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Próba z kwasem 2-tio,bar iturowym (TBA,
KTB, TBS) - 

jeden z mierników w ocenie
świezości tłuszcz1w i produktów sp:żywczych
zawierających tłuszcz, o,d szeregu lat coraz
częściej zrrrajduje zas,t,osowa,nie w analizie zyw-
ności. Metoda ta jest głównie wykorzystywana
w pracowniach naukowych, choć ostatnio bywa
wprowad,zana dc lab,oratoriów zajmujących się
masową kontrolą żywności.

Przyda,tność próby z kwasem Z-tiobarbituro-
wym (dalej w skrócie nazywanym KTB), w
ocenie świeżości tłuszczów,zwierzęcych skłoni-
ła nas do o,prac,owania nilniejszego artykułu,
gdyż w piśmiennictwie z zakresu higieny pro-
duktów zwierzęcycl,1 brak iest biiższych da-
nych ,o niej, a przez to mało rozpowszechniona
jest w pracowniach che,micznych la;boratoriów
weterynaryjnych inspektoratów sanitarnych.

Od czasu gdy Bernheim i wsp, (1) wykazaii,
że utleniony tluszcz daje z l<wasem 2-tiobarbi-
turowym czerwcne zabarrvienie, ukazało się
na iten temat wiele prac w ktorych zajmowano
się następujący,mi zagadnieniami:

1. wyjaśnieniem chemizmu reakcji ,barwnej,
zachodzącei między utlenio,nym tłuszczem a
KTB i rozpoznaniem towarzyszących jej zja-
wisk (1, l|, 72, 14, I9, 23, 24).

2. modyfikacją meitody :np. przez zmianę wa-
ru,nkr'lw reakcji, zmianę odczynrrików, ich stę-
żenia itd. (6, 15, 19).

3. adaptacją meto,dy w od,niesieniu do róz-
nych gatunkółv tłuszczó,w, i produktów spo-
żywczych, zawierających tłuszcz (3, 12, 15, 16,
25).

Czytelnik m,oże spotkać się w piśmiennictwie
z różnymi skrótami zastępując5lmi używalnie
długiej nazwy związku. Przyięło się stosowa-
nie skrótu angielskieg,o ,,TBA" - Thiobarbi-
turic acid, choć nie ma przeszkód by używać
skrótu polskie nazwy o,dczynnika ,,KTB". Tń'

piśmie,nnictwie niemieckim rużywa się skrótu
,,TBS" (Thiobanbituricsdure) lu.b,,TBZ"
Thioibarbituricsdurezah1.

Zasada prć,by z KTB polega na wyrvołaniu
cze,rwonego barwnika, który jest pro,dukte,m
pochod,nych związków autooksydacji nienasy-
conych kwasów tłuszczowych z kwasem 2-tio-
barbiturowym, po,dcza5 ogrzewania w kwaŚ-
nym środowisku. Reakcja z KTB przełoiega
najlepiej w śrcdowisku o pH od I,6-2,6.
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czerrł;ony barwnik, który przechodzi do fazy
wo,dnej posiada charakterystyczne maksimum
adsorpcii przy 535 mpr. Pomiaru stężenia roz-
tworu barwnika dokonuje się rv fotokolo,ry-
metrze przy użyciu filtru zielonego lub spek-
trofotometrze pIzy clługości fali 535 mp. War-
tości ekstynkcji są jedlnocześnie ilościowym
rvskaźnikiem stopnia zjełczenia tłuszc,zu. Jak
r,vynika z łoa,dań Budzyńskiej (2) i własnych
doświadczeń, ta sama próba, w zależności od
typu fotometru dać może różniące się między
sobą wielkości ekstynkcji, dlatego należy p,o-
dać warunki w jakich clo]<onano pcmiarów.

Do dziś jeszcze ,dyskusyjną pozostaje sprawJ zu-
pełnego wytłumaczenia chemizm,u i warunków reak-
cji ora,z wyjaś,nienia, rjakie związki za,warte w tłusz-
czu utlenionym reagują z KTB. Sądzono zrazLl, że
czerwony barwnik powstaje w reakcji KTB ze
zwią,zkarni karbonylowymi (23), względnie z produk-
tami roz}<ładu nienasyconych kwasów tłuszczowych,
a szczególnie kwasu linolenowego (24), bądź jest też
produktem kondensacji KTB i związklr o członie
trójwęglor.vym, posiadającym grupę ketonową lub al-
dehydową (1).

