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CWICZENIE IV
Oznaczanie 5-hydroksymetylofurfuralu (HMF) w sokach owocowych (i miodzie)

1. WSTEP

Pod wptywem nadmiernego ogrzewania lub diugotrwatego przechowywania zywnos$ci zawierajacej
weglowodany i biatka dochodzi do nieenzymatycznego brunatnienia w wyniku zachodzacych reakcji
Maillarda. Produktami po$rednimi powstajacymi w tych reakcjach sa zwiazki furfuralowe: furfural, 5-
metylofurfural i wystepujacy w najwiekszej ilosci hydroksymetylofurfural.

Hydroksymetylofurfural (HMF) — 5(hydroksymetylo)-2-furaldehyd, w postaci czystej wystepuje jako
igietki lub platki o zapachu kwiatéw rumianku lub w postaci bezbarwnego syropu, podrazniajacego oczy. HMF
jest bardzo stabo lotny, rozpuszczalny bardzo dobrze w wodzie, alkoholach, acetonie, octanie metylu i DMF,
rozpuszcza si¢ takze w eterze i chloroformie.
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HMF w wysokich stgzeniach jest cytotoksyczny, powoduje podraznienia oczu, goérnych drog
oddechowych, skory i bton §luzowych. Zwiazek ten jest znany roéwniez jako genotoksyczny i rakotworczy, ale
mechanizmy jego toksycznego dziatania nadal pozostajg niejasne. Dawka doustna LDso 3,1 g'kg™? ciala zostata
ustalona dla szczurow. Dodatkowo badania tych zwierzat wykazaty, ze 1% HMF w diecie spowodowat wzrost
komorek rakowych okreznicy [1]. Jednoznaczne powigzanie HMF z karcynogeneza uzyskano w badaniach
myszy i szczuréw. W cytozolu watroby w obecno$ci siarczandéw jest on konwertowany do estru kwasu
siarkowego (5-sulfooksymetylofurfuralu) o wlasciwosciach mutagennych [2].

HMF tworzy si¢ z heksoz w trakcie ogrzewania i przechowywania zywnos$ci bogatej w cukry, przy czym
sa znane dwie gléwne drogi jego powstawania. W pierwszej z nich HMF powstaje w wyniku karmelizacji
cukrow w temperaturze ponad 150°C. Karmelizacji najtatwiej ulegaja cukry redukujace (glukoza, fruktoza,
ksyloza, ryboza), a proces ten jest katalizowany poprzez srodowisko kwasowe. Rysunek 9 przedstawia schemat
tworzenia HMF podczas karmelizaciji.

Druga droga powstawania HMF jest zwigzana z reakcjami nieenzymatycznego brunatnienia, jak potocznie
zwane sg reakcje Maillarda. Grupa aldehydowa weglowodanu reaguje z grupa aminowg aminokwasu lub biatka,
co w wyniku daje bezbarwne produkty posrednie, zwigzki Amadori, z ktorych podczas ogrzewania powstaje
HMF (rys. 10). W wyniku dalszych reakcji powstaje szereg barwnych zwiazkow, pozadanych w technologii
zywno$ci wybranych produktow (np. wypieki) lub niepozadanych w pozostalych. Tworzenie produktéw reakcji
Maillarda obniza bowiem warto$¢ zywieniowa produktu poprzez blokowanie lub destrukcje niektorych reszt
aminokwasow (lizyna, cysteina, metionina, tryptofan) oraz ograniczenie ich biodostepnosci.

HMEF jest wykorzystywany jako zwigzek wskaznikowy powstawania zmian nieenzymatycznych zywnosci
podczas obrobki technologicznej (ogrzewanie) oraz w trakcie przechowywania. Jego obecnosé jest
wskaznikiem zachodzacego pierwszego etapu reakcji Maillarda, przed pojawieniem si¢ niekorzystnych z
punktu widzenia organoleptycznego i zywieniowego barwnych polimeréw. Swiatowa Organizacja Zdrowia
(WHO) rekomenduje maksymalne stezenie HMF w sokach owocowych na poziomie 5-10 mg HMF-dm= w
zaleznosci od rodzaju owocow.

W przypadku miodow HMF moze stuzy¢ takze do oceny zafalszowan dodatkiem cukru inwertowanego.

