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Préba z kwasem 2-tiobarbiturowym (TBA,
KTB, TBS) — jeden z miernik6w w ocenie
Swiezosci ttuszezow i produktéw spszywcezych
zawierajacych tluszcz, od szeregu lat coraz
czesciej znajduje zastosowanie w analizie zyw-
nosci. Metoda ta jest gtéwnie wykorzystywana
w pracowniach naukowych, cho¢ ostatnio bywa
wprowadzana do laboratoriow zajmujgcych sie
masowg Kkontrolg zywnosci.

Przydatnosé préby z kwasem 2-tiobarbituro-
wym (dalej w skrécie nazywanym KTB), w
ocenie $wiezos$ci tluszezéw zwierzecych sktoni-
fa nas do opracowania niniejszego artykulu,
gdyz w pisSmiennictwie z zakresu higieny pro-
duktéw zwierzecych brak jest blizszych da-
nych o niej, a przez to malo rozpowszechniona
jest w pracowniach chemicznych laboratoriéw
weterynaryjnych inspektoratéw sanitarnych.

Od czasu gdy Bernheim i wsp. (1) wykazali,
ze utleniony tluszcz daje z kwasem 2-tiobarbi-
turowym czerwcne zabarwienie, ukazalo sie
na ten temat wiele prac w ktérych zajmowano
sie nastepujacymi zagadnieniami:

1. wyjasnieniem chemizmu reakeji barwnej,
zachodzgcej miedzy utlenionym tluszczem a
KTB i rozpoznaniem towarzyszacych jej zja-
wisk (1, 11, 12, 14, 19, 23, 24).

2. modyfikacja metody np. przez zmiane wa-
runkow reakeji, zmiane odczynnikéw, ich ste-
zenia itd. (6, 15, 19).

3. adaptacja metody w odniesieniu do rdz-
nych gatunkoéw tluszezow, i produktsw spo-
zywezych, zawierajacych ttuszez (3, 12, 15, 16,
25).

Czytelnik moze spotkat sie w pismiennictwie
z réznymi skrdtami zastepujacymi uzywanie
dtugiej mazwy zwiazku. Przyjelo sie stosowa-
nie skrotu angielskiego ,,TBA” — Thiobarbi-
turic acid, cho¢ nie ma przeszkéd by uzywaé
skréotu polskie nazwy odczynnika , KTB”. W
piSmiennictwie niemieckim wuzywa sie skrotu
, IBS” (Thiobarbituricsédure) lub , TBZ” —
Thiobarbituricsdurezahl.

Zasada préby z KTB polega na wywolaniu
czerwonego barwnika, ktéry jest produktem
pochodnych zwigzkéw autooksydacji nienasy-
conych kwaséw ttuszczowych z kwasem 2-tio-
barbiturowym, podczas ogrzewania w kwas-
nym srodowisku. Reakcja z KTB przebiega
najlepiej w s$rcdowisku o pH od 1,6-—2,6.
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Czerwony barwnik, ktéry przechodzi do fazy
wodnej posiada charakterystyczne maksimum
adsorpcji przy 535 mp. Pomiaru stezenia roz-
tworu barwnika dokonuje sie w fotokolory-
metrze przy uzyciu filtru zielonego lub spek-
trofotometrze przy diugosci fali 535 mp. War-
tosci ekstynkeji sa jednoczesnie iloSciowym
wskaznikiem stopnia zjelczenia tluszezu. Jak
wynika z badan Budzynskiej (2) i wlasnych
doswiadczen, ta sama préba, w zaleznosci od
typu fotometru da¢ moze rézniace sie miedzy
sobg wielkosci ekstynkeji, dlatego nalezy po-
da¢ warunki w jakich dokonano pomiarow.

Do dzi§ jeszcze dyskusyjng pozostaje sprawa zu-
pelnego wyttumaczenia chemizmu i warunkéw reak-
cji oraz wyjasnienia, jjakie zwiagzki zawarte w ttusz-
czu utlenionym reagujg z KTB. Sadzono zrazu, ze
czerwony barwnik powstaje w reakcji KTB ze
zwigzkami karbonylowymi (23), wzglednie z produk-
tami rozkladu nienasyconych kwaséw tluszczowych,
a szczegbdlnie kwasu linolenowego (24), badz jest tez
produktem kondensacji KTB 1 zwiazku o czltonie
tréjweglowym, posiadajgcym grupe ketonowa lub al-
dehydowsa (1).

