generalnie 
uznaje się, że zawartość kwasów jest ważną cechą produktów spożywczych  
i napojów, a analizy tego wskaźnika są ważne w całym łańcuchu wartości  
w przetwórstwie żywności (kryterium określania świeżości i składu surowych 
składników oraz łatwo psującej się żywności). Ocena kwasowości 
miareczkowej jest źródłem szczegółowych wskazówek, dotyczących niektórych 
łatwo psujących się produktów (np. mleko, olej, soki owocowe). Na podstawie 
wyników badań kwasowości miareczkowej można na przykład stwierdzić, że 
mleko z podwyższoną zawartością kwasu mlekowego może być skażone 
bakteriami. Natomiast odnotowanie obecności kwasu winowego lub 
jabłkowego w sokach mieszanych wskazuje na obecność pewnych rodzajów 
owoców, co może być informacją o ich możliwym zafałszowaniu (metoda 
HPLC).  
W dalszym etapie, analizy kwasowości produktów, takich jak świeże soki, 
mogą być niezwykle cennym elementem informacyjnym, który pomoże  
w spełnieniu wymagań, dotyczących oznakowania żywności, a także  
w zapobieganiu reakcjom alergicznym i innym formom chorób dietozależnych.  

Kwasowość ogólną w produktach spożywczych oznacza się miareczkując 
znaną ilość próbki za pomocą titranta wraz z czujnikiem lub wskaźnikiem (np. 
fenoloftaleina), które określają punkt końcowy miareczkowania. W praktyce 
laboratoryjnej wykorzystuje się miareczkowanie kwasowo-zasadowe, 
miareczkowanie redoks i miareczkowanie kolorymetryczne. W miareczkowaniu 
kwasowo-zasadowym wykorzystuje się czujniki pH do oznaczania ilości titranta 
niezbędnego do reakcji z kwasem jabłkowym, winowym, cytrynowym, 
octowym i innymi kwasami organicznymi obecnymi w owocach, sokach, 
przyprawach na bazie octu i winie. Można ją określić poprzez miareczkowanie 
próbki silną zasadą, która neutralizuje kwas obecny w próbce. Objętość użytego 
titranta, wraz z normalnością zasady i objętością (lub masą) próbki, jest 
wykorzystywana do obliczenia kwasowości miareczkowej, wyrażonej  
w przeliczeniu na dominujący kwas organiczny. 
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Kwasowość potencjalna ma swoje jednostki i może być wyrażana  
jako stężenie molowe (liczba moli kwasu w 1000 ml roztworu), w procentach 
masowych (liczba gramów kwasu w 100 g roztworu) oraz w procentach 
mieszanych (liczba gramów kwasu w 100 ml roztworu).  

Kwasowość można wyrażać również za pomocą tzw. jednostek umownych. 
Wśród nich wyróżnia się stopnie Delbrücka (odpowiadają liczbie ml roztworu 
NaOH o stężeniu 1 mol/l zużytego na zobojętnienie 20 ml roztworu kwasu), 
stopnie Soxhleta-Henkla (odpowiadają liczbie ml roztworu NaOH o stężeniu 
0,25 mol/l zużytego na zobojętnienie kwasów obecnych w 100 ml roztworu) 
oraz stopnie kwasowości (liczba ml roztworu NaOH o stężeniu 1 mol/l zużyta 
na zobojętnienie kwasów zawartych w 100 g produktu). 

Jakość mleka jest ważnym zagadnieniem dla jego producentów  
i przetwórców, ponieważ wpływa ona na wykorzystanie produktu końcowego. 
Jest ona określana na podstawie koncentracji tłuszczu, białka, całkowitej 
zawartości suchej masy, liczby bakterii oraz liczby komórek somatycznych,  
a także kwasowości miareczkowej. Bazując na wynikach pomiarów 
kwasowości można stwierdzić czy mleko jest świeże, nakwaszone czy 
zafałszowane. Generalnie ujmując wraz ze wzrostem poziomu kwasu 
mlekowego wzrastają wartości uzyskane podczas miareczkowania. Obecność 
kwasu mlekowego ulega zwiększeniu w mleku przez działalność bakterii, które 
przekształcają cukier. Jednocześnie należy pamiętać, że mleko ma silną 
zdolność buforowania dzięki zawartości białek, odpornych na zmiany 
zawartości kwasów lub zasad, co również wpływa na kwasowość mleka. 

Mąka to produkt spożywczy, który jest powszechnie wykorzystywany  
w codziennym życiu do produkcji wyrobów, takich jak takich jak chleb, 
makaron, herbatniki itp. Na rynku istnieje wiele różnych typów mąki, które 
różnią się w zależności od rodzaju użytego ziarna (pszenica, kukurydza, ryż, 
owies itp.), różnej mieszanki części ziarna (T00, T0, ziarno z całej pszenicy itp.) 
celu wykorzystania (makaron, uniwersalne zastosowanie, chleb, itp.). Mąki 
charakteryzują się odczynem kwaśnym, co wynika przede wszystkim  
z obecności kwaśnych fosforanów magnezu oraz potasu i wapnia. Ocena 
kwasowości miareczkowej mąk jest ważnym wskaźnikiem ich jakości  
i przydatności. W trakcie przechowywania następować może wzrost poziomu 
kwasowości, wynikający z działalności rodzimych enzymów, prowadzącej do 
rozkładu związków fosforanowych, lipidów i białek. Efektem tego jest 
zwiększenie koncentracji substancji kwaśnych, (m.in. kwas fosforowy, kwasy 
tłuszczowe, aminokwasy). Biorąc pod uwagę aspekt jakościowy, najbardziej 
niekorzystny jest wzrost kwasowości wywoływany poprzez rozkład tłuszczów. 
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8.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczanie kwasowości ogólnej w wybranych produktach 
spożywczych dla wskazania ich świeżości bądź zafałszowania. 

Analizowane produkty spożywcze 

− sok owocowy 
− twaróg 
− piwo 
− mąka 

Odczynniki chemiczne 

− 0,1 M roztór NaOH 
− 0,25 M roztwór NaOH 
− 1% alkoholowy roztwór fenoloftaleiny 
− 2% alkoholowy roztwór fenoloftaleiny 
− papierek wskaźnikowy uniwersalny z barwną skalą wzorców 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− cylinder miarowy 
− kolba miarowa o pojemności 250 ml 
− kolba stożkowa o pojemności 250 ml 
− zlewka 
− pipety szklane 
− moździerz 
− pH-metr 
− biureta 
− lejek 
− bagietka szklana 
− sączek 

8.2.1. Oznaczanie kwasowości ogólnej w soku owocowym  

Oznaczenie polega na zobojętnieniu kwasów obecnych w badanym roztworze 
przez miareczkowanie roztworem wodorotlenku sodu w obecności 
fenoloftaleiny jako wskaźnika lub przy zastosowaniu papierka wskaźnikowego.  

Przygotowanie próbki  

Odmierzyć do zlewki 25 ml badanego soku. Dodać 100 ml wody 
destylowanej i zagrzać do wrzenia. Następnie roztwór oziębić i przenieść 
ilościowo do kolby miarowej o pojemności 250 ml. Dopełnić wodą destylowaną 
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do kreski, wymieszać i pozostawić na 15 minut. Po tym czasie zawartość kolby 
przesączyć przez sączek filtracyjny. W otrzymanym przesączu oznaczyć 
kwasowość ogólną. 

Oznaczenie właściwe  

Do kolby stożkowej odmierzyć pipetą 20 ml soku, przygotowanego zgodnie 
z procedurą powyżej. Do soku o jasnym zabarwieniu dodać 3 krople 
fenoloftaleiny i miareczkować 0,1 M roztworem NaOH do wystąpienia 
jasnoróżowej barwy. Natomiast roztwory o ciemnym zabarwieniu 
miareczkować 0,1 M roztworem NaOH wobec papierka wskaźnikowego. 
Podczas miareczkowania nanosić szklaną bagietką próbkę na papierek 
wskaźnikowy i porównywać kolor ze skalą barw papierka. Zakończyć 
miareczkowanie w momencie, kiedy kropla roztworu badanego, naniesiona na 
papierek będzie miała taki sam kolor, jak barwa na skali odpowiadająca pH 8. 

Obliczenia 

Kwasowość ogólną (KO) w g/100 ml produktu lub g/100 g produktu 
obliczyć wg wzoru: 

	* =
� × + × 	

&
	× 100 

gdzie: 

a – objętość roztworu NaOH zużyta do miareczkowania roztworu 
badanego, ml , 

n – molowość roztworu NaOH, 
c – masa lub objętość produktu badanego zawartego w roztworze 

miareczkowanym, g lub ml (20 ml roztworu odpowiada 2 g produktu) 
K – współczynnik do przeliczania wyniku na odpowiedni kwas 

w zależności od rodzaju badanego produktu. Kwasowość  
w produktach z owoców jagodowych i cytrusowych przeliczyć na 
kwas cytrynowy, K=0,064. Kwasowość w produktach z owoców 
ziarnkowych i pestkowych przeliczyć na kwas jabłkowy, K=0,067. 

Kwasowość ogólną odnieść do odpowiednich norm jej poziomu w sokach. 
We wnioskać sformułować spostrzeżenia na temat świeżości i autentyczności 
soków.  

8.2.2. Oznaczenie kwasowości ogólnej w serach według PN-A-04018:1975 

W serach oznacza się kwasowość ogólną, lotną i czynną [pH]. Zgodnie z tą 
normą kwasowość ogólną serów wyraża się w stopniach Soxhleta-Henkla. 
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Oznaczenie polega na zobojętnieniu kwasów zawartych w 100 g produktu 
roztworem 0,25 M NaOH wobec wskaźnika fenoloftaleiny. 

Przygotowanie próbki  

Oodważyć (z dokładnością do 0,01 g) 10 g sera, przenieść ilościowo do 
moździerza i dokładnie rozetrzeć. W cylindrze miarowym odmierzyć 100 ml 
wody destylowanej podgrzanej do 40˚C i stopniowo dodawać do rozcieranego 
sera, aż uzyska się jednolitą mieszaninę. Następnie do zawartości moździerza 
dodać 2 ml 2% roztworu fenoloftaleiny i (nadal w moździerzu) miareczkować 
0,25 M roztworem NaOH do wystąpienia jasnoróżowego zabarwienia nie 
znikającego przez 30 sekund. 

Obliczanie wyników 

Kwasowość sera podać w stopniach Soxhleta-Henkla (˚SH) Wynik obliczyć 
według wzoru: 

, = � × 10 

gdzie: 

x – kwasowość sera w stopniach Soxhleta-Henkla, 
a – objętość 0,25 M roztworu NaOH zużyta do miareczkowania próbki sera 

(ml). 

Odnieść uzyskane wyniki dla dopuszczalnych poziomów kwasowości dla 
serów. Kwasowość w stopniach SH dla twarożku chudego wynosi do 80, dla 
twarożku tłustego do 75, dla twarogu kwaskowatego chudego do 120, a dla 
twarogu kwaskowatego półtłustego do 100. 

8.2.3. Oznaczanie kwasowości ogólnej piwa  

Przygotowanie próbki  

Próbkę piwa należy odgazować, doprowadzając ją do temperatury 20˚C, 
przelać do kolby i przykryć. Następnie wytrząsać tak długo, aż w momencie 
odchylenia nie będzie wyczuwalny gaz. 

Oznaczenie właściwe  

Do zlewki o pojemności 250 ml, odmierzyć 50 ml odgazowanego piwa. 
Następnie zanurzyć w cieczy elektrodę pH-metru i ciągle mieszając 
miareczkować roztworem NaOH o stężeniu 0,1 M do chwili, kiedy pH-metr 
wskaże pH 8. 

Obliczenia 

Wynik, w ml roztworu NaOH na 100 ml piwa (KP) obliczyć według wzoru: 
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	- =
� × 2 × .

10
 

gdzie: 

a – objętość NaOH o stężeniu 0,1 M zużytego do miareczkowania 
m – współczynnik przeliczeniowy na ścisłe miano 0,1 M NaOH 
2 – przelicznie wyniku miareczkowania próbki na 100 ml. 

Uzyskane wyniki odnieść do dopuszczalnych poziomów kwasowości piwa. 
Kwasowość w piwie powinna mieścić się w zakresie 4,3 – 4,6. 

8.2.4. Oznaczanie kwasowości mąki w zawiesinie 

Oznaczenie właściwe 

Odważyć (z dokładnością do 0,01 g) 5 g mąki i przenieść do kolby 
stożkowej o pojemności 250 ml. W cylindrze miarowym odmierzyć 100 ml 
zimnej wody destylowanej i stopniowo dodawać (porcjami po około 10 ml ) do 
kolby z mąką. W celu rozbicia tworzących się grudek mąki, zawartość kolby 
mieszać dokładnie szklaną bagietką. Uzyskaną zawiesinę starannie wymieszać  
i odstawić na 5 minut. Następnie dodać 3 krople roztworu fenoloftaleiny  
i miareczkować 0,1 M roztworem NaOH do wystąpienia trwałego słabo 
różowego zabarwienia. Oznaczenie wykonać trzykrotnie. 

