Autorzy: Maria H. Borawska, Renata Markiewicz-Zukowska,

Sylwia K. Naliwajko, Katarzyna Socha

SKRYPT DO WYBRANYCH CWICZEN
7Z ANALIZY ZYWNOSCI

ZAKLAD BROMATOLOGII

WYDZIAL FARMACEUTYCZNY
Z. ODDZIALEM MEDYCYNY LABORATORYJNEJ
EUROREGIONALNE CENTRUM FARMACJI
UNIWERSYTET MEDYCZNY w BIALYMSTOKU

BIALYSTOK 2018



SPIS TRESCI:

1. PRZYGOTOWANIE PROB ZYWNOSCI DO ANALIZY ....c.oooverrrirsreriernrerenrnens 5
1.1. Pobieranie prob Zywnos$ci do analizy .........ccccvvvvviiiiiiiiiis e 5
1.2. HOMOQENIZACIA ...veevvecvieiieeie ettt ettt e sna e ne e neeee e 8

2. OZNACZANIE WILGOTNOSCI I SUCHEJ MASY W SRODKACH
SPOZYWOCZYCH ..ottt sttt 9
2.1. Oznaczenie suchej masy metodg SUSZarkOWag.........ocvvevveeiiiieiiien e 11

2.1.1. Oznaczenie zawartosci suchej masy metodq suszarkowg w temp. 105°C 12

2.1.2. Oznaczanie suchej masy metodg suszarkowg w temp. 130°C .................. 13
2.2. Oznaczanie wilgotno$ci metodg destylacji mieszaniny azeotropowej .............. 14
3. OZNACZANIE GESTOSCI CIECZY ...oovveevreieesreeesieieessesssssessssesssessessssss s 16
3.1. Oznaczanie zawartos$ci alkoholu metoda piknometryczng potaczong
Z AESTYLACIZ ettt 17
3.2. Oznaczanie ggsto$ci cieczy metodg areometryCzng ......coovvevvvveiienneseniennnennns 20
4. OCENA BIALKA POKARMOWEGO.......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiciiiee s 22
4.1. Oznaczanie zawarto$ci bialka metoda Kjeldahla............c.ccoviiiiiiniiinnnnn, 22
4.2. Okres$lanie warto$ci odzywczej bialka pokarmowego ............cceeviviiiiiiiiennne, 25
4.2.1. Wyznaczanie CS — chemicznego miernika jako$ci biatka i efektu
uzupeliania amINOKWASOW ........uoiiviiiiiiiiiiie i 26
5. OZNACZANIE ZAWARTOSCI WEGLOWODANOW ......ccvvviirirriiniierireninnn. 29
5.1. Oznaczanie zawartosci cukrow redukujacych i sacharozy w naturalnych
miodach pszczelich i miodach pitnyCh ..., 29
5.1.1. Oznaczanie zawartosci cukréw redukujacych przed i po inwersji w miodzie
pitnym metodg Lane — EYNONa...........ccocceiiiiiiiiiii 30
5.1.1.1. Oznaczanie zawartosci cukrow redukujqgcych w miodzie pitnym .......... 31
5.1.1.2. Oznaczanie zawartosci sacharozy w miodzie pitnym ................c.cc.c...... 34
5.1.2. Oznaczanie zawarto$ci cukrow w miodzie metodg HPLC — RID / NH;........ 35
5.2. Oznaczanie zawarto$ci btonnika pokarmowego catkowitego w zZywnosci
metoda wedtug AOAC 99143 37
6. OCENA ILOSCIOWA 1 JAKOSCIOWA TLUSZCZOW JADALNYCH................ 42
6.1. lloS§ciowe 0Znaczanie thUSZCZOW ..........ccciiiiiiiiiiieiieee e 42
6.1.1. Oznaczanie zawarto$ci thuszczu w mleku metoda Gerbera....................... 42
6.2. Analiza jako$ciowa thuSZCZOW .........cccccviiiiiiiiiiicc 45
6.2.1. Oznaczanie stopnia kwasowoS$ci tHuSZCZU..........coevviiiiiiiiiiicicc e, 46
6.2.2. Oznaczanie zawarto$ci nadtlenkOw ..........ccccoeviiiiiiiic i 47
6.2.3. Préba Kreisa na zawarto$¢ aldehydu epihydrynowego .........cccoceeeiiiinn. 49

6.2.4. Proba z kwasem 2-tiobarbiturowym na obecnos¢ aldehydu malonowego 50

6.2.5. Wykrywanie jetczenia ketonowego proba Taufla i Thalera. ..................... 51



6.2.6. Badanie tluszczu w $wietle ultrafioletowym .........cccoceviiiiiiiiiiniicnn, 51
7. OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU ASKORBOWEGO
| DEHYDROASKORBOWEGO ......occiiiiiiiieienieie e 52

7.1. Oznaczanie zawarto$ci kwasu askorbowego w przetworach owocowych

1 warzywnych metoda Tillmansa ..........ccoccvvviiiiiiiiciicee 52
7.1.1. Oznaczanie zawarto$ci kwasu askorbowego ..........cccoovrveiiiiiiiciiicnnn, 55
7.1.2. Oznaczanie sumy kwasu askorbowego i dehydroaskorbowego............... 56
7.2. Oznaczanie zawarto$ci witaminy C w sokach owocowych metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC..........c.cccoovvvieievinieeee 57
7.3. Oznaczanie zawarto$ci witaminy B2 w mleku metoda Emmerie...................... 60
7.4. Ocena wysycenia organizmu witaming C — test JeZYKOWY.......cccocvecvrvcrveinene. 61
8. OZNACZANIE ZAWARTOSCI CHLORKU SODU .......ccoovveiirerieisesiiesserisrninns 62

9. OZNACZANIE SKEADU MINERALNEGO PRODUKTOW SPOZYWCZYCH I
ZAWARTOSCI PIERWIASTKOW TOKSYCZNYCH METODA ATOMOWEJ
SPEKTROMETRII ABSORPCYJINEJ (ASA) ..ottt 64
9.1. Oznaczanie zawarto$ci cynku i miedzi metodg ASA, technika plomieniowa... 67

9.2. Oznaczanie zawarto$ci otowiu i kadmu metoda ASA, technika bezplomieniowa67
10. WYKRYWANIE I OCENA JAKOSCIOWA SUBSTANCJI DODATKOWYCH

DO ZYWNOSCL....ouiiimiiireiisiiiesiisss s 68
10.1. Wykrywanie obecnos$ci ditlenku siarki W Winie ..........ccoveeviieriieiiiniieineeninns 68
10.3. Wykrywanie obecnosci benzoesanu sodu w zywnosci metodg HPLC............ 71
11. METODY OCENY AKTYWNOSCI ANTYOKSYDACYINEJ ZYWNOSCI...... 73
11.1. Oznaczanie catkowitej zawartosci polifenoli w §rodkach spozywczych......... 74

12. OZNACZANIE ZAWARTOSCI AZOTANOW (III) | AZOTANOW (V) W
WARZYWACH | OWOCACH

METODA BEZPOSREDNIE] REDUKCJI KADMEM........oooovveveierriniereenene. 76

12.1. Oznaczenie zawartosci azotanOw (III)...........ccooiiiiiine 80

12.2. Oznaczenie zawarto$ci aZotanOw (V) .....ooovoiiiiieerieie e 81

13. PODSTAWY MIKROBIOLOGICZNEJ OCENY ZYWNOSCL.......cc.cooverrerrrnnnn. 83

13.1. Mikrobiologiczna ocena mleka SPOZYWCZEZO ........cevvvvvereiiiiiiiiiiiiene e 84
13.1.1. Oznaczanie metodg ptytkowa w temperaturze 30°C ogélnej liczby

ArODNOUSIIOJOW ... 85

13.1.2. Oznaczanie liczby Escherichia coli przy uzyciu podtoza Coli ID ......... 86

13.2. Oznaczenie liczby drozdzy i plesni w wyrobach ciastkarskich....................... 88

14. SUBSTANCJE ANTYODZYWCZE W ZYWNOSCI ....coovvveerernrererinereeseenen. 90

14.1. Oznaczanie szczawianOw w kawie 1 herbacie ...........ccccooviiiiiiiiicis 90

14.2. Oznaczanie zawarto$ci tIOCYJANKOW ........ocveiiiiieeiiieie e 93

15. OCENA PRZYDATNOSCI WODY DO PICIA..........covvuieeeeererereerereenieneeerisnenes 96

16. METODY OCENY JAKOSCI MIODOW PSZCZELICH. ........ooconvrerrrirrrirnerenn 98

16.1. ANaliZa PYIKOWA .....ooiiiciici e 99



16.2. Oznaczanie aktywnosci diastatyczne] miodu .........cceevviviiiiiiniiiiciiiies 101

16.2.2. Oznaczanie aktywnosci diastatycznej miodu metoda

SPEKITOfOtOMEIIYCZNG. ... vvevviieeiecii et 104

16.3. Oznaczanie zawartoSCl PrOIINY .....cccveiveiiiiiiiieiiiiee e 106

16.4. Oznaczanie zawarto$ci wody metodg refraktometryczng...........cccoovevvrnennnn 108

16.5. Oznaczanie zawartosci 5-hydroksymetylofurfuralu (HMF).........ccccceien 110

17. OCENA OPAKOWAN SRODKOW SPOZYWCZYCH........ccocooomrrimerrinrriierninns 113

17.1. Znakowanie $rodkOw SPOZYWCZYCh ........ccceviiiiiiiiiiii e 113
17.1.1. Ocena opakowan w odniesieniu do zasad znakowania $rodkoéw

SPOZYWCZYCR ..ottt 113

17.1.2. Wykonanie projektu informacji Zywieniowej........ccccovvvververvnivrsnennenn. 113

17.2. Badanie migracji globalnej i SPECYFICZNE] .........ccoevveviiiieiiiiniieeciec 114

17.3. Badanie szczelnosci opakowan metalowych .........cccovvvereniiinininiiicc, 115

18. ANALIZA SENSORYCZNA ZYWNOSCI ......covvrreeieeieeseseersresenserenieseeenen, 117

18.1. Ocena WrazliwoS$Ci SMAKOWE].......coviiiieiiiiiiieiisee st 117

18.1.1. Okreslenie progu wrazliwo$ci SMAKOWE] .....eevuveerverriieiieeniiesiieaieesinns 118

18.1.2. Proba na daltonizm smakowy............ s 119

19. RAPORT Z BADANIA PRODUKTU ZYWNOSCIOWEGO .......cccceoviviennn. 122



1. PRZYGOTOWANIE PROB ZYWNOSCI DO ANALIZY

Srodki spozywcze, poza nielicznymi wyjatkami stanowia zbior niejednorodnych
substancji chemicznych. Izolacja i oznaczenie poszczegdlnych sktadnikéw zywnos$ci
wymaga zwykle ztozonego postepowania analitycznego poprzedzonego odpowiednim
przygotowaniem proby.

Na proces przygotowania prob zywnosci do analizy sktada si¢ kilka etapow:

- pobranie préb zywnosci,

- homogenizacja prob, odpowiednio do wymogoéw badania,

- fizyczna i/lub chemiczna obrobka testowanej proby przed jej analitycznym
oznaczeniem.

Zaro6wno pobieranie prob, jak i metody analityczne, stosowane do badania
jakosci zywno$ci w ramach urzgdowej kontroli sg regulowane odpowiednimi aktami

prawnymi.

1.1. Pobieranie prob zywnosci do analizy

Ogdlne zasady pobierania prob ;ywnosci do analizy

a) Personel. Probki powinna pobiera¢ osoba przeszkolona w tym zakresie.

b) Material. Partia jest to okreslona ilo$¢ srodka spozywczego dostarczona w jednym
terminie, o potwierdzonych danych dotyczacych w szczegdlnosci pochodzenia $rodka
spozywczego, jego rodzaju i1 sposobu pakowania, ze wskazaniem przedsigbiorcy
odpowiedzialnego za umieszczenie produktu w opakowaniach zbiorczych, rodzaju
opakowania, oznakowania $rodka spozywczego, nadawcy; w przypadku ryb
I produktow rybnych porownywalne muszg by¢ rowniez wymiary ryb. Z kazdej partii
podlegajacej badaniu nalezy pobra¢ odrgbne probki. Optymalne pobieranie probek
powinno odbywaé si¢ w punkcie, w ktorym produkt jest wprowadzany do tancucha
zywieniowego 1 mozliwa jest juz identyfikacja poszczegolnych partii. Probki pobiera si¢
W sposOb zapewniajacy uzyskanie probek charakteryzujacych  wiasciwosci

organoleptyczne, fizykochemiczne oraz mikrobiologiczne danej partii.

¢) Srodki ostroznosci. W trakcie pobierania probek i przygotowywania probek

laboratoryjnych nalezy podja¢ $rodki ostrozno$ci zapobiegajace  wszelkim
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zanieczyszczeniom oraz wptywom Srodowiska zewnetrznego na pobierany materiat.
Probki pobiera si¢ czystymi, suchymi, uprzednio wyparzonymi lub wygotowanymi
przyrzadami i przechowuje w opakowaniach jednorazowych przeznaczonych do tego
celu lub w innych czystych, wyparzonych lub wygotowanych naczyniach szklanych,
porcelanowych lub emaliowanych, albo w innych pojemnikach, szczelnie zakrecanych,
zamykanych lub przykrywanych, odpowiadajacych wymaganiom dla materialow

I wyrobow przeznaczonych do kontaktu z zywnoscia.

d) Prébka pierwotna to okreslona ilos¢ materiatu pobrana z jednego miejsca partii (lub
podpartii - fizycznie rozdzielnej i identyfikowalnej czesci partii). W miar¢ mozliwos$ci
probki pierwotne powinny by¢ pobierane z réznych miejsc partii. Wielko$¢ probki
pierwotnej nie powinna by¢ mniejsza niz 150 g. Probki pierwotne powinny mieé
zblizong mase. Liczba pobranych probek pierwotnych zalezy od wielkoS$ci partii, liczby
opakowan w partii (Tabela 1.1). W przypadku srodkow ciektych, dla ktorych mozna
zatozy¢ rownomierny rozktad zanieczyszczenia w partii, wystarczy pobra¢ z danej partii

jedna probke pierwotna, ktora stanowi probke zbiorcza. Srodki spozywcze ciekte

Z osadem przed pobraniem nalezy starannie wymieszac.

Tabela 1.1. Liczba probek pierwotnych w zalezno$ci od wielkosci partii.

Masa partii (kg) Minimalna liczba pobieranych probek
pierwotnych
<50 3
50-500 5
> 500 10
Liczba opakowan lub jednostek Liczba pobieranych opakowan lub
w partii lub podpartii jednostek losowania
1-25 1 opakowanie lub jednostka
25-100 okoto 5 %, min. 2
>100 okoto 5 %, max. 10
Liczba puszek - w partii lub podpartii Minimalna liczba puszek, ktore nalezy
pobra¢é
1-25 1
26-100 5
> 100 10

e) Prébka zbiorcza powstaje przez polaczenie i dokladne wymieszanie wszystkich

probek pierwotnych. Masa takiej probki powinna wynosi¢ co najmniej 1 kg, chyba ze




nie jest to uzasadnione ze wzgledoéw praktycznych, np. gdy probki pobierano z jednego

opakowania.

f) Prébki laboratoryjne sg wyodr¢bniane z ujednorodnionej probki zbiorcze;j.
Wielko§¢ probek laboratoryjnych pobranych w celu sprawdzenia zgodnos$ci

zZ przepisami musi umozliwia¢ przynajmniej dwukrotne wykonanie analizy.

g) Pakowanie i transport probek. Kazda probke nalezy umiesci¢ w czystym
pojemniku  wykonanym z chemicznie obojetnego materiatu, zapewniajagcym
odpowiednig ochrong przed zanieczyszczeniem i uszkodzeniem w czasie transportu.
Transport powinien odbywa¢ si¢ w warunkach odpowiednio dobranych do rodzaju
proby (np. temperatura chtodnicza dla prob szybko psujacych si¢), aby unikng¢ zmian
w sktadzie probek.

h) Pieczetowanie i etykietowanie probek. Kazda probke przeznaczong do urzedowe;j
kontroli zamyka si¢ i1 pieczetuje w miejscu pobrania probek oraz etykietuje w sposdb
umozliwiajacy jej identyfikacje. Dla kazdej pobranej probki sporzadza si¢ protokot
umozliwiajacy jednoznaczng identyfikacj¢ kazdej partii, w ktérym podaje si¢ date oraz
miejsce pobrania, osob¢ pobierajaca probki wraz ze wszystkimi dodatkowymi
informacjami istotnymi dla wykonania analizy. Informacje na etykiecie powinny by¢
zapisane W sposOb trwaty. Opakowanie proby powinno zawiera¢ nastgpujace
informacje: nazwe artykutu, dane identyfikujace parti¢ i jej wielkos$¢, date i miejsce

pobrania probki, imi¢ 1 nazwisko osoby pobierajacej proby, numer protokotu pobrania.

Zasady pobierania prob Zywnosci przez zaklady Zywienia zbiorowego typu
zamknigtego

Zaktad zywienia zbiorowego typu zamknigtego (kuchnia szpitalna,
przedszkolna, w Zlobku, itp.) ma obowigzek przechowywac probki wszystkich potraw
wchodzacych w sklad kazdego positku. Proba powinna by¢ oznakowana przez
umieszczenie trwatego napisu okreslajgcego zawartos¢, date i godzing przygotowania
potrawy oraz imi¢, nazwisko i1 stanowisko stuzbowe osoby, ktora pobrata probke.
Zaktad przechowuje probki, przez co najmniej 3 dni, liczac od chwili, kiedy cala partia
zostata spozyta lub przyjeta do zaktadu, w miejscu wydzielonym wytacznie do tego celu
oraz w warunkach zapewniajagcych utrzymanie temperatury 4°C lub nizszej,

W zaleznosci od przechowywanego produktu. Miejsce przechowywania probek musi
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by¢ tak zabezpieczone, aby dostep do niego posiadat tylko kierujacy zakladem lub

osoba przez niego upowazniona.

1.2. Homogenizacja prob obejmuje rozdrobnienie i zmieszanie. W zaleznosci od

rodzaju analizowanych parametrow wskazane jest odpowiednie rozdrobnienie badanego

srodka spozywczego.

Kazda czynno$¢ zwigzana z przygotowaniem proby do analizy niesie ze sobg
ryzyko wystgpienia bledow analitycznych. Stosowanie zasad dobrej praktyki
laboratoryjnej (GLP — ang. Good Laboratory Practice) na kazdym etapie

przygotowania i analizy proby pozwala zminimalizowac¢ ryzyko tych bledow.
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2. OZNACZANIE WILGOTNOSCI I SUCHEJ MASY W SRODKACH
SPOZYWCZYCH

W $rodkach spozywczych woda wystepuje jako woda wolna oraz zwigzana
fizykochemicznie i chemicznie. Woda wolna wystepujaca jako rozpuszczalnik
substancji organicznych oraz nieorganicznych, jest stabo zwigzana z podtozem. Woda

zwigzana fizykochemicznie jest zwigzana z podtozem osmotycznie (woda wystepujaca

w mikroporach) i adsorpcyjnie (sity miedzyczasteczkowe Van der Waalsa, orientacja

statych dipoli, indukowanie dipoli, dyspersja). Woda zwigzana chemicznie jest

najsilniej zwigzana z produktem, to woda krystaliczna zwigzana koordynacyjnie
poprzez grupy polarne koloidow.
Z zawarto$cig wody w produkcie (wilgotno$cig) Scisle jest zwigzane pojecie

suchej masy, ktore oznacza pozostatos¢ po usunigciu wody z produktu:

zawarto$¢ suchej masy (%) = 100 — zawarto$¢ wody (%)

Oznaczanie suchej masy mozna przeprowadzi¢ przy uzyciu: metody
suszarkowej, pod zmniejszonym ci$nieniem, liofilizacji, destylacji w mieszaninie
azeotropowej, chemicznej metody Karl-Fischera, chemicznego odwadniania, analizy
termograwimetrycznej, chromatografii gazowej, a takze refraktometrycznie.

Podczas suszenia $rodka spozywczego usuwana jest woda wolna i cz¢s¢ wody
zwigzanej. Suszenie jest metodg powszechnie stosowang, jednak jest to metoda
obarczona licznymi btgdami, poniewaz z jednej strony w procesie suszenia zostajg
usuni¢te z wodg substancje lotne (alkohole, niektore kwasy, estry, aldehydy, ketony,
olejki eteryczne), a z drugiej woda nie jest usuwana w catosci. Ilos¢ wody jaka mozna
odparowac zalezy od wiasciwosci produktu i warunkéw suszenia. Natomiast warunki

suszenia nalezy dobra¢ odpowiednio do wtasciwosci badanego produktu (Tabela 2.1.).

Tabela 2.1. Warunki suszenia r6znych produktow spozywczych.

Wstepne Temperatura Czas suszenia

Produkt suszenie suszenia (£2°C) (h)
Mleko, $mietana + 100 3,0
Ser zotty - 105 17,0
Czekolada - 100 3,0
Jaja + 130 0,75
Lody + 100 3,5
Orzechy - 130 3,0




Dla wielu produktow stosuje si¢ suszenie do statej] masy w temperaturze 100-
105°C pod normalnym ci$nieniem. Poniewaz przy tej metodzie przewaznie nie osigga
si¢ absolutnej stato$ci masy, suszenie uznaje si¢ za zakonczone, gdy réznica dwoch
kolejnych wazen nie przekracza 0,004g. Osiaggnicta w ten sposob stata masa probki daje
podstawe do obliczenia zawartosci wody.

Suszenie w temperaturze 130°C stosuje si¢ w przypadku produktoéw, ktére nie
zawierajg lub zawieraja znikome ilo$ci zwigzkow wrazliwych na wysoka temperature
(np. zboza, przetwory zbozowe, orzechy).

W trakcie suszenia produktow cieklych lub o porowatej konsystencji (sery,
przetwory migsne, dzemy), na powierzchni moze tworzy¢ si¢ blonka lub skorupka
utrudniajagca odparowywanie wody, lub substancja spicka si¢ tworzgc trudna do
rozkruszenia mas¢. Do tego typu produktéw nalezy zastosowac suszenie z odpowiednio
przygotowanym piaskiem morskim lub kulkami szklanymi, czy tez porcelanowymi, co
utatwia rozkruszanie spiekajacej si¢ substancji i znacznie zwigksza powierzchnie
parowania. Jezeli produkty tworza w czasie suszenia lepkie substancje trudno
mieszajace si¢ z piaskiem nalezy, przed wlasciwym suszeniem w suszarce, probke
z piaskiem rozpusci¢ w 50% roztworze etanolu i zastosowa¢ wstepne suszenie na tazni
wodnej.

W przypadku obecnos$ci substancji wrazliwych na temperatur¢ w produkcie ma
zastosowanie metoda suszenia pod zmniejszonym ci$nieniem w temperaturze 70°C lub
nizszej, przy ewentualnym uzyciu zwigzkow pochtaniajacych wode (np. chlorek wapnia
(I), stezony kwas siarkowy (VI), pentatlenck difosforu, zel krzemionkowy) oraz
liofilizacja. Liofilizacja jest czesto stosowang metodg w przemysle spozywczym (np. do
produktow instant). Metoda polega na sublimacji zamrozonego rozpuszczalnika dzigki
zastosowaniu niskiej temperatury oraz zmniejszonego cisnienia. Jest przeprowadzana
w liofilizatorach. W poréwnaniu do innych metod, suszenie sublimacyjne pozwala na
najwieksze zachowanie wlasciwosci fizycznych, biologicznych i chemicznych surowca,
w tym zachowanie zapachu i barwy, a takze ograniczenie procesoOw enzymatycznego
i nieenzymatycznego brunatnienia. W trakcie liofilizacji straty witamin oraz zwigzkoéw
antocyjanowych sg znacznie mniejsze niz w przypadku suszenia konwekcyjnego.
Powstaty liofilizat jest produktem higroskopijnym, dlatego nalezy zapewni¢ wlasciwe
warunki jego przechowywania.

Do oceny suchej masy produktow zawierajacych substancje wrazliwe na
utlenianie nalezy prowadzi¢ suszenie w strumieniu obojetnego gazu (azotu, argonu lub

ditlenku wegla).
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2.1. Oznaczenie suchej masy metoda suszarkowa

Aparatura i sprzet

- Suszarka elektryczna z termoregulacja;

- Waga analityczna z doktadnos$cig do 0,001g;
- naczynka wagowe;

- eksykator z substancja pochtaniajaca wilgo¢;
- mieszadlo;

- miynek;

- faznia wodna;

- sito o $rednicy oczek 0,5 mm.

Odczynniki

- Alkohol etylowy 50%;

- roztwor kwasu chlorowodorowego (1:1);

- piasek.

Piasek morski lub rzeczny przesia¢ przez sito o $rednicy oczek 0,5 mm, zalaé
roztworem kwasu chlorowodorowego, wymiesza¢ topatka porcelanowsg i ogrzewaé pod
wyciaggiem we wrzacej tazni wodnej przez 3 godziny. Po tym czasie przemy¢ woda do
zaniku reakcji na chlorki (proba z AgNOs3), przemy¢ woda destylowana, osuszy¢.
Nastepnie prazy¢é w temperaturze 550-600°C w ciggu 60 min. Po ostudzeniu

w eksykatorze przechowywac w stoju z doszlifowanym korkiem.

Przygotowanie proby
Wyroby o konsystencji statej rozdrobni¢ (zmieli¢ w mtynku, utrze¢ w mozdzierzu) na
miatki proszek. Wyroby o konsystencji mazistej, ptynnej lub galaretowatej doktadnie

wymieszac. Probki nalezy przygotowac bezposrednio przed wykonaniem oznaczenia.
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2.1.1. Oznaczenie zawartosci suchej masy metodq suszarkowq w temp. 105°C

Wykonanie oznaczenia

Czyste, suche naczynko wagowe z przykrywka wstawi¢ do suszarki nagrzanej do
temperatury 105°C + 2°C i suszyé przez okoto 40 min. do stalej masy. Po tym czasie
naczynko zamkna¢ pokrywka, przenies¢ do eksykatora, ostudzi¢ do temperatury
laboratoryjnej i zwazy¢. Do zwazonego naczynka wagowego odwazy¢ 20 g + 0,001 g
probki. Zanotowa¢ mas¢ naczynka z probka. Naczynko wstawi¢ do nagrzanej do
temperatury 105°C + 2°C suszarki, zdjaé¢ przykrywke i suszy¢ przez 3 h. Po 3 h suszenia
naczynko zamkna¢ przykrywka i przenies¢ do eksykatora do ostudzenia do temperatury
laboratoryjnej (czas studzenia 30-45 min.). Na chwil¢ uchyli¢ wieczko naczynka
Z probka, a nastgpnie zwazy¢ i zanotowaé¢ wynik. Naczynko wstawi¢ ponownie do
suszarki, suszy¢ przez 30 min. Po tym czasie naczynko z probka studzi¢ w eksykatorze
I ponownie zwazy¢. Postepowaé w ten sposob, dopoki dwa kolejne oznaczenia nie beda

si¢ roznity bardziej niz o 0,004 g.

Obliczanie wyniku oznaczenia

Zawarto$¢ suchej masy (X) w % obliczy¢ wedtug wzoru:

X = (b—c)-100 ’
a—cC
w ktorym:
a — masa naczynka z badang probka przed suszeniem (g);
b — masa naczynka z badang probka po suszeniu (Q);

¢ — masa pustego naczynka (g).

Za wynik koncowy nalezy przyjac $rednig arytmetyczng co najmniej dwoch wartosci X,

réznigcych si¢ nie wigcej niz o 0,2%. Wynik zaokragli¢ do 0,1.
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2.1.2. Oznaczanie suchej masy metodq suszarkowg w temp. 130°C

Wykonanie oznaczenia

Czyste, suche naczynko wagowe z przykrywka wstawi¢ do suszarki nagrzanej do
temperatury 130°C + 2°C i suszyé przez 15 min. do statej masy. Jezeli suszenie dotyczy
produktéw tworzacych kozuszek lub skorupke w trakcie suszenia, nalezy do naczynka
odwazy¢ 20g piasku i naczynko z piaskiem wysuszy¢ do stalej masy przez 30 min.
w 130°C. Suszarke nalezy uprzednio nagrza¢ do nieco wyzszej temperatury, poniewaz
w trakcie wkladania naczynka do $rodka jej temperatura spadnie. Po 15 min. naczynko
zamkna¢ pokrywka, przenies¢ do eksykatora, ostudzi¢ do temperatury laboratoryjnej
I zwazy¢. Do zwazonego naczynka wagowego odwazy¢ 20 g £ 0,001 g probki.
Zanotowa¢ mase¢ naczynka z probka. Naczynko wstawi¢ do nagrzanej do temperatury
130°C + 2°C suszarki, zdja¢ przykrywke i suszy¢ przez 30 min. Po 30 min. suszenia
naczynko zamkna¢ przykrywka i przenie$¢ do eksykatora do ostudzenia do temperatury
laboratoryjnej (czas studzenia 30-45 min.). Na chwil¢ uchyli¢ wieczko naczynka
Z probka, a nastgpnie zwazy¢ i zanotowaé wynik. Otrzymany wynik wazenia jest

ostateczny.

Obliczanie wyniku oznaczenia

Zawarto$¢ suchej masy (X) w % obliczy¢ wedlug wzoru:

_ (b-c) 100

X ,
a-c

W ktérym:
a — masa naczynka z badang probka przed suszeniem (Q);
b — masa naczynka z badang probka po suszeniu (Q);

C — masa pustego naczynka (g).