Prace ostatnich lat wskazuja, Ze barwna reakcja
jest zwigzana z obecno$cip w zjelczalym tluszczu
aldehydu malonowego (12, 19, 27). Czerwony barwnik
powstaje z kondensacji aldehydu malonowego z dwie-
ma czasteczkami KTB (cyt. za 8):
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Za udzialem aldehydu wmalonowego w reakeji
przemawia réwniez fakt, ze aldehyd malonowy i je-
go posta¢ enolowa, oksyaroleina jest formg tauto-
meryczng aldehydu epihydrynowego; jednego z pro-
duktéow utleniania tluszcezéw, ktéry w reakeji z flo-
roglucyng takze daje czerwony barwnik (19):
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Bliski zwigzek miedzy reakcjg zachodzacg w pro-
bie na aldehyd epihydrynowy (préoba Kreisa), a reak-
cja w probie z KTB zostal wykazany przez Pattona
i wsp. (11). W cbu reakcjach powstaja czerwone bar-
wniki, ktérych maksima adsorpcyjne lezg blisko sie-
bie (maksimum adsorpcyjne barwnika powstalego w
probie z floroglucyng = 542 — 544 my, maksimum
adsorpcyjne barwnika z préby KTB = 532 mp
(rys. 1). Bliskie zwigzki w zakresie charakterystyki
spektralnej wynikaja rowniez ze zblizonej budowy
strukturalnej KTB i floroglucyny, co wida¢ przy po-
réwnaniu obu ich form tautomerycznych:
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Chemizm przebiegu reakeji z KTB byt réwniez
przedmiotem badan Jenningsa i wsp. (9), ktorzy po-
rownywali spektra barwnikéw powstajgcych w reak-
cji z czystym aldehydem malonowym, zjelczalym
tluszezem mlecznym i 2-sulfanilamidopirymidyna, da-
jacg takze odezyn barwny z KTB. Badania te, podob-
nie jak badania Pattona i wsp. (12) potwierdzity, iz
barwniki powstajace w reakcji KTB z tymi zwigzka-
mi oraz zjetczalym tluszczem maja zbliZong ekstynk-
cjg (rys. 2).

Pierwotna metoda byla wielokrotnie modyfikowa-
na, gtéwnie w celu przystosowania jej do réinych
ttuszezow i produktéw spozywezych. Doskonalona by-
la réowniez technika wykonywania préby (19). Mody-
fikacje te w zalezno$ci od sposobu wykonania mozna
podzieli¢ na kilka grup:

1. Zasada wykonania polega na uwolnieniu alde-
hydu malonowego z tluszczu przy pomocy kwasu i od-
destylowaniu aldehydu z para wodng. Barwnik po-
wstaje podezas podgrzewania destylatu z KTB w lazni
wodnej o temp. 100°C (15, 20, 21).

2. Modyfikacja polega na podgrzaniu tluszczu lub
produktu bezposrednio z KTB w lazni wodnej lub
nad plomieniem. Czerwono zabarwiong faze wodna
oddziela sie nastepnie od fazy tluszczowej (3, 12, 19,
25).

3. Postepowanie wstepne jak w pkt. 2. Powstaly
barwnik wymywa sie dalej jednym z wyzszych alko-
holi (np. alkoholem amylowym). Pomiar ekstynkcji
barwnika wykonuje sie w roztworze alkoholu (5, 6).
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Rys.2.Poréwnanie krzywych absorp-
cyjnych barwnikéw powstalych
w reakcji KTB z 2-sulfanila-
midopyrymidyng(A),aldehydem
malonowym(B) i utlenionym
tluszczem mlecznym (C)(wg 9)

W modyfikacjach nalezy liczy¢ sie ze stratami w
zawartosci aldehydu malonowego, gdyz w nastepstwie
destylacji, wirowania lub wytrzasania pewne iloSci
aldehydu utleniajg sie do kwasu malonowego, przez
co wyniki zostajg zanizone.