Obliczenia 

Kwasowość mąki (KM) w stopniach obliczyć według wzoru: 

	( = 20 × � × + 

gdzie: 

a – objętość roztworu 0,1 M NaOH zużytego do miareczkowania (ml) 
n – molowość NaOH 
20 – współczynnik do przeliczania kwasowości w stopniach kwasowości 

Uzyskane wyniki odnieść do danych literaturowych (rodzaj mąki, wpływ 
czasu i warunków przechowywania na kwasowość mąk). 
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Tabela 3. Wymagania jakościowe dla wybranych przetworów zbożowych 

Rodzaj mąki 
Kwasowość mąki w zawiesinie 

(w stopniach kwasowości) 

Mąka pszenna tortowa, typ 450 do 3,5 

Mąka pszenna wrocławska, typ 500 do 3,5 

Mąka pszenna krupczatka, typ 500 do 3 

Mąka pszenna sitkowa, typ 1400 do 7 

Mąka pszenna razowa, typ 2000 do 8 

Mąka żytnia jasna, typ 580 do 5 

Mąka żytnia, typ 800 do 6 

Mąka żytnia razowa, typ 2000 do 8 

Mąki wysoko-wyciągowe i razowe wykazują wyższą kwasowość niż nisko-
wyciągowe. Kwasowość mąki żytniej jest wyższa niż pszennej o tym samym 
wyciągu. 
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9. Oznaczanie stężenia witaminy C  

w produktach owocowych i warzywnych  

techniką spektrofotometryczną 

9.1. Wstęp teoretyczny 

Sformułowanie witamina C określa wszystkie związki, wykazujące 
równoważną aktywność biologiczną do kwasu L-askorbinowego (także 
produktów jego utleniania jak kwas dehydroaskorbinowy, izomerów jak kwas 
izoaskorbinowy, estrów jak palmitynian askorbylu oraz form syntetycznych 
takich jak 6-deoksy-L-AA, 2-fosforan-L-AA). Witamina ta, rozpuszczalna  
w wodzie, jest jedną z najważniejszych dla zdrowia człowieka, ze względu na 
wysoką aktywność antyoksydacyjną. W organizmach żywych pełni ona wiele 
ról, uczestniczy m.in. w wielu procesach biochemicznych (wchłanianie żelaza, 
synteza kolagenu i hormonów) oraz w neutralizacji wolnych rodników, 
tworzących się w wyniku metabolizmu komórkowego. Dodatkowo witamina C 
zapobiega starzeniu się, powstawaniu zaćmy, ma działanie prewencyjne  
w przypadku miażdżycy, nowotworów i chorób układu krążenia . Natomiast  
w przemyśle spożywczym wykorzystywana jest jako dodatek, zapobiegający 
utlenianiu produktów żywnościowych. Człowiek nie jest w stanie jej 
syntetyzować, dlatego musi być dostarczana z dietą (naturalna obecność  
w większości owoców i warzyw). Zalecane dawki żywieniowe określone są na 
poziomie 75 mg/dobę dla dorosłych kobiet i 90 mg/dobę dla mężczyzn.  

Kwas L-askorbinowy jest wrażliwy na działanie wielu czynników. Ulega 
szybkiemu utlenianiu do DHA. Procesy utleniania są indukowane przez 
ekspozycję na wysoką temperaturę i pH, światło, obecność tlenu lub metali 
(jony żelaza (III), srebra, miedzi (II)) oraz działanie enzymatyczne. Równowaga 
pomiędzy formami kwasu askorbinowego L-AA i DHAA jest determinowana 
przez pochodzenie surowców roślinnych (w tym odmiany), metody uprawy, 
stopień dojrzałości) oraz obróbkę i przechowywanie owoców i warzyw po 
zbiorze. 

Podkreślić należy, że kwas L-askorbinowy jest odwracalnie utleniany do 
postaci kwasu L-dehydroaskorbinowego. DHA również wykazuje aktywność 
biologiczną. Natomiast w efekcie dalszego utleniania wytwarza się kwas 
diketogulonowy, który nie wykazuje żadnej funkcji biologicznej. Ze względu na 
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fakt, iż kwas L-dehydroaskorbinowy może być stosunkowo łatwo 
przekształcony w kwas L-askorbinowy w organizmie człowieka, ogromne 
znaczenie ma pomiar poziomu obu form w owocach i warzywach, co pokaże 
pełny obraz aktywności witaminy C. W związku z możliwością degradacji 
kwasu askorbinowego w zależności od warunków przechowywania, 
przygotowania próbki czy też ekstrakcji, ogromne znaczenie ma przestrzeganie 
procedur metod analitycznych, wykorzystywanych do oznaczania witaminy C 
w produktach spożywczych. Tylko takie podejście pozwoli na uzyskanie 
wiarygodnych wyników, przydatnych w kontroli jakości surowców i produktów 
żywnościowych. 

Kwas askorbinowy jest powszechnie wykorzystywany w przemyśle 
spożywczym. Po pierwsze jako źródło witaminy C lub jako antyoksydant. 
Jednakże szybko może on ulegać degradacji m.in. w napojach o kwaśnym pH, 
w których może dodatkowo przyspieszać degradację antocyjanów, co  
w konsekwencji prowadzi do utraty koloru.  

Zastosowanie kwasu askorbinowego jest istotne, zwłaszcza w działalności 
produkcyjnej w zakresie wytwarzania mięsa mielonego oraz wędlin. W tych 
produktach kwas askorbinowy zapobiega utlenianiu i odbarwieniu produktu 
podczas przechowywania, w związku z tym opóźnia pojawienie się 
nieprawidłowego zabarwienia, które mogłoby być nieakceptowane przez 
konsumentów, jednak nie jest związane ze zmianą organoleptyczną produktu. 
Zastosowanie kwasu askorbinowego w produktach mięsnych, z dodatkiem 
azotynów ma duże znaczenie dla aktywności redukcji, zależnej od 
nitrozmetamyoglobinyFe (III) przekształcanej w nitrozmetamyoglobinęFe (II), 
która utrzymuje barwę produktu na pożądanym poziomie. Dodatkowo, kwas 
askorbinowy zapobiega powstawaniu nitrozoamin. 

Zaproponowano wiele analitycznych metod ilościowego oznaczania kwasu 
askorbinowego. Wykorzystuje się m.in. elektroforezę kapilarną, elektrochemię, 
chromatografię cieczową, fluorescencję i chemiluminescencję (CL). Popularne 
są również metoda kolorymetryczna, metoda miareczkowa, metoda 
enzymatyczna, analiza metodą wtrysku przepływowego (FIA) oraz 
wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC). Chromatografia cieczowa  
i elektroforeza kapilarna, są odpowiednie do rozdzielania kwasu L-
askorbinowego, kwasu L-dehydroaskorbinowego i kwasu D-izoaskorbinowego, 
a stosowane wraz z detektorami UV-vis, fluorescencyjnymi lub 
elektrochemicznymi są selektywnymi i czułymi metodami do ilościowego 
oznaczania kwasu L-askorbinowego i jego izomerów w złożonych matrycach 
biologicznych produktów spożywczych. Jak dotąd chromatografia cieczowa 
sprzężona ze spektrometrią mas (LC-MS) jest najrzadziej wykorzystywana do 
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analizy koncentracji witaminy C w porównaniu z jej wykorzystaniem  
w badaniach innych witamin rozpuszczalnych w wodzie. Jednakże metody te są 
często czasochłonne i wykorzystują kosztowne odczynniki i materiały,  
a ponadto wykrywanie często wymaga skomplikowanej i kosztownej aparatury. 
Metody spektrofotometryczne i kolorymetryczne mają wyjątkowe zalety na tle 
pozostałych procedur, takie jak prostota i szybkość wykonania oraz niska 
kosztochłonność. Dodatkowo mogą być stosowane w przypadku analizy 
produktów spożywczych o silnym zabarwieniu. Spektrofotometryczne 
oznaczanie kwasu askorbinowego metodą Folina-Ciocalteu opiera się na fakcie, 
że w obecności kwasu askorbinowego, kwas fosfomolibdenowy (VII) jest 
redukowany do mieszaniny niższych tlenków molibdenu–błękitu 
molibdenowego. Wykorzystywany odczynnik podlega również specyficznej 
redukcji przez kwas askorbinowy przy pH w zakresie od 1 do 7. Pomiaru 
absorbancji dokonuje się przy długości fali 750 nm względem próby ślepej 
(kwas TCA – trichlorooctowy). Natomiast zawartość witaminy C odczytuje się 
z wcześniej przygotowanej krzywej wzorcowej dla kwasu askorbinowego.  

9.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie zawartości witaminy C w wybranych 
produktach spożywczych (świeżych oraz przechowywanych) techniką 
spektrofotometryczną (metodą Folina).  

Analizowane produkty spożywcze 

− cytryna 
− czarna porzeczka 
− kiwi 
− truskawki 
− owoce dzikiej róży 
− korzeń pietruszki 

Odczynniki chemiczne 

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

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− waga analityczna 
− spektrofotometr UV-3100PC 
− wirówka laboratoryjna 
− homogenizator 
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− pipety automatyczne 

Przygotowanie krzywej wzorcowej  

Przygotować krzywą wzorcową poprzez wykonanie szeregu rozcieńczeń 
roztworu wzorcowego kwasu askorbinowego o stężeniu 0,1 mg/ml według 
tabeli 4: 

Tabela 4. Przygotowanie roztworów do wykonania krzywej wzorcowej - schemat 

Rodzaj odczynnika 
Stężenie kwasu askorbinowego (µg/ml) 

0 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 prób dodać po 0,2 ml odczynnika Folina i natychmiast 
po dodaniu energicznie zamieszać. Zmierzyć absorbancję na spektrofotometrze, 
roztworów (sześciu przygotowanych zgodnie ze schematem w tabeli 3) przy 
długości fali 750 nm (rys. 14). Wykreślić krzywą wzorcową na papierze 
milimetrowym (zależność wartości absorbancji od stężenia kwasu 
askorbinowego). 

 

Rys. 14. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Przygotowanie próbki  

Odważyć 1 g próbki, dodać 1 ml 10% TCA, a następnie homogenizować 
przez 5 minut (rys. 15). Próbki do analiz oznaczyć na probówkach 
wirowniczych (numer bądź nazwa produktu spożywczego). Osad odwirować 
przy prędkości 3000.  
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Rys. 15. Homogenizator laboratoryjny do przygotowania próbek  

Oznaczenie właściwe 

Pobrać 0,2-0,5 ml supernatantu z odwirowanego materiału badawczego. 
Objętość prób uzupełnić do 2 ml 10% TCA, a następnie dodać 0,2 ml 
odczynnika Folina i energicznie zamieszać. Absorbancję mierzyć przy długości 
fali 750 nm względem próby zerowej. Odczytać koncentrację kwasu 
askorbinowego w badany materiale, bazując na przygotowanej wcześniej 
krzywej wzorcowej. Wyniki przedstawić w tabeli 5. Należy uwzględnić, że 
krzywą wzorcową przygotowano dla stężenia kwasu askorbinowego, 
wyrażonego w µg/ml. Natomiast zawartość w produkcie oceniano dla 1 g 
próbki. Wynik wyrazić w mg/100g produktu. Wyznaczyć jaka ilość 
analizowanego produktu, pokryje dzienne zapotrzebowanie dorosłego 
człowieka na witaminę C (dla kobiet lub dla mężczyzn). Dodatkowo we 
wnioskach umieścić informacje, na temat wpływu przechowywania na poziom 
witaminy C w analizowanych produktach. 

Tabela 5. Zestawienie uzyskanych wyników analiz badawczych 

Badany materiał 
Zawartość wit. C w 
badanym materiale 

[mg/100g] 

Ilość produktu 
spożywczego, który 

zaspokajałby dzienne 
zapotrzebowanie dorosłego 

człowieka na wit C [g] 
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10. Analiza błonnika pokarmowego - oznaczanie 

włókna obojętno-detergentowego w surowcach 

roślinnych 

10.1. Wstęp teoretyczny 

Panel ds. definicji błonnika pokarmowego powołany przez National Academy 
of Science w 2002 r. zdefiniował błonnik pokarmowy jako składający się  
z niestrawnych węglowodanów i ligniny, które są naturalne i nienaruszone  
w roślinach, błonnik funkcjonalny składający się z wyizolowanych, 
niestrawnych węglowodanów, które mają korzystne efekty fizjologiczne u ludzi 
oraz błonnik całkowity jako sumę błonnika pokarmowego i błonnika 
funkcjonalnego.  

Głównym źródłem błonnika w diecie są zboża oraz owoce i warzywa. 
Obecnie dodaje się go także w postaci oczyszczonej do preparatów lub 
produktów spożywczych. Funkcje błonnika pokarmowego w prewencji  
i leczeniu wielu chorób zostały bardzo dobrze udokumentowane. Aktualnie 
szacuje się, że spożycie błonnika pokarmowego w krajach zachodnich kształtuje 
się na poziomie 16,3-43,4 g na osobę dziennie. Bazując na zaleceniach, 
przeciętne dzienne zapotrzebowanie na błonnik pokarmowy wynosi 25 g dla 
kobiet poniżej 50. roku życia, 21 g dla kobiet powyżej 50. roku życia, 38 g dla 
mężczyzn poniżej 50. roku życia i 30 g dla mężczyzn powyżej 50. roku życia. 
W ostatnich latach obserwuje się znaczny niedobór błonnika pokarmowego  
w diecie ludzi, co dotyczy głównie krajów rozwiniętych. Od połowy lat 60. 
ubiegłego wieku widoczny jest stały wzrost zainteresowania błonnikiem 
pokarmowym. Wykazano, że poszczególne składniki błonnika pokarmowego 
wiążą wiele substancji, w tym cholesterol i kwasy żołądkowe. Celuloza  
i lignina mają dużą zdolność wiązania metali. Z kolei frakcje NDF (neutralno-
detergentowa) i ADF (kwaśno-detergentowa) działają na poziomie 
fizjologicznym, poprawiając strawność, dostępność składników mineralnych,  
a ponadto wpływają na szereg interakcji między składnikami pokarmowymi. 
Właściwości hemicelulozy również mogą odgrywać istotną rolę w fizjologii 
człowieka. Ta frakcja błonnika jest w znacznym stopniu degradowana  
w okrężnicy i zwiększa produkcję stolca. Jednak jej najważniejszą funkcją jest 
zdolność do wiązania jonów i zatrzymywania wody. Na korzystne działanie 
frakcji błonnika wskazują badania, w których wykazano, że suplementacja diety 
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maksymalnymi tolerowanymi ilościami pektyn, celulozy lub ligniny wiąże się  
z istotnymi zmianami poziomu cholesterolu w surowicy krwi u osób zdrowych. 

Wzbogacanie żywności błonnikiem przynosi wiele różnych rodzajów 
korzyści, w tym motywację dla konsumentów do spożywania zwiększonych 
ilości błonnika pokarmowego, co jest zalecane przez dietetyków. Dodatkowo 
suplementacja błonnikiem zmienia właściwości technologiczne surowców  
i produktów spożywczych, co obecnie wydaje się bardzo interesujące dla 
producentów żywności. W związku z wieloma pozytywnymi aspektami, 
zarówno wartość odżywcza, jak i właściwości technologiczne błonnika 
pokarmowego, mają niezwykłe znaczenie dla potencjalnego rozwoju szerokiej 
gamy produktów spożywczych, wzbogacanych błonnikiem (pieczywo, 
przekąski, sosy, napoje, płatki śniadaniowe, ciastka, produkty mleczne, 
produktów mięsne). 

Zaproponowano wiele różnych systemów klasyfikacji składników błonnika 
pokarmowego. Przyjęte podziały bazowały na podstawie ich roli w roślinie, 
rodzaju polisacharydu, ich symulowanej rozpuszczalności w przewodzie 
pokarmowym, miejsca trawienia oraz produktów trawienia i klasyfikacji 
fizjologicznej. Obecnie najbardziej przyjętą klasyfikacją błonnika 
pokarmowego jest podział składników diety na podstawie ich rozpuszczalności 
w buforze o określonym pH i/lub ich zdolności do fermentacji w systemie in 
vitro z wykorzystaniem wodnego roztworu enzymów, reprezentatywnych dla 
enzymów ludzkiego przewodu pokarmowego. Przyjmując te kategorie błonnik 
pokarmowy występuje w dwóch kategoriach jako błonnik nierozpuszczalny  
w wodzie tj. niepodlegający fermentacji (celuloza, hemiceluloza, lignina) oraz 
błonnik rozpuszczalny w wodzie/ dobrze podlegający fermentacji (pektyny, 
gumy i śluzy). 

Jednak podkreślić należy, że różne rodzaje błonnika pokarmowego mają nie 
tylko odmienną strukturę i skład chemiczny. Różnice te bowiem mają ogromne 
znaczenie żywieniowe i technologiczne. Pomimo szeregu wspomnianych 
korzyści, wynikających ze spożywania błonnika pokarmowego, istnieją 
doniesienia na temat jego roli w upośledzaniu wchłaniania związków 
mineralnych i pierwiastków śladowych w jelicie cienkim ze względu na 
działanie wiążące i/lub sekwestrujące.  

W technologii żywności fizykochemiczne właściwości błonnika 
pokarmowego mogą być modyfikowane poprzez obróbkę: chemiczną, 
enzymatyczną, mechaniczną (rozdrabnianie), termiczną lub termomechaniczną 
(ekstruzja, ekstruzja gotowana, kontrolowana dekompresja natychmiastowa),  
w celu poprawy jego funkcjonalności w produktach spożywczych. Złożoność 
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błonnika pokarmowego jest efektem charakteru chemicznego i stopnia 
polimeryzacji, poszczególnych jego składników. W związku z tym badania 
ilościowe tego składnika w produktach spożywczych, opierają się na 
zastosowaniu wielu różnych metod analitycznych, które umożliwiają dokładne 
oszacowanie jego składu w żywności i jej produktach ubocznych. Ogólnie 
przyjęto podział metod oznaczania błonnika pokarmowego na trzy kategorie. 
Wśród nich znajdują się metody nieenzymatyczno-grawimetryczne, 
enzymatyczno-grawimetryczne oraz enzymatyczno-chemiczne. Do ostatniej 
grupy należą procedury enzymatyczno-kolorymetryczne i enzymatyczno-
chromatograficzne (GLC/ HPLC). Na przestrzeni ostatnich lat stwierdzono, że 
najczęściej stosowanymi metodami oceny poziomu błonnika pokarmowego są 
metoda enzymatyczno-grawimetryczna (zgodna z AOAC) oraz metoda 
enzymatyczno-chemiczna, metoda Van Soesta.  

Metoda oznaczania NDF według Van Soesta została opracowana w celu 
rozdzielenia suchej masy produktów na frakcję rozpuszczalną, która jest łatwo 
trawiona i frakcję włóknistą, która jest trawiona powoli i niekompletnie.  
W surowcach roślinnych w skład NDF wchodzą hemicelulozy, celulozy  
i ligniny, ale również niewielkie koncentracje białka i popiołu. Dlatego też  
w metodzie Van Soesta oznaczania NDF, siarczan sodu został włączony do 
procedury analitycznej (zmniejszenie zanieczyszczenia włókna białkiem).  
W metodzie tej wykorzystuje się rozpuszczanie skrobi, podczas ekstrakcji 
neutralnym detergentem, przy użyciu stabilnego termicznie enzymu α-amylazy. 
Firma Ankom opracowała metodę opartą na ekstrakcji próbek  
w workach filtracyjnych przy użyciu komory ciśnieniowej, która jest obecnie 
powszechnie wykorzystywana do oceny zawartości włókna i jego frakcji  
w produktach spożywczych. 

10.2. Część praktyczna  

Celem ćwiczenia jest przeprowadzenie oznaczania zawartości włókna 
obojętno-detergentowego w próbkach produktów spożywczych  
z wykorzystaniem woreczków filtracyjnych. 

Analizowane produkty spożywcze 

− nasiona fasoli 
− nasiona soi 

Odczynniki chemiczne 

− Neutral Detergent (ND) Solution, firmy ANKOM (przygotowanie 
zgodnie z instrukcją na opakowaniu) 
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− glikol trójetylowy 
− alfa-amylaza 
− siarczan sodu bezwodny 
− aceton  

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− waga analityczna 
− suszarka laboratoryjna Binder 
− aparat ANKOM 
− woreczki filtracyjne 
− zgrzewarka 
− zatrzymujące wilgoć opakowanie ANKOM 
− mazak do napisów na woreczkach odporny na rozpuszczalnik i kwasy 
− młynek laboratoryjny 
− pipeta o pojemności 5 ml 
− cylinder miarowy o pojemności 10 ml 
− zlewka o pojemności 250 ml 

Przygotowanie próbki  

Zmielić próbki nasion w młynku (rys. 16), zgodnie z instrukcją 
Prowadzącego. (próbki zbyt drobno zmielone mogą wydostawać się  
z woreczków filtracyjnych).  

Zważyć 3 puste woreczki, aby wyznaczyć korekcję dla pustego woreczka 
(C1). Następnie zważyć i zapisać masę każdego pustego woreczka filtracyjnego 
(W1). Każdy woreczek musi być oznaczony dla identyfikacji próbki (napisy 
umieszcza się na środku woreczka mazakiem).  

Po wytarowaniu wagi należy umieścić w woreczku filtracyjnym próbkę  
w ilości 0,45 – 0,50 g oraz zapisać masę każdej z próbek (W2). Następnie 
należy zgrzać woreczek za pomocą zgrzewarki, w odległości 4 mm od jego 
górnej krawędzi (rys. 17). 
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Rys. 16. Młynek laboratoryjny do mielenia nasion roślin bobowatych 

 

Rys. 17. Zgrzewarka do woreczków filtracyjnych 

Oznaczenie właściwe  

Sporządzić roztwór (pod nadzorem Prowadzącego, w maskach 
przeciwpyłowych z zaworkiem FFP1) obojętno-detergentowy (zgodnie  
z instrukcją na opakowaniu i w przeliczeniu 1 lub 2 litry wody destylowanej). 
Dodać 10 ml glikolu trójetylowego. Sprawdzić pH roztworu (powinno mieścić 
się w zakresie od 6,9 do 7,1). Kolejny etap to umieszczenie 3 woreczków na 
każdej z 8 tac w urządzeniu ANKOM (maksymalna liczba woreczków przy 
jednym oznaczaniu to 24). Włożyć tacki na metalowy pręt. Każda taca powinna 
być odwrócona o 120 stopni w stosunku do tacy znajdującej się poniżej (rys. 
18). Umieść 9 pustą tacę na górze. Umieścić wąż odprowadzający w odpływie. 
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Włączyć aparat, otworzyć pokrywę i wstawić mieszalnik z tackami  
i woreczkami. Umieścić ciężarek na górnej, ostatniej, pustej tacy.  

Jeżeli analizie będą poddawane 24 woreczki z próbkami, należy dodać 
1900-2000 ml roztworu ND w temperaturze pokojowej do naczynia analizatora 
włókna. Jeżeli do oznaczeń przeznaczonych będzie mniej niż 20 próbek 
(woreczków filtracyjnych), dodać należy 1000 ml roztworu ND. Następnie 
należy dodać 10 g (0,5 g na 50 ml roztworu ND) siarczynu sodowego i 4,0 ml 
alfa-amylazy do roztworu w analizatorze. Po zamknięciu pokrywy urządzenia 
włącza się na jego panelu przyciski mieszania i ogrzewania. Zegar na panelu 
ustawia się na 75 minut. Kiedy ekstrakcja zakończy się (sygnalizacja 
dźwiękowa z panelu sterowania), wyłącza się mieszanie i ogrzewanie. 

 

Rys. 18. Urządzenie Ankom do pomiarów zawartości włókna wraz z tacami, na których 
umieszcza się woreczki filtracyjne 

Należy otworzyć zawór spustowy. Kolejny etap to zamknięcie zaworu 
spustowego, po którym można otworzyć pokrywę. Następnie dodaje się 1900-
2000 ml wody o temperaturze 70-90˚C do płukania i 4 ml alfa-amylazy do 
pierwszego i drugiego płukania. Włączyć mieszanie przez 5 minut. Łącznie 
wykonać trzeba trzy płukania. Po zakończeniu ekstrakcji NDF i płukaniu 
wyjmuje się próbki, usuwa nadmiar wody i umieszcza woreczki na około 3-5 
minut w zlewce z acetonem. Po tym czasie wyjmuje się woreczki z acetonu, 
wysusza na powietrzu (kratka z suszarki), a następnie należy wysuszyć je 
całkowicie w suszarce w temperaturze 102˚C przez około 2 godziny 
(uzgodnienie z Prowadzącym). Woreczki po suszeniu umieścić w opakowaniu 
ANKOM (Rys. 19). 
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Rys. 19. Opakowanie do przechowywania woreczków filtracyjnych po suszeniu (przed 
ważeniem) 

Zważyć woreczki (W3), a uzyskane wyniki zapisać w tabeli 6  
z odpowiednimi kodowaniami dla woreczków filtracyjnych. 

Tabela 6. Zestawienie wyników do oznaczania NDF w nasionach roślin bobowatych 

Nrpróby/oznaczenie 
z woreczka 

Masa woreczka 
W1 

Masa próby 
W2 

Masa wysuszonego 
woreczka z 
włóknem po 

ekstrakcji W3 

    

    

    

    

Należy wyznaczyć tzw. korekcję na pusty woreczek C1. Jest to stosunek 
końcowej masy wysuszonego w suszarce (pustego) woreczka do masy pustego 
woreczka (wyznaczonej na początku analizy). 

Obliczenia 

Dokonać obliczeń zgodnie z następującym wzorem: 

%	01
 = 	
100 × [34 − (3� × !�)]

3�
 

gdzie: 

W1 – masa wytarowanego woreczka 
W2 – masa próbki 
W3 – masa wysuszonego woreczka po procesie ekstrakcji 
C1 – Korekcja na pusty woreczek 
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11. Oznaczanie likopenu w świeżych pomidorach  

i przetworach pomidorowych 

11.1. Wstęp teoretyczny 

Pomidory są jednym z najpopularniejszych produktów w diecie człowieka na 
całym świecie. Są źródłem składników odżywczych, takich jak potas, witaminy 
i karotenoidy, w których dominuje likopen. Wśród całej gamy związków 
funkcjonalnych, występujących w pomidorach, likopen jest jednym  
z najważniejszych, ze względu na jego udział w zmniejszaniu ryzyka chorób 
układu krążenia oraz działanie przeciwnowotworowe. Chemicznie likopen jest 
karotenoidem rozpuszczalnym w lipidach. Określany jest także jako prekursor 
β-karotenu, jednak ma co najmniej dwukrotnie większą od niego zdolność 
przeciwutleniającą (11 sprzężonych i 2 niesprzężone wiązania podwójne). Pod 
względem strukturalnym likopen jest tetra terpenem, zbudowanym z ośmiu 
jednostek izoprenowych, składających się wyłącznie z C i H (zawiera 13 wiązań 
podwójnych). Zawartość likopenu stanowi około 80-90% całkowitej zawartości 
karotenoidów w dojrzałych pomidorach. Generalnie likopen charakteryzuje się 
najwyższą aktywnością przeciwutleniającą i zdolnością do wygaszania tlenu 
singletowego spośród wszystkich karotenoidów pokarmowych. Przetworzone 
produkty pomidorowe (soki, zupy, sosy, ketchupy) zawierają najwyższe 
koncentracje biodostępnego likopenu w porównaniu do świeżych pomidorów. 
Zalecenia, dotyczące optymalnego dla zdrowia człowieka dziennego spożycia 
likopenu mieszczą się w zakresie od 3,35 do 4,82 mg.  

Pomidory i produkty pomidorowe są głównym źródłem likopenu w diecie 
człowieka. Niepożądana degradacja likopenu może wpływać nie tylko na jakość 
sensoryczną produktów, ale także na obniżenie korzyści zdrowotnych, jakie 
przynosi dla organizmu człowieka żywność na bazie pomidorów. Likopen  
w świeżych pomidorach występuje przede wszystkim w konfiguracji trans. 
Najważniejszymi przyczynami degradacji, tego biologicznie aktywnego 
związku w pomidorach podczas przetwarzania, są izomeryzacja i utlenianie. 
Podczas izomeryzacji izomery trans przekształcane są w izomery cis. Dane 
literaturowe wskazują, że określenie stopnia izomeryzacji likopenu podczas 
przetwarzania mogłoby stanowić miarę potencjalnych korzyści zdrowotnych 
żywności na bazie pomidorów. Przetwarzanie termiczne pomidorów związane 
jest na ogół z pewnymi stratami likopenu w produktach końcowych. 
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Oddziaływanie wysokiej temperatury prowadzi do izomeryzacji form all-trans 
do cis, a ilość tych izomerów zwiększa się wraz ze wzrostem temperatury  
i czasu przetwarzania. Jednak w żywności na bazie pomidorów, zarówno 
mrożonej, jak i sterylizowanej termicznie, obserwuje się doskonałą stabilność 
likopenu przez cały okres przechowywania.  

Biodostępność likopenu determinowana jest wieloma czynnikami. 
Absorpcja izomerów cis z żywności jest wyższa niż izomerów all-trans. Zatem 
biodostępność likopenu z przetworzonych produktów pomidorowych jest 
wyższa niż ze świeżych pomidorów. Dodatkowo skład i struktura żywności są 
czynnikiem wpływającym na biodostępność likopenu, ponieważ mogą 
oddziaływać na uwalnianie likopenu z matrycy tkankowej owocu pomidora. 
Zatem przetwarzanie świeżych pomidorów zwiększa biodostępność likopenu ze 
względu na fakt rozbicia ścian komórkowych, co z kolei prowadzi do osłabienia 
siły wiązania między likopenem a matrycą tkankową. Wzrost świadomości 
konsumentów i zwiększone w związku z tym zapotrzebowanie na zdrowe 
produkty żywnościowe stwarza aktualnie nowe możliwość rozwoju żywności 
bogatej w likopen jako nowej żywności funkcjonalnej.  

Wśród nowoczesnych metod oznaczania zawartości likopenu wymienić 
należy wysokosprawną chromatografię cieczową (HPLC), związaną ze 
skomplikowaną analizą chemiczną, w której wykorzystuje się mieszaninę 
rozpuszczalników do rozpuszczania barwników, aby zapobiec ich utlenianiu 
podczas ekstrakcji. Ta procedura analityczna określana jest nie tylko jako 
pracochłonna, kosztowna i czasochłonna, ale wymaga także wykorzystywania 
toksycznych rozpuszczalników. Dlatego zaproponowano kilka szybkich metod 
analizy likopenu w pomidorach i ich przetworach. Wśród nich znajdują się 
procedury z wykorzystaniem kolorymetru/spektrofotometru, spektrometru 
bliskiej podczerwieni (NIR) lub spektrometru UV-Vis. 

Obecnie obserwuje się duże zainteresowanie ilościowym oznaczaniem 
likopenu. W metodach spektrofotometrycznych ilościowej oceny likopenu  
w produktach spożywczych wykorzystywane są rozpuszczalniki organiczne do 
ekstrakcji i rozpuszczania tego związku. Ekstrakcja jest najczęściej 
wykorzystywaną metodą pozyskiwania karotenoidów z roślin. Idealna metoda 
szacowania jego koncnetracji powinna być szybka, czuła, selektywna, tania  
i przyjazna dla środowiska. Spektrometria UV-Vis jest tradycyjną metodą 
analizy z powodzeniem stosowaną do ilościowego oznaczania karotenoidów, 
ponieważ jest niedroga i szybka w porównaniu z technikami 
chromatograficznymi. Obecnie istnieje tendencja do stosowania metod szybkich 
i niedrogich, ale zapewniających dokładne wyniki.  
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Spektrofotometryczne oznaczenie ilościowe likopenu przeprowadza się 
najczęściej metodą zaproponowaną przez Fish i in.(2002). Procedura ekstrakcji 
prowadzona jest z wykorzystaniem acetonu, zawierającego BHT 
(butylohydroksytoluen) oraz heksanu. Po oddzieleniu faz mierzona jest 
absorbancja fazy heksanowej przy długości fali 503 nm wobec heksanu, jako 
próby ślepej. 

11.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczanie likopenu w pomidorach świeżych oraz 
przetworach pomidorowych w aspekcie wpływu obróbki na koncentrację tego 
bioaktywnego związku. 

Analizowane produkty spożywcze 

− pomidory 
− sok/sos pomidorowy 

Odczynniki chemiczne 

− 0,05% (w/v) roztór butylowanego hydroksytoluenu (BHT) w acetonie  
− 95% etanol 
− heksan 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− waga analityczna 
− pipety 
− cylinder miarowy 
− probówki wirownicze 
− wirówka laboratoryjna 
− homogenizator laboratoryjny 
− spektrofotometr UV-vis 
− homogenizator laboratoryjny 

Przygotowanie próbek  

Pomidory poddać homogenizacji (rys. 20). Odczekać aż znikną pęcherze 
powietrza.  
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Rys. 20. Homogenizator laboratoryjny do przygotowania próbek z pomidorów 

Do probówki wirowniczej odważyć 0,6 g homogenizowanych pomidorów 
(do drugiej probówki 0,6 g soku/sosu) i dodać 5 ml 0,05% (w/v) butylowanego 
hydroksytoluenu (BHT) w acetonie, 5 ml 95% etanolu oraz 10 ml heksanu. 
Następnie próbki odwirować przy 320 obr/min przez 15 minut w temperaturze 
4°C (rys. 21).  

 

Rys. 21. Wirówka laboratoryjna MPW wraz ze stojakiem na probówki wirownicze – 
sposób umieszczenia probówek wirowniczych w rotorze wirówki 

Po wirowaniu dodać 3 ml wody destylowanej. Następnie mieszać zawartość 
przez 5 minut i pozostawić w temperaturze pokojowej, aby umożliwić rozdział 
faz (wyraźne warstwy polarne i niepolarne). Do pomiarów spektro-
fotometrycznych pobrać ostrożnie górną warstwę.  

Oznaczenie właściwe  

Pobrane próbki umieścić w kuwetach kwarcowych. Absorbancję zmierzyć 
na spektrofotometrze UV-vis przy długości fali 503 nm (rys. 22). Jako próbę 
ślepą zastosować heksan. Dokonać trzykrotnych pomiarów dla każdej z próbek. 
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Rys. 22. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Obliczenia 

Obliczyć stężenie likopenu (L) na podstawie wzoru, wyliczając jego 
zawartość w mg/kg produktu: 

6 =
���4 × (3	 × 1
 × 1000	

7 × 6
 

gdzie: 

MW - masa cząsteczkowa likopenu (536,9 g/mol) 
DF - współczynnik rozcieńczenia 
L - długość drogi (cm) 
Ε - molowy współczynnik ekstynkcji dla likopenu (172,000 mol/l/cm). 

We wnioskach sformułować wpływ obróbki termicznej oraz przetwarzania 
pomidorów na poziom likopenu w produktach. 
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12. Ilościowa i jakościowa ocena barwników roślinnych 

w zależności od pH środowiska 

12.1. Wstęp teoretyczny 

W ostatnich latach obserwuje się wzrastające zainteresowanie konsumentów 
żywnością minimalnie przetworzoną, w tym warzywami liściastymi. Coraz 
więcej uprawia się warzyw liściastych, które są powszechnie wykorzystywane 
do różnego rodzaju sałatek. Dowiedziono, że świeże warzywa liściaste są 
ważnym składnikiem diety, który zyskał miano składnika żywności 
funkcjonalnej, ze względu na fakt dostarczania witamin, związków mineralnych 
i związków biologicznie aktywnych. Warzywa liściaste są także bogatym 
źródłem kilku rodzajów barwników fotosyntetycznych. Barwniki 
fotosyntetyczne uznawane są za substancje o bardzo zróżnicowanej budowie 
chemicznej. Mogą występować w postaci barwników porfirynowych (chlorofil 
a, b i c), karotenoidów, antocyjanów i flawonów. Całkowita pula barwników  
w warzywach liściastych obejmuje chlorofil a i b (grupa metylowa w chlorofilu 
a jest zastąpiona cząsteczką aldehydową w chlorofilu b) i karotenoidy, które są 
niezbędnymi elementami procesu fotosyntezy. Stężenie barwników  
w warzywach jest zróżnicowana gatunkowo i odmianowo. Może również 
zależeć od procesów i przemian fizjologicznych w roślinach oraz czynników 
środowiskowych. 

Obecność barwników w warzywach jest odpowiedzialna za zabarwienie 
żywności, które jest jednym z atrybutów jakości sensorycznej produktów 
spożywczych. Dodatkowo wykazano, że poziomy chlorofilu i karotenoidów są 
powiązane z potencjałem fotosyntetycznym roślin, co z kolei może być 
informacją obrazującą stan fizjologiczny rośliny. Stężenie barwników  
w warzywach liściastych jest niezwykle ważne, nie tylko z punktu widzenia 
zabarwienia surowców roślinnych i funkcji fizjologicznych, ale również  
z powodu ich uznanej roli dla zdrowia człowieka. Karotenoidy i chlorofile 
wykazują szerokie spektrum działania prewencyjnego w zapobieganiu różnym 
chorobom cywilizacyjnym, powiązanym ze stresem oksydacyjnym 
(nowotwory, choroby sercowo-naczyniowe). Organizm człowieka nie ma 
możliwości syntezy wymienionych substancji, dlatego powinny być one 
dostarczane wraz z dietą. W ostatnim czasie zainteresowanie barwnikami w 
roślinach jadalnych wzrasta, ze względu na powszechniejsze wykorzystanie 
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związków naturalnych w produkcji żywności. Związane jest to z Dyrektywą 

Wspólnoty Europejskiej, w której wskazuje się przewagę związków naturalnych 

nad związkami syntetycznymi. 

Chlorofil jest związkiem o barwie zielonej, występującym w liściach  

i zielonych łodygach roślin. Jest mieszaniną związków a i b, różniących się 

rozpuszczalnością w rozpuszczalnikach organicznych i odmiennością widm 

elektronowych w zakresie widzialnym. W przemyśle spożywczym chlorofil 

uznawany jest za naturalny dodatek do żywności, zaspokajający rosnące 

preferencje konsumentów, dotyczące naturalnej żywności. Chlorofil a 

charakteryzuje się intensywnie niebiesko-zielonym kolorem. Natomiast 

chlorofil b ma kolor matowożółto-zielony. Strukturalnie barwnik ten wykazuje 

podobieństwo do hemoglobiny. Chlorofil i jego pochodne, przyjmowane przez 

organizm człowieka wraz z dietą, wykazują działanie przeciwutleniające  

i antymutagenne. Dodatkowo barwnik ten wspomaga usuwanie z organizmu 

metali ciężkich. 