Za wynik koncowy nalezy przyjac $rednig arytmetyczna co najmniej dwoch wartosci X,

roznigcych si¢ nie wiecej niz o 0,2%. Wynik nalezy zaokragli¢ do 0,1.
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2.2. Oznaczanie wilgotnosci metoda destylacji mieszaniny azeotropowej

Zasada metody

Metoda polega na oddestylowaniu wody z badanej probki zywnosci, do ktorej dodano
ciecz niemieszajaca sie z woda, o punkcie wrzenia powyzej 100°C, a nastepnie
zmierzeniu objetosci wody. Stosowane w tej metodzie ciecze azeotropujace powinny
by¢ praktycznie nierozpuszczalne w wodzie i nie powinny rozpuszcza¢ w sobie wody.
W zaleznos$ci od konstrukeji aparatu mozna stosowac destylacje z cieczami o gestosci:

— mniejszej od wody (ksylen, toluen) — wtedy oddestylowana woda zbiera si¢ w dolne;j
czesci kalibrowanego odbieralnika,

— wigkszej od wody (tetrachloroetan) — oddestylowana woda zbiera si¢ na powierzchni

cieczy w gornej czgsci odbieralnika.

Aparatura i sprzet
- Aparat destylacyjny.

Odczynniki
- Toluen lub ksylen.
Toluen: temp. wrzenia — 111°C, d=0,867; ksylen: temp. wrzenia — 140°C, d=0,862.

Wykonanie oznaczenia

Do kolby destylacyjnej odwazy¢ 2-10g + 0,001g badanej proby, doda¢ 100-200 ml
toluenu lub ksylenu, doktadnie wytrzasa¢ 1 podda¢ destylacji. Destylacje prowadzi¢ do
czasu, az w ciggu 30 minut poziom wody w odbieralniku si¢ nie zmieni. Objetos¢ wody

zebranej w dolnej cze$ci odbieralnika nalezy odczyta¢ w temperaturze 20°C.

Obliczanie wyniku oznaczenia

Zawarto$¢ wody w probie (X) (%) obliczy¢ wedtug wzoru:

~0,998-a-100
B b

X

w ktorym:
a — odczytana objetos¢ wody (ml);
b — odwazka produktu (g);

0,998 — ciezar wlasciwy wody w temperaturze 20°C.
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Przemyst Spozywczy, 2007, 4: 30-35.

15



3. OZNACZANIE GESTOSCI CIECZY

Gestos¢ ptynnych produktéw spozywcezych moze by¢ wyznaczona metoda

piknometryczng lub areometryczng. Metoda areometryczna jest oparta na prawie

Archimedesa. Zaopatrzony w termometr areometr ma stalg mase, natomiast objetos¢
wypierane] cieczy jest zalezna od gestosci. Pomiar gesto$ci polega na zanurzeniu

areometru w badanej cieczy i odczytaniu gestosci na wyskalowanej czesci przyrzadu.

Rézne rodzaje areometrow oraz piknometrow przedstawia zdjecie 3.1.
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Zdj. 3.1. Rézne rodzaje areometrow (a) i piknometrow (b).
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3.1. Oznaczanie zawartosci alkoholu metoda piknometryczna polaczona

z destylacja

Zasada metody

Metoda polega na oddestylowaniu etanolu z proby, a nastepnie oznaczeniu gestosci
destylatu metoda piknometryczng i odczycie zawartosci etanolu z tabel zamieszczonych
w Polskiej Normie PN-A-79093-2. W metodzie piknometrycznej pomiar oparty jest na
oznaczeniu ggstosci wzglednej ze stosunku masy wody i masy badanej cieczy

W jednakowej objetosci i temperaturze. Te warunki zapewnia piknometr (Zdj. 3.1.).

Aparatura i sprzet

- Piknometr;

- Waga analityczna (+0,0001g);
- myjka ultradzwickowa,

- zestaw destylacyjny;

- kamyczki wrzenne;

- kolba stozkowa 0 pojemnos$ci 100 ml.

Przygotowanie proby
W przypadku produktow gazowanych nalezy probe odgazowac. 250 ml proby nalezy

umiesci¢ w myjce ultradzwigkowej na 5 min.

Wykonanie oznaczenia

W zlewce odwazy¢ 100 g proby o temperaturze 20°C i przenies$é ilosciowo do kolby
destylacyjnej 0 pojemnosci 250 lub 500 ml za pomocag 50 ml wody destylowane;j.
Wiozy¢ kamyczki wrzenne lub celit. Kolbe stozkowa o poj. 100 ml zwazy¢ (zapisaé
wynik), wla¢ do niej 5 ml wody destylowanej i ustawi¢ jako odbieralnik. Potgczy¢
elementy zestawu destylacyjnego, odkreci¢ wode w chiodnicy, koniec chtodnicy
zanurzy¢ w wodzie odbieralnika. W przypadku destylacji produktow gazowanych
poczatkowo ogrzewac ostroznie, poniewaz destylowany ptyn mocno si¢ pieni, nastepnie
zwigkszy¢ ogrzewanie. Oddestylowaé okoto 90 ml probki. Zawarto$¢ odbieralnika
uzupetni¢ woda destylowana do 100 g (uwzgledniajac mase pustej kolby stozkowej).
Oznaczy¢ gesto$¢ cieczy metodg piknometryczng w temperaturze 20°C. Przygotowaé
wode destylowang o temperaturze 20 °C. Czysty, wysuszony piknometr nalezy zwazy¢é

z doktadnoscia = 0,001g. Napetnié go woda destylowana o temperaturze 20°C, zamknaé
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korkiem z termometrem, usung¢ nadmiar wody, dokladnie osuszy¢, zwazy¢ z
doktadnoscia + 0,001g. Pomiar powtérzy¢ trzykrotnie. Wode wylaé, piknometr
przeptuka¢ badanym ptynem, napemi¢ badanym destylatem o temperaturze 20°C,

osuszy¢, zwazy¢. Pomiar powtorzy¢ trzykrotnie. Obliczy¢ $rednig z 3 wynikow.

Obliczanie wyniku oznaczenia
Ciegzar wlasciwy (d) badanego ptynu [g/ml] obliczy¢ wedtug wzoru:
d= m, —m, ,
m; —M,

w ktorym:

mo — masa pustego piknometru (g);

m; — masa piknometru z wodg destylowang (g);

m, — masa piknometru z badang ciecza (Q).

Zawarto$¢ etanolu odczytac jako % objetosciowy z Tabeli 3.1. na podstawie o0znaczonej

gestosci. Porownaé wyniki z deklarowang przez producenta zawartoscia.
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Tabela 3.1. Zalezno$¢ miedzy gestoscia a zawartoscia alkoholu etylowego

[PN-A-79093-2].

Gestos¢ | Zawartosé Z;Kg;g?zc
[g/ml] alkoholu [m/m]
[Viv]
0,99704 2,00 1,59
0,99689 2,10 1,67
0,99675 2,20 1,75
0,99661 2,30 1,82
0,99646 2,40 1,90
0,99632 2,50 1,98
0,99618 2,60 2,06
0,99603 2,70 2,14
0,99589 2,80 2,22
0,99574 2,90 2,30
0,99560 3,00 2,38
0,99546 3,10 2,46
0,99531 3,20 2,54
0,99517 3,30 2,62
0,99503 3,40 2,70
0,99489 3,50 2,78
0,99475 3,60 2,86
0,99461 3,70 2,94
0,99447 3,80 3,02
0,99433 3,90 3,10
0,99419 4,00 3,18
0,99405 4,10 3,26
0,99391 4,20 3,34
0,99377 4,30 3,42
0,99363 4,40 3,50
0,99349 4,50 3,58
0,99336 4,60 3,66
0,99322 4,70 3,74
0,99308 4,80 3,82
0,99295 4,90 3,90
0,99281 5,00 3,98
0,99268 5,10 4,06
0,99255 5,20 4,14
0,99241 5,30 4,22

0,99228 5,40 4,30
0,99215 5,50 4,38
0,99201 5,60 4,46
0,99188 5,70 4,54
0,99174 5,80 4,62
0,99161 5,90 4,70
0,99148 6,00 4,78
0,99135 6,10 4,87
0,99122 6,20 4,95
0,99109 6,30 5,03
0,99096 6,40 5,11
0,99083 6,50 5,19
0,99070 6,60 5,27
0,99057 6,70 5,35
0,99045 6,80 5,43
0,99032 6,90 5,51
0,99020 7,00 5,99
0,99007 7,10 5,67
0,98994 7,20 5,75
0,98981 7,30 5,83
0,98969 7,40 5,91
0,98956 7,50 5,99
0,98944 7,60 6,07
0,98931 7,70 6,15
0,98919 7,80 6,24
0,98906 7,90 6,32
0,98893 8,00 6,40
0,98881 8,10 6,48
0,98869 8,20 6,56
0,98857 8,30 6,64
0,98845 8,40 6,72
0,98833 8,50 6,80
0,98820 8,60 6,88
0,98807 8,70 6,96
0,98794 8,80 7,04
0,98782 8,90 7,12
0,98770 9,00 7,20
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3.2. Oznaczanie gestosci cieczy metoda arecometryczna

Zasada metody
Metoda polega na oznaczeniu gestoSci Cieczy poprzez zanurzenie aerometru w badanej

préobie 1 dokonaniu odczytu na wyskalowanej czesci przyrzadu.

Aparatura i sprzet
- Aerometr;

- cylinder miarowy.

Wykonanie oznaczenia

Badana probe doprowadzi¢ do temperatury podanej na gesto$ciomierzu, wla¢ do
cylindra, a nastgpnie zanurzy¢ arcometr. Dokonaé¢ odczytu na wyskalowanej czgsci
aerometru uwzgledniajac menisk dolny w przypadku cieczy przezroczystych lub menisk

gorny dla cieczy nieprzejrzystych.

Literatura

1.  Rozporzadzenie Ministra Gospodarki, Pracy 1 Polityki Spotecznej z dnia 5 lutego
2003 w sprawie liczbowych danych odniesienia dla mieszanin alkoholu
etylowego i wody (Dz. U., 2003, nr 38, poz. 331).

2.  Rozporzadzenie Ministra Rolnictwa i Rozwoju WSsi z dnia 22 maja 2013 r.
W sprawie rodzajow fermentowanych napojow winiarskich oraz szczegdtowych
wymagan organoleptycznych, fizycznych 1 chemicznych, jakie powinny spetnia¢
te napoje (Dz. U. 2013 nr 0 poz. 633).

3. Polska Norma Piwo, Oznaczenie zawartosci alkoholu, ekstraktu rzeczywistego
i ekstraktu  brzeczki podstawowej metodg destylacyjng oraz metods

refraktometryczng, PN-A-79093-2.
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ANALIZA ILOSCIOWA I JAKOSCIOWA ZYWNOSCI

Srodki spozywcze stanowia zrodto substancji niezbednych dla zachowania zdrowia
i zycia czlowicka. Wérdd nich wyrdzniamy podstawowe sktadniki pokarmowe, jak
biatka, thuszcze, weglowodany, a takze witaminy, sole mineralne oraz wodg. O jako$ci
zdrowotnej zywnos$ci S$wiadczy jej wartos¢ odzywcza (czyli ilos¢ 1 jakosé
poszczegbdlnych sktadnikéw pokarmowych), jako$¢ organoleptyczna (zespol cech
obejmujgcych smak, zapach, wyglad, w tym barwe 1 konsystencje, s$rodkow
spozywczych, ktore mozna wyodrebni¢ 1 oceni¢ przy pomocy zmystow czlowieka) oraz
bezpieczenstwo (wystepowanie zanieczyszczen, zafalszowan, substancji

antyodzywczych).
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4. OCENA BIALKA POKARMOWEGO

Biatka sa wielkoczasteczkowymi zwigzkami zbudowanymi wylacznie lub w duzej
mierze z aminokwasow. Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia W sprawie
znakowania zywnoS$ci wartoscig odzywczg zawarto$¢ biatka jest to iloczyn zawartosci
azotu ogolnego oznaczonego metoda Kieldahla i wspotczynnika przeliczeniowego 6,25.
Azot w zywno$ci moze pochodzi¢ z rozktadu bialek, a takze substancji niebiatkowych
(np. azotanéw). Do metod ilo$ciowego oznaczania biatka w zywnos$ci zaliczamy

miedzy innymi: metode Kjeldahla, biuretowa, Lowry’ego.

4.1. Oznaczanie zawartosci bialka metoda Kjeldahla

Zasada metody

Metoda sktada si¢ z kilku etapow.

1. Mineralizacja proby w systemie otwartym poprzez spalanie w stezonym kwasie
siarkowym (VI) w obecnosci mieszaniny substancji katalizujacej (CuSQOg4) oraz
podwyzszajacej temperature (K,SO4). Azot wydziela si¢ w postaci amoniaku
I tworzy z kwasem siarkowym siarczan (V1) amonu:

2 H,SO4 — 2 SO4 + 2 H0 + Oy
NH2-R-COOH + O; — x CO2 +y H,0 + 2 NH3
2 NH3+ H,SO4 — (NHy)2SO4
2. Zalkalizowanie roztworu w celu wydzielenia amoniaku:
(NH4)2SO4+ 2 NaOH — 2 NH3 + Na,SO4 + 2 H,0
3. Destylacja amoniaku do roztworu kwasu ort oborowego:
H3BO;3; + NH,OH — NH4H;BO3 + H,0

4. Miareczkowanie amoniaku zwigzanego w kwasie, mianowanym roztworem
kwasu chlorowodorowego:

NH;H,BO3;+ HCl — NH,4CI + H3BO:s.

Aparatura i sprzet

- Piec do mineralizacji probek (Biichi, Szwajcaria);
- destylarka z parg wodng (Biichi, Szwajcaria);

- kolba stozkowa 0 pojemnos$ci 250 ml;

- biureta.
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Odczynniki
- Mieszanina substancji katalizujacych (topnik):

odwazy¢ 7,5 g siarczanu (VI) dipotasu (K,SO,4) oraz 0,31 g pentahydratu siarczanu
(V1) miedzi (1) (CuSO4 x H,0). Mieszaning utrze¢ w mozdzierzu na jednolity proszek;
- kwas siarkowy (V1), H,SO,4 (d = 1,83-1,84);
- wodorotlenek sodu, NaOH 33%:

500 g wodorotlenku sodu rozpusci¢ w 1000 ml wody destylowane;;
- kwas ortoborowy, H3BOs:

20-40 g H3BO3 rozpusci¢ w 1000 ml wody destylowane;;
- kwas chlorowodorowy, roztwor mianowany 0,1 mol/I;
- wskaznik Tashiro:

0,2 g czerwieni metylowej rozpusci¢ w 50 ml 96% alkoholu etylowego, rozpusci¢
na fazni wodnej o temperaturze 65°C. 0,1 g blekitu metylenowego rozpusci¢ w 150 ml
50% alkoholu etylowego. Oba roztwory zmieszaé, przesgczy¢ do butelki z ciemnego

szkla.

Wykonanie oznaczenia

Odwazy¢ 0,5 g proby badanej oraz 5,9 g topnika, przenie$¢ do kolby mineralizacyjne;.
Doda¢ celit (na koncu tyzeczki) i 18 ml stezonego kwasu siarkowego (VI). Proby
umiesci¢ w bloku mineralizacyjnym, wiaczy¢ pompke wodng. Probg zmineralizowaé
przez 15 minut od przejasnienia, a nastgpnie ostudzi¢. Ostroznie doda¢ 36 ml wody
destylowanej (probka powinna by¢ rozpuszczona w wodzie w stosunku: na jednag porcje
kwasu dwie porcje wody destylowanej). Kolbe umie$ci¢ w uchwycie destylarki,
odkreci¢ wode w chlodnicy. Przygotowac odbieralnik: do kolby na 250 ml doda¢ 20 ml
4% kwasu borowego 1 4 krople wskaznika Tashiro, koniec chlodnicy zanurzy¢ w plynie
odbieralnika. Probe zalkalizowa¢ dodajac wodorotlenek sodu przez przycisnigcie
przycisku ,,Reagent” do czasu, az proba zacznie zmienia¢ kolor na niebieski lub
brunatny (w stosunku: na jedna porcje kwasu — 3 porcje wodorotlenku sodu — 54 ml).
Objetos¢ dodawanego wodorotlenku sodu jest mierzona na skali. Ustawi¢ wymagany
czas destylacji (ok. 8 min.). Rozpocza¢ proces destylacji weciskajac ,,Start”.
Przeprowadzi¢ destylacje. Destylat miareczkowa¢ mianowanym 0,1 mol/l kwasem

chlorowodorowym do zmiany barwy na fioletowa.
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Obliczanie wyniku oznaczenia

Zawartos¢ azotu w probie (d) (%) obliczy¢ wedtug wzoru:

d:(a—b)~n-14x

100,
1000-m

w ktorym:

a — objetos¢ mianowanego roztworu kwasu chlorowodorowego zuzytego do
miareczkowania proby witasciwej (ml),

b — objetos¢ mianowanego roztworu kwasu chlorowodorowego zuzytego do
miareczkowania proby $lepej (ml),

n — molowos¢ kwasu chlorowodorowego (z doktadnoscia 0,0001),

m — masa badanej probki (g),

14 —  ilos¢ azotu, ktérej odpowiada 1 ml 1 mol/l kwasu chlorowodorowego (mg).

Za wynik nalezy przyja¢ S$rednig arytmetyczng wynikow co najmniej dwoch

rownolegtych oznaczen.

Zawartos¢ biatka w probie (B) (9/100g produktu) obliczy¢ mnozac uzyskang zawarto$¢

azotu (X) przez odpowiedni wspolczynnik biatkowy (mnoznik biatkowy). Mnoznik
biatkowy okresla jaka cze$¢ wszystkich pierwiastkow zawartych w biatku stanowi azot.
W produktach migsnych azot w elementarnym sktadzie bialek wystepuje w prawie
stalej ilosci, okoto 16 %, co stanowi 6,25 czgsci wszystkich pierwiastkow zawartych

W biatku, ze specyficznymi odchyleniami dla poszczeg6lnych biatek (Tabela 4.1.).

Tabela 4.1. Mnoznik biatkowy wybranych biatek pokarmowych.

Mnoznik
Bialko

bialkowy
biatko jaja kurzego 6,67
biatko mleka 6,63
biatko mig¢sa 6,25
biatko jeczmienia, kukurydzy, fasoli 6,00
biatko zyta, pszenicy, owsa, grochu, bobu 5,70
biatko orzeszkow ziemnych 5,50
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4.2. Okreslanie wartosci odzywczej bialka pokarmowego

Jako$¢ biatka pokarmowego jest determinowana kilkoma czynnikami: zawarto$cig
aminokwasow egzogennych i endogennych; wzajemnymi proporcjami aminokwasow
egzogennych; wzajemnymi proporcjami podstawowych sktadnikow pokarmowych
w dostarczaniu energii; strawnoscig produktow biatkowych.

Ze wzgledu na sklad aminokwasowy wyrézniamy biatka pelnowartosciowe

I niepelnowarto$ciowe. Biatka pelnowartoéciowe to takie, ktore zawierajg wszystkie

aminokwasy egzogenne (niesyntetyzowane w organizmie czlowieka) w odpowiednich
proporcjach, wystepuja w produktach pochodzenia zwierzecego, jak jaja, migso
I produkty migsne, ryby, mleko i przetwory mleczne. Do aminokwaséw egzogennych
zaliczane sa: fenyloalanina, izoleucyna, leucyna, lizyna, metionina, treonina, tryptofan,
walina. Wyr6zniane sg rowniez aminokwasy wzglednie niezbedne — cysteina
(wytwarzana w organizmie z metioniny) i tyrozyna (wytwarzana z fenyloalaniny). Do
oceny wartosci odzywczej (biologicznej) biatka stosuje si¢ metody biologiczne
i chemiczne. Metody biologiczne polegaja na ocenie przyrostu masy ciata lub bilansu
azotowego u zwierzat laboratoryjnych, podczas gdy wskazniki chemiczne sg okreslane
na podstawie poréwnania skladu aminokwasowego biatka badanego z biatkiem
wzorcowym (biatko jaja kurzego lub wzorcowe biatko FAO/WHO) (Tabela 4.2.).
Wskazniki chemiczne to przede wszystkim Chemiczny Miernik Jakosci Biatka (CS —
ang. Chemical Score) oraz Zintegrowany Wskaznik Aminokwaséw Egzogennych (EAA

—ang. Essentials Amino Acids Index).

Tabela 4.2. Sktad aminokwasowy biatek wzorcowych (mg/g N).

Wzorzec
Aminokwas Bialko jaja WHO/FAO/UNU

2007
Izoleucyna 415 188
Leucyna 553 331
Lizyna 403 281
Metionina + Cysteina 346 138
Fenyloalanina + Tyrozyna 627 238
Treonina 317 144
Tryptofan 100 38
Walina 454 244
Suma 3215 1602
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4.2.1. Wyznaczanie CS — chemicznego miernika jakos$ci bialka i efektu

uzupelniania aminokwasow

Zasada metody
Metoda ocenia warto§¢ odzywcza biatka przez porownanie jego skladu
aminokwasowego do sktadu aminokwasowego wzorca. Aminokwas, dla ktorego

wskaznik CS jest najnizszy jest aminokwasem ograniczajgcym.

Obliczanie wyniku
Na podstawie ,, Tabel sktadu i wartosci odzywczej produktow spozywczych” wypetnic¢
Tabele 4.3. (okresli¢ aminokwas ograniczajacy), nastgpnie obliczy¢ efekt uzupekniania
aminokwasow w positku sktadajacym si¢ z dwoch produktow (Tabela 4.4.):

a. mleko 2% (200 ml) + pieczywo stodkie (509);

b. chleb baltonowski (509) + fasola biata (500);

c. schab wieprzowy (100g) + ziemniaki (200g);

d. wotowina (100g) + ryz biaty (100Q);

e. makaron (50g) + twardg potttusty (509);

f. ryz bialy (100g) + fasola biata (50g).

Poczatkowo w Tabeli 4.3. nalezy obliczy¢ zawarto$¢ biatka w odpowiedniej ilosci
kazdego produktu z wybranego zestawu (a-f), nastepnie obliczy¢ zawarto$¢ azotu
w produkcie, dzielgc ilo$¢ biatka przez mnoznik biatkowy (z Tabeli 4.1.) i uzupehic
zawarto$¢ poszczegolnych aminokwasow. Na takg samg ilo$¢ azotu obliczy¢ zawartos¢
aminokwasow w biatku wzorcowym FAO/WHO.

Chemiczny miernik jakosci biatka (CS) (%) obliczy¢ wedtug wzoru:

a
CS=-"-100
a

W
w ktorym:
ap - zawartos¢ aminokwasu w badanym biatku,

ay - zawarto$¢ aminokwasu w biatku wzorcowym.
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Tabela 4.3. Okreslanie aminokwasu ograniczajgcego.

Zawarto§¢ aminokwasow [mg/g azotu] .
Biatko (B) | Azot [g] _ i Aminokwas
Produkt Masa [g] N . Metionina Fenyloalanina ] . o
[o] (B/My) | Izoleucyna | Leucyna Lizyna ) Treonina | Tryptofan | Walina | Ograniczajacy
+ Cysteina + Tyrozyna
(ap1)
Wzorzec (aw) - - -
CS; [%] - - - -
(apz)
Wzorzec (aw,) - - -
CS; [%] - - - -
"M — mnoznik biatkowy
Tabela 4.4. Obliczanie efektu uzupetniania aminokwasow.
Zawarto$¢ aminokwasow [mg/g azotu] ]
Biatko (B) | Azot [g] _ i Aminokwas
Produkt Masa [g] . . Metionina + | Fenyloalanina ] . o
[0] (B/ Myp) | Izoleucyna | Leucyna Lizyna . Treonina | Tryptofan | Walina | Ograniczajacy
Cysteina + Tyrozyna
Razem (ay)
Wzorzec (ay) - -
CS [%] - - -

"M — mnoznik biatkowy
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5. 0ZNACZANIE ZAWARTOSCI WEGLOWODANOW

5.1. Oznaczanie zawartosci cukrow redukujacych i sacharozy w naturalnych

miodach pszczelich i miodach pitnych

Glownymi skladnikami miodow sa cukry: fruktoza, glukoza i sacharoza oraz
w mniejszym stopniu maltoza, izomaltoza, melecytoza, maltuloza, turanoza, nigeroza
i koibioza. Na sktad cukréw w miodzie ma wplyw udzial procentowy tych cukrow

w nektarze i spadzi. Zawarto$¢ (suma) fruktozy i glukozy w naturalnych miodach

pszczelich nie powinna by¢ mniejsza niz: 60 g/100 g — w miodach nektarowych oraz
45 ¢/100 g w miodach spadziowych i spadziowo-nektarowych. Natomiast zawarto$¢
sacharozy nie moze by¢ wigksza niz 5 g/100 g. Wyjatek stanowi midéd pochodzacy
z grochodrzewu, lucerny, Banksja menziensii, suchodrzewu francuskiego, kauczukowca
czerwonego, rzemienicy i Citrus spp. (10 g/100 g) oraz z lawendy i ogorecznika
(15 9/100 g). Oznaczanie zawartosci cukrow w miodach przeprowadza si¢ metoda
HPLC (5.1.2.).

Metoda Lane — Eynona pozwala na okres$lenie zawartosci cukrow redukujacych oraz
cukréow redukujacych po inwersji w miodach pitnych. Midd pitny powinien zawiera¢
takg ilo§¢ cukrow ogotem (g/l), ktdora po zsumowaniu z pomnozong przez
18 zawartoscig alkoholu w % obj¢tosciowych daje wartos¢ nie mniejszg niz: 240 —

czworniak; 323 — trgjniak, 490 — dwdjniak, 600 — pottorak.
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5.1.1. Oznaczanie zawartosci cukrow redukujacych przed i po inwersji w miodzie

pitnym metoda Lane — Eynona

Odczynniki

- Blekit metylenu, 1% w/w;

- kwas chlorowodorowy, stezony (d=1,119g/ml);

- oranz metylu, 0,1% w/w;

- sacharoza, C12H2,011;

- wodorotlenek sodu, 5% w/w; 1 mol/l,

- octan otowiu (II) Pb(CH3COOH)x3H,O. 100 g tlenku otowiu (II) rozetrzeé
W mozdzierzu z 300 g trojwodnego octanu otowiu (II). Przenies¢ do zlewki, dodaé
50 ml wody destylowanej i podgrza¢ na tazni wodnej do uzyskania biato-czerwonej
masy. Doda¢ 950 ml wody destylowanej, doktadnie wymiesza¢ i po odstaniu si¢
zawiesiny zdekantowac ptyn do kolby stozkowej z korkiem na szlif;

- siarczan sodu, 5% wi/w;

- ptyn Fehlinga I: 70 g pentahydratu siarczanu (VI) miedzi (Il) (CuSO4 x 5H,0)
rozpusci¢ w wodzie w kolbie miarowej pojemnosci 1000 ml i dopetni¢ woda do kreski;
oznaczy¢ miano roztworu;

- ptyn Fehlinga II: 346 g czterowodnego winianu potasu-sodu (C4H;sO¢KNa x 4H,0)
rozpusci¢c w 650 ml wody o temperaturze 40-50°C oraz 100 g wodorotlenku sodu
w 100 ml wody. Oba roztwory przela¢ do kolby miarowej pojemnosci 1000 ml,

wymieszac i dopetni¢ woda do kreski.

Przygotowanie proby

Probe miodu pitnego rozciencza si¢ tak, aby zawarto$¢ cukrow w badanym roztworze
wynosita 1,0-4,0 g/l. 25 ml proby przenies¢ do zlewki o poj. 50 ml i doda¢ 1 mol/l
NaOH, aby uzyska¢ roztwor o pH ok. 6,0-7,0. W razie potrzeby probe nalezy
odparowac na parownicy umieszczonej na fazni wodnej do okoto potowy obje¢tosci. Do
kolby miarowej o pojemnos$ci 100 ml przenies¢ iloSciowo probe miodu pitnego,
uzywajac wode destylowang (ok. 50 ml). W celu klarowania proby nalezy doda¢ 2,5 ml
roztworu octanu otowiu 1 kroplami 10 ml siarczanu sodu. Uzupetni¢ woda destylowang
do 100 ml i odstawi¢ na 30 min. Zawarto$¢ kolby przesaczy¢ przez karbowany saczek.

Przesacz jest uzywany do oznaczenia cukréw redukujacych przed oraz po inwersji.
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5.1.1.1. Oznaczanie zawartosci cukrow redukujgcych w miodzie pitnym

Zasada metody
Zasada oznaczania cukrow redukujgcych polega na bezpos$rednim miareczkowaniu
okreslonej soli miedziowej badanym roztworem cukru wobec biekitu metylenowego

jako wskaznika konca reakcji, a nastepnie na wyliczeniu ich procentowej zawartos$ci.

Wykonanie oznaczenia

20 ml przesaczu przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 200 ml i uzupetni¢ woda do
kreski. Biurete pojemnos$ci 25 ml napetni¢ przygotowanym roztworem. Do trzech kolb
stozkowych o pojemnosci minimum 200 ml wla¢ oddzielnymi pipetami po 5 ml ptynu
Fehlinga I i 1l oraz wrzuci¢ kilka porcelanek lub celit. Do pierwszej kolby dodac pipeta
15 ml badanego roztworu, zmiesza¢ doktadnie z ptynami Fehlinga, ogrzewaé w
plaszczu grzejnym do wrzenia i1 utrzymujgc roztwor w stanie lagodnego wrzenia
miareczkowac roztworem z biurety do zaniku jasnoniebieskiego zabarwienia. Doda¢ 1-
2 krople roztworu bigkitu metylenu i w dalszym ciggu ostroznie miareczkowaé¢ do
catkowitej redukcji jonu miedzi (II) (zanik barwy niebieskiej ptynu nad osadem).
Oznaczenie w pierwszej kolbie stuzy do orientacyjnego okreslenia ilosci roztworu
miodu uzytego do reakcji z ptynami Fehlinga (15 ml dodane pipeta + odczyt z biurety).
Do drugiej kolby doda¢ roztwor miodu pitnego pipeta w ilosci mniejszej o 2 ml od
ilosci zuzytej do miareczkowania orientacyjnego, szybko ogrza¢ w plaszczu grzejnym
do wrzenia 1 w ciggu 2 minut utrzymywac roztwor w stanie tagodnego wrzenia, dodac
krople roztworu btekitu metylenu i w ciagu trzeciej minuty zmiareczkowa¢ do zaniku
niebieskiego zabarwienia. Na skali biurety odczyta¢ ilo§¢ ml zuzytego roztworu miodu
doda¢ ilo$¢ roztworu dodanego pipeta, zapisa¢ wynik.

