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Badanie jakosci towaréw z krajow zamorskich
Cz. I1. Warunki fizykochemiczne uwalniania i oznaczania dialdehydu
malonowego (MDA) w ziarnach Kakaowych i ich produktach

W procesach przetworczyeh, podezas przewozow i skladowania, zloione
przemiany fermentacyjne w ziarnach kakaowych, w czasie suszenia i prazenia
mogq powodowac oksydacj¢ lipidow, ktoryeh ocena jest nicodzowna ze wzgle-
dow zywieniowvch i zdrowotnych. Sklonila ona do doswiadczalnego ustalenia
optymalnych warunkow fizyvkochemicznych uwalniania MDA metodq hydrolizy
alkalicznej z zastosowaniem reagenta tiobarbiturowego (TBA) do oceny jakosci
surowcow i produktow kakaowvch, jako obiektywnego wskaznika — markera
lowarowego.

Ustalone parametry oznaczania objely: mase prébki od 0,1 do 0,3 g, hydro-
lize wodnym roztworem w 20 cm’ 0,35 N NaOH, w czasie 5 minut we wrzqcej
fazni wodnej, kolejno obnizenie pH do 0,5 za pomocq 30 em’ 0,35 N HCL, de-
stylacjg do objetosci 100 em’, z wywolaniem reakcji barwnej z TBA i oznacze-
niem absorbancji przy diugosci fali 532 nm oraz podunie wartosci w mg MDA
na kg surowca/produktu, tj. w liczbach TBA.

Potwierdza sig, ze niskie zawartosci dialdehydu malonowego w kakao i wy-
robach z ziarna kakaowego czyniq je bezpiecznymi w zywieniu czlowieka.




Tadeusz Witas. Grzegorz Molodowicz

Testing the Quality of Overseas Goods
P. I1. Physical and Chemical Conditions of Releasing
and Determination of Malonic Dialdehyde (MDA)

in Cocoa Beans and Its Products

During processing, transport and storage the complex fermentation trans-
Jormations in cocoa beans are likely to cause lipid oxidation during drying and
roasting, which must be unconditionally estimated due to nutrition and health
considerations. This has prompted us to determine in an experimental way the
optimal physical and chemical conditions for MDA release by the method of
alkaline hydrolysis applying a thiobarbiturate agent (TBA) for the assessment of
the quality of raw materials and cocoa products as an objective index and
a goods marker.

The established determination parameters covered: a sample mass from 0.1
to 0.3 g. hydrolvsis with a water solution in 20 cm’ 0.35 N NaOH, 5 minutes'
time m a boiling water bath, successively dec reasing the pH to 0.5 by means of
30 em’ 0.35 N HCI, distillation to 100 cm’ producing a colour reaction with
TBA and determining absorbance at a wavelength of 532nm and giving the
value in mg MDA per kg of raw material/product, i.e. in TBA mumbers.

It has been confirmed that low contents of malonic dialdehyde in cocoa and
cocoa bean products make them safe in the nutrition of man.

Wprowadzenie

Najwigksze nasilenie zainteresowan nad autooksydacjg, polimeryzacija,

oksydacja i kopolimeryzacjy thusrczow i olejéw oraz biooksykopolimeréw po-
chodzenia miazdzycowego wynika z problemow zwigzanych z najwazniejszymi,
najbardzicj powszechnymi typami zjelczenia oksydatywnego, ktére wystepuja
w surowcach, towarach naturalnych i w tkankach zywych organizméw.
Ien atmosferyczny odgrywa decydujaca rolg w wielu dziedzinach nowoczesne-
go przemystu spozywczego, paszowego i transportu. Oksydacja thuszczéw spo-
wodowana agresywnoscig tlenu jest przyczyng zmiany jakosci thuszezow, towa-
row biatkowo-ttuszczowych. Zachodzg zmiany barwy, smakowitoéci produktow,
obnizenie przyswajalnosci skladnikéw odzywezych oraz znacznej liczby powi-
kian patologicznych w zywych otganizmach, a nawet przy diugoletnim ich od-
dzialywaniu w konsekwencji powoduja zgony ludzi. Jednym z waznych i roz-
powszechnionych towaréw o wzglgdnie wysokiej zawartosci thuszezow jest ka-
kao. Ziarna kakaowcow s surowcem wykorzystywanym w przemysle gléwnie
spozywcezym, podlegajacym ziozonym procesom przetworczym i przewozonym
w zmiennych warunkach transportu migdzykontynentalnego.
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Ziarno pozyskuje sig¢ z owocoéw o masie $rednio 0,4 kg. Pod tuping w stod-
kim migzszu, w pieciu rzedach znajduje si¢ od 30 do 50 ziaren. Smak surowych
ziaren jest gorzki i cierpki, spowodowany duza zawartoécia substancji garbni-
kowych [30]. Swieze ziarno jest migkkic i nie nadaje sig do spozycia ani prze-
tworstwa. Odpowiedni surowiec z ziama kakaowego otrzymuje si¢ po fermenta-
cji, suszeniu i prazeniu. Celem fermentacji jest nadanic ziarnom odpowiedniego
zapachu, smaku i barwy, usunigcie miazszu i zatrzymanie zdolnoSci kietkowania
[37]. Wytworzone zwigzKi aromatyczne podczas fermentacji nadaja charaktery-
styczny zapach czekolady w procesie suszenia i prazenia. Nieprawidlowo prze-
prowadzona fermentacja ostabia wlasciwy aromat i zmienia zapach. Fermentacja
ziarna typu Criollo trwa 1-3 dni a typu Forastero 3-7 dni. Metody procesu fer-
mentacji wymagaja zachowania okre$lonych zasad [37]:

—  kielkowanie ziarna musi dokona¢ si¢ w pierwszym stadium fermentacji
beztlenowej (martwe ziarno nie daje zapachu czekoladowego);

~ ziamo po skictkowaniu musi pozosta¢ przez dhuzszy czas w duzym kopcu
lub zbiomiku pod przykryciem; w temperaturze 45°C do 46°C nie uzyskuje
si¢ wlasciwego zapachu czekolady i barwy brazowej, lecz purpurows;

~ przez mieszanic masy usuwa si¢ CO, i doprowadza tien, w ktGrej zaczy-
naja dominowac procesy utleniania i kondensacji;

~ z pulpy ziarna odprowadza si¢ drenazowo wyciek cieczy;

— gdy faza beztlenowa jest zbyt krotka, w ziarnie moze nie wytworzyc sig
odpowiednia ilos¢ prekursorow zapachowych i aromatéw oraz substan-
cji smakowych. Wtedy, choé aromat jest wyczuwalny, ziarno jest gore-
kie 1 zawiera zbyt duzo garbnikéw.

Nastgpny faza podczas procesu naturalnego suszenia na sloficu w ciggu od 1 do
2 tygodni sq zmiany chemiczne w ziarnie, ktore utrwalaja si¢. Prazenie jest
gléwng operacja techiiiogiczng w procesie przerobu ziama kakaowego [37, 591].

W praktyce stosuje sig trzy metody prazenia: calych ziaren, Sruty kakaowe)
i miazgi kakaowej. Przed magazynowaniem w silosach ziarno dosusza si¢ do 5%
zawartoéci wody. Podczas prazenia zawarto$¢ wody spada do 1%, a liczba drob-
noustrojéw z 10° ogélnej ich liczby obniza si¢ do 1000 na g [35, 37, 56]. Praze-
nie dla szlachetniejszych odmian ziama prowadzi si¢ w temperaturze 120°C, dla
pozostatych w temperaturze 125 do 140°C [27]. Najodpowiedniejszym do pra-
zenia ziarna jest promieniowanie podczerwone lub promicniowanie gamma.
Podczas prazenia lub innej obrobki cieplnej woda paruje, tuska wysycha
i twardnicje. Ziamo powigksza objgtosé o 20 do 30%. Cisnienie pary wodnej
powoduje odluszczenie ziarma. Jadro uwalnia sig od tuski i staje si¢ gumowato-
mickkie. Z jadra i luski uwalnia sig okolo czterystu zwigzkow lotnych. Cenne
substancje aromatyczne w ziamie kakaowym nalezq do zwigzkéw trudno lot-
nych: maltopochodne i kwasy aromatyczne. Istotna w wyborze metody prazenia
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jest zawarto$¢ trudno lotnych zwiazkéw aromatycznych w fazie tluszczowej
1 nietluszczowej.