Podczas badania niektérych produktow spozyw-
czych powstaja przeszkody utrudniajgce odczyt. Za-
burzenia w pomiarach wywota¢ moga zoélte barwniki,
ktore sa produktami reakcji roznych cial z KTB, Na-
lozenie sie zélej barwy z czerwong 'daje pomaranczo-
wo-lososiowe zabarwienie roztworu. Dodatnia reakcje
z KTB wywolaé¢ moga réwniez weglowodany dlatego
metoda nie nadaje sie do wykonania bezposrednio na
produktach zawierajgcych te zwiazki (4, 24, 25). Nie-
kiedy moga pojawic sie zmetnienia pochodzace od ba-
danego produktu. Dla niektorych produktow spozyw-
czych zostaly opracowane metody usuwania tych
przeszkod (4, cyt. za 13).

Wielu autorow podkresla znaczenie proby z
KTB jako dobrego i praktycznego wskaZnika
stuzgcego do oznaczania stopnia $wiezosci sze-
regu tluszezéw 1 produktow bogatych w
ttuszcz. Wykonane badania na smalcu wie-
przowym (15), mrozonej wieprzowinie (23),
masle (16), produktach rybnych (25), ttuszczu
drobiowym i koncentratach rosolowych z dro-
biu (8), olejach jadalnych (2), margarynie i ce-
resie (10), ciastach kruchych (18) itd. wyka-
zaly zalezno$¢ korelacyjng miedzy wzrostem
stopnia ekstynkcji w probie z KTB, a poste-
pem jelczenia, kontrolowanym innymi meto-
dami.

‘Wyniki uzyskane w probie z KTB posiadajg
warto$¢ przede wszystkim w rozpoznawaniu
zmian oksydacyjnych w fazie poczatkowej jel-
czenia tluszezow. W tym okresie istnieje wy-
razna zgodnos¢ miedzy wskaznikiem ekstyn-
keji a uchwytnymi zmianami organoleptycz-
nymi i liczbg nadtlenkowg oraz karbonylowa
(5, 12). Pozniej zgodnos¢ ta =zaciera sie, a
wskazniki ekstynkcji ulegajg nawet obnizeniu
(19).
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Proéba z kwasem 2-tiobarbiturowym nie daje
zadawalajacych wynikéw ze wszystkimi pro-
duktami. Dodatni lub ujemny wynik proby
warunkuje prawdopodobnie obecnosé w glice-
rydach kilkakrotnie nienasyconych kwasow
ttuszczowych, przede wszystkim kwasu linole-
nowego. Uzyskano bowiem w do$§wiadczeniach
zbiezne wyniki wzrostu nadtlenkéw i wzrostu
natezenia barwy w probie z KTB przy $ledze-
niu postepu zmian oksydacyjnych w kwasie
linolenowym. Natomiast kwas linolowy i ole-
jowy, badane w tych samych warunkach nie
daty wynikéw zgodnych. Zblizone wyniki uzy-
skano badajac estry nienasyconych kwasow
tluszczowych. W przypadku reakeji estrow
kwasow linolenowego i linolowego z KTB uzy-
skano wyniki proporcjonalne do wzrostu in-
nych wskaznikéw utleniania, podczas gdy w
estrach kwasu olejowego zbieznosci tych nie
stwierdzono (cyt. za 19, 24).

Zmodyfikowana przez Sedlacka i Rybina
(15) metoda destylacyjna byta stosowana do
oznaczania swiezosci smalcu $winskiego i ole-
jow roslinnych. Opis i wykonanie w pozycjach
pi$miennictwa (2, 15, 26).

Z wielu modyfikacji na uwage =zasluguje
metoda bezpo$redniego dzialania KTB na
ttuszecz wg Dzikowskiego (6). Polega ona na
takim doborze rozpuszczalnikow, ktory umo-
zliwia wykonanie reakcji w jednorodnym roz-
tworze o bardzo malej zawartosci wody.

Préba z KTB zostata wprowadzona do nor-
my zakladowej przemystu chitodniczego jako
obowiazujgca przy ocenie $wiezosci thluszezu
potiraw mrozenych (Min. Przem. Spoz. i Skupu
Zjednoczenie Chlodni Skladowych ZN-67-
MPSS/ch/44 — Mrozonki. Pobieranie préb i
metodyka badan potraw mrozonych (26). Nor-
ma ta wprowadza jednoczesnie ocene $wie-
zo$cl potraw mrozonych, ktérej podstawa jest
ekstynkecja wyrazona w stopniach zjelezenia.