Oprócz różnych rodzajów chlorofilu, barwnikami naturalnymi  

o korzystnym działaniu biologicznym są karotenoidy, które wykazują 

aktywność przeciwutleniającą. Dostarczanie organizmowi karotenoidów, 

pochodzących z warzyw i owoców, zmniejsza ryzyko zachorowania na 

nowotwory.  

Udowodniony korzystny efekt spożywania naturalnych barwników na 

zdrowie człowieka spowodował wzrost zainteresowania tymi substancjami  

w aspekcie możliwości produkcji suplementów diety czy nutraceutyków.  

Identyfikacja i oznaczanie ilościowe barwników roślinnych jest uzależnione 

od wielu czynników, przy czym największe znaczenie ma sposób 

przygotowania próbki, rodzaj odczynnika ekstrakcyjnego oraz metoda. Do 

najpowszechniej wykorzystywanych procedur ilościowego oznaczania 

barwników należą metody kolorymetryczne lub wysokosprawna chromatografia 

cieczowa (HPLC). 

Podkreślić należy, że właściwości absorpcyjne barwników ułatwiają ich 

jakościową i ilościową analizę. Istotą najprostszych procedur oznaczania 

spektrofotometrycznego barwników roślinnych jest ich ekstrakcja,  

a następnie pomiar absorbancji przy wykorzystaniu spektrofotometru UV-vis. 

Oznaczenia spektrofotometryczne wymagają rozwiązywania równań, w których 

nieznane stężenie barwnika jest modelowane jako funkcja zmierzonej 

absorbancji przy długościach fali szczytowej, specyficznych dla barwnika. 

Metody te mogą być stosowane do ilościowego oznaczania chlorofilu, 

karotenoidów ogółem, feofityn po zakwaszeniu. Badania, choć proste do 
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wykonania, zależą w duże mierze od zastosowanego równania empirycznego. 

W przypadku, gdy do ekstrakcji wykorzystywany jest aceton, pomiarów dla 

chlorofilu a dokonuje się przy długości fali 663 i 645 nm, dla chlorofilu b 645  

i 663 nm, dla całkowitej zawartości chlorofilu przy 645 i 663 nm, natomiast dla 

karotenoidów 480 i 510 nm  

Chromatografia cieczowa w układzie faz odwróconych (RP-HPLC) jest 

obecnie szeroko stosowaną techniką chromatograficzną do profilowania 

bioaktywnych fitochemikaliów, takich jak chlorofile i karotenoidy w roślinach. 

Większość procedur separacji prowadzona jest za pomocą chromatografii 

cieczowej w układzie faz odwróconych w warunkach bezwodnych tj. bez 

obecności wody w fazie ruchomej lub ze stałą niewielką ilością wody na 

poziomie 4%. Obecnie alternatywą dla rozdzielania tego typu związków 

niepolarnych, która uzyskała uznanie badawcze, jest chromatografia w układzie 

faz odwróconych z nadkrytycznym eluentem (RP-SFC). Dwutlenek węgla, jako 

rozpuszczalnik organiczny stosowany w tej technice jest uznawany za 

ekologiczny i ekonomiczny czynnik. Dodatkowo może być mieszany z wieloma 

innymi rozpuszczalnikami (modyfikatorami) w celu dopasowania polarności 

fazy ruchomej, co skutkować może poprawą wydajności rozdzielania 

barwników.  

12.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest zbadanie wpływu pH na barwę produktów spożywczych 

oraz ilościowe oznaczenie barwników. 

Analizowane produkty spożywcze 

− burak czerwony 

− kapusta czerwona 

− liście szpinaku 

− liście pietruszki, kopru, selera  

Odczynniki chemiczne 

− kwas solny (HCl 6 M) 

− roztwór NaOH 2 lub 4 M 

− kwas octowy o stężeniu ˃ 80% 

− 80% aceton  

− węglan wapnia CaCO3 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− pipety szklane 
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− probówki szklane 

− zlewki o pojemności 400 ml 

− cylinder miarowy 

− probówki wirownicze 

− uniwersalne papierki wskaźnikowe pH 0-14 

− nóż, deska 

− kuchenka elektryczna 

− sitka 

− moździerz 

− piasek 

− kolba miarowa o pojemności 25 ml 

− waga laboratoryjna 

− lejek Schotta 

− spektrofotometr UV-vis 

− kuwety szklane do spektrofotometru 

12.2.1. Ocena wpływu pH środowiska na barwniki w żywności 

Przygotowanie próbki  

Pokroić 50 g liści czerwonej kapusty na drobne fragmenty (wymiary około 

1 cm)/ lub pokroić 50 g buraka w drobną kostkę (o wymiarach około 0,5 cm), 

umieścić w zlewce na 400 ml i zalać 100 ml wody destylowanej (liście kapusty 

powinny być całkowicie zanurzone w wodzie), i gotować na kuchence 

elektrycznej przez około 10 minut. Następnie zlać ekstrakt do zlewki i ostudzić 

do temperatury pokojowej.  

Oznaczenie właściwe  

Do pięciu probówek przenieś po 5 ml ekstraktu z kapusty/buraka, a do 

szóstej probówki przenieś 7 ml ekstraktu (próbka kontrolna). Do pierwszych 

pięciu probówek z ekstraktami dodać po 2 ml kolejno: wody destylowanej, 

wody wodociągowej (kranowej), roztworu kwasu solnego 6 M, kwasu 

octowego ˃80%, roztworu wodorotlenku sodu 2 lub 4 M. Zmierzyć pH 

otrzymanych roztworów za pomocą papierka wskaźnikowego. Porównać 

roztwory we wszystkich probówkach i opisać zaobserwowane zmiany barwy. 

Wyniki zestawić w tabeli 7. 
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Tabela 7. Zestawienie barwy ekstraktów w zależności od pH środowiska 

Rodzaj próbki pH (-) Opis barwy 

Ekstrakt z kapusty czerwonej 

Ekstrakt (kontrola)   

Ekstrakt z wodą destylowaną   

Ekstrakt z wodą wodociągową   

Ekstrakt z kwasem solnym   

Ekstrakt z kwasem octowym   

Ekstrakt z wodorotlenkiem sodu   

Ekstrakt z buraka czerwonego 

Ekstrakt (kontrola)   

Ekstrakt z wodą destylowaną   

Ekstrakt z wodą wodociągową   

Ekstrakt z kwasem solnym   

Ekstrakt z kwasem octowym   

Ekstrakt z wodorotlenkiem sodu   

Wyjaśnić zaobserwowane zmiany barwy pod wpływem pH. 

12.2.2. Ilościowe oznaczenie barwników asymilacyjnych 

Przygotowanie próbki  

Rozetrzeć dokładnie 0,5 g liści produktu przygotowanego na stole 
laboratoryjnym (szpinak, pietruszka, itd.) w moździerzu z 0,5 ml 80% acetonu, 
szczyptą CaCO3 i odrobiną piasku. Następnie przenieść ilościowo na lejek 
Schotta i przesączyć pod obniżonym ciśnieniem. Moździerz i pozostałość na 
filtrze dokładnie przemywać małymi porcjami acetonu i sączyć. Przesącz 
przenieść do kolby miarowej o pojemności 25 ml i uzupełnić acetonem do 
kreski. Otrzymany ekstrakt barwników rozcieńczyć 80% acetonem według 
wskazań prowadzącego, tak aby wartości absorpcji mieściły się w zakresie  
0,1-0,6.  

Oznaczenie właściwe  

Zmierzyć na spektrofotometrze UV-vis (rys. 23) absorbancję przy 
długościach fal 646, 663 i 470 nm, stosując 80% roztwór acetonu jako próbę 
odniesienia. 
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Rys. 23. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Obliczenia 

Wyznaczyć zawartość chlorofili a i b oraz karotenoidów na 1 g świeżej 
masy liści uwzględniając dokonane rozcieńczenia. Obliczyć stosunek chlorofilu 
a do chlorofilu b. Podać stosunek sumy barwników chlorofilowych do 
barwników karotenoidowych.  

Obliczenia stężeń barwników (µg/ml) wykonać wg wzorów: 

!89: = 12,25���4	 − 2,79���� 

!89; = 21,50���� − 5,10���4 

	�< = (1000���� − 1,82!89: − 85,02!89;)/198 

gdzie: 

Ccha i Cchb – stężenie odpowiednio chlorofilu a i chlorofilu b (µg/ml), 
Kar – stężenie karotenoidów (µg/ml), 
A663,2 – absorbancja próbki przy długości fali 663 nm, 
A646,8 – absorbancja próbki przy długości fali 646 nm, 
A470 – absorbancja próbki przy długości fali 470 nm, 

Uzyskany wyniki pomiarów przedstawić w tabeli 8.  

Tabela 8. Zestawienie ilościowej oceny barwników chlorofilowych i karotenoidowych 

Rodzaj 
próbki 

Absorbancja Ccha Cchb Ccha/Cchb Kar (Ccha+Cchb)/Kar 

A646 A663 A470 

         

         

         



13. Ocena barwy i jakości olejów w zależności od czasu 

przechowywania i obróbki termicznej 

13.1. Wstęp teoretyczny 

Lipidy są jednym z podstawowych składników żywności. Uznawane są za 
główne źródło energii, a także dostarczają niezbędnych nienasyconych kwasów 
tłuszczowych (NNKT). Pełnią one istotną rolę w kształtowaniu cech żywności, 
takich jak smak, konsystencja czy wygląd. Do grupy lipidów zaliczane są oleje 
jadalne. Zawierają w swym składzie niezwykle cenne nienasycone kwasy 
tłuszczowe, które stanowią nie tylko ważny element zdrowego odżywiania, ale 
również w znacznym stopniu determinują transport składników odżywczych  
w organizmie. Pod względem chemicznym oleje roślinne zawierają 97% 
triglicerydów, 2% fosfolipidów oraz różne węglowodory. Z punktu widzenia 
chemii żywności, analiza lipidów w produktach spożywczych powinna 
uwzględniać całkowite stężenie lipidów, rodzaj obecnych lipidów, właściwości 
fizykochemiczne (krystalizacja, temperatura topnienia, temperatura dymienia, 
reologia, gęstość i kolor), a także strukturalną organizację lipidów w żywności. 

Lipidy w olejach roślinnych mogą ulegać wielu niekorzystnym 
przemianom, określanych mianem jełczenia. Oksydacyjna degradacja olejów 
ma największe znaczenie. Proces utleniania lipidów prowadzi do strat 
składników odżywczych, skrócenia okresu przydatności do spożycia  
i powstawania niepożądanych cech sensorycznych. W utlenionych olejach 
kumulują się również wtórne produkty utleniania, do których należą ketony  
i aldehydy, a to prowadzić może do potencjalnych efektów toksycznych czy też 
rakotwórczych. Przemiany, jakim podlegają tłuszcze związane mogą być  
z obróbką termiczną, jakiej są poddawane. Smażenie jest najbardziej 
powszechnym termicznym procesem, nadającym pożądany smak i jakość 
żywności. Wielokrotne wykorzystywanie i ogrzewanie oleju prowadzi do 
powstawania niepożądanych związków chemicznych, które negatywnie 
oddziaływają na jakość żywności i zdrowie konsumentów. Podczas 
podgrzewania oleju zachodzi szereg reakcji chemicznych, m.in. hydroliza, 
utlenianie i polimeryzacja, prowadzących do degradacji oleju. W efekcie 
obróbki termicznej zawarte w olejach kwasy tłuszczowe ulegają przekształceniu 
do karbonylu i nadtlenku, których obecność w żywności może powodować raka 
jelita grubego, miażdżycę i problemy z sercem. Smażenie wywołuje reakcje 
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chemiczne, których przebieg zależny jest od wielu czynników, w tym 
temperatury i czasu smażenia, jakości oleju, jego konwersji i stabilności 
oksydacyjnej. Intensywność reakcji chemicznych podczas smażenia (utlenianie, 
hydroliza, cyklizacja, polimeryzacja, reakcja Millarda) zależą też od skaldu 
chemicznego żywności poddawanej tej obróbce. Sam mechanizm utleniania  
w wysokich temperaturach jest analogiczny do autoutleniania podczas 
przechowywania oleju, jedynie tempo procesu jest przyspieszone.  