Z zawartoscig trzeciej kolby postepowac podobnie jak z zawartoscig drugiej kolby.
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Obliczanie wynikoOw oznaczenia
Obliczy¢ $rednig arytmetyczng ilo$ci roztworu miodu zuzytej do odbarwienia ptynow
Fehlinga z co najmniej dwoch réwnoleglych oznaczen réznigcych sie nie wigcej niz

0 +/- 0,1 ml. Zawarto$¢ cukrow redukujacych X [g/1 miodu pitnego] obliczy¢ wg wzoru:

C-A

X=="1
Y

w ktorym:
C — odczytana z Tabeli 5.1. masa cukru [mg] zredukowana przez 10 ml roztworu
Fehlinga przy uzyciu V badanego roztworu,
A — rozcienczenie proby,

V — ilo$¢ ml badanego roztworu zuzytego do miareczkowania.

Wynik zawartosci cukrow redukujacych w procentach wagowych odczytaé¢ z Tabeli 5.1.
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Tabela 5.1. Masa cukréw redukujacych [mg].

Ilo$¢ roztworu

Dziesietne czeSci mililitra

odmiareczkowanego (ml) 0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9
15 50,50 | 50,51 | 50,52 | 50,53 | 50,54 | 50,54 | 50,55 | 50,56 | 50,57 | 50,58
16 50,59 | 50,60 | 50,61 | 50,62 | 50,63 | 50,64 | 50,65 | 50,66 | 50,67 | 50,68
17 50,70 | 50,70 | 50,71 | 50,71 | 50,72 | 50,72 | 50,73 | 50,73 | 50,74 | 50,74
18 50,75 | 50,75 | 50,76 | 50,76 | 50,77 | 50,77 | 50,78 | 50,78 | 50,79 | 50,79
19 50,80 | 50,81 | 50,82 | 50,83 | 50,84 | 50,84 | 50,85 | 50,86 | 50,87 | 50,88
20 50,89 | 50,90 | 50,91 | 50,92 | 50,93 | 50,94 | 50,95 | 50,96 | 50,97 | 50,98
21 51,00 | 51,00 | 51,01 | 51,01 | 51,02 | 51,02 | 51,03 | 51,03 | 51,04 | 51,04
22 51,05 | 51,05 | 51,06 | 51,06 | 51,07 | 51,07 | 51,08 | 51,08 | 51,09 | 51,09
23 51,10 | 51,10 | 51,11 | 51,11 | 51,12 | 51,12 | 51,13 | 51,13 | 51,14 | 51,14
24 51,15 | 51,15 | 51,16 | 51,16 | 51,17 | 51,17 | 51,18 | 51,18 | 51,19 | 51,19
25 51,20 | 51,21 | 51,22 | 51,23 | 51,24 | 51,24 | 51,25 | 51,26 | 51,27 | 51,28
26 51,29 | 51,30 | 51,31 | 51,32 | 51,33 | 51,34 | 51,35 | 51,36 | 51,37 | 51,38
27 51,40 | 51,40 | 51,41 | 51,41 | 51,42 | 51,42 | 51,43 | 51,43 | 51,44 | 51,44
28 51,45 | 51,45 | 51,46 | 51,46 | 51,47 | 51,47 | 51,48 | 51,48 | 51,49 | 51,49
29 51,50 | 51,50 | 51,51 | 51,51 | 51,52 | 51,52 | 51,53 | 51,563 | 51,54 | 51,54
30 51,55 | 51,55 | 51,56 | 51,56 | 51,57 | 51,57 | 51,58 | 51,58 | 51,59 | 51,59
31 51,60 | 51,60 | 51,61 | 51,61 | 51,62 | 51,62 | 51,63 | 51,63 | 51,64 | 51,64
32 51,65 | 51,65 | 51,66 | 51,66 | 51,67 | 51,67 | 51,68 | 51,68 | 51,69 | 51,69
33 51,70 | 51,70 | 51,71 | 51,71 | 51,72 | 51,72 | 51,73 | 51,73 | 51,74 | 51,74
34 51,75 | 51,75 | 51,76 | 51,76 | 51,77 | 51,77 | 51,78 | 51,78 | 51,79 | 51,79
35 51,80 | 51,80 | 51,81 | 51,81 | 51,82 | 51,82 | 51,83 | 51,83 | 51,84 | 51,84
36 51,85 | 51,85 | 51,86 | 51,86 | 51,87 | 51,87 | 51,88 | 51,88 | 51,89 | 51,89
37 51,90 | 51,90 | 51,91 | 51,91 | 51,92 | 51,92 | 51,93 | 51,93 | 51,94 | 51,94
38 51,95 | 51,95 | 51,96 | 51,96 | 51,97 | 51,97 | 51,98 | 51,98 | 51,99 | 51,99
39 52,00 | 52,00 | 52,01 | 52,01 | 52,02 | 52,02 | 52,03 | 52,03 | 52,04 | 52,04
40 52,05 | 52,05 | 52,06 | 52,06 | 52,07 | 52,07 | 52,08 | 52,08 | 52,09 | 52,09
41 52,10 | 52,10 | 51,11 | 52,11 | 52,12 | 52,12 | 52,13 | 52,13 | 52,14 | 52,14
42 52,15 | 52,15 | 52,16 | 52,16 | 52,17 | 52,17 | 52,18 | 52,18 | 52,19 | 52,19
43 52,20 | 52,20 | 52,21 | 52,21 | 52,22 | 52,22 | 52,23 | 52,23 | 52,24 | 52,24
44 52,25 | 52,25 | 52,26 | 52,26 | 52,27 | 52,27 | 52,28 | 52,28 | 52,29 | 52,29
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5.1.1.2. Oznaczanie zawartosci sacharozy w miodzie pitnym

Zasada metody

Oznaczanie polega na:

- oznaczeniu ilosci cukrow bezposrednio redukujacych w probie metoda Lane -
Eynona,

- oznaczeniu cukréw redukujacych po inwersji metoda Lane - Eynona,

- obliczeniu réznicy w procentowej zawartosci cukrow redukujacych przed i po

inwersji.

Wykonanie oznaczenia

Przeprowadzi¢ hydroliz¢ kwasowa (inwersje) w nastepujacy sposob: do kolby miarowej
0 poj. 200 ml, w zaleznosci od spodziewanej zawarto$ci cukrow, pobra¢ 20 ml
przesaczu, uzupetli¢ woda destylowana do 80 ml i doda¢ 5 ml kwasu
chlorowodorowego stezonego, wtozy¢ termometr do kolby i wstawi¢ ja do tazni wodnej
podgrzanej do temperatury 80-90°C. W ciagu 2-3 minut zawarto$¢ kolby doprowadzic¢
do temp. 68-70°C i utrzymywaé ja w tym przedziale przez 5 minut. Nastgpnie kolbe
szybko schtodzi¢ do 20°C, roztwér zobojetnic wodorotlenkiem sodu wobec oranzu
metylu (do barwy zo6ttej) i dopetni¢ woda destylowang do kreski.

Biuret¢ o pojemno$ci 25 ml napetni¢ roztworem miodu i wykonaé oznaczenie tak jak

przy oznaczaniu cukrow redukujacych.

Obliczanie wynikéw o0znaczenia

Zawartos$¢ sacharozy (S) (% w/w) obliczy¢ wedtug wzoru:

S=(a—-b)-0,95
w ktorym:
a — zawarto$¢ cukrow redukujacych w roztworze miodu poddanego inwers;ji,
b — zawartos$¢ cukréw redukujgcych w roztworze miodu nieinwertowanego,
0,95 — wspotczynnik przeliczeniowy na sacharoz¢ wynikajacy z reakcji:
C12H22011 + H20 — 2CsH12056
342 + 18 = 360
342 czesci wagowe dwucukru dajg 360 czesci wagowych cukrow prostych
(342 /360 =0,95)
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5.1.2. Oznaczanie zawartosci cukrow w miodzie metoda HPLC — RID / NH»

Zasada metody

Po przefiltrowaniu wodnego roztworu miodu, zawarto$¢ cukrow oznacza si¢ metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej z detektorem refraktometrycznym (RI)
zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z dnia 14 stycznia
2009 r. w sprawie metod analiz zwigzanych z dokonywaniem oceny miodu (Dz.U. 2009
nr 17 poz. 94 z p6ézn. zm.). Piki identyfikuje si¢ na podstawie ich czasoOw retencji.
Oznaczenie ilosciowe przeprowadza si¢ wykorzystujac powierzchni¢ pikow

zarejestrowanych dla standardu zewnetrznego.

Aparatura i sprzet

- Chromatograf cieczowy z detektorem refraktometrycznym (RI);

- kolumna chromatograficzna ze stali nierdzewnej, $r. 4,6 mm, di. 250 mm, z zelem
krzemionkowym modyfikowanym grupami aminowymi, rozmiar czastek 5—7 pum;

- waga analityczna z doktadnoscia do 0,0001 g;

- faznia ultradzwickowa;

- filtry strzykawkowe, 0,45 pm;

- kolby miarowe o pojemnosci 100 ml.

Odczynniki
- Metanol o stopniu czystosci do HPLC,;
- acetonitryl o stopniu czystosci do HPLC;

- wzorce chromatograficzne glukozy, fruktozy i sacharozy.

Przygotowanie proby

Probke miodu o masie 5,0 g = 0,001 g rozpusci¢ w 40 ml wody w zlewce. Do kolby
miarowej o pojemnosci 100 ml odmierzy¢ 25 ml metanolu, przenie$¢ ilosciowo roztwor
miodu i uzupetni¢ wodg do kreski. Roztwdr miodu przesaczy¢ przez filtr strzykawkowy

w celu usunigcia woskow 1 steroli.

Warunki rozdzialu chromatograficznego
- Faza ruchoma: acetonitryl:woda 80:20 v/v;

- przeptyw fazy ruchomej — 1,3 ml /min.;
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- temperatura 30°C lub pokojowa; cisnienie — ok. 90 atm.

Wzorcowanie

Sporzadzi¢ mieszaning roztworéw cukrow: 2,0 g glukozy, 1,5 g fruktozy, 0,25 g
sacharozy rozpusci¢ poczatkowo w okoto 40 ml wody w zlewce. Do kolby miarowej
0 pojemnosci 100 ml odmierzy¢ 25 ml metanolu, przenie$¢ ilo§ciowo roztwor cukrow
i uzupetié woda do kreski. Mieszanina ma trwato$¢ 6 miesiecy w temperaturze -18°C.
Roztwoér przesaczy¢ przez filtr strzykawkowy. Ustawi¢ stalg predkos¢ przeptywu
eluentu (acetonitryl:woda 80:20 v/v) — 1,3 ml/min. Ustabilizowa¢ warunki rozdzielania
po zapewnieniu wypelnienia kanatu odniesienia detektora RI aktualnie stosowanym
eluentem (konieczne jest uzyskanie stabilnej linii podstawowej detektora — wahania
wskazan na wyswietlaczu mniejsze od 0,2 jednostek wzglednych).

Po ustaleniu warunkéw oznaczania, nastrzyknac¢ roztwor wzorcowy cukrow (10 pl).

Zarejestrowac¢ chromatogramy oraz odczytaé powierzchni¢ piku kazdego wzorca.

Wykonanie oznaczenia
Wprowadzi¢ do aparatu 10 ul roztworu miodu przygotowanego zgodnie z procedurg
opisang powyzej. Zarejestrowa¢ chromatogramy oraz odczyta¢ powierzchnie

wszystkich pikow.

Opracowanie wynikow

Procentowy udziat cukru (W) w prébie obliczy¢ wedtug wzoru:

W = % 100
w ktorym:
A; — powierzchnia piku okre§lonego cukru w roztworze proby (mm?),
A, — powierzchnia piku okre$lonego cukru w roztworze wzorcowym (m mz),
V1 — catkowita objetos¢ roztworu proby (ml),
V, — calkowita objetos¢ roztworu wzorcowego (ml),
m; — nawazka wzorca (g),

Moy — nawazka miodu (g).
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5.2. Oznaczanie zawarto$ci blonnika pokarmowego calkowitegso w zZywnos$ci

metoda wedlug AOAC 991.43

Blonnikiem pokarmowym nazywamy zespdt substancji $cian komorkowych roslin,
ktére nie sg trawione przez enzymy trawienne cztowieka. Jest to mieszanina substancji
0 charakterze polisacharydowym (celuloza, hemicelulozy, pektyny, gumy, §luzy) i

niepolisacharydowym (ligniny).

Zasada metody

Metoda polega na enzymatycznym usuni¢ciu biatek i skrobi z wysuszonej do stalej
masy probki badanego produktu spozywczego za pomoca termostabilnej a-amylazy,
proteazy 1 amyloglukozydazy oraz na wytraceniu przy pomocy 95% etanolu
rozpuszczalnej frakcji blonnika. Zawarto$¢ blonnika pokarmowego catkowitego
oznaczana jest jako roznica pomi¢dzy masg suchej pozostatosci po sgczeniu, a masami

zawartego w niej biatka i popiotu.

Inkubacja probki z termostabilng o-amylazq przy pH 8,2 przez 30 minut w temp. 95 °C
Inkubacja z proteazq przy pH 8,2 przez 30 minut w temp. 60°C

Inkubacja z amyloglukozydazg przy pH 4,0-4,6 przez 30 minut w temp. 60°C

!

Wytrgcenie btonnika rozpuszczalnego za pomocq etanolu

|

Filtracja probki i przeptukiwanie etanolem i acetonem

Suszenie
Oznaczanie biatka Spalanie probki w temp. 525°C
Metodq Kjeldahla przez 5h w piecu muflowym

NS

Wyliczenie zawartosci blonnika pokarmowego catkowitego

w probce produktu spozywczego

Ryc. 5.1. Schemat oznaczania blonnika pokarmowego catkowitego w Zywnosci.
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Aparatura i sprzet

- Tygle ze spiekiem, P2;

- modut filtracyjny Fibertec E;

- suszarka laboratoryjna;

- piec muflowy, 525°C;

- faznia wodna z wytrzasarka,

- waga analityczna z doktadnos$cia do 0,0001 g;
- pH metr;

- eksykator;

- mieszadlo magnetyczne;

- kolby do inkubacji.

Odczynniki
- Eter naftowy cz.d.a.;
- 95% etanol (v/v);
- 78% etanol:
roztwor przygotowany przez dodanie 207 ml wody destylowanej w kolbie miarowej
0 pojemnos$ci 1000 ml i dopetnienie jej do kreski etanolem 95%;
- aceton cz.d.a.;
- roztwor buforu MES-TRIS:
rozpusci¢ 9,76 g MES 1 6,1 g TRIS w 850 ml wody. Doprowadzi¢ pH do 8,2
(w temp. 24°C) 6 N NaOH (30 g NaOH rozpusci¢ w 100 ml wody) i dopetnié¢ woda do
1000 ml. Przechowywaé w szczelnej butelce w temp. pokojowej;
- a-amylaza termostabilna;
- proteaza: 50 mg proteazy rozpusci¢ w 1 ml buforu fosforanowego o pH 6,0;
- amyloglukozydaza;
- kwas chlorowodorowy 0,561 mol/I:
doda¢ 93,5 ml 6 M HCI do ok. 700 ml wody, dopeti¢ woda do 1000 ml.
Przechowywac¢ w szczelnym naczyniu w temperaturze pokojowe;.

- celit 545.
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Przygotowanie probki

Jezeli probka zawiera wigcej niz 10% thuszczu, nalezy ja odttusci¢ eterem naftowym.
Zanotowa¢ straty wagi tluszczu do korekty koncowej zawarto$ci btonnika
pokarmowego.

Jezeli zachodzi potrzeba to badane probki zhomogenizowaé, a nastgpnie suszy¢ przez
24 godziny w temp. 105°C (70°C w prozni). Probki ostudzi¢ w eksykatorze i rozdrobnié
do 0,3-0,5 mm. Probki przechowywa¢ w eksykatorze do momentu analizy. Na dno

kolby do inkubacji odwazy¢ 1g + 0,001 g proby w dwoch powtdrzeniach.

Wykonanie oznaczenia

Tygle porcelanowe ogrzewa¢ przez 3 godziny w temp. 535°C 1 ostudzi¢. Nastepnie
przeptuka¢ wodg 1 suszy¢ w temp. pokojowej. Na kazdy lejek wsypa¢ 0,5g celitu
I suszy¢ w 130°C do statej masy (1 godzing lub wigcej). Po ostudzeniu w eksykatorze
lejki zwazy¢ z dokladnoscia do 0,0001 g i warto$¢ ta zanotowac jako ,celit + masa
lejka”. Lejki z celitem przechowywa¢ w eksykatorze do momentu uzycia.

Do kazdej kolby z proba wla¢ 40 ml buforu MES-TRIS, pH 8,2. Wymiesza¢ na
mieszadle magnetycznym do uzyskania jednorodnej zawiesiny. Doda¢ 50 ul alfa-
amylazy, zakryé folig aluminiowg i inkubowaé w temperaturze 95-100°C w lazni
wodnej przez 30 min. Po wyjeciu z tazni kolby ostudzi¢ do 60°C. Za pomocg gumowe;j
szpatutki zdrapa¢ fragmenty probki ze $cianek kolby oraz rozprowadzi¢ osad na dnie
kolby, szpatutke 1 $cianki kolby optuka¢ 10 ml wody. Doda¢ 100 pl proteazy,
inkubowa¢ 30 min. w 60°C na lazni z wytrzasarka. Po tym czasie do kazdej kolby dodaé
5 ml 0,561 M HCI i doprowadzi¢ do pH 4,0-4,6 w 60°C dodajagc roztwor 1M NaOH
lub 1M HCI. Doda¢ 200 pl amyloglukozydazy ciagle mieszajac. Przykry¢ folig
aluminiowg i inkubowa¢ przez 30 min. w 60°C na fazni z wytrzgsaniem.

Do kazdej proby doda¢ 225 ml 95% etanolu o temperaturze 60°C i pozostawié do
wytracenia blonnika rozpuszczalnego przez 1 godzing w temperaturze pokojowe;.

Za pomocg 15 ml 78% etanolu z tryskawki zwilzy¢ i wyrowna¢ warstwe celitu
w tyglach na pompce prozniowej w module filtracyjnym Fibertec E. Umiesci¢ tygle
oraz kolby inkubacyjne w module filtracyjnym i przefiltrowa¢ roztwor przez tygle.
Kolby przemywa¢ dwukrotnie 15 ml 78% etanolu i dwukrotnie 15 ml 95% etanolu.
Przenies¢ tygle do goérnej czesci modutu i uzywajac pompki prozniowej przeptukac

dwukrotnie 15 ml acetonu. Tygle suszy¢ przez noc w temperaturze 105°C.
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Po wystudzeniu w eksykatorze, probki zwazy¢ z doktadnoscig do 0,0001 g i zapisac
mas¢ jako: ,,pozostalo$¢ po sgczeniu + celit + masa lejka”. Mas¢ pozostatosci po

saczeniu (R) (mg) obliczy¢ wedlug wzoru:

R = (pozostatos¢ + celit + masa lejka) — (celit + masa lejka)

Nastepnie w jednej probce oznaczy¢ zawarto$¢ biatka metoda Kjeldahla, a druga spala¢
w piecu muflowym o temperaturze 525°C przez 5h. Po ochtodzeniu pieca, probke
ostudzi¢ w eksykatorze i zwazy¢ z doktadnoscig do 0,0001 g, a mase zapisa¢ jako:

,,popiot + celit + masa lejka”. Mase popiotu (P) (mg) obliczy¢ ze wzoru:

P = (popiot + celit + masa lejka) — (celit + masa lejka)

Nalezy rowniez oznaczy¢ proby odczynnikowe w sposob $SciSle odpowiadajacy

metodzie oznaczania blonnika w probach badanych.

Obliczenie wyniku:
Zawarto$¢ btonnika pokarmowego catkowitego (X) w g/100g w badanym produkcie

spozywczym obliczy¢ wedlug wzoru:

_R-A-P-B
m

X 100

w ktorym:
R - masa pozostato$ci po saczeniu (mg),
P — masa popiotu w probie (mg),
A — masa biatka w probie (mg),
B — masa proby odczynnikowej (mg),

m — masa probki (mg).
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6. OCENA ILOSCIOWA I JAKOSCIOWA TLUSZCZOW JADALNYCH

6.1. Ilosciowe oznaczanie thuszczow

Do oznaczania catkowitej 1losci thuszczu w produktach spozywczych mozna zastosowac
nastepujace metody:

- ekstrakcyjno-wagowe;

- ekstrakcyjno-refraktometryczne;

- obj¢tosciowe (butyrometryczne);

- ekstrakcyjno-densytometryczne (oparte na pomiarze gestosci thuszezu);

- chromatograficzne: HPLC, GC.

6.1.1. Oznaczanie zawartos$ci ttuszczu w mleku metoda Gerbera

Zasada metody

Oznaczenie polega na wydzieleniu tluszczu z mleka i zmierzeniu jego objetosci. Wynik
odczytuje si¢ na skali butyrometru (1 stopien podziatki = 1% tluszczu).

Mleko jest emulsja o/w, w ktorej thuszcz wystepuje w postaci drobnych kuleczek
otoczonych ochronng warstwa biatka, zabezpieczajaca przed potaczeniem si¢ tych
kuleczek. Wydzielenie i utatwienie polaczenia si¢ kuleczek thuszczu uzyskuje si¢ za
pomoca kwasu siarkowego (d=1,815 — 1,825). Kwas siarkowy powoduje wydzielanie
si¢ z kazeinianu wapnia kazeinogenu. Nastgpnie wolny kazeinogen przeprowadza si¢
W sol rozpuszczalng. Alkohol amylowy rozpuszcza wydzielony tluszez 1 ulatwia
uwolnienie go od biatka wstgpujac jednoczesnie w reakcje z kwasem siarkowym.
Rozpuszczony w alkoholu ttuszcz wydziela si¢ w postaci wyraznej, przeswietlone;.
Metoda ma gtéwnie zastosowanie do oznaczania zawarto$ci thuszczu w mleku, ale takze
w migsie 1 serach. Zaletg tej metody jest szybkos¢ i1 prostota wykonania; wadg —
mniejsza doktadno$¢ (0,3-3,0% blad oznaczenia). Najczestsze przyczyny bledow
metody to: zle wycechowanie tluszczomierza, niedostateczne jego odtluszczenie

i korkow, stosowanie nieodpowiedniej temperatury odczytu i wirowania.

Aparatura i sprzet
- Wiréwka Gerbera;
- butyrometry réznego typu (w zaleznosci od badanego produktu i zawarto$ci w nim

thuszczu).

42



Odczynniki
- Alkohol amylowy cz.d.a.;
- kwas siarkowy (VI) — roztwoér o nizej podanym st¢zeniu dla réznych produktow
spozywczych, d = 1,82 — 1,825:

do 11 ml wody destylowanej dodaé porcjami, ciggle mieszajac, 100 g kwasu
siarkowego (VI) stez. o d = 1,84.

Tabela 6.1. Parametry oznaczania thuszczéw w produktach spozywczych metoda

Gerbera.

Produkt Ilosé probki H,SO, (objetosé i gestosc)

mleko 11,0 ml 10ml d=1,815-1,825

mleko odttuszczone 22.0ml 20ml d=1,815-1,825

mleko w proszku 299 10ml d=1,815

$mietana 5,0 ml 10ml d=1,815-1,825
15ml d=1,530

sery i twarogi 304 po rozpuszczeniu biatka 1 dodaniu
alkoholu amylowego uzupeti¢ do
gornej kreski skali

maslo 504 kwas w takiej ilosci, aby proba byta
pokryta kwasem d = 1,525 — 1,530

migso, konserwy, wedliny 5049 15ml d=1,830

Wykonanie oznaczenia

Do butyrometru odmierzy¢ okreslong ilos¢ H,SO4 (np. dla mleka 10 ml, d = 1,815 —
1,825) 1 doda¢ ostroznie wlewajac po Sciankach produkt ptynny, np. mleko (11 ml) —
tak aby produkt nie zmieszat si¢ z kwasem i1 1 ml alkoholu amylowego. Trzymajac
butyrometr za szyjke przez Sciereczke nalezy wkrecaé gumowy, osuszony korek. Po
zakorkowaniu, butyrometr tagodnie wstrzgsa¢ (w rekawicach ochronnych) az do
Zupelnego rozpuszczenia sernika iuwolnienia tluszczu. Gdy to konieczne, dodaé
proporcjonalnie zmniejszong ilo$§¢ odczynnikow, w celu wypetnienia butyrometru do
skali (np. na 1 ml kwasu siarkowego — 0,1 ml alkoholu amylowego). Jezeli butyrometry
ostygly przed rozpuszczeniem si¢ biatka, to nalezy je podgrza¢ do temperatury 70°C

(przez czas Scisle potrzebny do rozpuszczenia biatka). Nastepnie butyrometry utozy¢ po
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dwa naprzeciwko siebie w wirowce Gerbera w specjalnej tulejce skalg do osi wirdwki.
Wirowa¢ 5 minut przy 1000 obrotdow na minute. Na skali butyrometru odczytad
procentowg zawartos¢ thuszczu w produkcie.

Jezeli cieczy w tluszczomierzu jest za mato i caty tluszcz nie daje si¢ wprowadzi¢ do
skalowanej cze$ci butyrometru, a regulowanie korkiem nie daje rezultatow, to nalezy:
doda¢ niewielka ilo$¢ roztworu kwasu siarkowego 1 kilka kropel alkoholu amylowego,
wytrze¢ szyjk¢ butyrometru, zakorkowaé czystym korkiem, wytrzgsaé i ponownie
odwirowac.

Odczytujac wynik oznaczenia procentowej zawartosci thuszczu w mleku, produktach
mlecznych i wyrobach garmazeryjnych bierzemy pod uwage menisk dolny warstwy
tluszczowej, ale w mleku odtluszczonym odczytuje si¢ procent tluszczu wedlug

menisku gérnego.
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6.2. Analiza jakosciowa tluszczow

Thiszcze sg produktami nietrwatymi, ulegaja pod dziataniem S$wiatta, powietrza,
wilgoci, temperatury, drobnoustrojéw, enzymow daleko idgcym zmianom w sktadzie
chemicznym — okreslanych jetczeniem. Zmiany te wplywaja na organoleptyczne cechy
thuszczow 1 obnizenie ich warto$ci odzywczej — zniszczeniu ulegaja NNKT, nastepuja
straty witamin A, E.

Najwazniejsze procesy chemiczne zachodzace podczas jetczenia to hydroliza

I utlenianie — autooksydacja.

Hydroliza:

Pod wplywem wody, a nastgpnie $wiatla, powietrza oraz lipazy, znajdujacej sie
w tkankach zwierzegcych i roslinnych, nastepuje hydroliza, czyli rozpad na wolne kwasy
thuszczowe 1 gliceryne. Thuszcz w tym okresie jelczenia charakteryzuje si¢ wysoka

kwasowoscig.

Autooksydacja:

Zachodzi pod wptywem tlenu z powietrza, $wiatta i temperatury, bierze w niej udziat
lipooksydaza. Utlenianie raz zapoczatkowane przebiega samorzutnie dalej, stad nazwa —
autooksydacja. Jest to reakcja tancuchowa, ktora przyspiesza energia $wietlna i cieplna
oraz §ladowe ilosci niektorych metali (np. Cu, Fe).

Podczas utleniania tluszczéw w I etapie powstaja nadtlenki 1 hydronadtlenki, ktore sg
nietrwate — szybko ulegaja dalszym przemianom. Przemiany te sa wielokierunkowe —
powstaja aldehydy, ketony, zwiazki epoksydowe, wolne kwasy tluszczowe
krotkotancuchowe 1 nadtlenki tych kwasow.

Zaleznie od charakteru utworzonych zwigzkow rozroznia si¢ jelczenie aldehydowe lub
ketonowe. Aldehydowemu ulegajg kwasy tluszczowe nienasycone, a ketonowemu —

nasycone.
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6.2.1. Oznaczanie stopnia kwasowosci tluszczu

Zasada metody

Stopien kwasowosci jest to liczba ml 1 mol/l wodorotlenku sodu, potrzebna do

zobojetnienia wolnych kwasow thuszczowych zawartych w 100 g thuszczu lub oleju.

Liczba kwasowa jest to ilo§¢ mg wodorotlenku sodu potrzebna do zobojetnienia

wolnych kwasow thluszczowych w 1 g thuszczu lub oleju.
thuszczow nalezy wzig¢é pod uwage, poza kwasowoscia, wyniki oznaczenia

wystepowania dalszych produktéw przemian zwigzanych z jetczeniem.

Odczynniki
- Wodorotlenek sodu, 0,1 mol/l;
- fenoloftaleina, 1% w alkoholu etylowym 95%;

- mieszanina etanolowo-eterowa (1:1 v/v), zoboje¢tniona wobec fenoloftaleiny.