Sedla¢ek i Rybin (15) wskazuja na przydat-
no$¢ metody z KTB w $ledzeniu postepu jet-
czenia smalcu wieprzowego we wczesnych
okresach (tab. 1). Dla smalcu o réznym stop-
niu $wiezosci autorzy ci wustalili graniczne
wartoéci ekstynkeji.. Proponuja oni rowniez
zastgpienie wskaznika ekstynkcji barwnymi
wzorcami roztworéw safraniny w réznym ste-
Zeniu.

Ci sami autorzy badali przydatno$é metody
z KTB do oceny stopnia rozkladu oksydacyi-
nego masta (16). Wyniki (stopnie ekstynkeji)
w zestawieniu ze zmianami organoleptyczny-
mi w masle zamieszczone sg w tab. 2.

Ocene wartosci préby z KTB w zastosowa-
niu do ttuszezu kurzego i koncentratéw roso-
lowych z drobiu dokonali Grabowski i wsp. (8).

Wyniki analizy tych produktéw wskazywaly
na mozliwosé uchwycenia zmian w ich jakosci
mierzonych przy pomocy préby z KTB, ich
porownania uzyskanych danych z oceng orga-
noleptyczna (tab. 3).
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Tab. 1. Zalezno$¢ miedzy wartoécig ekstynkeji w
probie z KTB, a zmianami organoleptycznymi
w smalcu

Smalec (orgar}o}ept_yczna ocena Ekstynkcja
Swiezosci)

Swiezy, odpowiadajacy jakoéci I i 0,025
Przechowywany 4 tyg., odpowiadajgcy ja-

kosci I 0,072
Przechowywany 3 tyg., odpowiadajacy ja-

kosei I 0,091
Przechowywany 3 tyg., odpowiadajacy ja-

kosci I, lecz o stabej zmianie smaku i

zapachu 0,125
Smalec o podobnych wladciwosciach 0,184
Smalec o zapachu i smaku dluzej sktado-

wanego, odpowiadajacy jakosci II 0,225
Smalec o stabym smaku olejowym 0,331
Smalec o niklych cechach zjelczenia 0,480
Smalec zjelczaly 0,634

Tab. 2. Zaleznos¢ miedzy wartosciag ekstynkeji w
probie z KTB a zmianami organoleptycznymi
w masle (16)

Maslo (ocena organoleptyczna $wiezosci) El;sfi{y'rll‘léqa
Swieze 0,010
Przechowywane 0,013
Bardzo stabe objawy zjelczenia 0,066
Stabe objawy zjetczenia 0,109
Zjelczale 0,181
Eilnie zjelczate 0,343

P
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Tab. 3. Zalezno$¢ miedzy wartoécig ekstynkcji
w prébie z KTB a zmianami organoleptycznymi
w ttuszczu kurzym (8)

Topiony tluszcz ktrlrz.y.(o’rg'anoleptyczna w‘&aa?r?iélfa
ocena SwiezoSci) KTB
Swiezy do 0,051
Swiezy o lekkim gorzkawym posmaku | 0,066—0,219
Lekko zjelczaly 0,328—0,459
Zjelczaty 0,500—0,810
Silnie zjelczaly do 1,550

Préba z KTB jest rowniez przydatna do oce-
ny stopnia $wiezosci tluszczu mrozone] wie-
przowiny (23). Zamrozenie i przechowywanie
migsa w temp. znacznie ponizej 0°C nie chro-
ni tluszezu $rédmiesniowego przed utlénie-
niem, gdyz procesy autooksydacyjne rozwijaja
sie w nim dalej, cho¢ znacznie wolniej (22).

Na podstawie badan Turnera i wsp. (23)
okazalo sie, ze metoda z kwasem 2-tiobarbi-
turowym jest znacznie bardziej czulg w roz-
poznawaniu wezesnych stadiéw jelczenia w
mrozonej wieprzowinie, ktore ujawniajg sie
typowym ,smakiem mrozonym” (freezer ta-
ste) w pordwnaniu z probami na zawartosé
nadtlenkdw. Wedlug badan tych autoréow ist-

g
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nieje mala zaleznos¢ miedzy postepem jelcze-
nia wykrywanym organoleptycznie, a zawar-
to$cig nadtlenkow.

Zawartos¢ mnadtlenkéw, 'w miare uplywu
czasu przechowywania miesa mrozonego ule-
gata znacznym wahaniom, nie odzwierciedla-
jac tym samym postepu zmian oksydacyjnych.
Test z KTB wykazywal natomiast korelacje
miedzy mnatezeniem barwy, a wzrastajacym
nasileniem zmian zapachowych w takim mie-
sie.

Zmiany w zawartosci nadtlenkéw i wiel-
kosci ekstynkcji w prébie z KTB w mrozonej
wieprzowinie ilustruje tabela 4.

Tab. 4. Korelacja miedzy wartoSciami ekstynkeji
w probie z KTB, a zawarto$cig nadtlenkéw w mrozo-

nej wieprzowinie (liczba nadtlenkowa wyrazona w mi-

lirownowaznikach nadtl./kg tluszczu (23)

z r a

4 0,224 i 0,24
10 0,277 0,37
11 0,274 0,54
13 0,335 0,37
14 0,342 0,86
15 ' 0,350 0,44
16 0,438 0,53
17 0,443 0,57

Fridriksdottir zastosowala test z KTB do
oznaczania stopnia zjelczenia tluszczu mrozo-
nych sledzi (cyt. za 25). Autorka wskazata na
trudnoseci w badaniu $wiezosci tluszczu tego
produktu, ze wzgledu na pojawiajace sie jed-
noczes$nie podczas analizy barwniki innego
pochodzenia, uniemozliwiajgce pomiar steze-
nia czerwonego barwnika.

Kolejne prace innych badaczy nad przysto-
sowaniem metody do badan produktéow ryb-
nych daly zadowalajace rezultaty. Opracowa-
ne przez Yu i wsp. (25) modyfikacja jest przy-
datna do badania zmian oksydacyjnych w
ttuszezu ryb mrozonych, konserw rybnych,
olejow rybnych i innych przetworéw z ryb.
Rowniez i ci autorzy podkreslajg istnienie wy-
raznej zaleznosci miedzy zmianami organolep-
tycznymi, a wskaznikiem KTB w tych pro-
duktach.

Budzynska (2) zajmowala sie oceng przy-
datnosci metody z KTB do badania zmian
oksydacyjnych w mniektérych olejach jadal-
nych. Poréwnanie wartosci wskaznika tiobar-
biturowego =z wynikami przeprowadzonych
rownolegle analiz innych wskaznikéow Swie-
zosci wykazalo prosta zaleznosé miedzy war-
tosciami liczby nadtlenkowej, a natezeniem
stopnia ekstynkcji w prébie. Z porHwnania
tych zaleznosci autorka pribowata wyznaczyé
wartosci graniczne wskaznika KTB dla bada-
nych olejow.

Przeglad pi$miennictwa omawianego zagad-
nienia, a w szczegdlnosci dane umozliwiajgce
$ledzenie postepu utleniania tluszczéow w
oparciu o probe KTB wskazuja, ze metoda ta
uzupelnia powszechnie stosowane metody stu-
zgce do oceny stopnia $wiezosci tluszezow
i produktéw spozywczych bogatych w tluszez.
Bylo by wigce celowe wykorzystywanie jej na
szerszg skale roéwniez i dlatego, ze metody
standardowe obowigzujgce w normach (liczba
nadtlenkowa, stopien kwasowosci, proba Krei-
sa, proba Tdufla-Thalera), majg badz ograni-
czony zakres, badz obarczone sg pewnymi ble-
dami.
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283 klinicznie zdrowe prosieta dostarczone dorzezni
w Birsbane badano metoda aglutynacii z surowica
krwi oraz metoda bakteriologicznych posiewow mo-
czu na zakazenie leptosvirami. Z moczu 7 sztuk
wyizolowano sze$§é szczepow. L. pomona i ijeden
szcezep L. hycs. Surowica od 36,5%0 prosiat zawierala
cglutyniny przeciwko 1—22 serotvoéw leptospir.
Wiekszos¢ surowic reagowala w testach aglutynacii
z wieloma serotypami w mianach 1:10 tys., co §wiad-
czylo o zakaZenju L. romona w 43 nrzvoadkach L.
bratislava w 21, L. hyos w 8, L. icterohaemorrhagiae
w 7. L. autumnslis w 2 i L. ballum w jednym orzy-

padku. Wysokie miano swoistych aglutynin Swiadczg-

ce o zakazeniu kilkoma serotvpami obserwowano
G 5,7% prosiat, dwoma serotypami u 10%, a trzema
serotynrami u ijednej sztuki. Miano nrzeciweial vrze-

ciwko L. pomona wynosilo u dwoch sztuk 1:30 tvs,
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