Srednio lotne substancje aromatyczne zawierajg pewne ilodci pirazyn, kitdre
podczas obrébki cieplnej tworzg zwigzki furylowe, np. linalol nadajycy kwiatowy
zapach i smak, szczegilnie w ziarmie kakaowym Arriba, pochodzacym
z Trynidadu i Wenezueli [30]. Nic powinna za$§ wytworzy¢ si¢ furyloakroleina
[44). Latwo lotne aldehydy powstaja z aminokwasow, ktérych ubytek polepsza
smak produktu. Powstawanie polifenoli wplywa na intensywnos¢ aromatu, odbiera
sig rownicz wrazenie smaku ,Sciggajacego”. Reakeje Maillarda przyczyniaja sie do
powstawamia substancji aromatycznych. Przekroczenie zalecanej temperatury pra-
zenia powoduje nadmierng koncentracjg, np. dimetylopirazyny nadajacej zapach
przypalenizny. Dobor wiasciwej temperatury procesu prazenia wplywa decydujaco
na smak 1 zapach kakao. Wigkszg rownomiermno$¢ ogrzewania osiaga si¢ podezas
prazenia Sruty ziarna kakaowego i dobor wlasciwego czasu prazenia [27, 30, 35,
37, 56). Podczas prazenia tworzy si¢ znaczna ilo§¢ cukrow redukujacych i ma
miejsce uwalnianie aminokwaséw, co powoduje intensyfikacj¢ aromatu.

Nicktorzy producenci wyroboéw czekoladowych w tym celu natryskujg $rute
lub miazgg kakaowq roztworami cukrow redukujacych podczas intensywnego
mieszania. W procesie prazenia przyjeto oznaczac pirazyng jako substancje do
oceny tego procesu. Stosunkiem pirazyn dimetylowych i trimetylowych do te-
trametylowych okresla sig stopien uprazenia masy kakaowej [59].

Uprazong srutg kakaowa poddaje si¢ mieleniu, z ktorej wytlacza sie tluszcz,
a pozostaly kuch (wytloki) ochladza si¢ i rozdrabnia. Nastgpnie masg¢ poddaje
si¢ micleniu i przesiewaniu do postaci proszku kakaowego, stanowigcego popu-
lame kakao. Polproduktami z ziara kakaowego sa: tluszez — jako masto kaka-
owe, kakao do produkcji czekolady i wyrob6w cukierniczych oraz kakao do
roznych mieszanek odzywczych [2, 13, 19, 30, 36].

Z handlowego punktu widzenia rozroznia si¢ dwa zasadnicze typy ziarna
kakaowego: Criollo i Forastero. Criollo ma owoce brodawkowate o wydluzo-
nych koficach, przed fermentacja barwy bialej lub bladoszkarlatnej. Ziarno ce-
chuje fagodny, przyjemny smak i mocny aromat. Uwazane jest za ziamo naj-
wyiszej jakosct i klasyfikowane jako kakao szlachetne. Do typu Criollo zalicza
si¢ Maracaibo, Puerto Cabello, Carracas, Cejlon, Jawa, Careneru i Samoa [34].
Forestero ma owoce o powierzchni gladszej, barwie zoltej lub czerwonej. Ziarmo
drobne i bardzicj plaskie, o smaku gorzkawo-cierpkim, klasyfikowane jest jako
wkakao konsumpcyjne”. Forestero jest odporne na choroby i warunki klimatycz-
ne, majg wigkszy wydajnos¢. Do typu Forastero zalicza si¢ podtypy: Calabacillo,
Angoletta, Amelodano i Cundeamor [18]. Do typu Forastero zalicza sig gatunki
handlowe Ghana, Accra, Nigeria, Lagos, Ivory Cost, San Thome, Bahia i Togo
[18-20, 24-25, 31, 43, 46, 55-59].

W literaturze dotychczas nie natrafiono na sposéb uwalniania dialdehydu
malonowego metodq hydrolizy alkalicznej jako miernika jakoéci oksydacji lipi-
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déw towardw zamorskich, ktore charakteryzujg sig specyfika aktywnoSci anty-
utleniaczy i/lub substancji redukujacych. Do takich naleza ziarna kakaowe
i produkty pochodne przewozone, czgsto w réznych warunkach droga morska
[2, 8, 14—16]. Ziozone procesy fermentacji w ziarach kakaowych oraz podczas
suszenia i prazenia moga powodowaé oksydacje lipidow, ktorych ocena jest
nicodzowna ze wzgledow zywicniowych i zdrowotnych.

Czes¢ do$wiadczalna

Metoda, zakres badan, materialy, odczynniki i aparatura

Badanie polega na do$wiadczalnym ustaleniu optymalnych warunkow
uwalniania dialdehydu malonowego w wysoko tluszczowych produktach kaka-
owych metodg hydrolizy alkalicznej z zastosowaniem reagenta tiobarbiturowego
(TBA). Optymalizacja parametrow fizykochemicznych metodg TBA ma umoz-
liwi¢ obiektywna oceng jakosci surowcow i produktow kakaowych w kazdym
etapie przerobu, przechowywania i transportu.