* Opracowano na podstawie: J. Jabtonska, A. Lacka, T. Jedrzejczyk, M. Stowianek, A. Bartos, 1. Majak, K.
Wolska, E. Sobiecka, B. Smolinska, J. Leszczynska. Cwiczenia laboratoryjne z analityki zywnosci.
Wydawnictwo Politechniki L.odzkiej. £.6dz 2013.
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Rys. 9. Schemat powstawania HMF w procesie karmelizacji cukrow
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Rys. 10. Schemat powstawania HMF w reakcji Maillarda



Dopuszczalna zawarto$¢ hydroksymetylofurfuralu wedlug Polskich Norm zostata ustalona tylko dla miodu i
wynosi 3 mg HMF na 100 g miodu (30 mg HMF kg miodu) [3].

METODY OZNACZANIA HMF

W literaturze opisywane sg metody oznaczania 5-hydroksymetylofurfuralu w dwoch postaciach: wolnej i
zwiagzanej. Forma zwigzana HMF opisywana jest jako potencjalny 5-hydroksyfurfural zwigzany z biatkami jako
produkt Amadori, a uwalniana zostaje w wyniku ogrzewania z kwasem szczawiowym w temperaturze 100°C
w ciggu 25 minut. Zawarto$¢ zwigzanego HMF w probce wyznacza si¢ jako réznice pomiedzy iloscia wolnego
HMF, a iloéciag catkowitg okre$long po hydrolizie kwasem szczawiowym. Najczesciej stosowane sg metody
spektrofotometryczne (Winklera, TBA). Po przeprowadzeniu reakcji HMF z wybranym zwigzkiem powstaje
produkt, ktorego absorpcja promieniowania (w zakresie $wiatta widzialnego lub UV) jest wprost
proporcjonalna do stezenia zwigzku w roztworze. Sam HMF absorbuje promieniowanie jedynie w zakresie UV,
jednakze nie stosuje si¢ tej wlasciwos$ci do oznaczenia spektrofotometrycznego, ze wzgledu na absorpcje w tym
zakresie przez wiele innych zwiazkdéw obecnych w probkach.

Metoda Winklera (kolorymetryczna) [4]
W wyniku reakcji HMF z kwasem barbiturowym i p-toluidyng w $rodowisku kwasnym, najczesciej w
obecnosci kwasu octowego, powstaje produkt o barwie czerwonej, ktoérego stezenie jest oznaczane

kolorymetrycznie przy dtugosci fali 550 nm. Metoda jest malo selektywna, obok HMF reaguja takze inne
pochodne furfuralu.

Metoda TBA (kolorymetryczna) [5]

HMF reaguje z kwasem tiobarbiturowym (TBA) w $rodowisku kwasnym; powstaje barwny produkt o
maksimum absorpcji 443 nm, ktoérego ilo$¢ wyznacza si¢ kolorymetrycznie. Metoda ta nadal jest szeroko
stosowana w analizie produktow mlecznych, mimo wielu wad. Do najwazniejszych zaliczy¢ mozna brak

specyficznos$ci (zamiast HMF oznacza si¢ zwigzki furfurowe) oraz ograniczona stabilno$¢ barwnego
kompleksu w czasie analizy.

Metoda spektrofotometrii pochodnych [6]

W metodzie tej wykorzystuje si¢ jedng z powyzszych metod kolory- metrycznych do uzyskania barwnej

pochodnej. Zamiast pomiaru absorpcji przy jednej dlugosci fali mierzy si¢ absorbancje w szerszym zakresie,
np. z TBA jest to zakres 300-550 nm.
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Rys. 11. Widma absorpcji produktow reakcji z TBA z furfuralem (F), 5-hydroksymetylo-furfuralem (HMF),
metylofurfuralem (MF) i mieszaning powyzszych zwiazkow (M) [6]



Na podstawie widm roztworéw wzorcowych i ich pierwszych pochodnych wyznacza si¢ dlugosci fal, dla ktorych
pochodna absorbancji jest proporcjonalna do zawartosci poszczegolnych sktadnikow obecnych w mieszaninie, a
nastgpnie matematycznie oznacza si¢ zawarto$¢ poszczegolnych zwigzkow z widm absorpcji probki badane;.

Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) [7]

Metoda HPLC jest metoda pozwalajaca na oznaczenie HMF w obecnosci innych zwigzkow furfuralowych.
Najczgsciej stosowana jest metoda w uktadzie odwroconych faz (RP) na kolumnie z grupami funkcyjnymi Cisg
w uktadzie statego przeptywu fazy ruchomej (metanol-woda lub acetonitryl-woda) przy spektrofotometrycznej
detekeji przy dlugosci fali 283 nm.
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Rys. 12. Chromatogram mieszaniny standardéw: 5-hydroksymetylofurfural (HMF), furfural (F), furylometyloketon
(FMC) i metylofurfural (MF) [8]

Oprocz wymienionych metod zostaly takze opisane do oznaczania HMF inne metody:
spektrofotometryczna metoda White’a (wykorzystujaca rozktad grupy chromoforowej HMF przy uzyciu 0,1%
NaHSOs) [9], metoda analizy wstrzykowej (oparta o metode Winklera) [10] oraz elektroforeza kapilarna [11],
ale metody te nie znalazty szerokiego zastosowania.

WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA (HPLC)

Metody chromatograficzne sa metodami rozdzialu mieszanin, w ktorych rozdzielane sktadniki ulegaja
podziatowi pomigdzy dwie niemieszajgce si¢ fazy: fazg nieruchomg (stacjonarng) oraz faza ruchoma. W
metodzie wysokocisnieniowej chromatografii cieczowej (ang. high pressure liquid chromatography — HPLC),
zwanej takze wysokosprawng chromatografia cieczows (ang. High performance liquid chromatography) fazg
nieruchomg stanowi wypehienie kolumny chromatograficznej, a faz¢ ruchoma ciecz wprowadzana do kolumny
pod wysokim cisnieniem (50-100 MPa) ze stalg szybkos$cia przeptywu. Wypetnieniem kolumny sa najczesciej
porowate ziarna krzemionkowe o matej S$rednicy (3-10 pm) z chemicznie przylaczonymi zwigzkami
chemicznymi, decydujacymi o rozdziale sktadnikow mieszanin. Ze wzgledu na réznice polarnosci grup
funkcyjnych fazy stacjonarnej rozréznia si¢ chromatografie: w ukladzie faz normalnych (NP), gdy faza
stacjonarna jest bardziej polarna niz faza ruchoma oraz w uktadzie faz odwroconych (RP), gdy faza stacjonarna
posiada jako grupy funkcyjne niepolarne grupy alkilowe, a faza ruchoma jest polarna (np. woda).
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Rys. 13. Schemat chromatografu cieczowego: 1 — zbiornik fazy ruchomej, 2 — pompa, 3 — manometr, 4 — dozownik
probek, 5 — kolumna, 6 — termostat, 7 — detektor, 8 — rejestrator

Sktadniki mieszaniny po rozdzieleniu na kolumnie i po jej opuszczeniu sa wykrywane przez detektor, ktory
moze by¢ detektorem spektrofotometrycznym, elektrochemicznym i in. Efekt rozdziatu chromatograficznego
zapisywany jako zalezno$¢ sygnatu z detektora w funkcji czasu lub objetosci fazy ruchomej nosi nazwe
chromatogramu i jest podstawg analizy jakos$ciowej i ilosciowej analizowanej mieszaniny. Czas liczony od
momentu wprowadzenia probki do kolumny do pojawienia si¢ na chromatogramie maksimum piku, to znaczy
maksymalnego stezenia sktadnika probki, nazywa sie czasem retencji. Uzyskane czasy retencji substancji po
porownaniu z czasami retencji analizowanych roztworé6w wzorcowych pozwalaja na identyfikacje zwigzkoéw
chemicznych, natomiast powierzchnie otrzymanych na chromatogramach pikéw sa proporcjonalne do ilo$ci
wprowadzonej do kolumny substancji.

2. CZESC EKSPERYMENYTALNA

Cwiczenie polega na oznaczaniu HMF w sokach owocowych. Oznaczenia wykonuje sie metodg RP HPLC
z detektorem spektrofotometrycznym.

2.1. APARATURA

Wilasciwe pomiary wykonuje si¢ za pomocg zestawu do wysokoci$nieniowej chromatografii cieczowej
firmy Perkin Elmer (USA). Zestaw sktada si¢ z dwusktadnikowej pompy gradientowej, kolumny Supelcosil
LC-18-DB (250 x 4,6 mm; 5 um) firmy SUPELCO, detektora UV/VIS oraz programu komputerowego
stuzacego do zbierania i przetwarzania uzyskiwanych danych eksperymentalnych.