Zatem monitorowanie jakości olejów spożywczych, szczególnie 
poddawanych procesowi smażenia jest niezbędne dla uniknięcia szkodliwego 
wpływu oleju na zdrowie człowieka 

Opracowano szereg metod, umożliwiających określenie stopnia utlenienia 
lipidów w żywności. Chromatografia jest uznawana za najbardziej miarodajną 
metodę monitorowania utleniania lipidów, ponieważ szczegółowo informuje  
o profilu kwasów tłuszczowych obecnych w lipidach. Jednak należy do metod 
czasochłonnych i kosztownych. Wśród innych metod wymienić należy ocenę 
poboru tlenu. Technika ta jest przykładem pomiaru zmniejszenia stężenia 
reagentów. Wykorzystuje się także analizę nadtlenków, które są 
pierwszorzędowymi produktami reakcji, powstającymi w początkowych 
etapach utleniania, a zatem stanowią wskaźnik postępu utleniania lipidów. 
Jedna z najczęściej stosowanych metod oznaczania liczby nadtlenkowej, 
wykorzystuje zdolność nadtlenków do uwalniania jodu z jodku potasu. Wielu 
informacji na temat wpływu obróbki termicznej na jakość oleju dostarcza 
pomiar barwy. Zmiany barwy w olejach podczas smażenia są najbardziej 
zauważalną reakcją degradacji oleju. Przyczyny reakcji tworzenia barwników  
w oleju oraz czynniki wpływające na te reakcje nadal nie są dobrze poznane  
i wyjaśnione. Wiadomo jednak, że skład chemiczny żywności, w tym zawartość 
produktów białkowych powodują najszybsze ciemnienie i termooksydacyjny 
rozkład oleju do smażenia. Rozpad ten jest stymulowany także obecnością 
glukozy i aminokwasów. Ocena barwy olejów może być wykonywana wieloma 
technikami. Do szeroko wykorzystywanych metod należy analiza barwy metodą 
spektrofotometryczną. Zasada metody oparta jest na pomiarze absorbancji 
olejów (rozpuszczonych w rozpuszczalnikach organicznych np. w n-heksanie), 
przy dwóch długościach fali (dla barwników karotenoidowych λ=442 nm, a dla 
barwników chlorofilowych λ=668 nm).  
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13.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie naturalnej barwy olejów w aspekcie surowca, 
wykorzystanego do tłoczenia oraz wpływu obróbki termicznej na ten parametr 
jakości. 

Analizowane produkty spożywcze 

− oleje roślinne 

Odczynniki chemiczne 

− n-heksan 
− mieszanina alkoholowo-eterowa (1 : 1) 
− 1% roztwór fenoloftaleiny 
− 0,1 N roztwór wodorotlenku potasu 
− chloroform 
− kwas octowy 
− nasycony roztwór jodku potasu 
− 0,5% wodna zawiesina skrobi 
− 0,002 N roztwór tiosiarczanu sodu 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− probówki szklane z korkiem 
− cylinder miarowy 
− zlewki o pojemności 25 ml 
− kolba stożkowa o pojemności 250 ml 
− kuchnia mikrofalowa 
− suszarka labortaoryjna 
− kuchenka elektryczna 
− spektrofotometr UV-vis 
− waga laboratoryjna 
− cylinder miarowy 
− biureta 
− kolba stożkowa z korkiem na szlif o pojemności 250 ml 
− pipety szklane 

13.2.1. Oznaczenie barwy olejów  

Metoda polega na pomiarze absorbancji próbek olejów roślinnych po ich 
rozcieńczeniu, przy dwóch długościach fal w zakresie widzialnym: dla grupy 
barwników karotenoidowych λ=442 nm, dla grupy barwników chlorofilowych 
λ=668 nm.  
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Przygotowanie próbek  

Do probówek szklanych odmierzyć po 1 ml analizowanych olejów 
(probówki opisać) i dodać 10 ml n‐heksanu (do każdej probówki). Probówki 
zamknąć korkiem, dokładnie wymieszać ich zawartość. Tak przygotowane 
próbki będą wykorzystane do pomiaru absorbancji w zakresie 
charakterystycznym dla karotenoidów. Następnie do kolejnych probówek 
szklanych odmierzyć po 3 ml ocenianych olejów i dodać po 3 ml n‐heksanu. 
Probówki zamknąć korkiem i dokładnie wymieszać ich zawartość. Tak 
rozcieńczone próbki olejów wykorzystać do pomiarów aborbancji w zakresie 
charakterystycznym dla chlorofilów. 

Oznaczenie właściwe  

Przygotowane rozcieńczone próbki olejów przelać do kuwet 
spektrofotometrycznych. Dokonać trzykrotnego pomiaru absorbancji (rys. 24). 
Dla pierwszego zestawu próbek (rozcieńczenie 1:10) pomiar wykonać na 
spektrofotometrze przy długości fali λ=442 nm wobec n-heksanu, jako próby 
zerowej. Dla drugiego zestawu próbówek (3:3) pomiary absorbancji 
przeprowadzić przy długości fali λ=668 nm wobec heksanu, jako odniesienia. 

 

Rys. 24. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Obliczenia 

Barwę obliczono ze wzoru: 

� = 1000 × (���� + ���A) 

gdzie: 

A442 – uśredniona wartość absorbancji barwników karotenoidowych,  
A668 – uśredniona wartość absorbancji barwników chlorofilowych,  
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1000 – współczynnik przeliczeniowy. 

13.2.2. Ocena wpływu obróbki termicznej na barwę olejów 

Przygotowanie próbek  

Do sześciu zlewek o pojemności 25 ml (podpisać zlewki w celu 
identyfikacji) odmierzyć po 5 ml ocenianych olejów. Olej w pierwszej zlewce 
potraktować jako próbkę kontrolną, natomiast oleje w pięciu pozostałych 
zlewkach poddać następującym obróbkom (rys. 25): 

− krótkotrwałe ogrzewanie mikrofalowe – wstawić zlewkę do kuchenki 
mikrofalowej, ustawić moc na 900 W i ogrzewać przez 1 minutę,  

− długotrwałe ogrzewanie mikrofalowe – wstawić zlewkę do kuchenki 
mikrofalowej, ustawić moc na 900 W i ogrzewać przez 5 minutę, 

− krótkotrwałe suszenie – wstawić zlewkę do suszarki laboratoryjnej 
nagrzanej do temperatury 100˚C i ogrzewać przez 10 minut,  

− długotrwałe suszenie – wstawić zlewkę do suszarki nagrzanej do 
temperatury 100˚C i ogrzewać olej przez 45 minut, 

− smażenie – ustawić zlewkę na nagrzanej płycie kuchenki elektrycznej 
(ustawienie 6) i ogrzewać przez 10 minut. 

Oznaczenie właściwe 

Wykonać oznaczenia dla barwy olejów zgodnie z procedurą opisaną 
powyżej dla dwóch długości fal.  

Obliczenia 

Obliczyć barwę olejów, korzystając ze wzoru podanego w procedurze dla 
badania olejów według PN-A-86934:1995. Porównać oleje we wszystkich 
zlewkach i opisać zaobserwowane zmiany barwy. Wyniki zestawić w postaci 
tabeli 9.  

 

Rys. 25. Suszarka laboratoryjna i kuchnia mikrofalowa do obróbki termicznej olejów 
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Tabela 9. Zestawienie barwy olejów w zależności od obróbki termicznej 

Rodzaj próbki 
Opis 

barwy 

Absorbancja (-) 
Obliczenie 

barwy Barwniki 
chlorofilowe 

Barwniki 
karotenoidowe 

Olej 1 

Nieogrzewany 
(kontrolna) 

    

Mikrofalowany 
1min 

    

Mikrofalowany 5 
min 

    

Suszony 10 min     

Suszony 45 min     

Smażony 10 min     

Olej 2 

Nieogrzewany 
(kontrolna) 

    

Mikrofalowany 
1min 

    

Mikrofalowany 5 
min 

    

Suszony 10 min     

Suszony 45 min     

Smażony 10 min     

13.2.3. Oznaczanie jakości olejów – Ocena liczby kwasowej 

Liczba kwasowa jest miarą zawartości wolnych kwasów tłuszczowych, czyli 
określa stopień hydrolizy tłuszczu. Zasada metody polega na rozpuszczeniu 
próbki oleju w mieszaninie rozpuszczalników i miareczkowaniu roztworem 
wodorotlenku potasu. 

Przygotowanie próbek  

Wykorzystać próbki olejów poddawanych obróbce termicznej oraz próbkę 
oleju świeżego. Do oznaczeń przeznaczyć 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 smażony przez 10 min. Uwaga: Nie 

rozcieńczać próbek n-heksanem. 

Oznaczenie właściwe  

Do kolby stożkowej o pojemności 250 ml pobrać 5-10 g oleju  
z dokładnością do 0,01g. Dodać 10 ml mieszaniny alkoholowo-eterowej (1:1)  
i wymieszać zawartość kolby. Dodać 2-3 krople roztworu fenoloftaleiny. 
Miareczkować 0,1 N roztworem wodorotlenku potasu do momentu pojawienia 
się jasnoróżowego zabarwienia utrzymującego się przez 1 minutę. Wykonać 
trzy powtórzenia oznaczenia. 

Obliczenia 

Dokonać obliczeń liczby kwasowej zgodnie z podanym wzorem: 

6	 =
56,1 × � × &

.
 

gdzie: 

LK – wartość liczby kwasowej wyrażona w mg KOH/g oleju, 
a – objętość 0,1 N roztworu wodorotlenku potasu zużyta do 

miareczkowania wyrażona w ml, 
c – stężenie roztworu KOH (0,1N) 
m – masa oleju wyrażona w g. 

Uzyskane wyniki umieścić w tabeli 10.  
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Tabela 10. Zestawienie wartości liczb kwasowych dla olejów poddawanych obróbce 
termicznej 

Rodzaj próbki Liczba kwasowa LK 

Olej 1 

Nieogrzewany 
(kontrolna) 

    

Mikrofalowany 1min     

Mikrofalowany 5 min     

Suszony 10 min     

Suszony 45 min     

Smażony 10 min     

Olej 2 

Nieogrzewany 
(kontrolna) 

    

Mikrofalowany 1min     

Mikrofalowany 5 min     

Suszony 10 min     

Suszony 45 min     

Smażony 10 min     

Uzyskane wyniki odnieść do maksymalnych dopuszczalnych wartości 
liczby kwasowej w wybranych olejach (dla prób kontrolnych). Dla oleju 
sojowego liczba maksymalna wynosi 5, dla oleju słonecznikowego - 6, 
rzepakowego - 4, palmowego i kokosowego – 12, dla oliwy z oliwek 6,6 (rafin. 
0,6). Ocenić wpływ obróbki termicznej na liczbę kwasową olejów. 

13.2.4. Oznaczanie jakości olejów – Ocena liczby nadtlenkowej 

Liczba nadtlenkowa jest miarą zawartości nadtlenków i traktowana jest jako 
wskaźnik stopnia utlenienia (zjełczenia) tłuszczu. Zasada metody polega 
poddaniu próbki analitycznej, znajdującej się w roztworze kwasu octowego  
i chloroformu, działaniu roztworu jodku potasu, a następnie miareczkowaniu 
wydzielonego jodu mianowanym roztworem tiosiarczanu sodu.
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Przygotowanie próbek  

Wykorzystać próbki olejów poddawanych obróbce termicznej oraz próbkę 
oleju świeżego. Do oznaczeń przeznaczyć olej 1 i olej 2: nieogrzewany 
(kontrola), mikrofalowany przez 1min, mikrofalowany przez 5 min, suszony 
przez 10 min, suszony przez 45 min oraz smażony przez 10 min. Uwaga: Nie 

rozcieńczać próbek n-heksanem. 

Oznaczenie właściwe  

Do kolby stożkowej ze szlifem pobrać 5-10 g oleju z dokładnością do 0,01 
g. Dodać 5 ml chloroformu i wymieszać zawartość kolby do całkowitego 
rozpuszczenia zawartości. Dodać 7,5 ml kwasu octowego i 0,5 ml nasyconego 
roztworu jodku potasu. Niezwłocznie zamknąć kolbę korkiem i mieszać 
zawartość kolby przez 1 minutę. Pozostawić w ciemności na 5 minut. Po 
upływie 5 minut dodać około 37,5 ml wody destylowanej, opłukując starannie 
korek. Dodać 2-3 krople roztworu skrobi i wymieszać (pojawi się niebiesko-
szare zabarwienie). Miareczkować 0,002 N roztworem tiosiarczanu sodu do 
odbarwienia zawartości kolby. Wykonać trzy równoległe oznaczenia. Wykonać 
także próbę ślepą, postępując w sposób opisany powyżej, ale nie pobierając do 
kolby oleju. 

Obliczenia 

Wykonać obliczenia liczby nadtlenkowej badanych olejów zgodnie ze 
wzorem: 

60 =
('� − '�) × &

.
	× 1000 

gdzie: 

LN – liczba nadtlenkowa [mEqO2/kg oleju] 
V1 – objętość roztworu tiosiarczanu sodu zużyta do miareczkowania próbki 

oleju [ml], 
V0 – objętość roztworu tiosiarczanu sodu zużyta do miareczkowania próby 

ślepej [ml], 
c – stężenie roztworu tiosiarczanu sodu [mol/l] 
m – masa oleju [g]. 

Uzyskane wyniki umieścić w tabeli 11.  
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Tabela 11. Zestawienie wartości liczb nadtlenkowych dla olejów poddawanych obróbce 

termicznej 

Rodzaj próbki Liczba nadtlenkowa LN 

Olej 1 

Nieogrzewany 
(kontrolna) 

    

Mikrofalowany 1 min     

Mikrofalowany 5 min     

Suszony 10 min     

Suszony 45 min     

Smażony 10 min     

Olej 2 

Nieogrzewany 
(kontrolna) 

    

Mikrofalowany 1 min     

Mikrofalowany 5 min     

Suszony 10 min     

Suszony 45 min     

Smażony 10 min     

Uzyskane wyniki odnieść do maksymalnych dopuszczalnych wartości 

liczby nadtlenkowej w wybranych olejach (dla prób kontrolnych). Maksymalna 

wartość liczby nadtlenkowej dla oleju sojowego, słonecznikowego, 

rzepakowego, palmowego i kokosowego wynosi 5. Natomiast dla oliwy  

z oliwek - 20. Ocenić wpływ obróbki termicznej na liczbę nadtlenkową olejów. 
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14. Wpływ procesów termicznych na zawartość 

tiocyjanianów w warzywach 

14.1. Wstęp teoretyczny 

Obecnie odnotowuje się rosnące spożycie warzyw z rodzaju Brassica. Do tej 
grupy należą m.in. brokuły, jarmuż, rzepa, brukselka, kapusta pekińska  
i kalafior. Zwiększony udział tych warzyw w diecie związany jest z różnymi 
działaniami prozdrowotnymi, które przypisywane są ponad 100 różnorodnym 
związkom nazywanych glukozynolanami. Popularność warzyw kapustnych 
(krzyżowych) w diecie wzrasta, chociażby ze względu na fakt, że ich 
spożywanie wiąże się ze zmniejszonym ryzykiem zachorowania na raka Jednak 
pojawiają się doniesienia na temat możliwego niekorzystnego wpływu 
spożywania warzyw kapustnych na czynność tarczycy, co wiąże się 
przekształceniami glukozynolanów w tiocyjaniany. Tiocyjaniany są bowiem 
kompetycyjnymi inhibitorami jodu i hamują jego gromadzenie  
w tarczycy, co może prowadzić do zmniejszenia produkcji hormonów tarczycy. 
Glukozynolan należy do wtórnych metabolitów roślin, odpowiedzialnych za 
ostry i gorzki smak. Obecnie zidentyfikowano ponad 120 glukozynolanów u 16 
rodzin roślin, w tym Brassicaceae. Chemicznie związki te mają postać glukozy 
połączonej z organicznymi anionami, zawierającymi siarkę. Mogą one ulegać 
hydrolizie przez roślinny enzym mirozynazę. W komórkach roślinnych 
glukozynolany zgromadzone są w innych obszarach od mirozynazy. Natomiast 
po ich uszkodzeniu glukozynolan jest hydrolizowany przez enzymy. W efekcie 
tej reakcji enzymatycznej powstają różnego rodzaju produkty uboczne, co jest 
uzależnione od specyfiki rośliny, podstawników w łańcuchu bocznym, pH 
samej komórki oraz koncnetracji żelaza w komórce. Do produktów rozkładu 
glukozynolanów zaliczane są izotiocyjanian, nitryl, tiocyjanian, epitonitryl  
i oksazolidynetion. Związki te mają zróżnicowaną aktywność biologiczną  
i wywołują działania niepożądane. Wśród tych efektów ubocznych wymienia 
się zahamowanie wzrostu i przerost wątroby, nerek lub tarczycy. Jednak 
największe działania niepożądane związane są ze zmianą metabolizmu 
hormonów tarczycy. Niedobór jodu, może pogłębiać się po spożywaniu 
glukozynolanów z warzyw krzyżowych, a także tiocyjanianu, 
metabolizowanego z glukozydów cyjanogennych, występujących w żywności. 
Problem ze spożywaniem warzyw kapustnych wynika przede wszystkim z faktu 
przemian, zawartych w nich glukozynolanów. Efektem tych przemian jest 
wytwarzanie izotiocyjanianów, z których część ulega natychmiastowemu 
rozpadowi, uwalniając trwale naładowany jon tiocyjanianowy. Jednak wiele 
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badań wskazuje, że produkty degradacji glukozynolanów przez mirozynazę 
mają istotne działanie przeciwnowotworowe. Do takich związków należą 
niskocząsteczkowe alifatyczne izotiocyjaniany, izotiocyjanian fenylu, oraz dwa 
produkty degradacji glukozynolanów indolowych, indolo-3-karbinol  
i diindolylometan.  

Obecnie w przemyśle spożywczym wzrosło zainteresowanie naturalnymi 
produktami roślinnymi jako środkami przeciwdrobnoustrojowymi do 
zastosowań w utrwalaniu żywności. Izotiocyjaniany są substancjami lotnymi, 
które wykazują działanie hamujące na rozwój różnych mikroorganizmów 
patogennych. Stosowanie allilu ITC (AITC) zostało już zatwierdzone w Japonii 
do konserwacji żywności (związek stosowany do utrwalania żywności musi 
mieć udokumentowane naturalne roślinne źródło pochodzenia), ale istnieje 
niewiele informacji na temat działania przeciwbakteryjnego innych 
izotiocyjanianów. Związki te są również obecne w żywności z dodatkiem 
przypraw wykonanych z warzyw Brassicaceae, najczęściej musztardy, chrzanu 
lub wasabi. Obecnie właściwości izotiocyjanianów jako związków 
przeciwbakteryjnych, przeciwgrzybicznych i przeciwnowotworowych 
doprowadziły do zwiększenia zainteresowania naukowców w tworzeniu 
nowych dodatków do żywności i suplementów diety.  

Jednakże pomimo rozwoju metod wysokosprawnej chromatografii 
cieczowej o wysokiej wydajności i spektrometrii mas do pomiaru produktów 
hydrolizy glukozynolanów w osoczu ludzkim, nie stworzono wytycznych, 
dotyczących bezpieczeństwa spożywania warzyw kapustnych. W metodach 
analitycznych, do oznaczania koncentracji tiocyjanianów w żywności 
pochodzenia roślinnego, zastosowanie mają metody kolorymetryczne. 
Wykorzystuje się zależność możliwości ekstrakcji tiocyjanianów z próbek przy 
wykorzystaniu kwasu trichlorooctowego (TCA). Następnie przeprowadzana jest 
reakcja z jonami żelaza. W kwaśnym środowisku TCA powstaje intensywnie 
czerwone zabarwienie w wyniku tworzenia się kompleksów od Fe(SCN)2+ do 
Fe(SCN)63-. Intensywność tego zabarwienia oznacza się spektrofotometrycznie, 
przy wykorzystaniu krzywej wzorcowej dla roztworu podstawowego jonów 
SCN-. 

14.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie zawartości tiocyjanianów w wybranych 
warzywach oraz wykazanie wpływu ogrzewania w środowisku wodnym na 
zachowanie tych związków w produkcie. 
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Analizowane produkty spożywcze 

− kapusta biała 
− brokuł 
− cebula 
− brukselka 

Odczynniki chemiczne 

− 5% roztwór kwasu trichlorooctoweg (TCA)  
− roztwór azotanu(V) żelaza(III) (rozpuścić 80g Fe(NO3)2 x 9H2O (404 

g/mol) w 250 ml 2M kwasu azotowego (V), uzupełnić wodą do 500 ml) 
− roztwór A – roztwór podstawowy jonów SCN- (rozpuścić 16,7 mg 

rodanku potasu (97 g/mol) w 100 ml 5% kwasu trichlorooctowego) 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− sprzęt do rozdrabniania warzyw (deska, nóż) 
− zlewka o pojemności 150 ml  
− moździerz porcelanowy o pojemności 100 ml z tłuczkiem (pistelem) 
− cylinder miarowy o pojemności 50 ml  
− lejek średni i mały 
− kolbka stożkowa o pojemności 100 ml ze szlifem  
− filtry strzykawkowe wraz ze strzykawkami o pojemności 5 ml  
− probówki szklane wraz ze statywem 
− pipety szklane 
− probówki wirownicze 
− bibuła filtracyjna 
− waga laboratoryjna 
− płyta grzejna 
− spektrofotometr UV-vis 
− kuwety spektrofotmetryczne 

Wykonanie krzywej wzorcowej  

10 ml roztworu A rozcieńczyć 5% roztworem TCA do 100 ml, uzyskując  
w ten sposób roztwór wzorcowy B, którego 1 ml zawiera 10 µg jonów SNC-.  
Z tego roztworu przygotować krzywą wzorcową (kalibracyjną) według 
schematu podanego w tabeli 12. Pobierać pipetą do kolejnych probówek od  
0 do 5 ml roztworu wzorcowego B i uzupełniać do 5 ml 5% TCA.  
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Rys. 26. Spektrofotometr VWR UV-vis. Legenda panelu sterowania: GOTOλ – 
ustawianie długości fali; 0ABS- ustawianie dla pomiaru absorbancji próby ślepej.  

Tabela 12. Sposób przygotowania roztworów wzorcowych przeznaczonych do 
wykreślenia krzywej wzorcowej 

Roztwór B 

(ml) 

5% roztwór TCA 

(ml) 

Roztwór azotanu 
(V) żelaza (III) (ml) 

stężenie 

(µg/ml) 

0 5 5 0 (ślepa) 

1 4 5 2 

2 3 5 4 

3 2 5 6 

4 1 5 8 

5 0 5 10 

Po przygotowaniu roztworów wzorcowych zmierzyć absorbancję 
trzykrotnie, wobec próby ślepej odczynnikowej przy długości fali 470 nm (rys. 
26). Uzyskane wyniki zapisać w tabeli 13. 



88 

 

Tabela 13. Wyniki pomiaru absorbancji przygotowanych roztworów wzorcowych 
(zgodnie z tabelą powyżej) 

Stężenie 
(µg/ml) 

A1 

pierwszy pomiar 
absorbancji 

A2 

drugi pomiar 
absorbancji 

A3 

trzeci pomiar 
absorbancji 

CD 

wartość 
średnia 

0 (ślepa)     

2     

4     

6     

8     

10     

Na podstawie odnotowanych wyników badań wykreślić na papierze 
milimetrowym krzywą kalibracyjną – zależność absorbancji od stężenia. 

Przygotowanie próbek  

Z jednorodnej, rozdrobnionej próby badanego materiału przygotować dwie 
naważki po 5 g. Jedną z nich przenieść do zlewki o pojemności 150 ml, dodać 
50 ml wody i ogrzewać, utrzymując w niewielkim wrzeniu przez 10 minut. 

Następnie surowy i gotowany (po odlaniu wody) materiał rozetrzeć 
dokładnie w moździerzu porcelanowym, przenieść ilościowo do kolb 
stożkowych ze szlifem o pojemności 100 ml, dodając po 45 ml 5% kwasu 
trichlorooctowego (TCA) i wytrząsać przez 10 minut. Próbki przenieść do 
probówek wirowniczych (pamiętać o dokładnym naważeniu) i odwirować przy 
3000 obr/min przez 10 minut. Po wirowaniu, przesączyć przez sączek twardy. 

Z każdego przesączu (po dokładnym wymieszaniu) pobrać po 2 ml do  
2 probówek. Do jednej dodać 2 ml wody (ślepa próba), a do drugiej – 2 ml 
roztworu Fe(NO3)2 (od tego momentu przetrzymywać próby bez dostępu 
światła). Dodatkowo należy przygotować próbę ślepą odczynnikową, biorąc  
2 ml wody i 2 ml azotanu (V) żelaza (III). 

Oznaczenie właściwe  

W przygotowanych próbkach zmierzyć absorbancję na spektrofotometrze 
UV-vis wobec wody destylowanej przy długości fali 470 nm w czasie nie 
dłuższym niż 5 min od dodania azotanu (V) żelaza (III). Kolejność 
dokonywania pomiarów: próba ślepa, próba ślepa odczynnikowa i próby 
właściwe – najpierw próbka surowa, a potem po gotowaniu.  