Wybér prébek ziaren kakaowych, spos6b i warunki ich rozdrabniania oraz
sposob wyrazania wynikow oznaczen z odczytow przedstawiono w pracy
wstepnej [1].

W metodzie tej wyrézniono nast¢pujgcy zakres badan doswiadczalnych,
wymagajacych ustalenia optymalnych parametréw fizykochemicznych:

— stopnia i czasu hydrolizy alkalicznej: hydroliz¢ probek o masie od 0,1
do 0,3 g z ziaren kakaowych i kakao przeprowadzono w kolbach stoz-
kowych o pojemnosci 0,5 | z chlodnicg zwrotng we wrzgcee) tazni wod-
nej w 20 cm’ wodnego roztworu NaOH, w zakresie normalnosci od 0,1
do 2,0 N w ciggu 5 minut, za§ badanie czasu hydrolizy prowadzono
w przedziale od 1 do 30 minut w roztworach wodnych NaOH o st¢Zeniu
0,35 N;

— stopnia zakwaszenia zhydrolizowanych alkalicznie prébek. Po hydroli-
zie alkalicznej kolbg z zawartoscig probki poddaje si¢ w ciagu 2 minut
ochlodzeniu w wodzie biczicej, nastepnie dodaje si¢ 5-8 g NaCl czda.
i zakwasza nadmiarem wodnego roztworu 0,35 N HCI. Ochlodzenie
zhydrolizowanych probek ma na celu uniknigeie strat MDA z parg wod-
ng, pozwala utrzymac wyznaczony czas hydrolizy. Dodatek chlorku so-
du do hydrolizatu po zakwaszeniu zapobiega pienieniu si¢ probek pod-
czas destylacji, co znacznie ulatwia przebicg tego procesu. Dodatkowo
NaCl zwicksza efektywno$¢ rozdziatu produktow oksydacji podczas de-
stylacji oraz zmmicjsza rozpuszczalnos¢ tlenu w hydrolizacie wraz ze
wzrostem stgzenia soli [48];

~ stopnia destylacji hydrolizatéw prébek. Po zakwaszeniu zhydrolizowa-
nej alkalicznie prébki i dodaniu NaCl, kolbg stozkowa o pojemnosci
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0,51 laczono ze szklanym aparatem do destylacji poSredniej z para
wodng, w ktérej jest rozpuszczony MDA celem uzyskania czystego kla-
rownego destylatu — roztworu wody z aldehydem;

-~ za optymalny czas wywolywania reakcji barwnej przyjgto 30 minut
ustalone wczesniej [48].

Wyniki badan

Hydroliza alkaliczna probek z ziaren kakaowych

Warunki hydrolizy alkalicznej surowcéw i produktéw naturalnych w meto-
dzie TBA majg bardzo istctne znaczenie. Zgodnie z zasadi najwigkszego rozwi-
nigcia powierzchni, zetknigcia si¢ faz w obszarze dyfuzyjnym, w celu przyspie-
szenia procesu, hydroliza alkaliczna ma za zadanie wywola¢ dyspersj¢ probki do
postaci koloidalnej czasteczek, zemulgowanie tluszczu, zwigkszenie powierzch-
ni czynnej probki, przeciwdzialanie osiadania thuszczu na Scianach kolby.

Hydroliza alkaliczna powoduje rozpuszczenie komorek i1 tkanek, rozkiad
enzyméw oraz kompleksow biatkowych i nicbiatkowych z uwolnieniem kwa-
soéw tluszczowych, hydrolizg lipoprotein i fosfolipidéw. Z utlenionych i uwol-
nionych nienasyconych kwaséw thuszczowych, thuszezow wolnych i zwigzanych
nast¢puje oddzielenie MDA. W surowcach spolimeryzowanych hydroliza alka-
liczna ma za zadanie spowodowanie rozpadu produktéw autooksydacji, oksy-
datywnej polimeryzacji i kopolimeryzacji, jako zwigzkéw kwasoodpornych,
a tylko w roztworach o odczynie alkalicznym mozliwe jest ich rozpuszczenie
1 wyizolowanie MDA.

Hydroliza alkaliczna, ograniczona czasowo, przyczynia si¢ do rozpuszcze-
nia substratow wegglowodanowych, jednocze$nie nie powoduje rozkladu gliko-
genu i skrobi do cukréw prostych, ktére moglyby znieksztalcaé¢ otrzymane wy-
niki. Istotnym celem hydrolizy alkalicznej jest zmniejszenie poziomu zawartosci
tlenu w badanej prébce w wyniku znacznego obnizenia cisnienia czasteczkowe-
go tlenu w alkaliach. Réwnie waznym elementem hydrolizy alkalicznej jest wy-
tracanie zwigzkow Fe, Cu, Pb, Hg, Cd, Ni, Co, Zn i innych jonow, ktére mogly-
by katalizowa¢ utlenianie tluszczdw podczas oznaczania [48].