Prace ostatnich lat wskazują, że barwna reakcja
jest związana z obecnościĘ w zjełczałym tłuszczu
aldehy,du malonowego 02, 19, 27). Czerwony barw,nik
powstaje z kondensaoji aldehydu malonowego z dwie-
ma cząsteczkami KTB (cyt. za 8):
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za udziałem aldehydu rnalonowego w reakcji
przelmawia również fakt, ż,e aldehyd malonowy i je-
go postać enolowa, oksyaro,leina jest formą tauto-
meryczną aldehydu epihydrynowego; jednego z pro-
duktów utleniania :tłuszczów, który w reakcji z flo-
roglucyną także ,daje czerlvony barrvnik (19):
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Bliiski związek ,między reakcją zachodzącą w pró-
bie na aldehyd e{rihydrynowy (próba Kreisa), a reak-
cją w próbie z ,KTB z,ostał wykazany ptzez Pattona
i wsp. (11). W obu reakcjach powstają czerwone bar-
wniki, których rnaksirna ad,sorpcyjne leżą blisko sie-
bie (maksimum adsorpcyjne ibarwrrika powstałego w
próbiie z ftroroglucyną : 542 - 544 rnpl, maksił-num
adsorpcyjne barwnika z próby KTB 532 mp,
(ryrs. 1). Bliskie związki w zakresie charakterystyki
spektralnej rvy,nikają również ze zbliżonej budowy
strukturalnej KTB i floLroglucyny, co widać przy po-
równaniu o,brr ich form tautomerycznych:
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Chemizrn przebiegu reakcji z 1{TB był również
przedmiotem badań Jenningsa i wsp. (9), którzy po-
równywali spektra lbarwników pows,tających w reak-
cji z czystył-n aldehydern ,malonowym, ,zjełczałym
tłuszczern mlecznym i 2-sullanila,midopirymidyną, da-
jącą także odczyn barwny z KTB, Badania te, po,dob-
nie jak badania Pattona i wsp. (12) potwierdziły, iż
barwniki powstające w reakcji KTB z tymi związka-
mi oraz zjełczałym tłuszczem mają zbliżoną ekstynk-
cję (rys. 2).

Pierwotna,metoda była wielokrotnie modyfikowa-
na, głównie w celu przysto,sowania jej do różnych
tłuszczów i pro,duktów ,spożywczych. Doskonalona by-
ła również technika §vykonywania próby (19). Mody-
fikacje te w zależności od sposobu wykonania można
podzielić na kilka grup:

1. Zasada wył<onania polega na uwolnieniu alde-
hy,du malonolvego z tłuszczu przy pomocy kwasu i od-
des,tylowaniu aldehydu z paTą wodną. Barwnik po-
wstaje podczas podgrzewatria destylatu z KTB w łażni
wodnej o ternp. 100"c (15, 20,2I).

2. Modyfikacja polega na podgrzaniu tłuszczu lub
produkttr bezpośred,nio z KTB w łaźni wodnej lub
nad pło,mieniem. Czerwono zabarwioną fazę wodną
oddziela się następnie od fazy tłuszczowej (3, 12, 19,
25).

3. P,ostępowanie wstępne jak ,w pkt. 2. Powstały
ba,rwnik wymy§,a się dalej jednym z wyższych alko-
holi (np. alkoholem amylowym). Porniar elistynkcji
barwnika wykonuje się w roztworze alkoholu (5, 6).
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Bys.2. Porównanle krzlmycb absorp-
cyJnyoh barvnlkÓ, powstałycb
, roakoJt mB z 2-eultan1],a-
nl dopyĘrnt rtyną (A), al debyden
nalonolryn (B) r utleńlonyn
tłuszezem nlecznym (C) (vg 9)

W modyfikacjach należy liczyć się ze stratami w
zawartości aldehydu malonowego, gdyż w następstwie
destylacji, wirowania lub wytrząsania pewne iilości
aldehydu utleniają się do kwasu malonoweEo, przez
co wyniki zostają zaniżone.