89 

 

Obliczenia 

Stężenie tiocyjanianów w badanych próbkach odczytać ze wcześniej 
wykreślonej krzywej wzorcowej, pomniejszając uzyskaną absorbancję  
o wartości odpowiednich prób – ślepej i odczynnikowej. Wynik przeliczyć na 
pobraną naważkę i następnie na 100 g produktu. Ocenić wpływ obróbki 
termicznej surowców roślinnych na koncentracje tiocyjanianów. 
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15. Oznaczanie lepkości roztworów skrobi  

w zależności od temperatury i stężenia  

z wykorzystaniem reometru oscylacyjnego 

15.1. Wstęp teoretyczny 

Reologia jest nauką na badaniem deformacji i przepływu materii w odpowiedzi 
na przyłożone naprężenie lub odkształcenie. Materiały można sklasyfikować 
jako newtonowskie lub nienewtonowskie. W przypadku większości produktów 
spożywczych stwierdzono, że wykazują one właściwości nienewtonowskich 
układów lepkosprężystych. Dla tych produktów ważne jest badanie lepkości, 
która jest jedną z właściwości reologicznych materiału. Trudności  
w wyznaczaniu tego parametru wynikają przede wszystkim z faktu, iż żywność 
należy do złożonych układów, w których o lepkości najczęściej decyduje 
obecność wielu składników, a nie konkretnego pojedynczego. Istotne zmiany 
lepkości związane są nie tylko ze składem żywności, ale również ze sposobem  
i warunkami pomiarowymi. Na ten parametr wpływają bowiem m.in. 
temperatura, stężenie, czas pomiaru, masa cząsteczkowa, stopień rozdrobnienia 
materiału czy wartość pH. Jednym z najważniejszych surowców w przemyśle 
spożywczym są mąki. Różne mąki, wykorzystywane w recepturze wypieku 
chleba, będą determinowały odmienne właściwości fizykochemiczne, 
funkcjonalne i sensoryczne gotowego produktu. Zatem na cechy jakości 
pieczywa z różnych rodzajów mąk wpływają właściwości funkcjonalne  
i reologiczne mąk, wykorzystanych w recepturze. Właściwości funkcjonalne 
mąki są związane z gęstością, zdolnością pęcznienia, wskaźnikiem absorpcji 
wody, wskaźnikiem rozpuszczalności w wodzie, zdolnością absorpcji tłuszczu, 
aktywnością emulgującą i zdolnością spieniania. Natomiast właściwości 
reologiczne są związane m.in. z lepkością szczytową, lepkością rozkładu, 
lepkością końcową czy też lepkością zwrotną. Wyniki badań wskazują, że 
wśród mąk zbożowych, jedynie mąka pszenna ma zdolność do tworzenia 
trójwymiarowego lepkosprężystego ciasta po zmieszaniu z wodą. Jednak 
podkreślić należy, że ciasta z mąk pszennych nie mogą być określane jedynie 
jako stężona zawiesina granulek skrobi w uwodnionej matrycy glutenowej. 
Skrobia jest bowiem w stanie utworzyć ciągłą sieć cząsteczek wraz  
z wielkocząsteczkową siecią uwodnionego glutenu. Właśnie frakcja skrobiowa 
jest w dużym stopniu odpowiedzialna za nieliniowe zachowanie lepkosprężyste 
ciast mącznych. Jednak udział tych dwóch niezależnych sieci reologicznych  
w ciastach stwarza trudności w jednoznacznym stwierdzeniu i wskazaniu 
wzajemnych oddziaływań pomiędzy skrobią i glutenem. Chociaż badania 
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reologiczne mąk i ciast są od dawna wykonywane w praktyce laboratoryjnej, 
nadal istnieje znaczne ograniczenie zrozumienia powiązań badanych 
właściwości z jakością wypieków. Może to wynikać z faktu, że ciasto pszenne 
jest uważane za prawdopodobnie najbardziej dynamiczny i skomplikowany 
system reologiczny. Jest to układ lepkosprężysty, który wykazuje właściwości 
ścinająco-rozciągliwe i tiksotropowe, co jest konsekwencją złożonej struktury 
ciasta (granulki skrobi otoczone przez trójwymiarową sieć białek).  

Dla technologów zbóż reologia jest cennym narzędziem w ocenie jakości 
mąk, a pomiary reologiczne w całym łańcuchu przetwórczym wykorzystywane 
są w celu monitorowania właściwości mechanicznych, struktury molekularnej  
i składu, przewidywania zachowania się materiałów podczas przetwarzania  
i przewidywania jakości gotowego produktu. W praktyce laboratoryjnej 
wykorzystuje się wiele metod badawczych dla pomiaru właściwości 
reologicznych. Metody te klasyfikuje się jako empiryczne (opisowe, imitacyjne) 
i podstawowe (fundamentalne). Bazując na empirycznych parametrach 
reologicznych można określić optymalną jakość mąki dla określonego celu. 
Techniki empiryczne stosowane do kontroli jakości ciasta są powszechnie 
uznawane za metody standardowe. Wśród metod reologicznych, powszechnie 
wykorzystywanych w kontroli jakości żywności, analizy reologiczne ciasta są 
uznawane za najprawdopodobniej najbardziej zróżnicowane. 

W ostatnim czasie obserwuje się nowe pomysły na mieszanie różnych mąk 
do wypieku, w celach fortyfikacyjnych, dla poprawy efektywności kosztowej, 
ze względu również na pojawiające się problemy z łańcuchem dostaw mąki 
pszennej a także zwiększenie preferencji klientów, dotyczących 
prozdrowotnych właściwości mąk niezbożowych. W takich właśnie 
przypadkach, tworzenia nowych mieszanek wypiekowych, niezbędne są 
badania właściwości reologicznych mąk i ciast. Ze względu na rozwój żywności 
wygodnej, bardzo często przemysł spożywczy ma do czynienia z gotowanymi 
zawiesinami mąki zbożowej, takimi jak sosy, zupy, kaszki, proszki 
błyskawiczne oraz mąki i skrobie modyfikowane do produkcji żywności 
specjalnego przeznaczenia. W efekcie dyspersji mąki zbożowej lub też skrobi  
w wodzie, utworzona zostaje zawiesina, której właściwości reologiczne, w tym 
lepkość, uzależnione są w dużej mierze od rodzaju i składu zboża, stężenia 
rozpuszczalnych i nierozpuszczalnych substancji stałych, obróbki cieplnej oraz 
temperatury pomiaru.  

W pomiarach cech reologicznych żywności wykorzystywane są 
wiskozymetry i reometry. Należą one do urządzeń, służących do pomiaru 
przepływu i odkształcenia ścinającego materiałów. Najczęściej wykorzystuje się 
reometry kapilarne i reometry rotacyjne. Reometr kapilarny uznawany jest za 
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najodpowiedniejszy do pomiarów lepkości przy ścinaniu z zastosowaniem 
odpowiednich dla procesu technologicznego prędkości ścinania, lepkości po 
rozciągnięciu oraz lepkości zależnej od ciśnienia. Reometry rotacyjne określane 
są za odpowiednie do pomiarów bardzo niskich prędkości ścinania / lepkości, 
określania zmian właściwości strukturalnych poprzez pomiary oscylacyjne  
o niskiej amplitudzie i kontrolowanym odkształceniu oraz związanych z nimi 
badań, takich jak analiza granicy plastyczności i pełzania / powrotu pełzania.  
W przypadku pomiarów rotacyjnych urządzenia pracują w dwóch możliwych 
trybach pomiarowych tj. kontrolowane naprężenie lub kontrolowana prędkość. 
Natomiast pomiary oscylacyjne polegają na przyłożeniu do materiału 
sinusoidalnej, oscylującej fali naprężenia i pomiarze wytworzonej fali 
odkształcenia. 

15.2. Część praktyczna 

Celem ćwiczenia jest oznaczenie lepkości roztworów skrobiowych o różnych 
stężeniach i w różnych temperaturach, dla określenia wpływu tych czynników 
na kleikowanie skrobi. 

Analizowane produkty spożywcze 

− skrobia ziemniaczana 

Szkło laboratoryjne, sprzęt i akcesoria 

− kolby Erlenmeyera o pojemności 250 ml  
− bagietki szklane  
− waga laboratoryjna 
− cylinder miarowy 
− łaźnia wodna 
− wiskozymetr Visco Tester VT7 z wrzecionami 

Przygotowanie próbek  

Przygotować 250 ml roztworów skrobiowych o stężeniach 3, 6 oraz 9% (po 
3 roztwory o każdym stężeniu). W tym celu naważyć odpowiednią ilość skrobi  
i rozpuścić w 250 ml wody. Przygotowane roztwory podpisać dla identyfikacji 
próbek. Następnie roztwory umieścić w łaźni wodnej (rys. 27) i ciągle 
mieszając ogrzewać do temperatury 65, 80 i 950C (pomiar za pomocą 
termometru, umieszczonego obok łaźni wodnej).  
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Rys. 27. Łaźnia wodna do przygotowania roztworów skrobi 

Oznaczanie właściwe  

Zmierzyć lepkość roztworów o różnych stężeniach przy użyciu aparatu 
Visco-Tester VT7 (rys. 28, pod nadzorem Prowadzącego).  

 

Rys. 28. Aparat Visco-Tester VT7 wraz z wrzecionami do pomiarów lepkości 
roztworów 

Obliczenia 

Odczytane z wyświetlacza aparatu wyniku umieścić w tabeli 14. 

Tabela 14. Zestawienie pomiarów lepkości roztworów skrobiowych 

Stężenie 
kleiku (%) 

Lepkość w 
temperaturze 650C 

Lepkość w 
temperaturze 800C 

Lepkość w 
temperaturze 950C 

3    

6    

9    

Wyniki przedstawić jako wykres zmienności lepkości w funkcji stężenia 
skrobi w mieszaninie (oddzielne wykresy dla trzech temperatur). 
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16. Pytania na zaliczenie teoretyczne, weryfikujące 

wiedzę studentów 

[1] W jakiej postaci mogą występować barwniki fotosyntetyczne? 
[2] Co to jest chlorofil i w jakich formach może występować w żywności? 
[3] Jakie są metody oznaczania barwników fotosyntetycznych w żywności? 
[4] Istota spektrofotometrycznego pomiaru barwników fotosyntetycznych  

w żywności. 
[5] Z punktu widzenia chemii żywności, na czym polega analiza lipidów  

w produktach spożywczych? 
[6] Na czym polega oksydacyjna degradacja olejów? 
[7] Jakie reakcje chemiczne zachodzą w olejach podczas ogrzewania? 
[8] Jakie są metody, umożliwiające określenie stopnia utlenienia lipidów  

w żywności? 
[9] O jakich cechach żywności decyduje obecność kwasów w produktach? 
[10] Jakie są rodzaje kwasowości produktów spożywczych? 
[11] Od czego zależy pH produktów spożywczych? 
[12] Jakie są metody pomiary kwasowości produktów spożywczych? 
[13] Co to są antocyjany? 
[14] W jaki sposób antocyjany wykorzystywane są w przemyśle spożywczym? 
[15] W jakim celu określa się poziom antocyjanów w produktach rolno-

spożywczych? 
[16] Jakie metody wykorzystywane są do oznaczaniu zawartości antocyjanów  

w żywności? 
[17] Co to są białka i jaki mają przeciętny skład chemiczny? 
[18] Czym są białka pełnowartościowe? 
[19] Jakie są metody ilościowych oznaczeń białka w produktach spożywczych? 
[20] Jakie są metody jakościowego oznaczania białka w żywności? 
[21] Do jakiej grupy chemicznej zaliczane są flawonoidy? 
[22] Wykorzystanie flawonoidów w produkcji żywności. 
[23] Podział flawonoidów ze względu na ich budowę chemiczną. 
[24] Metody oznaczania flawonoidów w produktach spożywczych. 
[25] Jakie właściwości reologiczne wykazują produkty spożywcze? 
[26] Jakie czynniki wpływają na lepkość produktów spożywczych? 
[27] Z czego wynikają trudności w badaniach reologicznych mąk i ciast? 
[28] Metody pomiaru cech reologicznych produktów spożywczych. 
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[29] Co to jest likopen? 
[30] Czym jest likopen pod względem strukturalnym? 
[31] Przyczyny degradacji likopenu. 
[32] Metody oznaczania likopenu w żywności. 
[33] Co określa sformułowanie witamina C? 
[34] Wykorzystanie witaminy C/kwasu askorbinowego w przemyśle 

spożywczym. 
[35] Zastosowanie kwasu askorbinowego w wytwarzaniu mięsa mielonego oraz 

wędlin. 
[36] Metody oznaczania kwasu askorbinowego w żywności. 
[37] Definicja błonnika pokarmowego. 
[38] System klasyfikacji składników błonnika pokarmowego. 
[39] W jaki sposób fizykochemiczne właściwości błonnika pokarmowego mogą 

być modyfikowane? 
[40] Metody oznaczania błonnika pokarmowego w żywności. 
[41] W jakim celi określa się rodzaj i stężenie węglowodanów w żywności? 
[42] Podział węglowodanów ze względu na ich budowę chemiczną. 
[43] Które węglowodany zaliczane są do grupy cukrów redukujących? 
[44] Metody oznaczania węglowodanów w produktach spożywczych. 
[45] Różnice pomiędzy skrobią typu A i B. 
[46] Znaczenie skrobi w produktach spożywczych. 
[47] Wykorzystanie skrobi w przemyśle spożywczym. 
[48] Metody oznaczania skrobi w produktach spożywczych. 
[49] Od czego zależy skład mineralny wód powierzchniowych i podziemnych? 
[50] Od czego zależą właściwości fizykochemiczne wód butelkowanych? 
[51] Znaczenie wapnia i magnezu w wodach mineralnych dla zdrowia 

człowieka. 
[52] Metody oznaczania koncentracji wapnia i magnezu w odach mineralnych. 
[53] Co to są tiocyjaniany? 
[54] Przemiany glukozynolanów w produktach spożywczych. 
[55] Wykorzystanie izotiocyjanianów przemyśle spożywczym. 
[56] Jakie są metody oznaczania koncentracji tiocyjanianów w żywności 

pochodzenia roślinnego? 
[57] Co to są polifenole? 
[58] Podział związków fenolowych ze względu na ich budowę chemiczną. 
[59] Jakie kwasy fenolowe występują w produktach spożywczych? 
[60] Metody oznaczania związków fenolowych w żywności. 
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