Wykonanie oznaczenia

5¢ tluszczu po uprzednim stopieniu lub oleju, odwazonego z doktadnoscia do 0,01g
W kolbie stozkowej, rozpusci¢ w 25 ml zoboj¢tnionej mieszaniny réwnych objetosci
etanolu i eteru (dodawa¢ szklang pipeta lub cylindrem) i miareczkowaé¢ 0,1 mol/l
wodorotlenkiem sodu/potasu wobec fenoloftaleiny. Liczba ml zuzytego wodorotlenku
sodu/potasu pomnozona przez 2 daje wynik wyrazony w stopniach kwasowosci.

Stopien kwasowos$ci podzielony przez 1,78 daje liczbe kwasowg. Liczba kwasowa
dzielona przez 0,56 daje stopien kwasowosci. Stosunek ten wynika z definicji obu tych
wartos$ci.

Kwasowo$¢ wyrazong w procentach podaje si¢ w przeliczeniu na kwas olejowy. W tym
celu nalezy liczbe stopni kwasowosci pomnozy¢ przez 0,2832. Wspolczynnik ten

wynika z masy czasteczkowej kwasu olejowego wynoszacej 283,2.
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6.2.2. Oznaczanie zawartosci nadtlenkow

W trakcie jetczenia tluszczy wytwarzajg si¢ nadtlenki kwasow thuszczowych. Ilosciowe
okreslenie zawartosci nadtlenkow wykorzystywane jest do ustalenia stopnia zepsucia
thuszczow. Miarg zawartosci nadtlenkow jest liczba Lea. Jest to liczba ml 0,001 mol/Il
roztworu Na,S,;03 uzytego do zmiareczkowania jodu wydzielonego z KJ w wyniku
dziatania nadtlenkéw zawartych w 1g thuszczu lub oleju.

W Polsce przyj¢to za norme: dla oliwy 8-12 ml 0,001 mol/I tio(Il)siarczanu(V1) sodu na

g oleju, dla innych olejow i thuszczéw 3-5 ml, a dla smalcu nie wigcej niz 3 ml.

Zasada metody
W obecnosci nadtlenkéw w kwasnym Srodowisku, z jodku potasu uwalnia si¢ wolny

jod, w ilo$ci rownowaznej do ilosci nadtlenkow.

Odczynniki

- Chloroform, cz.d.a;;

- kwas octowy lodowaty, cz.d.a.;

- jodek potasu, krystaliczny, cz.d.a.;

- tio(Il)siarczan (V1) sodu, 0,01 mol/I;
- skrobia, 1%.

Wykonanie oznaczenia

Odwazy¢ 1 g probki tluszczu z doktadnoscia do 0,001 g, w kolbie stozkowej o
pojemnosci min. 250 ml z doszlifowanym korkiem i rozpusci¢ w 20 ml mieszaniny
ztozonej z lodowatego kwasu octowego i chloroformu (3:2 v/v). Jezeli thuszcz jest staty
— topi si¢ go przed rozpuszczeniem w temperaturze nie wyzszej niz 50°C. Nastepnie
doda¢ z pipety 1 ml roztworu nasyconego, Swiezo przygotowanego jodku potasu. Kolbe
zamkna¢ 1 wytrzasa¢ doktadnie w ciggu 1 minuty. Nastepnie doda¢ 30 ml wody
destylowanej oraz 5 kropli 1% roztworu skrobi i zmiareczkowa¢ niezwtocznie 0,001
mol/l roztworem tio(ll)siarczanu(VI) sodu az do odbarwienia trwajgcego co najmniej
p6l minuty.

Réwnoczesnie wykonuje si¢ probe kontrolna, w ktorej zuzycie tio(Il)siarczanu(VI) sodu

nie moze przekracza¢ 0,5 ml.
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Obliczanie wyniku oznaczenia

Liczbe Lea (X) obliczy¢ wedlug wzoru:

a-b
X= — x10
m
w ktorym:

a — ilos¢ 0,01 mol/l tio(IT)siarczanu(VI) sodu zuzyta do miareczkowania proby

wilasciwej (ml),

b — ilos¢ 0,01 mol/l tio(Il)siarczanu(VI) sodu zuzyta do miareczkowania proby

Slepej (ml),

m — masa odwazki (g).

48



6.2.3. Proba Kreisa na zawartos¢ aldehydu epihyvdrynowego

Zasada metody

Podczas jetczenia thuszczéw o duzej zawarto$ci nienasyconych kwaséw ttuszczowych,
np. kwasu olejowego, linolowego, linolenowego, powstaja jako produkty rozkladu
aldehydy, a zwlaszcza aldehyd epihydrynowy, ktéry w zjetczalym thuszczu wystepuje
w postaci acetylowe;j.

Zasada proby Kreisa polega na przeprowadzeniu aldehydu epihydrynowego z formy
acetylowej w stan wolny przy pomocy stezonego kwasu chlorowodorowego. Czysty
aldehyd epihydrynowy reaguje z  fluoroglucyng (powstaje  zabarwienie

krwistoczerwone) lub z rezorcyng (zabarwienie fioletowe).

Odczynniki
- Kwas chlorowodorowy, st¢zony (d=1,19);

- fluoroglucyna 0,1% w eterze lub rezorcyna 0,15% w benzenie.

Wykonanie oznaczenia

2 ml oleju lub stopionego i1 przesaczonego tluszczu miesza si¢ w probowce
Z doszlifowanym korkiem z 2 ml st¢zonego kwasu chlorowodorowego i silnie wstrzasa
w ciggu minuty. Nastepnie dodaje si¢ 2 ml 0,1% fluoroglucyny w eterze lub 0,15%
rezorcyny w benzenie, wstrzasa silnie i1 pozostawia do rozdzielenia obu warstw.
Czerwone zabarwienie warstwy kwasowej w przypadku fluoroglucyny lub fioletowe

w przypadku rezorcyny wskazuje na zepsucie thuszczu lub oleju.
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6.2.4. Proba z kwasem 2-tiobarbiturowym na obecnos$¢ aldehydu malonowego

Zasada metody

Jednym z produktow powstajacych podczas jetczenia thuszczow jest aldehyd malonowy,
ktory daje reakcje barwng (zabarwienie r6zowe) z kwasem 2-tiobarbiturowym. W miarg
postepujacego procesu jefczenia i1 pogarszania si¢ wiasciwosci organoleptycznych
thuszczu, podwyzsza si¢ absorbancja badanego destylatu.

Reakcja z kwasem 2-tiobarbiturowym jest reakcjg niespecyficzng, gdyz caly szereg

aminokwasow ulega pod wplywem tzw. zimnej] sterylizacji (dziatanie promieni

jonizujacych) rozpadowi do aldehydu malonowego, dajacego reakcje barwna z kwasem

2-tiobarbiturowym. Z kwasem tym podobnie reaguje sulfoguanidyna.

Aparatura i sprzet

- Spektrofotometr UV/VIS.

Odczynniki

- Kwas chlorowodorowy, 3 mol/I;

- kwas ortofosforowy (V), stez. 85%;

- wodorotlenek sodu, 3 mol/I;

- kwas 2-tiobarbiturowy:

0,59 kwasu 2-tiobarbiturowego rozpusci¢ w 25 ml wody destylowanej o temperaturze
40°C z dodatkiem 1 ml 3 mol/l wodorotlenku sodu. Po ochtodzeniu doda¢ 0,2 ml

3 mol/l kwasu chlorowodorowego i roztwor dopetni¢ woda destylowang do 50ml.

Wykonanie oznaczenia

S5g oleju lub thuszczu umiesci¢ w kolbie aparatu destylacyjnego, doda¢ 100 ml wody 1
5 ml 3 mol/l kwasu chlorowodorowego. Oddestylowaé okoto 25 ml destylatu i do 20 ml
destylatu doda¢ 1 ml roztworu kwasu 2-tiobarbiturowego i 1 ml stezonego kwasu
ortofosforowego (V) i umiesci¢ na wrzacej tazni wodnej na okres 35 minut.
Jednoczesnie przeprowadzi¢ probe kontrolng z 20 ml wody destylowanej, do ktorej
nalezy doda¢ 1 ml roztworu kwasu 2-tiobarbiturowego i 1 ml st¢zonego kwasu
ortofosforowego (V). Po ochtodzeniu proby przeprowadzi¢ pomiar absorbancji
powstatego zabarwienia na spektrofotometrze przy dtugosci fali 530 nm. Wyniki poda¢

w jednostkach absorbancji, badajac zawsze w warstwie roztworu o tej samej grubosci.
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6.2.5. Wykrywanie jelczenia ketonowego proba Taufla i Thalera

W wyniku jelczenia ketonowego powstaja z nasyconych kwasow tluszczowych

metyloketony.

Odczynniki
- Aldehyd salicylowy, t.w. 196 °C;
- kwas siarkowy (V1), d 1,84.

Wykonanie oznaczenia

Do 10 ml stopionego tluszczu umieszczonego w probdéwce doda¢ 4 ml cieptej] wody
destylowanej 1 0,4 ml aldehydu salicylowego, mocno wstrzasnaé, po czym na $rodek
mieszaniny wla¢ 2 ml stezonego kwasu siarkowego (VI), uwazajac aby nie zwilzy¢ nim
scianek probowki. Nie mieszajac zawartos$ci, probowke umiesci¢c we wrzacej lazni
wodnej. Po 10-15 minutach warstwy rozdzielaja si¢ i w obecnosci metyloketonow
barwa gornej warstwy (ré6zowokarminowa) staje si¢ intensywniejsza. Rownolegle

wykona¢ probe kontrolng.

W ocenie masta i margaryny nalezy zwroci¢ uwage na to, czy badany ttuszcz nie
zawiera diacetylu. Diacetyl jest zwigzkiem odpowiedzialnym za charakterystyczny
zapach masta 1 powstaje podczas dojrzewania masta pod dzialaniem szczepow
niektorych bakterii powodujacych powstanie kwasu mlekowego z obecnego w masle
kwasu cytrynowego. Aldehyd salicylowy daje z diacetylem podobne zabarwienie.

W celu usunigcia diacetylu nalezy badang probe nieco podgrzac.

6.2.6. Badanie tluszczu w Swietle ultrafioletowym

Swiezo przekrojony kawatek badanego tluszczu oglada¢ w $wietle promieni
ultrafioletowych  lampy  kwarcowej. Masto  charakteryzuje = luminescencja
kanarkowozotta, margaryne — biatoszarawa, ttuszcz kakaowy — fioletowa.

Zewngtrzne warstwy masta owinigtego w papier pergaminowy majg w Swietle lampy
kwarcowej odcien fioletowy, pochodzacy od §ladéw parafiny, dlatego miarodajna jest

barwa warstw wewnetrznych, nie stykajacych sie z papierem.

51



7. OZNACZANIE ZAWARTOSCI KWASU ASKORBOWEGO
| DEHYDROASKORBOWEGO

7.1. Oznaczanie zawartosci kwasu askorbowego w przetworach owocowych

i warzywnych metoda Tillmansa

Aparatura i sprzet

- Waga analityczna o doktadnosci 0,0001 g;

- homogenizator;

- kolby miarowe o pojemnosci 100 ml, 1000 ml;

- kolby stozkowe z doszlifowanym korkiem 0 pojemno$ci 100 ml;
- lejki szklane;

- biurety, pipety 1,2,5,10,25 ml,

- Saczki bibutowe.

Odczynniki
- Roztwor ekstrakcyjny kwasu szczawiowego (H2C204) 2% wiv;
- roztwor 2,6-dichloroindofenolu:
210 mg wodorowgglanu sodu (NaHCO3) rozpusci¢ w kolbie stozkowej w okoto

600 ml wody destylowanej o temperaturze 50-60°C i nastepnie doda¢ 250 mg 2,6-
dichloroindofenolu. Po ochtodzeniu roztwor wymiesza¢, przenies¢ do kolby miarowe;j
pojemnosci 1000 ml, uzupelni¢ do kreski zimng woda destylowang. Roztwor
pozostawi¢ na 24 h w ciemnym miejscu, nastgpnie wymiesza¢ doktadnie i1 przesaczy¢
przez karbowany saczek z bibuty do butli z ciemnego szkta z doszlifowanym korkiem
(barwnik trudno rozpuszcza si¢ w wodzie i jego cze$¢ pozostaje na sgczku). Roztwor
przechowywac¢ w temperaturze okoto 5°C i oznaczac jego miano co 2 tygodnie;
- Wodoroweglan sodu NaHCOgs;
- tio(Il)siarczan(V1) sodu, 0,1 mol/I;
- jodek potasu, KJ;
- kwas siarkowy (V1), 2 mol/I;
- skrobia rozpuszczalna, 1% wiv;
- kwas L-askorbowy, CgHgOgs:

roztwor sporzadzony przez rozpuszczenie 88,0 mg kwasu L-askorbowego

(odwazonego z doktadnoscig 0,0002 g) w 2% w/v roztworze kwasu szczawiowego
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w kolbie miarowej pojemnosci 100 ml i uzupehienie do kreski roztworem 2% kwasu
szCzawiowego;
- jod, 0,01 mol/I.

Ustalanie miana roztworu jodu

Do kolby stozkowej o pojemnosci 100 ml odmierzy¢ 25 ml roztworu jodu, dodacd
3 krople skrobi, a nastepnie miareczkowac 0,1 mol/l roztworem tiosiarczanu sodu.
Miano roztworu jodu obliczy¢ wedtug wzoru:

0,1<b
n=
25
gdzie:

b — objetos¢ roztworu tiosiarczanu sodu zuzytego do miareczkowania (ml).

Ustalanie miana kwasu L-askorbowego
Przed uzyciem roztworu kwasu L-askorbowego o stezeniu 88 mg/100 ml, sprawdzi¢
zawarto$¢ tego kwasu w przygotowanym roztworze. Odmierzy¢ pipeta 10 ml roztworu
kwasu L-askorbowego i miareczkowa¢ 0,01 molowym roztworem jodu wobec skrobi
jako wskaznika. Miareczkowanie powtdrzy¢ co najmniej trzykrotnie.
Zawarto$¢ kwasu L-askorbowego (KA) w 1 ml zmiareczkowanego roztworu obliczy¢
w mg wedlug wzoru:
a*n-88
10
w ktorym:
a — objetos¢ roztworu jodu zuzytego do miareczkowania (ml),

n —miano roztworu jodu,
88 — ilo$¢ kwasu L-askorbowego odpowiadajaca 1 ml 1 mol/l roztworu jodu (mg).

Ustalanie miana barwnika 2,6-dichloroindofenolu

Po ustaleniu zawarto$ci kwasu L-askorbowego w 1 ml roztworu tego kwasu przystapi¢
do okreslenia miana barwnika 2,6-dichloroindofenolu. W tym celu odmierzy¢ 5 ml
roztworu kwasu L-askorbowego do kolby miarowej pojemnosci 100 ml i dopetnié
roztworem kwasu szczawiowego do kreski, z tak przygotowanego roztworu pobrac
10 ml do kolbki stozkowej pojemnosci 100 ml i miareczkowaé roztworem 2,6-

dichloroindofenolu do wystapienia jasnor6zowego zabarwienia utrzymujacego si¢
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10 sekund. Miareczkowanie powtorzy¢ 3-4 razy, przy czym roznica w objetosci
zuzytego barwnika nie powinna przekracza¢ 0,05 ml.
Miano roztworu 2,6-dichloroindofenolu (m') wzgledem kwasu L-askorbowego, czyli
liczbe miligramow kwasu L-askorbowego reagujacego z 1 ml barwnika obliczy¢
wedtug wzoru:
0,5 « KA
d

w ktorym:

0,5 — ilo$¢ nierozcienczonego roztworu kwasu L-askorbowego znajdujaca si¢ w 10

ml roztworu pobranego do miareczkowania (ml),

KA — zawarto$¢ kwasu L-askorbowego w 1 ml (mg),
d — objetos¢ roztworu barwnika zuzytego do miareczkowania (ml).

Przygotowanie probek

Stezenie kwasu askorbowego w roztworze przygotowanym do oznaczen powinno
wynosi¢ 0,1 — 1,0 mg/ml. Metoda bezposredniego miareczkowania probki roztworem
2,6-dichloroindofenolu przeznaczona jest dla produktow bezbarwnych Iub stabo

zabarwionych. Proby barwne nalezy uprzednio odbarwi¢ weglem aktywnym.

a) Produkty plynne i przecierowe dokladnie wymiesza¢, odwazy¢ 10 g = 0,01g, do
kolby miarowej 0 poj. 100 ml i uzupetié¢ roztworem kwasu szczawiowego do
kreski. Wymiesza¢ i1 pozostawi¢ w ciemnym miejscu w celu odstania si¢ osadu.
Liczbe ml roztworu pobieranego do oznaczen uzalezni¢ od przypuszczalnej
zawarto$ci witaminy C:

e w przypadku produktow zawierajacych 30-40 mg witaminy C w 100 g, do
oznaczen pobra¢ 5 ml plynu znad osadu;

e w przypadku produktow zawierajacych ponizej 30 mg witaminy C w 100 g, do
oznaczen pobra¢ 10 ml ptynu znad osadu;

e w przypadku produktow zawierajacych powyzej 40 mg witaminy C w 100 g, do
oznaczen pobra¢ 1 - 4 ml ptynu znad osadu

b) Produkty o konsystencji gestej. Z wymieszanej probki produktu odwazyé 10 g
+0,01g. Przenie$¢ ilosciowo do mozdzierza porcelanowego za pomoca 20 ml
roztworu kwasu szczawiowego. Probke szybko rozdrobni¢ przez ucieranie,
a nastepnie poptukujgc roztworem kwasu szczawiowego przenies¢ ilosciowo do

kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Zawarto$s¢ kolby uzupehli¢ do kreski
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roztworem kwasu szczawiowego, wymiesza¢ i pozostawi¢ w ciemnym miejscu na
15 minut. Po tym czasie zawarto$¢ kolby przesaczy¢ przez karbowany saczek do
kolby stozkowej, odrzucajac kilka ml roztworu. Liczbe ml roztworu pobieranego do
oznaczania ustali¢ wedlug pkt. a)

C) Produkty mrozone bez czegsci statych — nasion, pestek, czgsci zdrewnialych,
pokrojone jezeli to mozliwe w kawatki, wrzuca¢ do roztworu 2% w/v kwasu
szczawiowego 1 natychmiast homogenizowa¢. Homogenizat przenies¢ ilosciowo do
kolby miarowej pojemnosci 100 ml za pomoca kwasu szczawiowego 1 dalej

postepowac wedhlug pkt. b)

7.1.1. Oznaczanie zawartosci kwasu askorbowego

Zasada metody

Metoda polega na utlenieniu w $rodowisku kwasnym kwasu L-askorbowego do
dehydroaskorbowego za pomoca niebieskiego barwnika 2,6-dichloroindofenolu.
Barwnik redukuje si¢ do formy leuko (bezbarwnej) 1 w pH 4,2 barwi si¢ na czerwono —

reakcja przebiega ilosciowo.

Wykonanie oznaczenia
10 ml rozcienczonej proby miareczkowanie roztworem 2,6-dichloroindofenolu do
wystgpienia jasnor6zowego zabarwienia utrzymujacego si¢ 10 sekund. Miareczkowanie

powtorzy¢ trzykrotnie.

Obliczanie wyniku oznaczenia
Zawarto$¢ kwasu L-askorbowego X wyrazong w mg na 100 g produktu obliczy¢
wedhug wzoru:

(V1—Vo) em * 100

me V2
w ktérym:
V1 — objetos¢ roztworu 2,6-dichloroindofenolu zuzytego do miareczkowania roztworu
badanego (ml),
V- 0bjetos¢ roztworu 2,6-dichloroindofenolu do miareczkowania proby zerowej (ml),
m" - miano 2,6-dichloroindofenolu wzglgdem kwasu L-askorbowego,
V;— objetos¢ badanego roztworu pobranego do miareczkowania (ml),
m — masa probki produktu w 1 ml badanego roztworu (g).
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7.1.2. Oznaczanie sumy kwasu askorboweqgo i dehydroaskorbowego

Zasada metody
Metoda polega na redukcji siarkowodorem (jego nadmiar jest strgcany chlorkiem rteci)
kwasu dehydroaskorbowego do kwasu L-askorbowego i oznaczeniu ich zawartos$ci

w produkcie za pomoca miareczkowania roztworem 2,6-dichloroindofenolu.

Odczynniki
- Chlorek rteci (II) 1 mol/1:

rozpusci¢ 27,15 g HgCl, w 96% (v/v) alkoholu etylowym, w kolbie miarowej
pojemnosci 100 ml i uzupetnié do kreski 96% (v/v) alkoholem etylowym;
- 2,6-dichloroindofenol przygotowany j/w;

- kwas siarkowy (V1), 2 mol/I;
- siarczek disodu, Na,S * 9H,0, 1 mol/l:

Odwazy¢ 30 g siarczku disodu w zlewce pojemnosci 150 ml, rozpusci¢ na goraco
w70 ml wody destylowanej, roztwdr ochtodzi¢, przenies¢ do kolby miarowej
pojemnosci 100 ml i uzupetni¢ woda do kreski. Oznaczy¢ miano roztworu za pomoca
roztworu kwasu chlorowodorowego 0,5 mol/l wobec oranzu metylowego. Na 1 objetos¢
roztworu siarczku disodu uzy¢ 3,6 objetosci 0,5 mol/l roztworu kwasu

chlorowodorowego.

Wykonanie oznaczenia

Do kolby stozkowej pojemnosci 50-100 ml z doszlifowanym korkiem odmierzy¢ pipeta
10 ml roztworu przygotowanego wedtug punktu a), doda¢ 3,5 ml kwasu siarkowego
(VI) 1 mol/l i po wymieszaniu 1,75 ml 1 mol/l roztworu siarczku disodu. Doktadnie
wymiesza¢ 1 pozostawi¢ na 10 minut. Po tym czasie doda¢ 2,5 ml roztworu chlorku
rtect (II) 1 mol/l, wymiesza¢ 1 uzupelni¢ woda destylowang do 40 ml. Zawartos¢
doktadnie wymieszac i przesaczy¢ przez karbowany saczek z bibuty. Roztwor powinien
by¢ klarowny. Do oznaczen pobra¢ 5 ml przesaczu i oznaczy¢ jak przy ustalaniu miana
kwasu L-askorbowego — miareczkowanie roztworem 2,6-dichloroindofenolu do
wystapienia jasnor6zowego zabarwienia utrzymujgcego si¢ 10 sekund. Powtorzy¢ 3

krotnie.

Obliczanie wyniku oznaczenia: j/w.

56



7.2. Oznaczanie zawartosci witaminy C w sokach owocowych metoda

wysokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC

Zasada metody

Metoda polega na oznaczeniu lacznej zawartoSci kwasoéw L-askorbowego
I dehydroaskorbowego  technika ~ wysokosprawnej — chromatografii  cieczowej
z detektorem UV. Kwas dehydroaskorbowy jest redukowany do kwasu L-askorbowego

za pomocg DTT (ditiotreitolu).

Odczynniki
- 1,4-ditio-DL-treitol (DTT);
- woda ultra pure;
- heksacyjanozelazian (II) potasu, K4[Fe(CN)g] X 3H20;
- heptahydrat siarczanu (V1) cynku (1), ZnSO4x 7H,0;
- roztwor Carreza I:
odwazy¢ 3,76 g trihydratu heksacyjanozelazianu (II) potasu 1 rozpusci¢ w wodzie
ultra pure w kolbie miarowej pojemnosci 100 ml i dopetni¢ woda do kreski.
- roztwor Carreza I1:
7,2 g heptahydratu siarczanu (VI) cynku (IT) rozpusci¢ w wodzie ultra pure w kolbie
miarowej pojemnosci 100 ml i dopetni¢ woda do kreski;
- wzorzec kwasu L-askorbowego;

- fosforan (V) jednopotasowy (KH2POy), roztwor 0,5%.

Aparatura i sprzet

- szkto laboratoryjne: kolby miarowe 0 pojemnosci 10 ml, 25 ml, 100 ml, pipety,
cylindry miarowe, kolby Erlenmayera, lejki szklane;

- bibula filtracyjna;

- filtry strzykawkowe o §r. 0,45 um;

- myjka ultradzwigkowa;

- waga analityczna;

- wytrzasarka laboratoryjna;

- mikrostrzykawka Hamilton, pojemnos$ci 100 pl;

- chromatograf cieczowy (Shimadzu) z detektorem UV;
- kolumna RP - C 18.
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Warunki rozdzialu chromatograficznego
Przeptyw fazy ruchomej — 0,5 ml /min.
Temperatura pokojowa.

Dhugos¢ fali: 254 nm.

Przygotowanie proby

Do kolby miarowej pojemnosci 25 ml nalezy odwazy¢ 25 mg DTT, doda¢ 1 ml soku
i cato$¢ rozpusci¢c w 10 ml wody ultra czystej. Probke soku o masie 0,5 g rozpuscic¢
w 5 cm® wody. Zawarto$¢ kolby mieszaé w tazni ultradzwickowej przez 15-20 sek. Do
kolby doda¢ po 0,1 ml roztworéw Carreza I i II, wymiesza¢, uzupetni¢ woda do kreski
I wymiesza¢ ponownie na tazni ultradzwigkowej. Probe przechowywac przez 2 godziny
bez dostepu $wiatla, a nastgpnie przesaczy¢ przez bibule filtracyjng, a nast¢pnie przez

filtr strzykawkowy.

Wykonanie krzywej wzorcowej

5 mg kwasu askorbowego rozpusci¢ w wodzie ultra czystej w kolbie miarowej
pojemnosci 100 ml i uzupeli¢ woda do kreski. Do trzech kolb miarowych
0 pojemnosci 10 ml pobra¢ kolejno po 1, 2 i 3 ml roztworu wzorca. Do kazdej kolby
doda¢ po 10 mg DTT. Zawarto$¢ kolb uzupetni¢ wodg ultra czysta do kreski 1 mieszac
na tazni ultradZwigkowej. Przechowywac¢ przez 2 godziny bez dostgpu $wiatta przed
dokonaniem analizy chromatograficznej. Stezenie przygotowanych roztworé6w wynosi:
0,005; 0,010; 0,015 mg/ml. Nastrzyka¢ kolejno roztwory wzorca, zarejestrowac

chromatogramy oraz odczyta¢ powierzchni¢ piku kazdego wzorca.
Wykonanie oznaczenia

Wprowadzi¢ do aparatu odpowiednig objeto$¢ przygotowanej proby. Zarejestrowac

chromatogramy oraz odczyta¢ powierzchnie wszystkich pikow.
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Obliczenie wynikéw oznaczenia
Zawarto$¢ witaminy C (X) (mg/ml) w probach nalezy obliczy¢ korzystajac z krzywej
wzorcowej, wedlug wzoru:
Xi-P-V
P1- Vo
w ktorym:
X1 — stezenie witaminy C w roztworze wzorcowym,
P — powierzchnia piku w probie badane;j,
P; — powierzchnia piku w roztworze wzorcowym,
V — koncowa objetos¢ probki (ml),
V1 — objetos¢ probki pobrana do analizy.

Literatura:
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2. Pierzynowska J., Predka A., Drywien M., Ostrowska K.: Porownanie zawartosci
witaminy C w wybranych $wiezych 1 fermentowanych sokach warzywnych.
Bromat. Chem. Toksykol., 2007, 4: 341-344.

3. Odriozola-Serrano 1., Hernandez-Jover T., Martin-Belloso O: Comparative
evaluation of UV-HPLC methods and reducing agents to determine vitamin C in
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7.3. Oznaczanie zawartosci witaminy B2 w mleku metoda Emmerie

Odczynniki

- Alkohol metylowy;

- ditlenek diwodoru, roztwor 3%;

- kwas octowy lodowaty;

- nadmanganian potasu, roztwor 4%,

- roztwor wzorcowy ryboflawiny (100ug/1 ml).

Sprzet
- Wyparka,
- szkto laboratoryjne: zlewki, kolba okraglodenna o poj. 50 ml.

Wykonanie oznaczenia

Do kolby miarowej pojemnosci 50 ml doda¢ 25 ml mleka odtluszczonego, nast¢pnie
doda¢ bez wstrzasania, powoli 25 ml alkoholu metylowego, ogrza¢ w tazni wodnej
przez 15 minut w temp. 60°C. Nastepnie ozigbi¢, doda¢ 0,05 ml lodowatego kwasu
octowego, dopelni¢ do 50 ml alkoholem metylowym. Zawarto$¢ kolby doktadnie
wytrzasnaé, pozostawi¢ na 15 min., przesaczy¢. Odparowaé¢ 35 ml uzyskanego
przesaczu, w prozni, do 10 ml, doda¢ 0,25 ml lodowatego kwasu octowego, 0,5 ml 4%
roztworu nadmanganianu potasu. Po 1 min. doda¢ 0,5 ml wody utlenionej. Uzupehi¢
do 12,5 ml woda destylowang 1 zmierzy¢ ekstynkcje w spektrofotometrze przy dlugosci
fali 465 nm. Ekstynkcja roztworu, ktory zawiera 100 pg ryboflawiny w 1 ml w warstwie

grubosci 1 cm, przy dlugosci fali 465 nm, wynosi 2,89.

Obliczanie wynikéw
Zawarto$¢ witaminy B2 (ug/ml) badanego roztworu (X) nalezy obliczy¢ z ponizszego
WZOru:

X =a*E2/E],

w ktorym:

a — zawarto$¢ ryboflawiny we wzorcowym roztworze pg/ml,

E1- warto$¢ ekstynkcji wzorcowego roztworu,

E2 — warto$¢ ekstynkcji badanego roztworu.