Podczas badania niektórych produktów spożyw-
czych powstają przeszkody utrudniające odczyl. Za-
burzenia w pomiara,ch wywołać mogą żółte barwniki,
'które są produktarni reakcji różnych ciał z KTB. Na-
łożenie siię żółttej harwy z czetwoną,daje po,marańczo-
,wo-łososiowe zalbar-wienie roztworu. Dodatnią reakcję
z KTB wyw,ołać mogą również wę,glowodany dlatego
rnetoda nie nadaje rsię ,d9 g7"konania bezpośrednio na
prod,u'ktach zawierających te związki (4, .24, 25). Nie-
kie,dy mogą pojaw-ić się zmętnienia pochodzące ,od ba-
danego produktu. Dla niektórych produktów spożyw-
czych zostały opra,cowane metody usuwania tych
przeszkód (4, cyt. za 13),

Wielu autorów podkreśla znaczenle próby z
KTB jako d,obrego i praktycznego wskaźnika
służąceg,o do oznaczania stopnia świeżości sze-
regu tłuszczów i produktów bogatych w
tłuszcz. Wyk,onane badania na smalcu wie-
przowym (15), mrożonej wieprzowinie (23),
maśle (16), produktach rybnych (25), tłuszcztt
droibi,owyrn i koncen,tratach rosołowych z dro-
biu (B), oIejach jadalnych (2), margarynie i ce-
resie (10), ciastach kruchych (1B) itd. wyka-
zały zależrrtość korelacyjną między wzlrostem
stop,nia ekstynkcji w próbie ,z KTB, a postę-
pem jełcze,nia, kontrolowanym inn;r,mi meto-
dami.

Wyniki uzyskane w próbie z KTB posiadają
warto,ść przede wszystkim w T ozpoznawaniu
zmian oksydacyjnych \,v fazie początkowej jeł-
czenia tłuszczów. W tym okresie istnieje wy-
rażna zgo,dność między wskaźnikiem ekstyn-
kcji a uchwytlnymi lzmianami organoleptycz-
nymi i liczbą nadtlenkową oraz karbonylową
(5, 12). Pózniej zgodność ta zaciera się, a
wskaźniki ekstynkcji ulegaią nawet obniżeniu
(19),
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próba z kwasem 2-tiobarbi,turowym nie daje
zadawalających rvyników ze wszystkimi pro-
duktami. Dodatni lulc ujemny v,zynik próhy
warunkuje pra,uvdopodobnie o,becność w glice-
rydach kilka]<rotnie nienasycoInych kwasćlw
tłuszczowych, przede wszystkim k,uvasu linole-
nowego. Uzyskano bowiem w doświadczeniach
zbieżne wyniki wzro_stu nadtienkórv i wzrostu
natęzenia barwy w pró ie z KTB przy śledze-
niu p,ostępu zmian oksydacyjnych w kwasie
linolenowym. Natomiast kwas linolowy i ole-
jowy, badane w tych samych warurnkach nie
dały wyników zgodnych. Zbliżone wyniki uzy-
skano badając estry nienasyconych kwasów
tłuszcz,owych. |W przypadku reakcji estrów
kwasów 1inolenowego i linołoweg;o z KTB uzy-
skano wyniki proporcjonalne do wzrostu in-
nych wskaźników utle,niania, podczas gdy w
estrach kwasu olejowego zbieżności tych nie
stwierdzo,no (cyt. za 19, 24).

Zmodyfikowana przez Sedlaćka i Rybina
(15) metoda destylacyjna ibyła stosowana do
oznaczania świezości smalcu świńskiego i ole-
jów roślinnych. Opis i wykonanie w pozycjach
piśmiennictwa (2, 75, 26).

Z wielu modyfikacji na uwagę zasługuje
metoda beryośredniego d,ziałania KTB na
tłuszcz wg Dzikowskiego (6). Polega olna na
takim doborze Tozpuszczalników, który u,mo-
zliwia wykonanie reakcji w je,dnorodnym Toz-
tworze o ibardzo rnałei zawartości wody.