Stopiefi hydrolizy alkalicznej probek z ziaren kakaowych

Zalezno$¢ pozioméw wykrywanego MDA, wyrazong w procentach absorp-
cji, od stopnia hydrolizy alkalicznej, mierzong normalnoscia roztworow hydroli-
zujacych, zilustrowano na rysunkach | i 2. Na podstawie wynikow oznaczen
(rys. 1) ksztalt krzywych trzech frakcji z ziaren kakaowych jest podobny.
W roztworach od 0,1 do 0,3 N obserwuje si¢ uwalnianie si¢ MDA. Wsp6ing
cechg zarowno lusek, jader jak i calych ziaren jest uzyskanie gwaltownego sko-
ku uwalnianego MDA podczas hydrolizy roztworami 0,35 N. W zakresie od 0,4
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do 0,7 N obserwuje si¢ wzgledna statoéé poziomu MDA. Identyczng charaktery-
styke w przedziale od 0,1 do 0,5 N posiadaja inne zwiazki tluszczowe [47, 48],
co wskazuje na tluszczowcowe pochodzenie MDA,

Przebieg zmian w przedziale od 0,5 do 2,0 N wywolanych roztworem hy-
drolizujacym jest charakterystyczny dla produktow z przewaga zwigzkow we-
glowodanowych, co przejawia sig stalym wzrostem ilosci uwalnianego MDA.
Jest to spowodowane oddzielaniem sie aldehydu od zwigzkoéw weglowodano-
wych na skutek rozpadu cukrow. Rozne frakcje ziarma kakaowego sg zwigzkami
zlozonymi, w ktorych stosunek zwiazkéw weglowodanowych i tluszczowco-
wych jest wzglednie staly i wynosi 40/40%, pozostale 20% to zwiazki biatkowe
i inne. Tlumaczy to powolny wzrost poziomu uwalnianego MDA w zakresie
stezen roztworow od 0,5 do 2,0 N.

Na rysunku 2 przedstawiono stany zmienno$ci uwalnianego MDA w zalez-
nosci od stgzenia roztworéw hydrolizujacych probki z jader kakaowych i kakao.
Krzywe uzyskane z jader ziaren kakaowych sq blizniaczo podobne 1 uzyskuja
maksima uwolnionego MDA w roztworze 0,35 N. Podobnie stwierdzono dla
kakao, gdzie st¢zenie roztworu hydrolizujacego 0,35 N pozwala uzyskac opty-
malny wzglgdnie trwaly powtarzalny poziom uwolnionego dialdehydu malono-
wego. Na podstawie powyzszej charakterystyki stwierdzono, Ze optymalny po-
ziom uwolnionego MDA pochodzenia tluszczowcowego, z wyeliminowaniem
#rodla wiomego, np. z weglowodanéw, osigga sig podczas hydrolizy w 0,35 N
wodnym roztworze NaOH.