Wynik przeliczy¢ na mg/100 g, uwzgledniajac rozcienczenie proby (2x).
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7.4. Ocena wysycenia organizmu witaming C — test jezvkowy

Zasada metody

Niedobor witamin w pozywieniu prowadzi do zmiany wysycenia organizmu tymi
zwigzkami, co objawia si¢ w przypadku niektérych witamin zmniejszeniem rezerw
tkankowych i zmiang ilosci ich wydalania z moczem.

W przeprowadzanym tescie jezykowym wykorzystywane sa redukujgce wiasciwosci
kwasu askorbowego. Kwas askorbowy redukuje niebieski roztwor  2,6-
dichloroindofenolu do bezbarwnego leukozwigzku. Czas odbarwiania si¢ roztworu na

jezyku jest odwrotnie proporcjonalny do zawarto$ci witaminy C w tkankach.

Odczynniki
- 2,6-dichloroindofenol, roztwor 0,003 mol/l.

Sprzet
- Paski bibuty do osuszania jezyka,
- stoper;

- zakraplacz.

Wykonanie oznaczenia

Na osuszong grzbietowa powierzchni¢ jezyka nanie$¢ zakraplaczem krople roztworu
2,6-dichloroindofenolu i natychmiast wiaczyé stoper. Zmierzy¢ czas od momentu
zetknigcia si¢ barwnika z powierzchnig jezyka do catkowitego odbarwienia si¢ 2,6-
dichloroindofenolu. Probg powtdrzy¢ 3-krotnie i na podstawie S$redniego wyniku

okresli¢ stan wysycenia organizmu witaming C na postawie Tabeli 7.1.:

Tabela 7.1. Stan wysycenia organizmu witaming C w zaleznosci od czasu odbarwienia

2,6-dichloroindofenolu.

Czas odbarwienia (sek.) Stan wysycenia organizmu witaming C
<30 dobry
30-60 dostateczny
60-120 niski
>120 hipowitaminoza
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8. 0ZNACZANIE ZAWARTOSCI CHLORKU SODU

Zdaniem ekspertow Swiatowej Organizacji Zdrowia nie powinno sie przekracza¢ dawki
5 g soli (ok. 2 g sodu) dziennie. Wedtig najnowszych norm Instytutu Zywnosci
i Zywienia wystarczajace spozycie chlorku sodu wynosi 3,8 g/dzien. Z badan
naukowych wynika, ze pobranie soli z dieta w Polsce 1 na §wiecie znacznie przekracza

zalecenia.

Zasada metody
Metoda oznaczania zawartosci NaCl polega na bezposrednim miareczkowaniu
chlorkow 0,1 M roztworem azotanu (V) srebra w §rodowisku obojetnym w obecnosci
chromianu (VI) dipotasu (jako wskaznika). Przebieg reakcji mozna zapisac:
MeCl + AgNO; — MeNO; + AgCl|

Po catkowitym wytraceniu chlorkow, azotan (V) srebra reaguje z chromianem wedlug
reakcji:

2AgNO; + K,CrO4 — AgyCrO4 + 2KNO3
Powstaly chromian (VI) disrebra, powoduje pojawienie si¢ ceglastoczerwonego
zabarwienia. [lo$¢ chlorkow wyrazong jako NaCl, oblicza si¢ z ilosci azotanu (V) srebra

zuzytego do ich zwigzania.

Odczynniki

- Azotan (V) srebra, roztwor 0,1 M;

- wodorotlenek sodu, roztwoér 0,1 M;

- chromian (VI) dipotasu, nasycony roztwor;
- fenoloftaleina, 1% roztwor etanolowy (w/v);

- woda destylowana.

Przygotowanie proby

Badang probe pieczywa wysuszong do stalej masy zemle¢ w mitynku elektrycznym,
a nastepnie odwazy¢ 10 g z dokladnoscig do 0,1 g w zlewce 0 poj. 50 ml. Probe
przenie$¢ przy pomocy lejka, poczatkowo na sucho, a nastepnie przy pomocy ok. 100
ml wody destylowanej o temp. 60°C do kolby miarowej pojemnosci 250 ml. Kolbe

zakorkowac 1 wstrzgsa¢ na wytrzagsarce przez 15 min., po czym wstawi¢ na 15 min. do
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tazni wodnej o temp. 60°C i wstrzasa¢ co kilka minut. Probe ostudzi¢, dopetni¢ woda do

kreski i przesaczy¢ przez saczek karbowany.

Wykonanie oznaczenia

Do 3 kolb stozkowych odmierzy¢ po 25 ml przesaczu, doda¢ po 3 krople fenoloftaleiny
do kazdej i miareczkowa¢ 0,1 M roztworem NaOH do lekko r6zowego zabarwienia.
Nastepnie do kolb doda¢ po 0,5 ml nasyconego chromianu (VI) dipotasu i szybko
miareczkowa¢ 0,1 M roztworem azotanu (V) srebra, az do osiagnigcia trwatego,

ceglastoczerwonego zabarwienia.

Obliczanie wynikow
Procentowa zawarto$¢ NacCl [x] wyliczy¢ wedtug wzoru:

X - a-0,005845-V -100-100%
m-b-(100—w)

w ktérym:
a — objetos¢ 0,1 M azotanu (V) srebra zuzytego do miareczkowania (ml),
b — objetos¢ przesgczu pobranego do miareczkowania (ml),
V — objetos¢ roztworu proby badanej (ml),
m — masa proby w przeliczeniu na $wieze pieczywo (g),
w — wilgotno$¢ badanego pieczywa (%),
0,005845 — ilos¢ NaCl odpowiadajaca 1ml 0,1 M azotanu (V) srebra.

Literatura

1. Jarosz M. Normy zywienia dla populacji polskiej - nowelizacja. Instytut
Zywnosci i Zywienia, Warszawa 2012.
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5. Pieczywo. Metody badan. Polska Norma PN-A-74108:1996. Polski Komitet
Normalizacyjny.
9. 0ZNACZANIE SKEADU MINERALNEGO PRODUKTOW
SPOZYWCZYCH I ZAWARTOSCI PIERWIASTKOW TOKSYCZNYCH
METODA ATOMOWEJ SPEKTROMETRII ABSORPCYJNEJ (ASA)

Zasada metody

Atomy w stanie gazowym moga absorbowac promieniowanie o S$cisle okreslonej
czestotliwosci. W wyniku absorpcji okreslonego kwantu promieniowania, atomy sa
przeprowadzane ze stanu podstawowego w stan wzbudzony, a nastepnie ta sama ilos¢
energii jest emitowana, gdy atomy wzbudzone powracaja do stanu podstawowego.
Przej$cia atomoéw ze stanu podstawowego do wzbudzonego i ich powr6t do stanu

podstawowego nazywane sg przemianami rezonansowymi.

Pomiar intensywnos$ci energii emitowanej podczas przemian rezonansowych stanowi
podstawe oznaczen ilosciowych metoda ASA.
Zrédtem promieniowania w ASA sa lampy z katoda wnekowa, w ktorych katoda jest

zbudowana z tego pierwiastka, ktory jest oznaczany.

FAAS (plomieniowa)

Pierwiastki zawarte w probce atomizuje si¢ w wysokiej temperaturze ptomienia.

Przez zatomizowang probke przepuszcza si¢ wigzke Swiatta monochromatycznego,
0 dlugosci fali odpowiadajace; fali emitowanej przez pierwiastek. Ilos¢ S$wiatla
absorbowanego przez atomy pierwiastka jest proporcjonalna do jego stezenia w probce.
Probke wprowadza si¢ do plomienia palnika (stosuje si¢ mieszaniny gazow: acetylen —

powietrze, podtlenek azotu — acetylen).

ETAAS., GFAAS (bezplomieniowa)

Atomizerem elektrotermicznym jest grafitowa kuweta, do ktorej wprowadzamy badany
roztwor (od 5 do 100 ul, zwykle 20 ul). Najczesciej uzywa sie kuwet pirolitycznie
pokrywanych. Kuwete przed dostgpem tlenu chroni gaz obojetny — np. argon.

Kroki analityczne w kuwecie grafitowej:

1. Suszenie (ok. 110°C) — roztwor musi parowa¢ w temp. troche wyzszej od punktu

wrzenia, nie moze parowac zbyt szybko (straty) — ok. 30 sek.
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2. Spopielanie — usunigcie substancji organicznych i czgsci sktadnikow matrycy. Nalezy
minimalizowa¢ straty analitu: temp. 350-1200°C — ok. 45 sek.

3. Atomizacja: 1500-2800°C — przez kilka sek. — analizowany pierwiastek jest

atomizowany i mierzona jest absorpcja promieniowania przez pary atomow.

4. Czyszczenie — rurka jest oczyszczana przez ogrzewanie w temp. atomizacji lub

wyzszej przez krotki czas.

5. Chlodzenie do temp. pokojowej przy uzyciu wody i przeptywajacego gazu

obojetnego.

Odczynniki

- Kwas azotowy stez., spektralnie czysty;

- roztwory wzorcowe pierwiastkow (stez. 1 mg/ml) do wykonania Kkrzywej
kalibracyjnej;

- woda dejonizowana.

Aparatura i sprzet

- Mineralizator mikrofalowy;

- spektrometr absorpcji atomowej z atomizacjg technikg plomieniowg
| bezptomieniows;

- waga analityczna z doktadnoscig do 1 mg;

- teflonowe naczynia reakcyjne z pokrywka;

- pipety automatyczne;

- kolby miarowe pojemnosci 50 ml;

- naczynka scyntylacyjne.

Wykonanie oznaczen

Mineralizacja mikrofalowa w systemie zamknietym przy uzyciu kwasu azotoweqo (V)

Odwazy¢ 1 g proby, z doktadno$cig do 1 mg, w naczyniu teflonowym, doda¢ 6 ml stgz.
kwasu azotowego (V) 1 1 ml wody dejonizowanej. Zamkng¢ naczynie pokrywka,
natozy¢ membrang zabezpieczajacga 1 umiesci¢ w glowicy mineralizatora. Zakrecié
mineralizator, wlaczy¢ chtodzenie. Wybra¢ procedure mineralizacji i rozpoczaé proces.
Po zakonczeniu mineralizacji prébe 10 min chlodzi¢. Nastepnie przenie$¢ probe

ilosciowo do naczynka scyntylacyjnego.
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Wykonanie roztworow wzorcowych do krzywej kalibracyjnej:

- Przygotowa¢ roztwory 1 mg/l, 1,5 mg/l i 2 mg/l cynku z roztworu standardowego
0 stezeniu 1 mg/ml i rozpusci¢ w 50 ml 0,1 mol/l kwasu azotowego (V).

- Przygotowaé roztwory 1 mg/l, 2 mg/l i 5 mg/l miedzi z roztworu standardowego
0 stezeniu 1 mg/ml i rozpusci¢ w 50 ml 0,1 mol/l kwasu azotowego (V).

- Przygotowa¢ roztwory robocze otowiu i kadmu o stez. 1 mg/l z roztwordw
standardowych o stezeniu 1 mg/ml i rozpusci¢ w 50 ml 0,1 mol/l stez. kwasu azotowego
(V).

Z roztwordw roboczych o stez. 1 mg/l przygotowac roztwory o stezeniach: 40 ug/l (Pb)
14 pg/l (Cd) w 0,5 mol/l kwasu azotowego (V) do wykonania krzywej kalibracyjne;.
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9.1. Oznaczanie zawartosci cynku i miedzi metoda ASA, technika plomieniowa

Zaprogramowa¢ procedure oznaczania. Wykona¢ krzywa kalibracyjng i oznaczy¢
stezenie cynku i miedzi w mineralizatach. Nastepnie przeliczy¢ zawarto$¢ pierwiastkow

na rzeczywiste stezenie w produkcie wedtug wzoru:

(Cl— Co) xV

m
w ktorym:

C — stezenie pierwiastka w probie badanej (mg/kg),

C1 — odczyt z krzywej kalibracyjnej dla proby badanej (mg/l),

Co — odczyt z krzywej kalibracyjnej dla proby odczynnikowej (mg/1),
m — masa produktu (g),

V — rozcienczenie (ml).

9.2. Oznaczanie zawarto$ci olowiu i kadmu metoda ASA, technika bezplomieniowa

Zaprogramowa¢ procedur¢ oznaczania. Wykonaé¢ krzywa kalibracyjna i oznaczyé
stezenie olowiu 1 kadmu w mineralizatach. Nastepnie przeliczy¢é zawarto$é

pierwiastkOw na rzeczywiste stezenie w produkcie wedtug wzoru:

(Cl— Co) xV

m
w ktorym:

C — stezenie pierwiastka w probie badanej (ug/kg),

C1 — odczyt z krzywej kalibracyjnej dla proby badanej (ug/1),

Co — odczyt z krzywej kalibracyjnej dla proby odczynnikowej (ng/l),
m — masa produktu (g),

V — rozcienczenie (ml).
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10. WYKRYWANIE I OCENA JAKOSCIOWA SUBSTANCJI
DODATKOWYCH DO ZYWNOSCI

Wykaz oraz szczegdétowe warunki stosowania substancji dodatkowych w $rodkach
spozywczych okresla Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dnia 22 listopada 2010 r.

w sprawie dozwolonych substancji dodatkowych (Dz.U. 2010 nr 232 poz. 1525).

10.1. Wykrywanie obecnosci ditlenku siarki w winie

Zasada metody
Metoda polega na utlenieniu kwasu siarkowego (IV) jodem w srodowisku kwasnym do
kwasu siarkowego (VI). Zwiazki, ktore zawierajg kwas siarkowy (IV) zwiagzany nalezy

roztozy¢ z uzyciem wodorotlenku sodu.

Aparatura i sprzet

- Kolby stozkowe, pojemnosci 200 ml;
- biurety;

- pipety.

Odczynniki i roztwory

- Roztwor jodu, 0,01 mol/l;

- wodorotlenek sodu, 1 mol/l;

- kwas siarkowy (V1);

- skrobia, 2% (kleik): 2 g wysuszonej do statej masy skrobi odwazy¢ do 250 ml zlewki,
doda¢ 90 ml wody destylowanej i wymiesza¢. Gotowa¢ 3 minuty, przenies¢ do kolby
miarowej na 100 ml. Schiodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupetni¢ wodg do kreski,

przenies¢ do ciemnej butelki. Uzywaé w dniu przygotowania.

Wykonanie oznaczenia

Do kolby stozkowej z doszlifowanym korkiem odmierzy¢ 50 ml wina, doda¢ 2 ml
roztworu skrobi, miareczkowaé roztworem jodu do szarego zabarwienia utrzymujacego
si¢ 30 sekund. Do proby doda¢ 20 ml wodorotlenku sodu, dokladnie wymieszac,
odstawi¢ na 15 minut. Po tym czasie doda¢ 10 ml kwasu siarkowego i miareczkowac

natychmiast roztworem jodu.
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Obliczanie wyniku oznaczenia

Zawarto$¢ wolnego dwutlenku siarki (mg/l) (X) obliczy¢ wedtug wzoru:

Vien<0,64+1000

\Y

w ktorym:
V1 — objetos¢ roztworu jodu zuzyta podczas pierwszego miareczkowania (ml),
n — molowos¢ roztworu jodu,
0,64 — liczba mg SO; cisle odpowiadajgca 1 ml mianowanego roztworu jodu,

V — objeto$¢ badanej probki (ml).

Zawarto$¢ wolnego oraz zwigzanego dwutlenku siarki (mg/l) (X1y obliczy¢ wg wzoru:

(V1+ Vo) 1+ 0,64 + 1000

\Y

w ktorym:
V1 — objetos¢ roztworu jodu zuzyta podczas pierwszego miareczkowania (ml),
V;— objetos¢ roztworu jodu zuzyta podczas drugiego miareczkowania (ml),
n — molowos¢ roztworu jodu,
0,64 — liczba mg SO, scisle odpowiadajgca 1 ml mianowanego roztworu jodu,

V — objetos¢ badanej probki (ml).
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10.2. Oznaczanie slodkosci sztucznego srodka slodzacego

Zasada metody
Metoda polega na ocenie organoleptycznej stodkosci roztworu sztucznego S$rodka

stodzacego w pordwnaniu do roztworu wzorcowego sacharozy.

Odczynniki
- Sacharoza, roztwoér 3%:;
- sztuczny $rodek stodzacy;

- woda destylowana.

Szklo laboratoryjne

- Kolby stozkowe o pojemnosci 100 ml;
- kolby miarowe pojemnosci 100 ml;

- zlewki o pojemnosci 50, 100 ml;

- cylindry miarowe o pojemnosci 50 ml;

- pipeta automatyczna.

Wykonanie oznaczenia

Do trzech kolb stozkowych odmierzy¢ po 45 ml wody destylowanej. Z przygotowanego
roztworu sztucznego Srodka stodzacego o znanym stezeniu przenie$¢ pipeta 5 ml do
pierwszej kolby i doktadnie wymiesza¢. Z niej pobra¢ 5 ml i przenie$¢ do drugiej kolby,
wymiesza¢, a nastgpnie z drugiej kolby przenies¢ 5 ml do trzeciej kolby i réwniez
wymiesza¢. Obliczy¢ stgzenie substancji stodzacej w kazdym z trzech roztwordw.
Poréwna¢ organoleptycznie stodkos¢ roztworéw z wzorcowym 3% roztworem
sacharozy. Roztwor najblizszy wzorcowemu, ale od niego stodszy rozciencza¢ matymi
porcjami wody destylowanej tak diugo, az jego stodko$¢ obnizy si¢ do stodkosci
wzorca. Zmierzy¢ koncowa objetos¢ badanego roztworu i obliczy¢ jego rzeczywiste
stezenie. Ilosci zuzyte do oceny organoleptycznej poming¢. Obliczy¢, ile razy badany

preparat jest stodszy od sacharozy.
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10.3. Wykrywanie obecnos$ci benzoesanu sodu w zywnos$ci metoda HPL.C

Zasada metody
Metoda polega na oznaczeniu zawartosci benzoesanu sodu technikg wysokosprawne;j
chromatografii cieczowej z detektorem UV/VIS z zastosowaniem benzoesanu sodu jako

Wzorca zewnetrznego.

Odczynniki i roztwory

- Woda ultra pure;

- benzoesan sodu, wzorzec;

- faza mobilna A:B = 85:15:

A: bufor fosforanowy (NaH,PO,, roztwor 10 mmol/l, pH=2,2), B: acetonitryl.

Aparatura i sprzet

- Szkto laboratoryjne: kolby miarowe o pojemnosci 10 ml, 25 ml, 100 ml, pipety,
cylindry miarowe, kolby Erlenmayera, lejki szklane;

- bibuta filtracyjna;

- filtry strzykawkowe o §r. 0,45 pum;

- myjka ultradzwigkowa;

- waga analityczna;

- mikrostrzykawka Hamilton, pojemnosci 100 pl;

- chromatograf cieczowy (Shimadzu) z detektorem UV;

- kolumna Nucleosil 100 — 5 C18.

Warunki rozdzialu chromatograficznego
Przeptyw fazy ruchomej — 1,2 ml/min.
Temperatura pokojowa

Dhugos¢ fali: 225 nm.
Przygotowanie proby

Rozcienczy¢ probe produktu ptynnego z uzyciem fazy mobilnej (NaH,PO4:Acetonitryl
= 85:15). Przesaczy¢ przez filtr strzykawkowy o $rednicy porow 0,45 um.
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Wykonanie krzywej wzorcowej

10 mg benzoesanu sodu rozpusci¢ w wodzie ultra czystej w kolbie miarowej
pojemnosci 20 ml i uzupetni¢ wodg do kreski. Do pieciu kolb miarowych o pojemnosci
20 ml pobra¢ kolejno po 0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,0 ml roztworu wzorca. Zawartos¢ kolb
uzupeli¢ faza mobilng do kreski i miesza¢ na tazni ultradzwigkowej. Stezenie
przygotowanych roztworéow wynosi: 0,00025; 0,0005; 0,001; 0,002; 0,005%.
Nastrzyka¢ kolejno roztwory wzorca po 50 pl, zarejestrowaé chromatogramy oraz

odczyta¢ powierzchni¢ piku kazdego wzorca.

Wykonanie oznaczenia
Wprowadzi¢ do aparatu odpowiednia objeto$¢ przygotowanej proby. Zarejestrowac

chromatogramy oraz odczyta¢ powierzchnie wszystkich pikow.

Obliczenie wynikow oznaczenia
Zawarto$¢ benzoesanu sodu (X) (mg/ml) w probach nalezy obliczy¢ korzystajac

z krzywej wzorcowej.
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chromatography and its identification by high-performance liquid
chromatography-mass spectrometry. J. Chromatogr. A, 2004, 25;1040(2): 209-
214.
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11. METODY OCENY AKTYWNOSCI ANTYOKSYDACYJNEJ ZYWNOSCI

Wigkszos¢ metod opiera si¢ na dwoch podstawowych mechanizmach reakeji:
przeniesienia pojedynczego elektronu SET (single electron transfer) oraz przeniesienia
atomu wodoru HAT (hydrogen atom transfer).

Wsréd metod SET wyrdznia si¢: metode z wykorzystaniem odczynnika ABTS, metode
oznaczania zdolnosci redukowania jonow zelaza (FRAP) lub miedzi (CRA), metodg
z zastosowaniem odczynika Folina-Ciocalteua (FCR), metode opartg na zastosowaniu
odczynnika DPPH.

Do metod HAT naleza: metoda oznaczania zdolno$ci absorpcji rodnikow tlenowych
(ORAC), metoda oznaczania catkowitej zdolnosci wychwytywania wolnych rodnikéw
(TRAP), metoda odbarwienia krocyny, metoda oznaczania zdolnosci inhibicji utleniania
lipidow.

Metody oszacowania zdolno$ci przeciwutleniajacej sa skomplikowane 1 czgsto
pojawiaja si¢ problemy wynikajace z braku jednorodnosci prébek, niskiej wydajnosci
ekstrakcji przeciwutleniaczy z matrycy zywnosciowej i braku odpowiedniej procedury
kontroli jako$ci wynikow.

Wyniki oznaczania catkowitej zdolnos$ci antyoksydacyjnej zywnosci uzyskiwane

wymienionymi metodami mogg rdzni¢ si¢ miedzy sobg i sg niejednoznaczne.

Do najczesciej stosowanych metod w analizie Zywnosci zaliczy¢ mozna metody SET:

- ABTS: gryka, sok z buraka ¢wikltowego, groch, fasola, sok z kapusty surowej
i kiszonej, soja,

- DPPH: fasola czerwona i adzuki, soczewica zielona i czerwona, bdb, bobik, wyka,
groch, gryka, kasza gryczana, orzechy wioskie i laskowe, migdaty, aronia, boréwka
czernica, czarna porzeczka, sok z aronii, owoce rokitnika, zurawina, musztarda,

- FRAP: kawa, herbata, kakao, sok z czarnej porzeczki, jabtek 1 pomidorow, kiwi,
banany, midd, arbuz, mango, cytryny, truskawki, pomarancze, wisnie, S$liwki,

brzoskwinie.
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11.1. Oznaczanie calkowitej zawartosci polifenoli w Srodkach spozywczych

Zasada metody

Zwiazki fenolowe zawarte w zywnoS$ci sg utleniane w obecnosci wskaznika Folin-
Ciocalteu. Natomiast kwasy: fosfowolframowy oraz fosfomolibdenowy zawarte w tym
wskazniku ulegaja redukeji do tlenkow wolframu i molibdenu, wykazujacych niebieska
barw¢ odczytywang spektrofotometrycznie. Natezenie barwy jest proporcjonalne do

ilosci zwigzkoéw fenolowych zawartych w probie.

Aparatura i sprzet laboratoryjny

- Waga techniczna;

- wirowka;

- proboéwki wirdwkowe, probowki ze szlifem;
- kolby miarowe o pojemnosci 100 ml;

- pipety szklane.

Odczynniki

- Kwas galusowy, roztwor 2 g/l;

- odczynnik Folin-Ciocalteu, 0,2 N;

- weglan sodu Na,COs, roztwor 75¢/1.

Przygotowanie proby
Odwazy¢ 1 + 0,001 g dobrze wymieszanej proby. Rozpusci¢ do 10 ml wody

destylowanej. Probke odwirowaé przez 5 minut, przy 2000 obr./min.

Wykonanie krzywej wzorcowej

Wykona¢ krzywa wzorcowa. W tym celu nalezy przygotowac roztwor roboczy kwasu
galusowego o stezeniu 2g/1 w wodzie destylowanej. Do 5 kolb miarowych pojemnosci
100 ml pobra¢ kolejno: 0,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0 ml roztworu roboczego kwasu
galusowego 1 uzupeli¢ woda do kreski. Z kazdego stezenia do probowki pobrac
0,25 ml doda¢ 1,25 ml 0,2 N odczynnika Folin-Ciocalteu, zakorkowac, miesza¢ przez
S minut. Nastgpnie doda¢ 1 ml roztworu Nap,COsz, wymiesza¢ 1 inkubowaé
W temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Po tym czasie zmierzy¢ absorbancj¢ wobec

blanku — wody przy dtugosci fali 760 nm.
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Wykonanie oznaczenia

Z odwirowanej proby pobra¢ 0,25 ml nadsgczu, doda¢ 1,25 ml 0,2 N odczynnika Folin-
Ciocalteu, zmiesza¢ przez 5 minut. Po tym czasie doda¢ 1 ml roztworu NapCOs,
wymiesza¢ 1 inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 2 godziny. Zmierzy¢
absorbancje wobec wody (blank) przy dtugosci fali 760 nm. Stezenie w mg kwasu
galusowego/100 g produktu odczytaé z krzywej wzorcowe;.

Literatura

1. Dijeridane A., Yousfi M., Nadjemi B., Boutassouna D., Stocker P., Vidal N.:
Antioxidant activity of some Algerian medicinal plants extracts containing
phenolic compounds. Food Chem., 2006, 97: 654-660.
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12. OZNACZANIE ZAWARTOSCI AZOTANOW (III) I AZOTANOW (V)
W WARZYWACH | OWOCACH
METODA BEZPOSREDNIEJ REDUKCJI KADMEM

Nadmierne st¢zenia azotanow w zywnosci wynikajg ze stosowania zbyt duzych ilosci
nawozOéw mineralnych jak 1 organicznych, intensywnej hodowli zwierzat,
zanieczyszczen przemystowych oraz celowego dodatku do zywnosci w trakcie jej
przetwarzania, a takze niewltasciwego przechowywania. Moga one rowniez powstawac
w  produktach spozywczych w wyniku stosowania niektérych procesow
technologicznych, np. we¢dzenia lub suszenia w wysokich temperaturach.

Stosowanie w uprawie ro$lin duzych dawek nawozéw azotowych powoduje
kumulowanie w czgéciach jadalnych roslin znacznych ilosci azotanéw. Na proces
nagromadzenia azotanéw w tkankach roslinnych obok nawozenia, duzy wplyw maja
nastonecznienie, wilgotnos$¢, temperatura i warunki tlenowe $rodowiska oraz rodzaj
i pH gleby.

Szkodliwo$¢ azotanow wynika z mozliwosci redukeji azotanow (V) do azotanow (III)
| wywotywania methemoglobinemii i niedokrwistosci, a takze tworzenia muta-
I kancerogennych nitrozoamin. Toksyczno$¢ tych zwigzkow polega rowniez na
ograniczaniu wykorzystania niektérych sktadnikéw pokarmowych m.in. witaminy A,
witamin z grupy B, biatka, tluszczow i weglowodanoéw oraz zmniejszeniu przydatnosci

warzyw do przetworstwa przemystowego.

Zasada metody
Metoda polega na wywotaniu reakcji barwnej z odczynnikami Griessa, przy czym
azotany (V) nalezy uprzednio zredukowa¢ do azotanow (III) bezposrednio

sproszkowanym kadmem.

Odczynniki
- Heksocyjanozelazian (II) potasu, K4Fe(CN)g:
w kolbie miarowej o pojemnosci 1000 ml rozpusci¢ w $wiezo destylowanej wodzie

106 g K4Fe(CN)g:3H20 i uzupetni¢ woda do kreski (odczynnik odbiatczajgcy),
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- octan (I1) cynku, Zn(CH3COO),:

w kolbie miarowej o pojemnosci 1000 ml rozpusci¢ w wodzie 220 g
Zn(CH3CO0),-2H,0, doda¢ 30 ml kwasu octowego lodowatego i uzupetié¢ woda do
kreski (odczynnik odbiatczajgcy);

- tetraboran disodu, Na;B40- (boraks):

50 g Na;B4O7-10H,0 w kolbie miarowej o pojemnosci 1000 ml rozpusci¢ w wodzie

1 uzupehi¢ wodg do kreski.