Próba z KTB została wprorvadzona do nor-
my zakładowej przemysłu chłodr,liczego jako
obowiązująca przy ocenie świeżości tłuszcztt
po,traw mrożonych (Min. Przem. Sp,oż. i Skupu
Zjednoczenle Chłodni Składowych ZN-67-
MPSS/chl44 - Mrożonki. Pobieranie prób i
metodyka badań potraw rnroż,onych (26). Nor-
ma ta wprowadza jednocześnie ocenę świe-
żości potraw mrozolnych, której podstawą iest
ekstynkcja wy]lazona rłz stopniach ziełczenia,

Sedlaćek i Rybin (15) wskazują na przydat-
ność meto,dy z KTB w śIedzeniu postępu jeł-
czenia smalcu wieprzorłrego we wczesnych
okresach (tab. 1). Dla smalcu o różnym stop-
niu świeżości autorzy ci ustalili graniczne
wartości ekstynkcii.. Proponują oni równiez
zastąpienie rvskaźnika ekstynkcji barwnymi
wzorcami roztworów safraniny w różnym stę-
zeniu.

Ci sami autorzy badali przydatność metody
z KTB do oceny stopnia rozkładu oksydacy,i-
nego ,masła (16). Wyniki (stopnie ekstvnkcii)
w zestawieniu ze zmianami organoleptyczny-
mi w maśle zamieszczone są w tab. 2.

,Ocenę wart,ości próby z KTB w zastosowa-
niu do tłuszczll kurzego i koncentratów roso-
łowych z drobiu dokonali Grabovvski i wsp. (B).

Wyniki analizy tych produktów wskazywały
na możliwośó uchwycenia zmian w ich jakości
rnierzonych przy pomocy próbl, z KTR, ich
porównania trzvskanych danych z oceną olga-
noleptyczną (tab. 3).

104

między wa,rtością ekstynkc ji w
a zrnianami organoleptycznymi

w smalcu

Tab. 1. Zależność
próbie z KTB,

Smalec (organoleptyczna ocena
świeżości)

I 

nł.tv.,X":"

Swieży, odpowiadający jakości I
Przechowywany 4 tyg., odpowiadający ja-

kości I
Przechowywany 3 tyg., odpoił,iadający ja-

kości I
Przechowywany 3 tyg., odpo,,viadający ja-

kości I, Iecz o słabej zmianie smaku i
zapachu

Smalec o podobnych właściwościach
Smalec o zapachu i smaku dłużej składo-

wanego, odpowiadający jakości II
Smaiec o słabym smaku olejowym
Smalec o nil<łych cechach zjełczenia
Smale,c zjełczały

0,025

0,072

0,09 t

0,t 25

0, r84

0,225

0,331

0,4B0

0,634

Tab. 2. Zależność
próbie z KTB

między wartością ekstynkcji w
a zmianami organoleptycznyrrri
w rnaśIe (16)

!/

{
l
I

Masło (ocena organoleptyczna świeżośc,, l 
u|'?ł§"j"

I

Swieże
Przechorvywane
Bardzo słabe objawy zJełczenia
Słabe objarvy zjełczenia
Zjelczałe
Silnie zjełczałe

0,0 10

0,013

0,066

0,1 09

0,181

0,343

Tab. 3. Zależność rniędzy wartością ekstynkcji
w próbie z KTB a zmianami organoleptycznymi

w tłuszczu kurzy,m (B)

Topiony lłttszcz kurzy (organoleptyczna
ocena świeżości)

SlVl e7,v

SwieZi o 1ekkim gorzkawym posmaku
Lekko zjełczały
Zjełczały
Silnie zjełczały

Wartość
wskaźnika

KTB
do 0,051

0,066-0,219

0,328_0,459
0,500-0,810

do 1,550

Próba z KTB jest również przydatna do oce-
ny stopnia świeżości lłuszczu mrożonej wie-
prz,owiny (23). Zamrożenie i przechowywanie
mięsa rn, temp. znacznie poniżej OoC nie chro:
ni tłuszczu śródmięśniowego przed utlenie-
niem, gdyż lprocesy auto,oksydacyjne rozwijają
się w nim dalej, choć znacznie wolniej (22).