Czas hydrolizy probek z ziaren kakaowych

Dostepnosé¢ wolnego i zwigzancgo dialdehydu malonowego i maksymalne
jego uwolnienie jest takze uzaleznione od czasu trwania hydrolizy alkalicznej.
Hydrolizg préb prowadzono w kolbie stozkowej o pojemnosci 0,5 | z chlodnicy
zwrotng we. Zaleznosci poziomow wykrywanego MDA od czasu hydrolizy al-
kalicznej przedstawiono na rysunkach 3 i 4. Dla wszystkich frakcji ziarna kaka-
owego zaobsecrwowano stopniowy wzrost ilosci uwalnianego MDA w czasie,
a skok do poziomu wielokrotnego uzyskano po 5 minutowej hydrolizie. Przy
dluzszym czasie hydrolizy wynoszacym 6 do 10 min zaobserwowano czgsciowy
rozklad aldehydu. Przy diuzszym czasie hydrolizy i podgrzewaniu wynoszacym
od 10 do 25 minut uwidocznit si¢ stopniowy (wtdrny) wzrost poziomu MDA
wskutek uwalniania z cukrowcow. Przedluzanie jeszcze hydrolizy o dalsze 5
minut powoduje spadek uzyskiwanego MDA. Charakter przebiegu zmian (rys. 3
i 4), okreslajacych iloé¢ uwolnionego MDA z jader ziaren kakaowych i kakao
jest podobny do stgzen stwierdzonych w probkach z calych ziaren i tusek. Zmia-
ny przedstawione na rysunku 4 potwierdzaja wystgpowanie dwoch szczytowych
poziom6éw uwalnianego MDA. Pierwszy jest ,tluszczowcowy” z utlenionych
lipidow po 5 minutowej hydrolizie i drugi ,weglowodanowy™ po 25 minutach
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hydrolizy. Obraz zmian na krzywych potwierdzajg wczesniejsze obserwacje
i dowodzy wystgpowania jednego, wspolnego punktu czasowego, w ktorym
zachodzi maksimum uwalnianego MDA ze zwiazkéw tluszczowych, uwaza si¢
go za najbardziej korzystny — optymalny po 5 minutowej hydrolizie. Szczyt ten
wystepuje takze po 5 minutowej hydrolizie w kakao (rys. 4). W kakao wystepuje
znaczna zawarto$¢ tluszczu kakaowego do 18%, pozostale 82% to zwigzki po-
chodzenia weglowodanowego i biatkowego. W czasie hydrolizy 10-25 minuto-
wej obserwuje si¢ znaczny wzrost uwalnianego MDA. Taki przebieg krzywych
w koncowym ctapie sugeruje, ze MDA pochodzi z rozktadu policukrowcéw
poczatkowo do cukrow prostych a po ich rozkladzie, uwalnia si¢ dialdehyd ma-
lonowy. Na podstawie niniejszych obserwacji mozna stwierdzi¢, ze w celu mak-
symalnego uwolnienia zwigzancgo MDA ze zwigzkow tluszczowych utlenio-
nych, z ziarna kakaowego 1 kakao wystarcza § minutowa hydroliza w roztworze
0,35 N NaOH.

Warunki zakwaszenia zhydrolizowanych alkalicznie
probek ziaren kakaowych

W wyniku zakwaszenia hydrolizatu alkalicznego, w ktorym powszechnie
wystepuja weglany, ma miejsce uwolnienie CO,. Dwutlenck wegla wypiera
z probki tlen i tworzy atmosferg gazu oboj¢tnego, wyklucza to potrzebe stoso-
wania antyoksydantow, jak i atmosfery azotu, ktoére hamujg proces oksydac)i
podczas oznaczania. Maksymalne uwolnienie i oddzielenic MDA metody de-
stylacji z parg wodng zalezalo takze od stopnia zakwaszenia probek zhydrolizo-
wanych alkaliami. Dialdehyd malonowy nie jest lotny w $rodowisku zasadowym
i1 obojgtnym, istotne jest okreslenie optymalnego zakwaszenia przez dodanie
kwasu solnego do zhydrolizowanej prébki w celu maksymalnego uwolnienia
MDA. Wyniki oznaczen okreslajgcych wielkosci uwolnionego i oddestylowane-
go MDA wyrazone w %E w zalezno$ei od stopnia zakwaszenia, przedstawiajg
rysunki 5 i 6. W srodowisku silnie zasadowym (rys. ) MDA nie uwalnia sig, ale
roztwOr staje si¢ metny. W pH ponizej 6,5 w klarownym przezroczystym roz-
tworze nast¢puje nagly skok iloéci uwalnianego dialdehydu malonowego. Ob-
serwacja ta potwierdza, ze MDA uwalnia si¢ w Srodowisku kwasnym. Dalsze
zakwaszanie zhydrolizowanych probek powoduje sukcesywne powolne zwigk-
szanie wydzielanych ilodci MDA. Maksymalna ilos¢ dialdehydu malonowego
wydzicla si¢ przy zakwaszeniu prébek do pH réwnym 0,5.

Identyczny przebieg uwalniania MDA w zaleznosci od stopnia zakwaszenia
wykazujgq probki z ziama Forastero, z jader kakaowych i kakao (rys. 6). Po-
twierdza to, ze optymalne zakwaszenie probek 1 uwalnianic MDA osigga sig
przy pH 0,5. Na rysunku 7 przedstawiono przebieg uwalniania dialdehydu ma-
lonowego z dwéch frakeji ziaren kakaowych Forastero (jader 1 calych ziaren).
Zaobserwowano, ze zakwaszenie 40 cm® 0,35 N HCI spowodowal spadek lub
rozklad ilosci oznaczonego MDA, czego nie zauwazono w innych badaniach
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[47-49]. W zwigzku z tym do powtorzon ych badan uzyto 30 cm’ 0,35 N roztwo-
réw HCI, zamiast jak poprzednio 40 cm' tego roztworu, Przeblcb zaleznosci
uwalniania MDA od stopnia zakwaszenia probek przez 30 cm' 0,35 N HCI
przedstawia rysunek 8. Potwierdza to wezesniejsze ustalenia, Zze optymalna lln'sc
0,35 N HCl do zakwaszenia i uwolnienia MDA powinna wynosi¢ 30 cm’,
gwarantuje uzyskanie w pH 0,5 maksymalnie trwalej ilosci uwolnionego MDA

Warunki destylacji dialdehydu malonowego

Destylacja z parg wodng jest prosta, jest najmnie) drastycznym sposobem
wydzielenia dialdehydu malonowego. Do otrzymania MDA nie ma potrzeby
stosowania rozpuszczalnikow organicznych w celu ckstrahowania tluszczow,
bez artefaktéw. Zadaniem pary wodnej w aparacie do destylacji jest dyspersja
zhydrolizowanego tluszczu lub substratu mieszanego thuszezowo-biatkowego
lub tluszczowo-weglowodanowego. Na tym etapie oznaczania istotnym czynni-
kiem jest okreslenie najmniejszej objgtosci destylatu, ktéra obejmowataby cal-
kowity ilo$¢ oddziclonego MDA. Wyniki wydajnodci i kontrolowanie frakcjo-
nowanej destylacji zestawiono i pordwnano na rysunkach 9 i 10. Przebieg krzy-
wych wydajnosci na rysunku 9 wykazuje, ze najtatwiej oddestylowuje si¢ MDA
z probki z calych ziaren deEOW}’Lh Catkowite 100% uwolnienie MDA uzy-
skuje si¢ juz po uzyskaniu 70 cm’ destylatu. Nieco lruqu aldehyd oddestylo-
wuje si¢ z probki z lusek ziaren kakaowych. W 70 cm’ destylatu otr?ymmc Sig
92% calego uwolnionego MDA. Oddestylowanie kolejnych 20 em’ destylatu
gwarantuje otrzymanie 100% uwolnloncbo MDA. Najtrudnicj jest ulrzymdt
MDA na drodze destylacji z jader ziaren kakaowych, W pierwszych 70 cm ' de-
stylatu znajduje sig zaledwic 58,3% ogolnej ilosci uwolnionego MDA. Dalsza
destylacja powoduje gwaltowny wzrost uwalniania aldehydu i1 wystarczy odde-
stylowa¢ kolejne 20 cm’, by uzyskaé¢ 100% wydajno$é destylacji. Jak zaobser-
wowano trzy frakcje z ziaren kakaowych w rownym stopniu uwalniajy dialde-
hyd malonowy, ale wystarczy uzyskaé¢ 90 cm’ destylatu, by uwolni¢ caty MDA

Zestawienie zaleznosci poziomow uwolnionego MDA z jader ziaren kaka-
owych i kakao (rys. 10) wykazuje, ze najlatwie) wydzieli¢ dialdehyd malonowy
z jader ziaren kakaowych Arriba. Praktycznie liniowa zaleznos¢ wysigpuje mig-
dzy czasem destylacji a ilo$cig uwalnianego MDA w jadrach ziaren Criollo,
trudniej oddestylowa¢ MDA z jader ziaren kakaowych Forastero. Nie zmienia to
faktu, ze wystarczy oddestylowaé 90 cm’, by otrzymaé 100% sprawnosci proce-
su destylacji. Zblizong zalezno$¢ ilosci uwolnionego dialdehydu malonowego od
objetosci destylatu obserwuje si¢ w przypadku kakao (rys. 10). Osiemdziesiat
cm’ destylatu obejmuje 96,6 % catkowitej ilosci uwolnionego MDA. Przy odde-
stylowaniu kolejnych 10 cm’, uzyskuje sig¢ 100% ecfektywnosci destylacji.
Przyjmuje sig zatem, ze iloé¢ 90 cm’ destylatu jest wystarczajaca, by uzyskac
100% sprawnos¢ procesu destylacji. Przy zastosowaniu odbieralnika — kolby
o pojemnosci 100 cm’ uzyskuje si¢ pewnosé, ze cala ilosé dialdehydu malono-
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wego znajduje si¢ w destylacie, co ulatwia obliczanie zawartosci MDA, Wyzna-
czanie maksimow absorbanc)i roztworow barwnych metoda TBA dla probek
z ziaren kakaowych i kakao oraz porownanie stopnia oksydacji lipidéw z innymi
towarami wykonano wczesniej [1].

Whnioski

1. Ustalono optymalne warunki stosowania metody TBA z hydrolizg alkaliczng
do oznaczania zawartosci dialdehydu malonowego w ziamie Kakaowym
i kakao o masie probki od 0.1 do 0.3 g, ktorymi sa:

a)

b)
c)
d)

warunki hydrolizy:

- st¢Zenie wodnego roztworu hydrolizujacego rowne 0,36 N NaOH,
~ czas hydrolizy 5 minut;

dodatek 30 cm', 0,35 N HCI, obniza pH do 0,5;

objetoéé odbieranego destylatu 100 cm’;

zalecane maksimum absorbancji przy dtugosci fali 532 nm.

2. Proces utleniania tluszczowedw w kiakao w funkeji czasu skladowania ma
zaleznosé progresywnie liniowa,

3. Niska zawarto$¢ dialdehydu malonowego w kakao i wyrobach z ziarna ka-
kaowego czyni je bezpiecznymi w zywieniu czlowieka.

20

{4 —=— Minzga z calych Zaren kakeowych
2 —— Miazga z jnder Ziaren keksowych
3 —e— Minzga z lusak zlaren kakaowych

0,35

00 01 02 03 04 05 08 07 08 08 10 11 12 13 14 15 18 1,7 18 19 20 N

Stgtenie roztworu NaOH

Rys. 1. ZaleZznos¢ poziomu uwahianego MDA wyrazona w %E od stopnia hydrolizy alkaliczne)

prébek z ziaren kakaowych Forastero

Fig.1. Dependence of released MDA level expressed in %E on the state of alcaline hydrolisis
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Rys. 2. Zaleznoé¢ poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od stopnia hydrolizy alkaliczne)
probek z jader ziaren kakaowych i kakao

Fig.2. Dependence of released MDA level expressed in %E on the state of alcaline hydrolisis
in samples of cocoa bean kernels and cocoa
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Czas hydrolizy

Rys. 3. Zalezno$¢ poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od czasu hydrolizy alkaliczne;
prébek z ziaren kakaowych Forastero

Fig.3. Dependence of released MDA level expressed in %E on the time of alcaline hydrolisis
in samples of Forastero cocoa beans
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Rys. 4. Zaleznos¢ poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od czasu hydrolizy alkalicznej
probek z jader ziaren kakaowych i kakao
Fig.4. Dependence of released MDA level expressed in %E on the time of alcaline hvdrolisis
in samples of cocoa bean kernely and cocoa

WE
100
B0
a0
40
4, —= Minzgs r calych riaren kskaowych
20 2. —=— Miazge z jader zaren kekaowych
® —e— Minzga 2 lusek Zieren kakeowych
g 1 o0
13 12 7" 10 ) a 7 8 5 4 3 2

pH

Rys. 5. Zaleznos¢ poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od stopnia zakwaszenia
zhydrolizowanych prébek z ziaren kakaowych Forastero

Fig.5. Dependence of released MDA level expressed in %E on the acidification
of hydrolized samples of Forastero cocoa beans
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Rys. 6. Zaleinosé poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od stopnia zakwaszenia

zhydrolizowanych probek z jader ziaren kakaowych 1 kakao

Fig. 6. Dependence of released MDA level expressed in %E on the acidificarion
of hvdrolized samples of cocea bean kernels

keksowych Foraslero
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Rys. 7. Zalezno#¢ poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od stopnia zakwaszenia

zhydrolizowanych prébek. Do uzyskania pH = 0,5 uzyto 40 cm’ 0,35N HCL

Fig. 7. Dependence of released MDA level expressed in %E on the acidification level
of hvdrolized samples. 40 cm’ of 0.35N HCL were used to obtain pH = 0.5
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Rys. 8. Zalezno$¢ poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od stopnia zakwaszenia
zhydrolizowanych prébek. Do uzyskania pH = 0,5 uzyto 30 cm'0,35N HCL
Fig. 8 Dependence of released MDA level expressed in %E on the acidification level
of hvdrolized sumples. 30 cm' of 0.35N HCL were used to obtain pH = 0.5
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Rys. 9. Zalezno$¢ poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od stopnia destylacji
probek z ziaren kakaowych Forastero

Fig. 9. Dependence of released MDA level expressed in %E on the distillation level
of Forastero cocoa bean samples
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Rys. 10. Zaleznos¢ poziomu uwalnianego MDA wyrazona w %E od stopnia destylacj
probek z jader ziaren kakaowych 1 kakao
Fig. 10. Dependence of released MDA level expressed in %E on the distillation level
of samples of cocoa bean kernels and cocoa
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