- azotan (I11) sodu, NaNO;

- cynk w granulkach;

- siarczan (V1) kadmu, CdSOy:

w kolbie miarowej o pojemnosci 500 ml rozpusci¢ w wodzie 100 g CdSO4-8H20
i uzupehi¢ woda do kreski;

- kwas chlorowodorowy, HCI, d=1,19;
- kwas chlorowodorowy 0,1 mol/I;
- bufor amonowy o pH 9,6- 9,7:

do kolby miarowej o pojemnosci 1000 ml zawierajacej okoto 500 ml wody dodaé
20 ml kwasu chlorowodorowego stezonego, wymiesza¢ i nastepnie doda¢ 50 ml azanu
(amoniaku) o d=0,88 g/ml, uzupetni¢ woda do kreski, po czym sprawdzi¢ pH;

- kwas octowy, CH3COOH d=1,05;
- odczynnik Griessa I:

w kolbie miarowej o pojemnosci 1000 ml rozpusci¢ 2 g sulfanilamidu (HoN-CgHy-
SO;NH3) w 400 ml roztworu kwasu chlorowodorowego (1+1v/v) 1 uzupetni¢ woda do
kreski;

- odczynnik Griessa Il:

w kolbie miarowej o pojemnosci 200 ml rozpusci¢ 0,2 g dichlorowodorku N-(1-
naftylo) etylenodiaminy (Ci;oH;NHCH,CH,NH-2HCIl) w 20 ml wody, a nastepnie
uzupelni¢ woda do kreski. Roztwér ten nalezy przechowywa¢ w ciemnej butelce
w lodowce, nie dluzej niz jeden tydzien. W razie zmetnienia odczynniki Griessa I 1 II
mozna przesaczyc¢;

- wegiel aktywny;

- kadm metaliczny: w zlewce zawierajacej 500 ml roztworu siarczanu (VI) kadmu
umiesci¢ granulki cynkowe. W miare tworzenia si¢ kadmu na granulkach nalezy
usuwaé go do innej zlewki z wodg destylowang. Zebrany kadm przemy¢ dwukrotnie

wodg destylowang w ilosci 500 ml, a nast¢pnie przenie$s¢ za pomocg 300 ml roztworu

77



kwasu chlorowodorowego 0,1 mol/l do homogenizatora i rozdrabnia¢ przez okoto 10 s.
Zawarto§¢ homogenizatora przenies¢ do zlewki 1 pozostawi¢ w tym roztworze,
mieszajac od czasu do czasu bagietkg szklang. Przed uzyciem do analizy zla¢ roztwor
kwasu chlorowodorowego, a kadm przemy¢ kilkakrotnie woda destylowang do
uzyskania odczynu obojetnego (sprawdzi¢ papierkiem wskaznikowym).

Nie zuzyta ilo$¢ kadmu przechowywaé w naczyniu szklanym, w roztworze kwasu
chlorowodorowego 0,1 mol/l.  We wszystkich czynno$ciach  zwigzanych
Z przygotowaniem kadmu nalezy zwraca¢ uwage, aby byt on calkowicie zanurzony

W roztworze.

Aparatura i sprzet laboratoryjny

- Spektrofotometr;

- waga analityczna;

- faznia wodna ze wstrzgsarka;

- wstrzgsarka mechaniczna;

- homogenizator;

- tarka do jarzyn plastikowa;

- kolby miarowe 0 pojemnosci 50, 100, 200, 1000 ml;
- kolby stozkowe o pojemnosci 50 ml z doszlifowanymi korkami;
- kolby stozkowe 200, 250 ml;

- lejki szklane o $rednicy 5-15 cm;

- pipety 1, 2, 5, 10 i 20 ml;

- zlewki 50, 100, 800 ml;

- bibuta filtracyjna Filtrak nr 388;

- cylindry miarowe 25, 50, 100 ml.

Przygotowanie wykresu kalibracyjnego

Odwazy¢ 3 g + 0,001 g azotanu (111) sodu, wysuszonego w temperaturze 110-120 °C do
statej masy 1 rozpusci¢ w 50 ml wody $wiezo destylowanej. Przenie$¢ ilosciowo do
kolby miarowej o pojemnosci 1000 ml, doktadnie wymiesza¢, uzupetni¢ woda do
kreski. 5 ml tego roztworu przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 1000 ml
I uzupelni¢ woda do kreski. 1 ml tak przygotowanego standardu zawiera 10 pg jonow
azotanowych (I11) (NOy). Roztwor standardowy azotanu (III) sodu jest nietrwaty

| przygotowuje si¢ go w dniu uzycia.
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Do kolb miarowych o pojemnos$ci 50 ml przenies¢ pipeta: 0; 0,5; 1,0; 2,0; 2,5; 3,0 ml
roztworu standardowego azotanu (III) sodu, co odpowiada 0; 5; 10; 20; 25 i 30 pg
jonéw (NO2). Doda¢ odpowiednio 30,0; 29,5; 29,0; 28,0; 27,5; 27,0 ml wody,
wymieszaé, po czym dodac¢ po 5 ml odczynnika Griessa I, wymieszac i pozostawic¢ bez
dostepu $wiatla na 5 minut. Nastgpnie doda¢ 1 ml odczynnika Griessa II, wymieszad
I pozostawi¢ na 10 minut bez dostepu §wiatta, uzupetni¢ woda do kreski, wymieszac. Po
20 minutach dokona¢ pomiaru absorbancji roztworéw na spektrofotometrze przy
dtugosci fali 538 nm wobec proby kontrolnej, odczynnikowej (woda destylowana +
odczynniki Griessa). Po wykonaniu pomiaru wykresli¢ wykres kalibracyjny,
odznaczajac na osi odcigtych mase jonéw azotu (III) w roztworze kalibracyjnym w pg,
za$ na osi rzednych odpowiadajace im warto$ci absorbancji. Najmniejsza oznaczalna

ilos¢ wynosi 0,5 pg jonéow (NO3).

Przygotowanie prob

Pobrang probke warzyw lub owocéw umy¢ biezacg, a nastepnie Swiezo destylowang
woda, osuszy¢ czysta bibuta, po czym kroi¢ drobno nozem, zetrze¢ na tarce lub
homogenizowac. Przetwory warzywne i owocowe nalezy zmiksowac, natomiast
produkty zamrozone wsypa¢ do zamykanego naczynia i po rozmrozeniu zmiksowac.
Z tak przygotowanych prob odwazy¢ 10 g z dokladnoscia 0,01 g w zlewce
0 pojemno$ci 50 ml. Wielko$¢ odwazanej probki dobiera si¢ w zaleznosci od
spodziewanej ilosci azotanow (V) i azotandw (III). Nastepnie przenies¢ probe za
pomoca okoto 100 ml wody o temperaturze 70-80°C do kolby miarowej o pojemnosci
200 ml, doda¢ 5 ml boraksu i mocno kilka razy wstrzasnac.

Kolbg ogrzewaé¢ w tazni wodnej ze wstrzasarka przez 30 minut w temperaturze 90-
100°C. Po uptywie 30 minut préby ochtodzi¢ 1 dodawa¢ kolejno 2 ml
heksocyjanozelazianu (II) potasu 1 2 ml octanu (II) cynku, wstrzgsajac po dodaniu
kazdej porcji odczynnikow.

Nastepnie proby uzupetni¢ woda do kreski (200 ml), wymieszac i filtrowa¢ przez bibute
filtracyjng. W razie zmg¢tnienia filtracj¢ powtdrzy¢. Z klarownego przesaczu pobieraé
odpowiednie ilosci do oznaczenia azotanow (V) 1 azotanow (I1I).

W przypadku uzyskania barwnego przesgczu (np. buraki, czarna porzeczka) analize
nalezy powtorzy¢ i doda¢ 1 g wegla aktywnego na poczatku analizy, po przeniesieniu

proby do kolby miarowej. Proby nalezy analizowa¢ bezposrednio po rozdrobnieniu.
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12.1. Oznaczenie zawartosci azotanow (I11)

Do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml przenie$¢ pipeta 10, 20, 30 ml przesaczu,
zaleznie od spodziewanej ilosci azotanéw (III) i rozcienczy¢ wodg destylowang do
30 ml, jesli to konieczne. Doda¢ 5 ml roztworu Griessa I, wymiesza¢, pozostawi¢ bez
dostepu $wiatla na 5 minut. Nastgpnie doda¢ 1 ml odczynnika Griessa II, wymieszad
I pozostawi¢ bez dostepu $wiatta na 10 minut. Uzupetni¢ wodg destylowang do kreski,
wymiesza¢. Po 20 minutach wykona¢ pomiar absorbancji roztworu na
spektrofotometrze przy dtugosci fali 538 nm wobec proby kontrolnej, odczynnikowe;,
przygotowanej tak jak proba wiasciwa.

Z wykresu kalibracyjnego odczyta¢ mas¢ jondéw azotanu (III) wyrazong w pg

odpowiadajacg absorbancji badanego roztworu.

Obliczanie wynikow oznaczenia
Zawarto$¢ azotanu (III) (X) wyrazong jako jon azotanu (III) (NO;") w mg/kg produktu

obliczy¢ ze wzoru:

. 200
V,-m,
w ktorym:
Mo — masa probki pobrana do oznaczenia (g),
V1 — obje¢tos¢ przesaczu pobrana do oznaczenia spektrofotometrycznego (ml),
m; — masa jonow (NO; ) zawarta w V; objetosci przesgczu odczytana z wykresu
kalibracyjnego (ug),
200 — catkowita objetos$¢ przesaczu (ml).

Zawarto$¢ azotanu (IIT) w przeliczeniu na azotan (IIT) sodu (NaNO;) (X31) w mg/kg
wedhug wzoru:

X1=15+X,
w ktorym:

X — zawartos¢ azotanu (IIT) wyrazona jako jon (NO; "), mg/kg.
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12.2. Oznaczenie zawartosci azotanow (V)

Redukcja azotanow (V) do azotanow (I11)

Przenies¢ za pomocg pipety odpowiednig ilos¢ przesaczu do kolby stozkowej ze szlifem
o pojemnos$ci 50 ml, do ktorej uprzednio dodano 5 ml buforu amonowego oraz 2 g
kadmu. Wielko$¢ porcji przesaczu powinna by¢ tak dobrana, aby zawierata od 30 do
120 pg jonow azotanu (V) (NO3z) — najcze$ciej 10 ml lub mniej. Kolbe zamkngé
korkiem 1 wstrzagsa¢ na wstrzasarce przez 30 minut. Nastgpnie zawarto$¢ kolb
przesaczy¢ przez bibule filtracyjna, zbierajac przesacz do cylindra miarowego
0 pojemnosci 50-100 ml. Przemywa¢ bibul¢ malymi porcjami wody destylowanej
zbierajac popluczyny do cylindra az do uzyskania 50 ml przesaczu. Przesacz wymieszac

1 pobra¢ odpowiednie ilosci do oznaczania fotometrycznego.

Wykonanie oznaczenia wg pkt. 12.1.

Obliczanie wynikéw oznaczenia
Zawarto$¢ azotandw (X) wyrazong jako jon azotanu (V) (NO3) w mg/kg produktu

obliczy¢ wedtug nastepujacego wzoru:

Xo= 1,348+ [(M2210000/V2*V3emg) — X)]

w ktorym:
Mo — masa probki pobrana do oznaczenia (g),
m, — ogdlna masa azotanu (III) jako jon (NO;) zawarta w V3 objetosci
przesaczu 1 odczytana z wykresu kalibracyjnego (ng),
V7 — objetos¢ przesaczu pobrana do redukcji azotanu (V) (ml),
V3 — objetos¢ przesaczu pobrana do oznaczenia fotometrycznego (ml),
X — zawarto$¢ azotanu (III) oznaczana w probce (mg/kg),
10000 — iloczyn 200+50; gdzie: 200 to catkowita objetos¢ przesaczu (ml), 50 to
objetos¢ roztworu po redukcji azotanu (V) (ml),
1,348 — stosunek masy czgsteczkowej jonu (NO3') do jonu (NOy).

Zawarto$¢ azotanu (V) w przeliczeniu na azotan (V) sodu (NaNOs) (X3) w mg/kg,
wyliczy¢ wedlug wzoru:
X3=1,37X>
X, — zawartos$¢ azotanu (V) wyrazona jako jon (NO3') (m/Kg).
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Aktualnie obowigzuja normy okreslone w Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 1881/2006
z dnia 19.12.2006 przedstawione w tabeli 12.1.

Tabela 12.1. Dopuszczalna zawarto$¢ azotanow (V) w warzywach.

Lp Srodki spozywcze Najwyzsze(rcrl](;p;s(;;jli;l)le poziomy
1. | Swiezy szpinak (Spinacia 3500
oleracea)
2. | Szpinak konserwowany,
. . 2 000
gleboko mrozony lub mrozony
3. | Swieza satata (Lectuca sativa L.) | Zbierana od 1 pazdziernika do 31 marca
(szklarniowa i gruntowa) satata uprawiana pod przykryciem 5000
oprocz sataty wymienionej satata uprawiana na otwartej przestrzeni 4000
w pkt. 4
Zbierana od 1 kwietnia do 30 wrze$nia
satata uprawiana pod przykryciem 4 000
satata uprawiana na otwartej przestrzeni 3 000
4. | Satata lodowa Satata uprawiana pod przykryciem 2 500
Satata uprawiana na otwartej przestrzeni 2 000
5. Rokietta siewna (Eruca sativa,
Diplotaxis sp., Brassica Zbierana od 1 pazdziernika do 31 marca 7 000
tenuifolia, Sisymbrium Zbierana od 1 kwietnia do 30 wrze$nia 6 000
tenuifolium)
6. | Przetworzona zywnos$¢
na bazie zb6dz oraz zywnos¢ 200
dla niemowlat i matych dzieci
Literatura
1.  Polski Komitet Normalizacyjny: Owoce, warzywa i ich przetwory. Oznaczanie
zawarto$ci azotynow i azotandw, PN-92/A-75112.
2. Rozporzadzenie Komisji (WE) nr 1881/2006 z dnia 19.12.2006 ustalajace

najwyzsze dopuszczalne poziomy niektérych zanieczyszczeh w $rodkach

spozywezych (Dz. U. L 364 z 20.12.2006, str. 5-24; z p6zn. zm. dot. azotanow:
Rozporzadzenie Komisji (UE) nr 1258/2011 z dnia 2 grudnia 2011 r.).
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13. PODSTAWY MIKROBIOLOGICZNEJ OCENY ZYWNOSCI

Mikroflora srodkéw spozywczych obejmuje mikroorganizmy celowo wykorzystywane
w produkcji zywnos$ci oraz niepozadane.

W wielu procesach produkcji zywnosci wykorzystywane sg mikroorganizmy i ich
zdolnoé¢ fermentacji. Fermentacja (od tac. ferentatio, fermentum — Kipienie, moszcz)
to energotworczy proces utleniania przez drobnoustroje substratu weglowego
Z udzialem enzymow w cyklu przemian Kkatabolicznych z powstaniem energii
metabolicznej i produktu ubocznego. Zastosowanie mikroorganizméw w produkcji
zywnosci jest bardzo szerokie, np. produkcja fermentowanych przetworéw mlecznych
(Lactobacillus delbruecki, Streptococcus thermophilus), produkcja etanolu w przemysle
gorzelniczym, produkcji piwa, wina (selekcjonowane szczepy drozdzy Saccharomyces:
S. uvarum, S. cerevisiae, S. bayanus); kwaszenie (kiszenie warzyw (Lactobacillus — L.
delbruecki, L. leichmani, L, lactis; Bifidobacterium). W $rodkach spozywczych moga
rowniez wystepowac drobnoustroje powodujace psucie zywnosci i/lub chorobotworcze.
W tym wzgledzie mikrobiologia Zywnosci jest $cisle zwigzana z jej bezpieczenstwem.
W zwigzku z tym w $rodkach spozywczych powinna by¢ prowadzona biezaca kontrola
jako$ci mikrobiologicznej. Srodki spozywcze, ktore najczesciej sa przyczyna zatrué to
jaja; mleko 1 przetwory mleczne; migso 1 przetwory migsne. W mikrobiologicznej
ocenie zywnosci stosowanych jest wiele metod bezposrednich i posrednich ilo§ciowego
oznaczania drobnoustrojow:

- metody mikroskopowe (preparaty barwione, oznaczanie za pomoca komory
zliczeniowej, np. Thoma);

- oznaczanie liczby drobnoustrojéw metoda ptytkowa (metoda posiewu zalewowego lub
powierzchniowego), np. ogdlnej liczby drobnoustrojow;

- oznaczanie miana (parametr okreslajagcy najmniejsza ilosci badanego produktu,
w ktorej nie stwierdza si¢ obecno$ci drobnoustrojow (np. pateczek z grupy coli);

- oznaczania najbardziej prawdopodobne;j liczby (NPL) drobnoustrojow;

- metoda z zastosowaniem s3aczkéw membranowych (metoda stosowana do probek
ptynnych o niewielkim stopniu zanieczyszczenia drobnoustrojami);

- metody polegajace na pomiarze okreslonych metabolitow (np. ergosterolu

wytwarzanego przez plesnie);
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- metody kolorymetryczne (testy zmiany barwy podlozy wzrostowych, w miar¢ wzrostu
drobnoustrojéw, w wyniku zmiany pH, potencjalu oksydoredukcyjnego, obecnos$ci
wolnych grup aminowych);

- metody impedymetryczne (oparte na zmianie catkowitego oporu w $rodowisku, na
skutek aktywnosci metabolicznej drobnoustrojow);

- sprawdzenie szczelnosci metodg prozniowa;

- proba organoleptyczna;

- metody chromatograficzne (np. do okreslenia zawartosci lotnych metabolitoéw plesni);
- inne, np. metoda cytometrii przeplywowej, mikrokalorymetryczna, ultradzwigkowa,

ocena zmiany lepkosci produktu.

13.1. Mikrobiologiczna ocena mleka spozywczego

Jako$¢ mikrobiologiczng produktow mleczarskich okreslona jest w dyrektywie Rady nr
92/46/EWG. Jednym z parametrow oceniajacych ta jako$¢ jest ogolna liczba
drobnoustrojow w 1 ml mleka. Liczba bakterii zawartych w 1 ml surowego mleka

krowiego, przeznaczonego do produkcji przetworéw mlecznych nie moze przekraczaé

100 000 (10°).

Aparatura i sprzet

- Mieszadto typu Vortex;

- inkubator;

- sterylizator parowy;

- palnik laboratoryjny;

- ezy bakteriologiczne;

- sterylne szkto laboratoryjne (ptytki Petriego, probowki, koreczki plastikowe, kolby,
cylindry, pipety);

- pipety automatyczne i sterylne koncowki do pipet.

Odczynniki
- Plyn fizjologiczny z peptonem:

pepton - 1g, chlorek sodu - 8,5g, woda destylowana - 1000 ml, sktadniki rozpuscic,
podgrza¢, ustali¢ pH=7,0 = 0,1 dodajac 0,1 mol/l NaOH lub 0,1 mol/l HCI. Rozla¢ po

4,5 ml do probdwek, sterylizowac;
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- pozywka Coli ID;
- podtoze PCA z ekstraktem drozdzowym i glukoza:

pepton-trypton - 5g, ekstrakt drozdzowy - 2,59, glukoza - 1g, odtluszczone mleko
w proszku bez substancji hamujgcych - 1g, agar - 10-15g, woda destylowana - 1000 ml.
Podtoza przygotowac zgodnie z instrukcja producenta.
- rozcienczalnik:

ptyn Ringera z wodg 1:3 lub 0,9% NaCl.

Przygotowanie probek

Wykona¢ dziesigtne rozcienczenia mleka z 10 ml probki. Pierwsze rozcienczenie
wykona¢ w kolbie o pojemnosci 250 ml: do 90 ml rozcienczalnika doda¢ 10 ml
proby, doktadnie wymieszaé (rozcienczenie 1:10); z tego rozcienczenia pobra¢ 0,5 ml
I przenie$¢ do 4,5 ml rozcienczalnika (rozcienczenie 1:100), postgpowaé w ten sam
sposéb do uzyskania rozcieficzenia 1:100000 (107°). Rozcienczenia nalezy wykonywaé
przy ptomieniu palnika, poprzez przenoszenie 0,5 ml kazdego kolejnego rozcienczenia
do 4,5 ml plynu rozcienczajacego, uzywajac kazdorazowo oddzielnej pipety lub
koncoéwki do pipety automatycznej, kazdorazowo mieszajac zawarto$¢ probowki na

mieszadle typu Vortex.

13.1.1. Oznaczanie metoda plytkowa w temperaturze 30°C ogélnej liczby

drobnoustrojow

Zasada metody

Metoda polega na posiewie okreslonej ilosci probki i jej dziesigtnych rozcienczen do 2
rownolegtych ptytek Petriego, inkubacji z pozywka agarowa PCA w warunkach
tlenowych, a nastepnie zliczeniu kolonii. I1o$¢ kolonii przeliczana jest na 1 ml lub 1 mg

probki.

Wykonanie oznaczenia

Z kolejnych rozcienczen nalezy wykona¢ 2 posiewy réwnolegte na plytki Petriego po
1 ml proby (posiew wgtebny). Zala¢ ptytki po 15 ml podioza agarowego o temperaturze
45°C. Delikatnym ruchem (trzykrotnie w prawo, w lewo, w gore i dol) nalezy

przesuwa¢ ptytke, aby podloze réwnomiernie pokryto jej dno. Plytki pozostawi¢ do
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zastygniecia pozywki, nastgpnie odwroci¢ dnem i inkubowaé w cieplarce w temp. 30°C
przez 72 h.

W celu dokonania posiewu powierzchniowego nalezy 10 ul Iub 100 pl kazdego
rozcienczenia rozprowadzi¢ glaszczka (zanurzong w denaturacie 1 opalong nad
ptomieniem palnika) po powierzchni uprzednio przygotowanej plytki z podlozem
agarowym. Plytki inkubowa¢ w cieplarce w temp. 30°C przez 72 h.

Po tym czasie nalezy zliczy¢ kolonie wyroste na ptytkach. Do badania zastosowac

proby kontrolne pozywki i rozcienczalnika.

Obliczanie wyniku oznaczenia

Do obliczen nalezy wybra¢ ptytki, na ktérych liczba wyrostych kolonii bakterii zawiera
si¢ w przedziale 10-300, natomiast grzybow <I150. Bierze si¢ pod uwage dwa
sasiadujace ze sobg rozcienczenia. Liczbg drobnoustrojéw w 1 ml probki (L) obliczy¢

wedtug wzoru:

L =C/[V(Ny + 0,1 N,) d],
w ktorym:
C — suma kolonii na wszystkich ptytkach wybranych do liczenia,
V — objetos¢ posiewanego materiatu (ml),
N; — liczba ptytek z pierwszego liczonego rozcienczenia,
N2 — liczba ptytek z drugiego liczonego rozcienczenia,
d — wskaznik rozcienczenia odpowiadajacy najnizszemu liczonemu rozcienczeniu

(np. 10°=1/10%)

13.1.2. Oznaczanie liczby Escherichia coli przy uzyciu podloza Coli ID

Zasada metody

Metoda polega na posiewie okreslonej ilosci probki i jej dziesigtnych rozcienczen do
ptytek Petriego, inkubacji z pozywka Coli ID w warunkach tlenowych, a nastgpnie
zliczeniu rézowoczerwonych kolonii Escherichia coli. Ilos¢ kolonii przeliczana jest na

I ml lub 1 mg prébki.
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Wykonanie oznaczenia

Z kolejnych rozcienczen nalezy wykona¢ posiewy na ptytki Petriego po 1 ml proby.
Zala¢ plytki po 15 ml podloza Coli ID o temperaturze 45°C. Rozprowadzié¢ pozywke
rownomiernie. Ptytki inkubowaé w cieplarce w temp. 30°C przez 72 h.

W celu dokonania posiewu powierzchniowego nalezy 10 pl lub 100 pl kazdego
rozcienczenia rozprowadzi¢ glaszczka (zanurzong w denaturacie i opalong nad
ptomieniem palnika) po powierzchni uprzednio przygotowanej plytki z podlozem
agarowym. Plytki inkubowaé¢ w cieplarce w temp. 30°C przez 72 h.

Po tym czasie nalezy zliczy¢ kolonie wyroste na ptytkach. Do badania zastosowaé

proby kontrolne pozywki i rozcienczalnika.

Obliczanie wyniku oznaczenia

Do obliczen nalezy wybra¢ ptytki, na ktorych liczba wyrostych kolonii bakterii zawiera
si¢ w przedziale 10-300, natomiast grzybow <150. Bierze si¢ pod uwage dwa
sasiadujace ze soba rozcienczenia. Liczbg drobnoustrojéw w 1 ml probki (L) obliczy¢

wedtug wzoru — j.w.
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13.2. Oznaczenie liczby drozdzy i pleSni w wyrobach ciastkarskich

Zasada metody

Metoda polega na posiewie, w odpowiednich rozcienczeniach srodka spozywczego do
ptytek Petriego 1 zastosowaniu odpowiedniej pozywki selektywnej, inkubacji posiewow
w temperaturze 25°C przez 3 do 5 dni, obliczeniu typowych kolonii i podaniu liczby

drozdzy i plesni w 1 g probki.

Aparatura i sprzet

- Mieszadto typu Vortex;

- inkubator;

- sterylizator parowy;

- palnik laboratoryjny;

- ezy bakteriologiczne;

- sterylne szkto laboratoryjne (ptytki Petriego, probowki, koreczki plastikowe, kolby,
cylindry, pipety);

- pipety automatyczne i sterylne koncowki do pipet.

Odczynniki
- Rozcienczalnik — ptyn fizjologiczny z peptonem;
- pozywka agarowa Sabouraud
pepton - 10g, glukoza - 40g, agar - 10-15g, woda destylowana - 1000 ml. Podtoze

przygotowac zgodnie z instrukcja producenta.

Przygotowanie probek

Odwazy¢ 10 g proby, doda¢ 90 ml rozcienczalnika i homogenizowa¢ w sterylnych
warunkach. Wykona¢ dziesi¢tne rozcienczenia homogenatu. Pierwsze rozcienczenie
wykona¢ w kolbie o pojemnosci 250 ml: do 90 ml rozcieficzalnika doda¢ 10 ml préby,
doktadnie wymiesza¢ (rozcienczenie 1:10). Rozcienczenia (do otrzymania 1:1000)
nalezy wykonywa¢ przy plomieniu palnika, poprzez przenoszenie 0,5 ml kazdego
kolejnego rozcienczenia do 4,5 ml plynu rozcienczajacego, uzywajac kazdorazowo
oddzielnej pipety lub koncowki do pipety automatycznej, za kazdym razem mieszajac

zawarto$¢ probowki na mieszadle typu Vortex.
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Wykonanie oznaczenia

Z kolejnych rozcienczen przenie$¢ po 1 ml na co najmniej 2 rownolegle ptytki Petriego
i zala¢ okoto 15 ml schlodzonej do 45°C pozywki. Rozprowadzi¢ pozywke
rownomiernie. Ptytki inkubowaé w cieplarce w temp. 25°C przez 3-5 dni.

Pierwsza obserwacj¢ wzrostu nalezy przeprowadzi¢ po 3 dniach. Po tym czasie nalezy
zliczy¢ kolonie wyroslte na plytkach, wybierajac ptytki, w ktorych wyrosto od 15 do 150
kolonii. Kolonie drozdzy i plesni nalezy zlicza¢ oddzielnie. Do badania zastosowac
proby kontrolne pozywki i rozcienczalnika.

Drozdze rosng w postaci réznobarwnych blyszczacych kolonii, ple$nie natomiast
tworza réznobarwne kolonie o wygladzie meszku. W przypadkach watpliwych nalezy

wykona¢ badania mikroskopowe.

Obliczanie wyniku oznaczenia

Do obliczen nalezy wybra¢ ptlytki, na ktoérych liczba wyrostych kolonii grzybow
zawiera si¢ w przedziale 15-150. Bierze si¢ pod uwage dwa sasiadujace ze soba
rozcienczenia. Liczbe plesni lub drozdzy w 1 g probki (N) obliczy¢ wedtug wzoru j.w.

Wynik przedstawi¢ jako liczbe w przedziale 1,0-9,9 x10".

Literatura

1.  Dyrektywa Rady 92/46/EWG z dnia 16 czerwca 1992 r. Ustanawiajaca przepisy
zdrowotne dla produkcji i wprowadzania do obrotu surowego mleka, mleka
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319921.0046)

2. Steinka I., Przybytowski P.: Podstawy mikrobiologicznej analizy ZywnoSci.
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14. SUBSTANCJE ANTYODZYWCZE W ZYWNOSCI

Naleza do nich substancje utrudniajace optymalne wykorzystanie sktadnikow
odzywczych pozywienia. Dzieli si¢ je na grupy w zaleznosci od skladnikow
odzywczych w stosunku do ktérych wykazuja antyodzywcze dziatanie, tj. utrudniajace
wykorzystanie biatka, weglowodanow, witamin, sktadnikéw mineralnych.

Substancje utrudniajace wykorzystanie bialek 1 weglowodandw majg charakter
inhibitorow enzyméw trawiennych, takich jak trypsyna, chymotrypsyna, amylazy.
Substancje zmniejszajace optymalne wykorzystanie witamin to enzymy (akorbinaza,
tiaminaza) powodujace rozktad witamin do zwiazkéw nieaktywnych lub zwigzki
tworzace z nimi nieprzyswajalne z przewodu pokarmowego potaczenia (awidyna
w stosunku do biotyny). Inny mechanizm dzialania wykazuja substancje o budowie
podobnej do okre$lonej witaminy, ktére wchodzac w przemiany metaboliczne zamiast
witaminy nie mogg spetniac jej funkcji (dikumarol w stosunku do witaminy K).

Do substancji antyodzywczych utrudniajacych wykorzystanie sktadnikdw mineralnych
zalicza si¢ przede wszystkim te, ktore tworza z nimi trudno rozpuszczalne potaczenia
(kwas szczawiowy, fityniany, taniny, wielofosforany, polifenole) oraz konkurujace
znimi w procesach wchianiania lub wychwytywania przez tkanki docelowe
(siarkocyjanki) a takze wplywajace na gospodarke tymi pierwiastkami (siarkocyjanki,
karbaminiany).

Substancje antyodzywcze wystepuja w produktach spozywczych naturalnie, mogg by¢
celowo do nich dodawane (np. fosforany) lub wyst¢powac jako zanieczyszczenia.

14.1. Oznaczanie szczawianow w kawie i herbacie

Kwas szczawiowy nalezy do substancji naturalnie obecnych w zywnosci 1 moze
wykazywa¢ antyodzywcze dziatanie w stosunku do sktadnikéw mineralnych, tworzac
nierozpuszczalne sole z metalami dwu- i trojwartosciowymi powodujac obnizenie ich
wykorzystania z pozywienia.

Kwas szczawiowy jest to kwas dikarboksylowy (COOH), z dwoma atomami wegla
W czasteczce. Jest rozpuszczalny w wodzie, jego sole sodowe i potasowe sg rowniez
rozpuszczalne w wodzie, natomiast sole wapniowe, magnezowe 1 sole metali cigzkich

sa bardzo trudno rozpuszczalne w wodzie. Szczawian wapnia jest praktycznie
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rozpuszczalny tylko w stezonych kwasach. Znaczne ilosci kwasu szczawiowego
zawierajg produkty pochodzenia ro§linnego.

Biorgc pod uwage stosunek kwasu szczawiowego do wapnia (dla uproszczenia pomija
si¢ inne pierwiastki), produkty spozywcze mozna podzieli¢ na 3 grupy:

1. Produkty, w ktérych zawarto§¢ kwasu szczawiowego wielokrotnie przekracza
zawarto$¢ wapnia: szpinak, szczaw, rabarbar, botwina, burak, herbata, kawa,
kakao. Wapn wystepujacy w tych produktach jest praktycznie niedostepny,
a ponadto nadmiar kwasu moze wigza¢ wapn z innych produktow spozywanych
jednoczesnie lub jony szczawianowe mogg by¢ wchianiane do krwi. Wtedy
mozna spodziewac si¢ toksycznego dziatania kwasu szczawiowego.

2. Produkty takie jak: ziemniaki, owoce jagodowe, w ktorych kwas szczawiowy
| wapn wystepuja w prawie rownowaznych ilo$ciach, wigc wapn jest
praktycznie w formie nierozpuszczalnej, lecz spozywanie tych produktéw nie
ogranicza biodostepnosci wapnia z innych produktéw spozywanych
jednoczesnie.

3. Produkty spozywcze, ktore mimo wystepowania w nich kwasu szczawiowego
zawieraja duzo wapnia 1 stanowig jego zrodto. Naleza do nich rosliny

straczkowe, salata, kapusta, kalafior.

Zasada metody
Szczawiany rozpuszczalne wymywane sg z produktu wodg na gorgco, a szczawiany

ogotem — roztworem kwasu siarkowego. Oznaczenie polega na:

- wytraceniu nierozpuszczalnego szczawianu wapnia (osadu) buforowym 5-

procentowym roztworem CaCl; (aceton i niska temperatura przyspieszajg proces)

(COOH), + CaCl, ——»  (COO),Ca + 2HClI

- rozpuszczeniu na gorgco szczawianu wapnia w 10-procentowym roztworze kwasu
siarkowego (V1)
(CO0).Ca + H;SO4 —» (COOH); + CaS04

- miareczkowaniu na goraco 0,1 M KMnOg:

2KMnO, + 5(COOH), + 3H,SO,—> 2MnO,4+ K;SO4+ 10CO; + 8H,0
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Aparatura i sprzet
- Waga techniczna;
- wiréwka;

- faznia wodna;

3

- szklo laboratoryjne (probowki wirowkowe, biureta o pojemnosci 25 cm®, zlewki,

pipety, kolby stozkowe pojemnosci 100 cm?®, bagietki szklane, lejki, saczki bibutowe).

Odczynniki

- Chlorek wapnia (CaCl,), 5%;

- aceton;

- kwas siarkowy (V1) (H,SQO,), 10%;

- manganian (VII) potasu (KMnQOy,) 0,1 mol/I.

Wykonanie oznaczenia

Odwazy¢ na wadze technicznej tyzeczke (3g) kawy lub herbaty, zala¢ 100 cm® wrzacej
wody destylowanej, odczeka¢ 5 minut. Z przyrzadzonego naparu przenie$¢ (po
ewentualnym przesaczeniu) 10 cm® do probowki wiréwkowej. Doda¢ 5 cm® 5-
procentowego roztworu CaCl, i 5 cm® acetonu. Wstawi¢ do lodowki na 30 minut.
Powstaty osad szczawianu wapnia odwirowa¢ przez 10 minut przy 3000 obr./min. Ptyn
znad osadu wyla¢. Osad przenies¢ ilosciowo do kolbki stozkowej na 100 cm® za
pomoca 5 cm® 10-procentowego kwasu siarkowego (VI) 1 rozpusci¢ na gorgco w tazni
wodnej. Miareczkowa¢ natychmiast 0,1 M roztworem KMnO, do uzyskania barwy
rézowej utrzymujacej si¢ okoto 1 minuty.

e Obliczy¢ ilos¢ rozpuszczalnego kwasu szczawiowego w 100 g produktu,
przyjmujac, ze 1 cm® 0,1 M KMnO, odpowiada 0,9 mg (COOH),

e Poda¢, jaka ilos¢ wapnia jest wigzana przez rozpuszczalny kwas szczawiowy,
zawarty w naparze przygotowanym z 3g kawy lub herbaty, wiedzac, ze 90 mg
kwasu szczawiowego wigze 40 mg wapnia

e Poda¢ ile mleka nalezy doda¢ do naparu sporzadzonego z 3g kawy lub herbaty,
aby wapn zawarty w mleku zwigzal rozpuszczalny kwas szczawiowy z naparu

(w 100 g mleka jest 100 mg wapnia).
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14.2. Oznaczanie zawartosci tiocyjankow

Goitrogeny, czyli substancje wolotworcze, sa to rézne zwigzki organiczne oraz jony
nieorganiczne, ktére moga zaburza¢ metabolizm jodu w organizmie. Konsekwencja ich
dziatania jest spadek syntezy tyroksyny oraz przerost tarczycy. Do naturalnych
substancji wolotworczych naleza tioglikozydy, glikozydy cyjanogenne, polifenole oraz
hemaglutyniny.

Tioglikozydy wystepuja gltéwnie w roslinach krzyzowych, takich jak: kapusta biata,
kapusta wloska, jarmuz, rzezucha, brokuty, kalafior, rzepa, rzodkiewka. Do organizmu
cztowieka trafiaja przez bezposrednie spozywanie wyzej wymienionych warzyw lub
dostaja si¢ wraz z mlekiem pochodzacym od krow, karmionych pasza zawierajaca duza
ilo$¢ roslin krzyzowych. Znanych jest obecnie okoto stu tioglikozydow.

Pod wptywem tioglikozydazy tioglikozydy ulegaja hydrolizie i powstaja z nich
tiocyjaniany, izotiocyjaniany, zwigzki indolowe, nitryle oraz tiooksazolidyny.
Enzymatyczny rozktad tioglikozydéw ma miejsce w czasie zucia w jamie ustnej, a takze
przy rozdrabnianiu warzyw podczas przygotowywania potraw. Ekstrakcja woda oraz
gotowanie uwalnia wigkszo$¢ aktywnych tioglikozydow. W czasie gotowania niektore
glikozydy ulegaja destrukcji pod wplywem temperatury z wytworzeniem nitryli.
Wigkszo$¢ tiocyjankéw jest lotna i podczas gotowania warzyw w otwartym naczyniu
ulatnia si¢ z parg wodna.

Glikozydy, ktére nie ulegng hydrolizie podczas jedzenia czy przygotowywania potraw
w przewodzie pokarmowym ulegaja hydrolizie pod wplywem tioglikozydazy
bakteryjnej.

Zasada metody

Metoda polega na wyekstrahowaniu tiocyjankow z badanej proby kwasem
trichlorooctowym 1 przeprowadzeniu reakcji z jonami zelazowymi. W $rodowisku
kwasnym powstaje krwistoczerwone zabarwienie na skutek tworzenia si¢ kompleksow

od Fe(SCN)*2 do Fe(SCN)g*

Odczynniki

- Kwas trichlorooctowy, roztwoér 5 %;

- azotan (V) zelaza (I11)

80 g Fe(NOs)2 x 9 H,0 rozpusci¢ w 250 ml 2 N kwasu azotowego, uzupetni¢ do 500ml.
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Aparatura i szklo laboratoryjne

- Spektrofotometr;

- wirowka;

- sprzet do rozdrabniania warzyw (deska, noz, tarka);

- waga;

- ptaszcze grzejne;

- wytrzasarka;

- zlewki pojemnosci 100 ml;

- mozdzierz porcelanowy z pistlem pojemnosci 100 ml;
- cylindry miarowe pojemnos$ci 50 ml;

- probowki wirowkowe pojemnosci 25 ml;

- lejki $rednie;

- kolby stozkowe z doszlifowanym korkiem pojemnos$ci 100 ml;
- probowki;

- pipety;

- bibuta filtracyjna.

Sporzgdzenie krzywej wzorcowey:

Przygotowaé roztwor podstawowy jonow SCN’, rozpuszczajac 16,7 mg rodanku
potasowego (m. cz. 97,18) w 1000 ml 5 % kwasu trichlorooctowego (roztwér A),
nastepnie 10 ml tego roztworu rozcienczy¢ tym samym kwasem do 100 ml, uzyskujac
W ten sposob roztwor wzorcowy B, ktoérego 1 ml zawiera 10 pg jonow SCN'. Z tego
roztworu przygotowuje si¢ krzywa wzorcowa wedhug schematu podanego ponizej,

pobierajac do kolejnych probowek 0-5 ml wzorca 1 uzupetniajac do 5 ml TCA.

roztwor B 5% TCA azotan zZelaza stezenie
ml ml ml ug/ml
0 5 5 0 (Slepa)
1 4 5 2
2 3 5 4
3 2 5 6
4 1 5 8
5 0 5 10

Doda¢ azotan zelaza. Zmierzy¢ absorbancje¢ wobec proby §lepej przy dt. fali 470 nm.
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Wykonanie oznaczenia

Z jednorodnej rozdrobnionej proby badanego materialu przygotowaé dwie nawazki po 5
g. Jedng z nich przenies¢ do zlewki na 100 ml, doda¢ 50 ml wody i ogrzewac,
utrzymujac w lekkim wrzeniu przez 10 min.

Surowy 1 gotowany (po odlaniu wody) materiat rozetrze¢ doktadnie w porcelanowym
mozdzierzu, przenie$¢ ilosciowo do kolby stozkowej z doszlifowanym korkiem
uzywajac 45 ml 5 % roztworu kwasu trichlorooctowego (TCA) 1 wytrzasaé przez
10 min. Nastepnie probki odwirowa¢ przy 3000 obr./min. przez 10 min. i sgczy¢ przez
twardy saczek.

Z kazdego przesaczu (po doktadnym wymieszaniu) pobra¢ po 2 ml do dwdch
proboéwek. Do jednej proboéwki doda¢ 2 ml wody (Slepa proba), a do drugiej 2 ml
roztworu azotanu zelaza (od tej chwili przetrzymywac proby bez dostepu Swiatta).
Przygotowac probe §lepa odczynnikowa, biorac 2 ml wody i 2 ml azotanu zelaza.
Zmierzy¢ absorbancj¢ prob wilasciwych i §lepych wobec wody przy dhugosci fali 470
nm w czasie nie dluzszym niz 5 min od dodania azotanu Zelaza. St¢zenie
siarkocyjankdw w badanej probce odczytaé z krzywej wzorcowej pomniejszajac
uzyskang absorbancj¢ o wartosci odpowiednich prob slepych (Slepej proby i Slepej

odczynnikowej). Wynik przeliczy¢ na nawazke i na 100 g produktu.
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15. OCENA PRZYDATNOSCI WODY DO PICIA

Zawarto$¢ wody w organizmie dorostego cztowieka powinna by¢ stata — bilans zerowy.
Wyjatek stanowi okres wzrostu i cigza, gdzie obserwowany jest dodatni bilans wody.
Zapotrzebowanie dobowe dla dorostego cztowieka, zgodnie z najnowszymi zaleceniami
wynosi dla kobiet 2000 ml, a dla m¢zczyzn 2500 ml.

Rozporzadzenie Ministra Zdrowia z dn. 29 marca 2007 w sprawie jakosci wody
przeznaczonej do spozycia przez ludzi (Dz. U. 2007, nr 61, poz. 417, z p6zn. zm. Dz. U.
2010, nr 72, poz. 466) okreSla wymagania mikrobiologiczne, chemiczne,
organoleptyczne, fizykochemiczne oraz radiologiczne, jakim powinna odpowiadac

woda przeznaczona do spozycia, w tym woda pochodzaca z sieci dystrybucyjne;j.

Parametry opisujace przydatno$¢ wody do picia:

I. Wymagania fizyczne i organoleptyczne:
1. Barwa, smak, zapach — akceptowalne przez konsumentow i bez
nieprawidtowych zmian
2. Mgtnos¢ — max. 1 NTU (ang. Nephelometric Turbidity Unit —
nefelometryczna jednostka metnosci)
pH-6,5-9,5
Przewodno$¢ — 2500 uS/cm (w temp. 25 st. C)
Utlenialno$¢ z KMnO4— max. 5 mg/I

o ok~ w

Twardo$¢ — 60-500 mg/l (w przeliczeniu na weglan wapnia). Wartos¢
zalecana ze wzgledow zdrowotnych, ale nie naktada obowiazku

uzupehiania minimalnej zawarto$ci.

Il. Parametry mikrobiologiczne:
Escherichia coli — 0jtk./100 ml;
enterokoki — 0jtk./100 ml;

Clostridium perfringens tacznie ze sporami — 0jtk./100 ml.
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I11. Parametry chemiczne, najwyzsze dopuszczalne st¢zenia:

1. Jon amonowy 0,50 mg/I 18. Glin 0,2 mg/l

2. Akryloamid 0,10 pg/l 19. Kadm 0,005 mg/I

3. Antymon 0,005 mg/I 20. Mangan 0,05 mg/I

4. Arsen 0,010 mg/l 21. Miedz 2,0 mg/l

5. Azotany (V) 50 mg/l 22. Nikiel 0,020 mg/I

6. Azotany (I11) 0,50 mg/I 23. Otow 0,0107 mg/l

7. Benzen 1,0 ug/l 24. Pestycydy 0,10 pg/l

8. Benzo(a)piren 0,010 pg/l 25.  Suma Pestycydow 0,50 g/l

9. Bor1,0mg/l 26. Rte¢ 0,001 mg/l

10. Bromiany 0,010 mg/I 27. Selen 0,010 mg/l

11. Chlorki 250 mg/I 28. Siarczany 250 mg/I

12. Chlorek winylu 0,50 pg/l 29. Sod 200 mg/1

13. Chrom 0,050 mg/I 30. Suma Trichloroetenu

14. Cyjanki 0,050 mg/l i Tetrachloroetenu 10 pg/1

15. 1,2 — Dichloroetan 3,0 pg/l 31. Suma WWA 0,10 pg/l

16. Epichlorohydryna 0,10 pg/l 32.  Suma THM 100 pg/l

17. Fluorki 1,5 mg/l 33. Zelazo 0,20 mg/l
Literatura
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16. METODY OCENY JAKOSCI MIODOW PSZCZELICH

Midd - to naturalny stodki produkt wytwarzany przez pszczoty Apis mellifera przez
Iaczenie z wlasnymi specyficznymi substancjami nektaru roslin lub wydzielin zywych
czesci roslin, lub wydalin owadow ssacych soki zywych czgéci roslin, skladowany,
odparowywany i pozostawiony do dojrzewania w plastrach.

W zalezno$ci od pochodzenia rozroznia si¢ nastgpujace rodzaje miodu:

a) miod nektarowy (N) - bedacy miodem wytwarzanym przez pszczoly z nektaru
roslin, wydzielanego z nektarnikow kwiatowych lub pozakwiatowych,

b) midéd spadziowy (S) - bedacy miodem wytwarzanym przez pszczoly glownie
z wydalin owaddéw ssacych soki zywych czgéci roslin lub wydzielin zywych czgdci
ros$lin,

¢) miod nektarowo-spadziowy (NS) - bedacy miodem wytwarzanym przez pszczoty
Z nektaru ro$lin i z wydalin owadow ssacych soki zywych czgséci roslin lub wydzielin

zywych czesci roslin.

Rozr6znia si¢ nastepujace odmiany miodu:
1) nektarowego:
a) pochodzacy z okreslonej rosliny, okreslany nazwa tej rosliny (rzepakowy,
akacjowy, lipowy, gryczany, wrzosowy),
b) wielokwiatowy - pochodzacy z wielu roslin;
2) spadziowego:
a) ze spadzi lisciastej,

b) ze spadzi iglaste;j.
O jakosci miodow decyduje zawartos¢ cukrow redukujacych i1 sacharozy (patrz rozdz.

5.1.2.), obecno$¢ enzymow, proliny, sktadnikow mineralnych (patrz rozdz. 9.1.) i wody

oraz ilo$¢ hydroksymetylofurfuralu i pierwiastkow toksycznych (patrz rozdz. 9.2.).
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16.1. Analiza pylkowa

Zasada metody

Oznaczenie polega na okresleniu procentowego udziatu pytkdw poszczegdlnych
gatunkoéw roslin w osadzie miodowym. Pytek, ktory wystepuje w znacznej przewadze
w porownaniu do innych pytkow okresla si¢ jako przewodni, a miod z tej rosliny

uznawany jest za odmianowy.

Aparatura i szklo laboratoryjne:

- Waga;

- wiréwka (3000 obr./min.) z probéwkami na 20 ml;
- mikroskop;

- szkietka podstawowe i nakrywkowe.

Przygotowanie proby

Odwazy¢ 10 g miodu do probowki wiréwkowej o pojemnosci 20 ml i uzupeié¢ do
20 ml woda destylowang podgrzang do temp 50 st. C. Midd rozpusci¢ mieszajac
bagietkg. Probowke wstawi¢ do wirowki 1 wirowa¢ prze 5 min. z predkoscia

3000 obr./min.

Wykonanie oznaczenia

Nadsacz delikatnie odpipetowac pipeta automatyczng, aby nie zmaci¢ osadu. Jesli osadu
jest mato (ok. 0,1 ml) pozostawi¢ nad nim warstwe 0,5 cm, a jezeli duzo (0,3 ml) — 1 cm
warstwe wody. Osad zmiesza¢ i rozprowadzi¢ roéwnomiernie na szkietku
przedmiotowym, na ktéorym od spodu zaznaczono granice 1 cm?. Otrzymany preparat
lekko posuszy¢ 1 obserwowac¢ pod mikroskopem w 100-krotnym powigkszeniu. Na
obserwowane] powierzchni mozna umiesci¢ krople glicerozelatyny 1 przykry¢
szkietkiem nakrywkowym. Na powierzchni 1 cm? przeliczy¢ 300 kolejnych ziaren
pytku identyfikujac ich rodzaj (Ryc. 16.1) i zestawiajac ich ilos¢ w tabeli. Gatunki nie
okreslone zapisa¢ jako ,inne”. Oddzielnie wyodrgbni¢ ziarna pytku roslin

wiatropylnych i nie nektarujacych.
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Obliczanie wynikow oznaczenia
Od policzonych 300 ziaren pytku odja¢ wszystkie ziarna pylku roslin wiatropylnych
I nie nektarujgcych. Udziat pytku przewodniego (X) obliczy¢ w procentach wg wzoru:
X = (p x 100)/z
w ktorym:
p — liczba ziaren pytku przewodniego;

Z — liczba ziaren pytku roslin nektarujacych

Ryc. 16.1. Rézne rodzaje pytkow: A —wrzosowy, B — rzepakowy, C — akacjowy,
D — lipowy, E — gryczany.
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16.2. Oznaczanie aktywnosci diastatycznej miodu

Cennymi sktadnikami miodu pod wzglgdem ich wilasciwosci leczniczych sg enzymy.
Pochodzg one gtownie z wydzieliny gruczoldw §linowych pszczot, a takze z ziaren
pytku kwiatowego oraz ze spadzi. Do najwazniejszych nalezy zaliczy¢:

- inwertazg, ktora powoduje rozpad sacharozy do glukozy i fruktozy, czyli wywoluje
tak zwang inwersjg,

- amylazy: alfa-amylaza prowadzi przemiane skrobi do dekstryn, natomiast beta-
amylaza ich dalszy rozpad do maltozy (enzymy te zwane tez sg diastazami),

- oksydaz¢ glukozy - enzym powodujacy utlenianie glukozy do kwasu glukonowego
(w reakcji tej powstaje takze ditlenek diwodoru - zwigzek o silnych whasciwosciach
przeciwdrobnoustrojowych).

W miodzie stwierdzono réwniez wystepowanie kilkunastu innych enzymoéw, w tym
lizozymu.

Liczba diastazowa w naturalnych miodach pszczelich nie powinna by¢é mniejsza niz
8 (wedlug skali Schade), z wyjatkiem miodu piekarniczego (przemystowego), z tym ze
nie mniej niz 3 — w miodzie z naturalnie niskg aktywno$cig enzymow oraz zawartoscia

HMF nie wigcej niz 15 mg/kg.

16.2.1. Oznaczanie liczby diastazowej miodu wg PN-88/A-77626

Zasada metody
Aktywnos$¢ diastatyczng miodu okres$la si¢ na podstawie rozkladu roztworu skrobi

nastgpujacego pod wptywem znajdujacego si¢ w miodzie enzymu a-amylazy.

Odczynniki i roztwory

- Alkohol etylowy, 96 % (v/v);

- chlorek sodu, 0,1 mol/I;

- eter etylowy;

- fenoloftaleina, 1 % w/w w alkoholu etylowym 95 %;
- jod 0,05 moll/l;

- kwas octowy 0,02 mol/l;

- kwas chlorowodorowy 2mol/l;

101



- roztwor skrobi: 20 g skrobi ziemniaczanej gotowaé w kolbie stozkowej pojemnosci
500 ml w mieszaninie ztozonej ze 100 ml 96 % (v/v) alkoholu etylowego i 7 ml 2 mol/l
roztworu kwasu chlorowodorowego. Gotowa¢ przez 1 h w fazni wodnej pod chtodnicg
zwrotng. Podczas gotowania kolba powinna by¢ zanurzona w kapieli wodnej. Po
ostudzeniu odsaczy¢ skrobie na lejku sitowym Buchnera, przemy¢ 96 % (v/v)
alkoholem etylowym do zaniku reakcji na jon chlorkowy (préba z azotanem srebra),
nastepnie przemy¢ dwukrotnie eterem etylowym 1 suszy¢ w temp 35 °C. Tak
przygotowang skrobi¢ przechowywaé¢ w ciemnym, szczelnie zamkni¢tym naczyniu nie
dhuzej niz pot roku;

- skrobia rozpuszczalna, 1 %: w kolbie stozkowej ogrzewac¢ 75 ml wody do temperatury
wrzenia. Do wrzatku wla¢ zawiesing 1 g skrobi w zimnej wodzie, a naczynie poptukac
trzykrotnie, aby cato$¢ skrobi dostata si¢ do wrzatku. Ciagle mieszany roztwor
powinien wrze¢ okoto 10 minut, a nast¢pnie po schtodzeniu nalezy przela¢ go do kolby
miarowej pojemnosci 100 ml i uzupetni¢c woda do kreski. Prawidlowo przygotowany
roztwdr powinien by¢ przezroczysty i wykazywac lekka opalescencje.

- toluen;

- wodorotlenek sodu, NaOH, 0,05 mol/I.

Aparatura i sprzet laboratoryjny

- Laznia wodna;

- zlewki o pojemnosci 50 ml;

- kolby miarowe o pojemnosci 100 ml;
- probowki z doszlifowanym korkiem,;
- biureta;

- pipety; bagietki szklane.

Wykonanie oznaczenia

10 g miodu zwazonego z doktadnoscig do 0,001 g rozpusci¢ w 25 ml zimnej wody
destylowanej wysyconej toluenem. Do roztworu doda¢ 1-2 krople fenoloftaleiny
I zmiareczkowa¢ 0,05 mol/l roztworem wodorotlenku sodu do stabo rézowego
zabarwienia. Roztwor przenies¢ do kolby miarowej na 100 ml i dopelni¢ woda do

kreski.
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Do 12 probowek, oznaczonych od 1 do 12 umieszczonych w statywie dodawa¢ kolejno:
roztwor miodu, wode, kwas octowy, chlorek sodu i 1 % roztwor skrobi w ilo$ciach

wedhug tabeli 16.1.

Tabela 16.1. Wielkos¢ liczby diastazowe;.

Nr Roztwoér Kwas | Chlorek | Roztwor

probowki | miodu Woda octowy sodu skrobi Razem —
1 10,0 4,0 0,5 0,5 1,0 16 1,0
2 10,0 2,5 0,5 0,5 2,5 16 2,5
3 10,0 0,0 0,5 0,5 5,0 16 5,0
4 7,7 2,3 0,5 0,5 5,0 16 6,5
5 6,0 4,0 0,5 0,5 5,0 16 8,3
6 4,6 54 0,5 0,5 5,0 16 10,9
7 3,6 6,4 0,5 0,5 5,0 16 13,9
8 2,8 7,2 0,5 0,5 5,0 16 17,9
9 2,1 7,9 0,5 0,5 5,0 16 23,8
10 1,7 8,3 0,5 0,5 5,0 16 29,4
11 1,3 8,7 0,5 0,5 5,0 16 38,5
12 1,0 9,0 0,5 0,5 5,0 16 50,0

Napelnione probowki po wymieszaniu umiesci¢ w tazni wodnej o temperaturze 45-50°C
1 inkubowa¢ przez godzing. Nastepnie probowki schtodzi¢ 1 wstawi¢ do statywu. Do
kazdej probowki doda¢ po 1 kropli 0,05 ml/l roztworu jodu, wstrzasna¢ i obserwowac
powstale zabarwienie. Zabarwienie niebieskie do fioletowego wskazuje na niecatkowitg
hydrolizg skrobi. Za podstawg okreslenia liczby diastazowej nalezy przyja¢ probdéwke
0 zabarwieniu purpurowym, $wiadczacym o catkowitym roztozeniu skrobi. Wedlug jej

numeru odczytac z tabeli 16.1. warto$¢ liczby diastazowe;.
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16.2.2. Oznaczanie aktywnosci diastatycznej miodu metoda spektrofotometryczna

Zasada metody

Aktywnos$¢ diastatyczng miodu okre§la si¢ metodg fotometryczng (zgodnie
Z Rozporzadzeniem Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi w sprawie szczegoétowych
wymagan w zakresie jakosci handlowej miodu), w ktorej jako substrat stosowana jest
nierozpuszczalna skrobia skoniugowana z bi¢kitnym barwnikiem. Amylaza hydrolizuje
skrobi¢ do rozpuszczalnych w wodzie fragmentow tworzacych z barwnikiem niebieskie
potaczenia, ktorych absorbancja mierzona jest spektrofotometrycznie przy dtugosci fali

620 nm.

Aparatura i sprzet

- Laznia wodna z termostatem (40,0+0,2 °C);
- wagi analityczne (+£0,0001g)

- kuwety spektrofotometryczne 1cm;

- spektrofotometr;

- mieszadlo;

- stoper;

- bibuta filtracyjna;

- pipety o poj. 1 i 5 ml.

Odczynniki

- Test do oznaczania aktywno$ci a-amylazy — skrobia koniugowana z blekitnym
barwnikiem);

- wodorotlenek sodu, 0,5 mol/l

- bufor octanowy, 0,1 mol/l pH=5,2: rozpusci¢ 13,6 g trojwodnego octanu sodu
w wodzie. Doprowadzi¢ do pH=5,2 za pomocg lodowatego kwasu octowego (1-2 ml)

i rozcienczy¢ do 1 1 woda;

Przygotowanie probek
W zlewce odwazy¢ 1 g = 0,0001 g dobrze wymieszanego miodu i przenies¢ ilo§ciowo
za pomoca buforu octanowego do kolby miarowej o poj. 100 ml. Dopeti¢ do kreski

buforem octanowym.
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Wykonanie oznaczenia

5 ml roztworu proby przenie$¢ do probowki i umieécié w tazni wodnej o temp. 40°C.
Jednoczesnie w takich samych warunkach ogrzewaé probe Slepg (5 ml buforu
octanowego w probdéwce). Po uptywie 15 min do obu roztworéw doda¢ po 1 tabletce
testu. Wlaczy¢ stoper. Mieszaé roztwory na mieszadle do momentu rozpuszczenia
tabletek (ok. 10 sek.) a nastepnie umiesci¢ z powrotem w tazni. Po uptywie doktadnie
15 min. doda¢ 1 ml roztworu wodorotlenku sodu (przerwanie reakcji enzymatycznej).
Ponownie wymiesza¢ roztwory na mieszadle przez 5 sek., przefiltrowac przez bibute
I mierzy¢ absorbancj¢ przy di. fali 620 nm wobec wody jako proby referencyjne;j.
Absorbancje proby $lepej nalezy odja¢ od absorbancji proby badanej. W przypadku
absorbancji wiekszej od 1 rozcienczy¢ roztwor probki woda 1 uwzglednié rozcienczenie

podczas obliczania wynikow.

Obliczanie wyniku oznaczenia
Liczbe diastazowa (LD)
- w przedziale LD = 8-40 obliczy¢ wedtug wzoru:
LD =28,2+AA4 + 2,64,

- w przedziale LD = 0-8 obliczy¢ wedlug wzoru:
LD =35,2+AA4 - 0,46,

w ktorych:
AA — roznica absorbancji badanego roztworu miodu 1 probki Slepej,
28,2; 2,64 oraz 35,2; 0,46; — stale uwzgledniajace zalezno$¢ migdzy

aktywnoscig diastatyczng miodu.
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16.3. Oznaczanie zawartos$ci proliny

Prolina — kwas L-pirolidyno-2-karboksylowy, jeden z endogennych aminokwasow
wystepujacych w biatku. Miody zawierajg przecietnie ok. 0,04% biatek. W naturalnych
miodach pszczelich wyizolowano 18 aminokwasow: proling (30-70% ogdlnej
zawarto$ci wszystkich aminokwasoéw), lizyng, kwas asparaginowy i glutaminowy,
fenyloalaning, glicyng, alaning, leucyng, waling, izoleucyng, treoning, seryne,
metionineg, hydroksyproling, histydyne, argining, tryptofan, tyrozyne. W 100 g miodow
nektarowych zawarto$¢ wolnych aminokwaséw wynosi od 37 mg do 875 mg (Sr.
175 mg), a w spadziowych — od 54 mg do 269 mg/100 g ($r. 178 mg/100 g). Prolina jest
specyficznym aminokwasem wystepujacym w iloSciach przynajmniej 10-krotnie
wyzszych w odniesieniu do innych aminokwaséw w miodach. Wedlug Polskiej Normy
PN-88/A-77626 w 100 g naturalnego miodu pszczelego nie powinno by¢é mniej niz
25 mg proliny (niezaleznie od typu miodu). Zawarto$¢ proliny w miodach pszczelich

stuzy do oceny stopnia zafalszowania miodu zinwertowang sacharozg.

Zasada metody
Metoda polega na wyodrgbnieniu proliny z innych aminokwaséw miodu za pomocag

izopropanolu i pomiarach kolorymetrycznych jej barwnego kompleksu z ninhydryna.

Odczynniki i roztwory
- Stezony kwas mrowkowy;
- roztwor ninhydryny w dimetoksyetanolu 3% (m/m):
odwazy¢ 3 g ninhydryny i uzupetni¢ do 100 g eterem. Uwaga! Farbuje;
- roztwor wodny izopropanolu 1:1 (v/v);

- prolina (wzorzec).

Aparatura i sprzet

- Spektrofotometr;

- waga;

- faznia wodna,;

- termometr;

- zlewki na 50 ml;

- kolby miarowe o pojemnosci 50 ml;

- probowki z korkami.
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Sporzadzenie krzywej wzorcowej

Odwazy¢ 40 mg proliny (z dokladnoscig do 0,0001 g) i rozpusci¢ w 1000 ml wody
destylowanej. Nast¢pnie pobra¢ 10, 25, 50 i 75 ml przygotowanego roztworu
podstawowego 1 przenies¢ do kolb o pojemnosci 100 ml. Uzupetni¢ wodg destylowang
do kreski. Z otrzymanych roztworéw oraz z roztworu wyjsciowego pobra¢ po 0,5 ml
I przenie$¢ do dwoch probowek z korkami tak, aby byty po dwie probowki kazdego
rozcienczenia i roztworu podstawowego. Nastepnie do kazdej proboéwki dodac¢ po
0,25 ml stgzonego kwasu mréwkowego 1 po 1 ml 3% roztworu ninhydryny.
Przygotowac $lepa probe: do probowki wla¢ 1,75 ml wody destylowanej. Wszystkie
proboéwki wstawi¢ do wrzacej tazni wodnej na 15 min. Nastgpnie schtodzi¢ do temp.
22°C w ciagu 5 min. Po ostudzeniu doda¢ po 5 ml wodnego roztworu izopropanolu.
Wymiesza¢ 1 zmierzy¢ ekstynkcje przy dlugosci fali 520 nm. Krzywa wzorcowa

wykresli¢ w uktadzie: absorbancja — zawarto$¢ proliny w ug/0,5 ml roztworu.

Przygotowanie proby
Odwazy¢ 2,5 g miodu z doktadnoscig do czwartego miejsca po przecinku i1 przenie$¢

ilosciowo do kolby miarowej na 50 ml, uzupetni¢ woda do kreski.

Wykonanie oznaczenia

Do trzech probowek odpipetowa¢ po 0,5 ml roztworu miodu (1 probdéwka to blanc,
a dwie do badania). Do dwoch probowek doda¢ po 0,25 ml kwasu mrowkowego 1 po
1 ml 3% roztworu ninhydryny. Do trzeciej probowki doda¢ 1,25 ml wody destylowane;.
Zamkna¢, wymiesza¢ i umiesci¢ na 15 min. we wrzacej tazni wodnej. Nastgpnie oziebi¢
do temp. 22°C w ciggu 5 min. i doda¢ 5 ml wodnego roztworu izopropanolu.
Wymieszaé 1 zmierzy¢ ekstynkcje przy di. fali 520 nm wobec proby zerowej. Zawarto$¢
proliny odczyta¢ z krzywej wzorcowej, pamigtajac, ze jest to zawarto$¢ proliny

w ng/0,5 ml roztworu miodu.

Obliczanie wynikoOw oznaczenia
Zawartos¢ proliny (P) w mg/100 g miodu wyliczy¢ ze wzoru:
P=AxA4,

w ktorym:
A —ilo$¢ proliny w ng/0,5 ml roztworu (odczyt z wykresu);
4 — wspotczynnik rozcienczen.

107



16.4. Oznaczanie zawartosci wody metoda refraktometryczna

Zawarto$¢ wody w naturalnych miodach pszczelich nie powinna by¢ wieksza niz 20%,
z tym ze nie wigcej niz: 23% - w miodzie wrzosowym i w miodzie piekarniczym, 25% -

w miodzie piekarniczym wrzosowym.

Zasada metody
Metoda polega na okresleniu wspotczynnika zalamania $wiatlta (refrakcji)
w refraktometrze a nast¢pnie odczycie zawarto$ci wody (%w/w) i ekstraktu (% wiw)

Z tabeli zalezno$ci migedzy tymi wielko$ciami.

Aparatura
- Refraktometr;

- faznia wodna.

Przygotowanie préby
Z miodow, ktore ulegly krystalizacji nalezy pobra¢ okoto 5 g, umiesci¢ w probowce,
zamkna¢ korkiem. Doprowadzi¢ do stanu ptynnego przez podgrzanie w tazni wodnej

0 temp. 35-45 °C.

Wykonanie oznaczenia

Na suchym dolnym pryzmacie refraktometru umiesci¢ precikiem szklanym kilka kropli
miodu, rozprowadzi¢ bagietkag po catej powierzchni 1 przykry¢ suchym pryzmatem
matowym. Wykona¢ pomiar i odczyta¢ na podzialce wspolczynnik zatamania $wiatta
(refrakcji) z doktadnoscia do czwartego znaku. W przypadku wykonania pomiaru
w temp. roznej od 20°C, na kazdy stopien podwyzszenia temperatury nalezy zwigkszy¢
zmierzony wspoOtczynnik refrakcji o 0,00023, a na, na kazdy stopien ponizej 20°C
obnizy¢ wspoétczynnik o t¢ samg wielkos¢. Z tabeli 16.3. odczytaé odpowiadajaca
wspotczynnikowi zawarto$¢ wody w procentach wagowych. Za wynik nalezy przyjaé
srednig arytmetyczng wynikow z co najmniej dwoch réwnolegtych oznaczen nie

roznigcych si¢ wiecej niz o 0,2%.
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Tabela 16.3. Zalezno$¢ wspotczynnika zatamania $wiatta (refrakcji) (n), zawartosci

wody (% w/w) i ekstraktu (% w/w).

n H20 | Ekstrakt n H20 | Ekstrakt n H20 | Ekstrakt n H20 | Ekstrakt
1,5018 | 14,0 84,4 |1,4932| 17,3 81,2 |1,4850| 20,6 78,0 |1,4762| 23,9 74,7
1,5015| 14,1 84,3 [1,4930]| 17,4 81,1 |1,4847| 20,7 779 [1,4765]| 24,0 74,6
1,5012 | 14,2 84,2 |1,4927| 17,5 81,0 |1,4845| 20,8 77,8 |1,4762| 24,1 74,5
1,5009 | 14,3 84,1 [1,4925]| 17,6 80,9 [1,4842]| 20,9 77,7 11,4760 24,2 74,4
1,5007 | 14,4 84,0 |1,4922| 17,7 80,8 |1,4840| 21,0 77,6 |1,4757| 24,3 74,3
1,5004 | 14,5 83,9 [1,4920]| 17,8 80,7 [1,4837| 211 775 |1,4755| 24,4 74,2
1,5002 | 14,6 83,8 [1,4917| 17,9 80,6 |1,4835]| 21,2 77,4 |1,4752| 24,5 74,1
1,4999 | 14,7 83,7 [1,4915]| 18,0 80,5 [1,4832]| 21,3 77,3 [1,4750| 24,6 74,0
1,4997 | 14,8 83,6 |1,4912| 18,1 80,4 |1,4830]| 214 77,2 | 1,4747| 24,7 73,9
1,4994 | 14,9 83,5 [1,4910]| 18,2 80,3 [1,4827| 215 77,1 |1,4745)| 24,8 73,8
1,4992 | 15,0 83,4 |1,4907| 18,3 80,2 |1,4825]| 21,6 77,0 |1,4742| 249 73,7
1,4989 | 15,1 83,3 [1,4905| 18,4 80,1 [1,4822]| 21,7 76,9 [1,4740| 25,0 73,6
1,4987 | 15,2 83,2 [1,4902| 18,5 80,0 |1,4820| 21,8 76,8 |1,4737| 25,1 73,5
1,4984 | 15,3 83,1 |1,4900| 18,6 79,9 [1,4817| 219 76,7 [1,4735]| 25,2 73,4
1,4982 | 15,4 83,0 |1,4897| 18,7 79,8 |1,4815]| 22,0 76,6 |1,4732| 25,3 73,3
1,4979| 15,5 82,9 [1,4895]| 18,8 79,7 [14812| 22,1 76,5 [1,4730| 25,4 73,2
1,4976 | 15,6 82,8 |1,4892| 18,9 79,6 |1,4810] 22,2 76,4 |1,4727| 25,5 73,1
1,4973| 15,7 82,7 11,4890 19,0 79,5 ]1,4807| 22,3 76,3 |1,4725| 25,6 73,0
1,4971| 15,8 82,6 |1,4887| 19,1 794 |1,4805| 22,4 76,2 |1,4722| 25,7 72,9
1,4968 | 15,9 82,5 |1,4885| 19,2 79,3 [1,4802| 22,5 76,1 [1,4720]| 25,8 72,8
1,4966 | 16,0 82,4 |1,4882| 19,3 79,2 |1,4800| 22,6 76,0 |1,4717| 25,9 72,7
1,4963| 16,1 82,3 11,4880| 19,4 79,1 | 1,4797| 22,7 75,9 [1,4715]| 26,0 72,6
1,4961 | 16,2 82,2 |1,4877| 19,5 79,0 |1,4795| 22,8 75,8 |1,4712| 26,1 72,5
1,4958 | 16,3 82,1 [1,4875]| 19,6 78,9 [1,4792| 229 75,7 [1,4710]| 26,2 72,4
1,4955| 16,4 82,0 |1,4872| 19,7 78,8 |1,4790| 23,0 75,6 |1,4707 | 26,3 72,3
1,4953 | 16,5 81,9 |1,4870| 19,8 78,7 |1,4787| 23,1 755 [1,4705| 26,4 72,2
1,4951| 16,6 81,8 |1,4867| 19,9 78,6 |1,4785| 23,2 75,4 |1,4702| 26,5 72,1
1,4948 | 16,7 81,7 [1,4865]| 20,0 78,5 [1,4782| 23,3 75,3 |1,4700| 26,6 72,0
1,4946 | 16,8 81,6 |1,4862| 20,1 784 |1,4780| 23,4 75,2 |1,4697 | 26,7 71,9
1,4943| 16,9 81,5 ]1,4860| 20,2 78,3 | 1,4777| 23,5 75,1 |1,4695| 26,8 71,8
1,4940| 17,0 81,4 |1,4857| 20,3 78,2 |1,4775]| 23,6 75,0 |1,4692| 26,9 71,7
1,4937| 17,1 81,3 [1,4855| 20,4 78,1 | 1,4772| 23,7 749 11,4690 27,0 71,6
1,4935| 17,2 81,2 |1,4852| 20,5 78,0 |1,4770]| 23,8 74,8
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16.5. Oznaczanie zawartosci 5-hydroksymetylofurfuralu (HMF)

5-hydroksymetylofurfural (HMF) — to aktywny aldehyd powstajacy przez odlgczenie
z glukozy trzech czgsteczek wody. Powstaje on podczas produkcji miodu sztucznego,
w trakcie inwersji sacharozy do cukréow prostych. Reakcja ta zachodzi w §rodowisku
kwasnym; katalizuja ja fosforany, kwasy karboksylowe, a zwlaszcza wysoka
temperatura. Na wzrost zawartosci HMF w miodach maja takze wptyw: czas 1 warunki
przechowywania, zle przeprowadzona dekrystalizacja (przegrzanie miodu), klimat,
w jakim miéd byl zbierany oraz rodzaj pozytkow pszczelich.

Zawarto$¢ HMF w miodach §wiezych wynosi 0,06 — 1 mg/100g. Midd dopuszczony do
obrotu nie moze zawiera¢ wigcej niz 4 mg/100g, z wyjatkiem miodu piekarniczego
przemystowego i z krajow tropikalnych, z tym, ze nie wigcej niz 8 mg/100g. Zawartos¢
HMF w naturalnych miodach pszczelich mozna oznaczy¢ metoda spektrofotometryczng
lub, zgodnie z Rozporzqdzeniem MRIRW z dnia 14 stycznia 2009 r. w sprawie metod

analiz zwigzanych z dokonywaniem oceny miodu - metoda HPLC.

Odczynniki i roztwory
- Roztwor p-toluidyny:

10 g p-toluidyny odwazy¢ z doktadnoscia do 0,001 g i rozpusci¢ w 50 ml alkoholu
izopropylowego w kolbie miarowej o pojemnos$ci 100 ml. Zawarto$¢ kolby lekko
ogrza¢ na tazni wodnej, doda¢ 10 ml lodowatego kwasu octowego, a nastepnie po
ochtodzeniu uzupetlni¢ do kreski alkoholem izopropylowym. Roztwdér mozna
przechowywaé¢ w ciemnej butelce przez 4 dni.

- roztworu kwasu barbiturowego:
0,5 g kwasu wysuszonego do stalej masy w temp. 105°C rozpusci¢ w kolbie

miarowej o pojemnosci 100 ml w wodzie destylowane;.

Aparatura i sprzet

- Spektrofotometr;

- waga analityczna;

- zlewki 50 ml;

- kolby miarowe o pojemnosci 50 ml;
- probowki z doszlifowanym korkiem;

- bagietki szklane.
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Przygotowanie proby
Odwazy¢ 10 g dobrze wymieszanego miodu z dokladnoscig do 0,1 g. Rozpusci¢ go
w 15 ml wody i przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej na 50 ml. Uzupetni¢ woda do

kreski, wymieszac.

Wykonanie oznaczenia

Do 2 probéwek wla¢ po 1 ml roztworu miodu i po 2,5 ml roztworu p-toluidyny. Do
jednej probowki (porownawcza) doda¢ 0,5 ml wody destylowanej, a do drugiej 0,5 ml
roztworu kwasu barbiturowego. Obie probowki doktadnie wymieszaé. Po 3-4 min.
zmierzy¢ ekstynkcje przy dilugosci fali 550 nm. W ciggu 1 min. wykonaé kilka

pomiardéw 1 obliczy¢ z nich $rednig arytmetyczng.

Obliczanie wynikow
Zawarto$¢ HMF (G) wyrazong w mg na 100 g miodu wyliczy¢ ze wzoru:
G=19,2xE/
w ktorym:
E — $rednia arytmetyczna z wynikdw pomiardow ekstynkcji,
d — grubos¢ warstwy ptynu w kuwecie (cm),

19,2 — wspotczynnik przeliczeniowy.
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17. OCENA OPAKOWAN SRODKOW SPOZYWCZYCH

17.1. Znakowanie Srodkow spozywczych

Znakowanie zywnosci oznacza umieszczanie informacji dotyczacej $rodka
spozywczego na jego opakowaniu, etykiecie, obwolucie. Zagadnienia dotyczace
znakowania zywno$ci sg przedmiotem wielu aktow prawnych. Celem znakowania
zywnosci jest udzielenie pelnej i rzetelnej informacji dla klienta, utatwienie dokonania
wyboru, zachowanie bezpieczenstwa i jakosci zywnosci. Na opakowaniu s$rodka
spozywczego nie mogg znajdowaé si¢: informacje wprowadzajace w btad; okreslenia:
»zdrowy”, ,bezpieczny” itp.; informacje o szczegélnych wlasciwosciach s$rodka
spozywczego jezeli dany produkt ich nie posiada lub wtasciwosci te dotycza catej grupy
podobnych srodkéw spozywcezych. Informacje, ktére musza znalez¢ si¢ na opakowaniu
zywnosci to: nazwa produktu, sktad, termin przydatnosci do spozycia (lub data
minimalnej trwatosci), sposéb przygotowania (jezeli jest to konieczne ze wzgledu na
specyfike produktu), dane identyfikujace producenta, kraj produkcji, zawarto$¢ netto,
warunki przechowywania (jezeli jako$¢ $rodka od nich zalezy), oznaczenie partii
produkcyjnej i klasy jakosci, kod kreskowy, informacja dotyczaca wartos$ci odzywczej
oraz ewentualnych alergenéw. Ponadto oznakowanie $rodka spozywczego musi
odpowiadac specyficznym regulacjom dotyczacym okreslonego rodzaju zywnosci (np.
na konserwach migsnych powinna znalez¢ si¢ informacja dotyczaca procentowej

zawartosci miesa).

17.1.1. Ocena opakowan w odniesieniu do zasad znakowania §rodkow spozywezych

Wykonanie éwiczenia
Nalezy wykona¢ ocene¢ dostgpnych informacji z opakowania odnosnie poprawnosci ich
zakresu, formy 1 prezentacji, oraz okresli¢ funkcje technologiczne poszczegolnych

sktadnikow $rodka spozywczego.

17.1.2. Wykonanie projektu informaciji zvwieniowej

Wykonanie ¢wiczenia
Zgodnie z obowigzujagcymi normami prawnymi w zakresie znakowania ZywnoSci

nalezy wykona¢ projekt opakowania wybranego srodka spozywczego.
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17.2. Badanie migracji globalnej i specyficznej

Jedng z metod oceny jakosci opakowan jest badanie migracji, polegajacej na
przenikaniu substancji z materiatow 1 wyrobow do zywnosci w ilosciach stanowigcych
zagrozenie dla zdrowia lub zycia cztowieka.

Migracja globalna to suma masy niskoczgsteczkowych substancji migrujacych
w $cisle okreslonych warunkach czasu i temperatury, z materiatu lub wyrobu do ptynow
modelowych imitujacych ekstrakcyjne dziatanie okreslonych grup $rodkow
spozywczych.

Migracja specyficzna oznacza masg¢ okreslonej substancji niskoczasteczkowej
migrujacej w danych warunkach czasu i temperatury z materiatu lub wyrobu do ptynu

modelowego imitujacego dziatanie okreslonej grupy srodkéw spozywczych.

Zasady badania migracji

1. Dobdr ptynu modelowego imitujacego zywnos¢ zalezy od rodzaju zywnosci, do

ktorej opakowanie jest przeznaczone (tabela 17.1.)

Tabela 17.1. Sktad ptynéw modelowych.

Oznaczenie
Sklad Rodzaj imitowanej zywnosci
plynu
A woda destylowana uwodniona o pH>4,5
B 3% kwas octowy uwodniona o pH<4,5
C >15% etanol zawierajaca etanol
5 oliwa z oliwek, olej stonecznikowy, | zawierajaca ttuszcz
mieszanina triacylogliceroli

Do badania materialow do wszystkich rodzajow Zzywnos$ci analize przeprowadza si¢
stosujac ptyny: B, CiD.

2. Warunki.

Czas 1 temperatura powinny by¢ dobrane tak, aby odpowiadatly najgorszym
przewidywanym warunkom kontaktu badanego materiatu z zywnoS$cia. Jezeli materiat
ma by¢ przeznaczony do uzycia w kuchenkach mikrofalowych badanie musi by¢
przeprowadzone w takich warunkach.

3. Metoda analityczna musi by¢ odpowiednio dobrana do rodzaju badanych analitow.

Najczesciej sg stosowane chromatografia GC oraz HPLC.
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17.3. Badanie szczelno$ci opakowan metalowych

Zasada metody

W  celu stwierdzenia szczelno$ci konserw hermetycznie zamknigtych nalezy
przeprowadzi¢ trzystopniowe badanie obejmujace ogledziny, badanie na podstawie
wycieku oraz na podstawie wydobywania si¢ gazu. Poprawne wyniki tych analiz

swiadczg o szczelnosci opakowania.

Aparatura i sprzet
- Bibuta;
- faznia wodna;

- eksykator prozniowy.

Wykonanie oznaczenia

1. Ogledziny: Nalezy okresli¢, czy na opakowaniu znajdujg si¢ $lady wgniecen,
korozji, peknig¢ oraz czy wieko jest wkleste.

2. Badanie na podstawie wycieku — badanie polega na uptynnieniu zawarto$ci
opakowania w temperaturze 70°C: w wodzie przez 5 min. lub w suszarce przez
10 min. Puszke osuszy¢, miejsca zlaczy owing¢ suchg bibulg. Wstawi¢ do
eksykatora prozniowego, wypompowac powietrze do 135 hPa, pozostawi¢ 3 min.
Nastepnie wyja¢ 1 sprawdzi¢, czy nastgpit wyciek zawarto$ci, o czym bedg
swiadczy¢ plamy na bibule.

3. Badanie na podstawie wydobywania si¢ gazu — zanurzy¢ badang konserwe
W naczyniu z wodg o temperaturze 90°C i obserwowaé przez 10 min., zwracajac

uwage, czy nie wydobywaja si¢ pecherzyki gazu.
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18. ANALIZA SENSORYCZNA ZYWNOSCI

Jakos$¢ zywnos$ci jest okreslana jako ogdt cech i1 kryteridow, przy pomocy ktorych

charakteryzuje si¢ zywnos$¢ pod wzgledem wartosci odzywczej, bezpieczenstwa dla
zdrowia konsumenta oraz jakosci organoleptycznej. Jako$¢ organoleptyczna jest
okreslana przez zespdt cech, obejmujacych smak, zapach, wyglad, w tym barwe
i konsystencje, srodkow spozywczych, ktére mozna wyodrebni¢ i oceni¢ przy pomocy
zmystow cztowieka.

Analiza sensoryczna zywno$ci powinna by¢ przeprowadzana przez zespot osob
odpowiednio przeszkolonych, o przebadanej, wysokiej wrazliwosci sensoryczne;.
W celu oceny wrazliwosci stosuje si¢ miedzy innymi probe na daltonizm smakowy oraz
ocen¢ progu wrazliwosci smakowej. Stanowiska do oceny sensorycznej powinny
znajdowaé sie w pracowni o stalej temperaturze (18-20°C), wiasciwej wentylacji,
pozbawionej obcych zapachdéw oraz czynnikéw rozpraszajacych. O$wietlenie powinno
maskowaé roznice w wygladzie probek. Zestaw badan przeprowadzanych w zakresie
analizy sensorycznej zywnosci okres$laja odpowiednie normy. Mozna wyrdzni€ trzy
grupy testow: wykazujace wystepowanie lub brak réznic migdzy probkami; oceniajace

jako$¢ (przynalezno$¢ do klas, kategorii); identyfikujace specyficzne cechy probki.

18.1. Ocena wrazliwo$ci smakowej

Odczynniki

- Woda $wiezo destylowana;

- kwas cytrynowy jednowodny, roztwor 1,2 g/l;
- kofeina, roztwor 0,54 g/l;

- chlorek sodu, roztwor 4,0 g/1;

- sacharoza, roztwor 24,0 g/1;

- glutaminian jednosodowy, roztwor 2,0 g/1.

- siarczan (V) zelaza (II) x 7 H,0, roztwoér 0,016 g/l;

Sprzet i szklo laboratoryjne
- Kolby miarowe, pojemnosci 100 ml
- pipety,

- zlewki, pojemnosci 50 ml.
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18.1.1. Okreslenie progu wrazliwo$ci smakowej

Zasada metody
Metoda polega na smakowej ocenie kolejnych rosngcych stezen roztworéw substancji

odpowiedzialnych za wywotanie wrazenia poszczego6lnych smakow.

Wykonanie oceny

Osoba przygotowujaca ocen¢ powinna wykona¢ kolejne rozcienczenia podstawowych
stezen substancji bodzcowych w 1 I wody destylowanej wedlug tabeli 18.1. Kazdy
oceniajacy dostaje seri¢ (10-15) zakodowanych probek zawierajacych roztwory
0 wzrastajacym stezeniu. Ponadto w kazdym zestawie powinny znajdowac si¢ probki
powtarzajace si¢ (np. w szeregu: D8, D7, D7, D6, D5, DS, DS, D4... itd.). Oceniajacy
zaczyna badanie od najnizszych stezen. Oceny dokonuje si¢ poprzez optukanie jamy
ustnej ok. 15 ml roztworu. Po kazdej probce oceniajgcy zaznacza na arkuszu ocen
(Rycina 18.1.) brak wrazenia (O) lub wrazenie smaku (X), za kazdym razem, gdy
oceniajacy rozpozna przyrost st¢zenia dostawia kolejny ,,X”. Jezeli oceniajacy nie
rozpozna smaku ponizej stezenia D3 — okresla si¢ to jako wysoki prog wyczuwalnosci
(mata wrazliwo$¢ smakowa), nierozpoznanie probki ponizej stgzenia D2 $Swiadczy

0 wysokim progu rozpoznania (matej wrazliwos$ci dla danego smaku).

Tabela 18.1. Serie rozcienczen roztworéow podstawowych.

Kwasny Gorzki Stony Stodki Umami Metaliczny

Nr ™y D Vv D Y, D v D v D Y p*

(mb) | (@) | (mb) | @) | (mh) | (@) [ (m) | (@) | (m) | (@1) | (ml) | (mg/l)

D1 | 500 | 0,60 | 500 | 0,27 | 500 | 2,00 | 500 | 12,00 | 500 | 1,00 | 500 8,0

D2 | 400 | 0,48 | 400 | 0,22 | 350 | 1,14 | 300 | 7,20 | 350 | 0,70 | 350 5,6

D3 | 320 | 0,38 | 320 | 0,17 | 245 | 0,98 | 180 432 | 245 | 0,49 | 245 3,9

D4 | 256 | 0,31 | 256 | 0,14 | 172 | 0,69 | 108 259 | 172 | 0,34 | 172 2,7

D5 | 205 | 025 | 205 | 0,11 | 120 | 0,48 65 156 | 120 | 0,24 | 120 1,9

D6 | 164 | 0,20 | 164 | 0,09 84 0,34 39 094 | 84 0,17 84 1,3

D7 | 131 | 0,16 | 131 | 0,07 59 0,24 23 0,55 59 0,12 59 0,9

D8 | 105 | 0,43 | 105 | 0,06 41 0,16 14 0,34 41 0,08 41 0,7

V — objetos¢ roztworu podstawowego potrzebna na 1 1 koncowego roztworu [ml];
p — stezenie koncowe roztworu [g/l]; p* [mg/l]
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18.1.2. Proba na daltonizm smakowy

Zasada metody
Metoda polega na okreSleniu zdolnosci osoby badanej do rozpoznawania
podstawowych jakosci smaku na podstawie identyfikacji smakowej roztworow

bodzcowych (Tabela 18.2.).

Wykonanie oznaczenia

Wykona¢ rozcienczenia 4 wybranych roztworow podstawowych do stezen
przedstawionych w Tabeli 18.2. poprzez wymieszanie rownych objetosci roztworéw D2
i D3. Przygotowa¢ dla osob podlegajacych badaniu 10-15 numerowanych zlewek po
30 ml roztwordéw réznych smakow oraz jeden z woda destylowang. Przygotowaé klucz
do oceny wynikéw — zestawienie numerow zlewek z odpowiadajagcymi im smakami.
Osoba badana otrzymuje blankiet oceny smakow (Ryc. 18.2.). W trakcie testowania
nalezy przeptukiwac usta ok. 15 ml ptynu, nie wolno potyka¢ badanych roztwordéw, po
kazdej testowanej probie, osoba badana przeptukuje usta wodg i zapisuje wynik w tabeli
oceny. Nalezy zachowa¢ min. 30 sek. odstgp pomiedzy badanymi probami. Za
minimum sensoryczne w zakresie rozpoznawania smakow okresla si¢ 8 lub wigcej
prawidtowych odpowiedzi. Osoba, ktora rozpoznaje poprawnie wszystkie smaki moze

zosta¢ zakwalifikowana do zespotu przeprowadzajacego oceny organoleptyczne.

Tabela 18.2. Stezenia roztworéw bodzcowych

Smak Substancja bodzcowa Stezenie (g/l)
Stodki sacharoza 5,76
Stony chlorek sodu 1,19
Kwasny kwas cytrynowy 0,43
Gorzki kofeina 0,195
Metaliczny siarczan (VI) zelaza (II) 0,00475
Umami glutaminian sodu 0,595
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Imi¢ i Nazwisko

Nrproby |1 |2 (3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10 |11 |12 |13 |14 |15

ocena*

smak**

* O - brak wrazenia smaku, x — odczucie smaku, xx, xxx — kolejne znaki przy
rozpoznaniu przyrostu smaku

** - okresli¢ smak w miejscu rozpoznania

Rycina 18.1. Arkusz oceny progu wrazliwosci smakowe;.

Imi¢ i Nazwisko

il stony | sodki | kwasny | gorzki | metaliczny | umami

©| © N @ g & W M=

10.

** - smak niezidentyfikowany

Ryc. 18.2. Blankiet oceny proby na daltonizm smakowy.
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19. RAPORT Z BADANIA PRODUKTU ZYWNOSCIOWEGO

IMIE I NAZWISKO

1. TEMAT CWICZENIA

DATA

2. CEL BADANIA

3. MATERIAL DO BADAN

4. ZASTOSOWANA METODYKA
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5. OBLICZENIA ORAZ INTERPRETACJA WYNIKOW

6. WNIOSEK KONCOWY

7. ZALICZENIE CWICZENIA

PODPIS PROWADZACEGO DATA
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