Na podstawie badań Turnera i wsp. (23)
okazało się, że me,toda z kwasem 2-tiobarbi-
turo,wym jest znacznie bardziej czułą w taz-
poznawaniu wczesnych stadiów jełczenia w
mrozo]nej wieprz,owinie, które ujawniają się
typo,uvym ,,smakiem rnTożonym" (freezer ta-
ste) w porównaniu z próbarni na zawartośó
nadtle,nkilw. lWedług badań tych autorów ist-
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nieje mała zależność między postępem jełcze-
nia wykrywanym organoleptycznie, a zawar-
tością nadtlenków.

zawartość nadtlenków, ,w rmiarę upływu
czasu przechowywania mięsa mrożonego ule-
gała znacznym wahaniom, nie odzwierciedla-
jąc tym sa,mym postępu zmian oksydacyjnych.
Test z KTB wykazywał natomiast korelację
między natężeniem tbarwy, a wzrastającym
nasileniem zmian zapachowych w takim rrrię-
sie.

Z,miany w zawartości nadtlenków i wiel-
kości ekstynkcji w próbie z KTB w mrożo,nej
wieprzowinie ilustruje tabela 4.

Tab. 4. Korelacja rniędzy wartościarni e,kstynkcji
rv próbie z KTB, a zawartością nadtlenków w rnrożo-
nej rvieprzowinie (liczba nadtlenkowa wyrażona w mi-

lirównoważnikach nadtl./kg tłuszczu (23)

Przegląd piśmiennictwa omawianego zagad-
nienia, a w szczególności dane umożliwiające
śledzenie postępu utleniania tłuszczów w
oparciu o próbę KTB wskazują, że metoda ta
uzupełnia powszechnie stosorvane metody słu-
żące do oceny stopnia świeżości tŁuszczów
i produktów spożywczych bogatych w tłuszcz.
Był,o by więc celowe wykorzysty,uł,anie jej na
szerszą skalę również i dlatego, że metody
standardowe obowiązujące w normach (liczba
nadtlenkowa, stopień kwasowości, próba Krei-
sa, próba Tdufla-Thalera), mają bądź ograni-
czony zakres, bądź obarczone są pewnymi błę-
dami.

piśmiennict,wo

l, Bernheźm F,, Bernheżm L. L, wżLbur .ł<. M.j J. Biol,
clrem. 174, 257, !948,

2. Bud,zańska J.j Roczn. PZH, XIII, 525, 7962.
3. Cerna E.: Prumysl Potravin, 7, 7ts2, l9t6.
4. C(LdueLL E. F., Gregoru B.: Foocl Te chno],ogy, 9, 185,

1955.

Czas przechowywania
próbek w miesiącach

Ekstynkcja
z KTB Liczba nadtl.

5.
6,
7.

8.

10,

11.

12.

15.
16.

77.

1B.

]9.
20.

25.

Dunlrleu w. L
Dziltouskż J.:
Frżd,riksdottir
1953.
Gro,bolbskż T,, wcisło H., NżeLażarou.żc! A.: Ęoczniki
Techn, i chemii Żywności, T. VI, 43, 1960.
Jennżngs w. G., Dunklea w. L., Rżeber lJ, G.; rood
Res. T.20,15,1955.
Nżkonorou M., HomTou)Skż s., ŁucżClk A., Nżed,zżel-
sk1, M.: Roczn. PzH T. xlx, 171, 1968.
Pd,tton s., Reeneu M., Rurtz G. w.j J. Anj,m, oil chem,
soc. 28, 391, 1951.
Potton S., KLLrtz G. \v.: J. Dairy Sci,34,66r, l:51.
Pletrzuk ll,; Metody oceny świeżości i trwałości tłusz-
czóW jadalnych (skrypt), CzęStochowa, 19J7,
sinnhuber -R. o., Yu T, C; Food Technology, 1958,
T. 12, 9
sedlclćek B., Rabtn It,: Prumysl. Potravin B, Ą4, 1957.
sedldćek B., Rabżn R.: Fette, Seifen, Anstrichmittel 2,
134,1959.
struck G. M., olgon Ir. Ł.; Food Technolo8y T. B, 326,
1954.
szczepańskż L., crd"czuk J., Marczuk H.: Roczn. PzH
T. XIII, 85, 1962.
schmżdt H.,,Fette, seifen Anstrichmittel,2, 127, L959.
sld,weLl s, G., solDż7r H., MżtcheLL J. M.: J. Am. oil
cbem. soc. 32, 13, 1955.
Tappel A. L., Rnapp lf, \Ą/.: Food Res.22,2B7,7957.
TQppeL A. L.: Food ReS. 18,560, ]953.
TuTnef E. w., Pdantner W, D, Montźe D, J., Besgert
M. W.l Food Tcchnology,8,326, 1954.
wżl,blLr K. NI., BeTnheżm F., slląpiTo o. trV.: Arch.
Biocbem. 24, 305, 1949.
Yu T. C., sżnniluber R. o.; Food Technology, 11, 104,
195?.

26. zN-67-MPsS/ch/44.

Adres autora: doc. dr Lech wartenberg, wrocław, u]
Findera ia.

,: J. Dairy Sci. 34, 1064, 1951.
Roczniki PzH, T. Ix, 461, 1958.
s.,i cornell UniW. Library, Ithaca N. Y.

4

10
11

13

14

l5
16

L7

Fridriksdottilzastos,owała test z KTB do
oznaczania stop,nia zjełczenia tłuszczu mrożo-
nych śledzi (cyt. ,za 25). Atltorka wskazała na
trudności w badaniu świeżości tłuszczu tego
pro,duktu, ze względu na pojawiające się jed-
nocześnie p,odczas analizy barwniki innego
pochodzenia, uniemożliwiające pomiar stęze-
nia czerwonego barwnika.

Kolejne prace innych badaczy nad przysto-
sowaniem metody do badań produktów ryb-
nych dały zadowalające rezultaty. Opracowa-
ne pTzez Yu i wsp. (25) naodyfikacja jest przy-
datna do badania zmian oksydacyjnych w
tłuszczu ryb mrożonych, konserw rybnych,
olejów ryb,nych i innych przetworów z ryh.
Również i ci autorzy podkreślają istnienie wy-
raźnej zależnoś,ci lmięd,zy lzmianami organolep-
tycznymi, a wskaźnikiem KTB w tych pro-
duktach.

Budzyńska (2) zajmowała się oceną przy-
da,trrrości metody z KTB do badania zlr:riaT-
oksydacyjnych w ,niektórych olejach jadaI-
nych. Porównanie wartości wskaźnika tiobar-
biturowego z wynikami przeprowadzo,nych
równolegle analiz i,nnych wskaźników świe-
żości wykazało prostą zależność między war-
tościami licZby nadtlenkowej, a natężeniem
stopnia ekstynkcji w próbie. Z porównania
tych zależności autorka prribo,uvała wyznaczyć
wartości graniczne wskaźnika KTB dla bada-
nych olejów.

CIIUNG G. Z.z Zakażenie leptospirami u klinicznic
zdrorł/ych prosiąt. (Leptospiral infection of appa-
rently normal piss). Aust. Vet. J., 44, 315-319,
1968 (?).

283 klinicznie zdrowe prosięta dostarczone dorzeźni
w Birsbane badano metodą aglutynacji z surowica
krwi oraz metodą bakteriolopicznych posiewów mo-
czu na zakażenie leptosoirami. z moczu 7 sztuk
w-yizolowano sześć szczepów. L._ pomona i jeden
szczep L. h_vc,s. Surowica od 36,50/o prosiąt zawierała
aglutyniny płr,zeciwko 7-22 serotyoów leptospir.
Wjekszość surowic reasowała w testach aEluty,nacji
z wieloma serotypami w mianach 1:10 tvs.. co świad-
czylo o zakażenil L. romona w 43 nrzvoadkach L.
bratislava w 2|, L. hyos w 8, L. ic,terohaemorrha§iae
-w 7, L. auturnnalis w ż i L. ballu.m rv ,iednym nrzv-
,padku. Wysokie rniano swoistych aglutynin świadczą-
ce o zakażaniu kilkoma serotypami obserwowano
u 5,?0/o prosiat. dwoma ,serotyoami u 100/o. a trzema
serotynami u jednei sztuki. NTiano orzeciwci?ł nrze-
ciwko L. pornona wynosilo u dwóch sztr_tk 1:30 tys.
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