2.2. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

Do wykonania ¢wiczenia beda wykorzystane nastgpujace odczynniki i roztwory:
e woda destylowana,
¢ metanol do chromatografii,
o roztwor HMF o stezeniu 10 pg/10 ml (wzorzec),

roztwor Carreza I (15% wodny roztwor heksacyjanozelazianu(Il) potasu),
o roztwor Carreza I ( 30% wodny roztwor siarczanu(VI) cynku).

Materiatem do analizy beda przyniesione przez analizujacego © dwa ulubione soki owocowe oraz miod
(po ok. 20 ml/2g).



2.3. PRZYGOTOWANIE PROB DO OZNACZEN

Prébe miodu (ok. 2 g) odwazy¢ i rozpusci¢ w 20 cm?® wody. Odmierzy¢ po 10 cm? soku, roztworu miodu
i przenie$¢ do odpowiednio oznaczonych probowek typu Falcon 50 ml, doda¢ po po 1 cmd roztworéw Carrez 1
i Carrez 11, 2,5 cm® metanolu i uzupetié¢ woda destylowang do objetosci 25 cm®. Po dokladnym wymieszaniu
i odczekaniu ok. 5 min, roztwory wirujemy przez 10 min przy 10000xg i przenosimy po 1 ml klarownego
nadsgczu do odpowiednio oznaczonych probowek Eppendorfa 1,5 cm®. Rownolegle, w identyczny sposob
przygotowujemy do analizy dwie probki wzorcowe HMF. Dodajemy odpowiednio 10 (st¢zenie wyzsze) i 1 ml
(stezenie nizsze) roztworu wzorcowego HMF o stgzeniu 10 png/10 ml (plus 9 ml wody do st¢zenia nizszego).

3. WYKONANIE OZNACZENIA

3.1. ROZDZIAL CHROMATOGRAFICZNY Z POMIAREM
SPEKTROFOTOMETRYCZNYM

Faze ruchomg stanowi mieszanina wody i metanolu w proporcji 90:10 (v/v) przy szybkosci przeptywu 1
ml/min wg. metody HMF_LC.MTH (z katalogu C:\TC4\GC\Metody\). Ustali¢ przeptyw fazy ruchomej w
chromatografie (patrz osobna instrukcja). Ustawi¢ dugo$¢ fali detektora spektrofotometrycznego na 283 nm.

Kolejne probki, poczawszy od fiolek zawierajacych roztwory wzorcowe HMF nastrzykiwac do aparatu w
ilosci 50 pl. Analizowane probki oznaczamy w programie do rejestracji danych jako ZYNM, gdzie: Y —to nr
grupy; N — nr zespotu (1, 2, 3 lub 4) a M - to nr proby (1, 2, 3, 4 lub 5 — jak w zataczonej kontrolce). Pliki
chromatogramow zapisujemy w katalogu C:\TC4\HPLC\Dane\Kurs6 lub ...\Kurs2). Czas pojedynczej analizy
wynosi 10 min. Kolejna probke do analizy mozna aplikowa¢ dopiero po uptywie kolejnych 5 minutach. Jest to
czas potrzebny na zrownowazenie kolumny (ang. equilibration time).

3.2. ANALIZA WYNIKOW

Czas retencji HMF ustalamy na podstawie wzorca. Na podstawie powierzchni uzyskanych pikow z analizy
roztworé6w wzorcowych (patrz instrukcja dodatkowa) wykreslic krzywa kalibracyjnga A = f (c), gdzie A —
powierzchnia piku, ¢ — stezenie HMF wyrazone jako mg HMF na 10 cm?® soku. Uzyskany wynik przeliczy¢ na
1 dm?® soku i poréwnaé z warto$ciami zalecanymi zawarto$ci 5-hydroksymetylofurfuralu w sokach
owocowych. Wypehi¢ zataczong kontrolke i oddaé prowadzacemu.

Pytania kontrolne

1. W jakich warunkach tworzy si¢ HMF w zywnos$ci?

2. Dlaczego HMF jest wykorzystywany jako zwigzek wskaznikowy w zywno$ci?

3. Biologiczne dziatanie HMF na organizm ludzki.

4. Na czym polega roznica oznaczania HMF metoda spektrofotometryczng a metoda HPLC z detekcja
spektrofotometryczna?
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Cwiczenie V.
Data:

Godzina:

Imiona i Nazwiska Grupa

Powierzchnia piku Stezenie

Opis HMF HMF

=

. Wzorzec 1 - 1 ug/10mi

N

. Wzorzec 2 - 10 pg/10ml

3. Probka 1

4. Probka 2

5. Probka 3

Whioski:




