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Streszczenie

Zwiazki: 3-monochloropropano-1,2-diol (3-MCPD), 2-monochloropropano-1,3-diol (2-MCPD), 1,3-
i 2,3-dichloropropanole (1,3-DCP i 2,3-DCP) oraz ich estry naleza do grupy tzw. zanieczyszczen proce-
sowych zywno$ci. 3-MCPD wykryto jako pierwszy, w 1978 roku w produktach kwasowej hydrolizy
bialek roslinnych, a jego estry zidentyfikowano w 1980 r. W 2006 roku stwierdzono obecnos¢ duzych
ilosci estrow 3-MCPD w rafinowanych olejach roslinnych. Od ponad 35 lat prowadzone sg badania nad
mechanizmami powstawania wymienionych zwigzkow w zywnosci bogatej w tluszcz, ogrzewanej do
wysokiej temperatury. Do produktéw narazonych na zanieczyszczenie zwigzkami 3-MCPD i jego estrami
w trakcie procesu technologicznego naleza m.in. oleje rafinowane, frytki, chipsy, pieczywo, produkty
wedzone. W pracy przedstawiono stan badan dotyczacy powstawania 3-MCPD i jego estrow, wystgpowa-
nia w zywnosci, aspektow analitycznych i toksykologicznych oraz uregulowan prawnych. Opisano takze
sposoby redukcji zawartosci 3-MCPD i jego estrow w zZywnosci.

Stowa kluczowe: chloropropanole, chloropropanodiole, 3-MCPD, estry 3-MCPD, zanieczyszczenia pro-
cesowe Zywnosci

Wprowadzenie

Produkowane w skali przemyslowej i stosowane w wielu galeziach gospodarki
zwigzki: 3- i 2-chloropropanole (3-CP, 2-CP), I-chloroizopropanol, 1,3- i 2,3-
dichloropropanole (1,3-DCP i 2,3-DCP) oraz 3-chloro-1,2-propanodiol (3-MCPD)
i 2-chloro-1,3-propanodiol (2-MCPD) sg szkodliwe, a nawet potencjalnie kancerogen-
ne, co wykazano w badaniach z udziatem zwierzat doswiadczalnych [72]. Obecnosé
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3-MCPD wykryto w 1978 roku w kwasowych hydrolizatach biatek roslin oleistych
(HVP), a obecnos¢ 2- i 3-MCPD, 1,3-DCP i 2,3-DCP oraz estréw tych zwigzkow
z kwasami tluszczowymi stwierdzono w réznych hydrolizatach i w badaniach mode-
lowych acylogliceroli w roku 1980 [13, 73].

Celem pracy byto przedstawienie stanu badan dotyczacych obecnosci w zywnosci
chloropropanoli, chloropropanodioli oraz ich estrow. Szczegolng uwage zwrocono na
mechanizmy oraz warunki powstawania tych zwigzkéw, ich analityczne oznaczanie
1 mozliwos$ci eliminowania z zywnosci.

Powstawanie chloropropanodioli i dichloropropanoli w ZywnoSci

Zwiazki: 3-MCPD, 2-MCPD, 1,3-DCP i 2,3-DCP naleza do grupy tzw. zanie-
czyszczen procesowych zywnosci [77]. Powstaja w procesach produkcyjnych niekto-
rych typow zywnosci, zwlaszcza w technologiach, w ktorych stosuje si¢ ogrzewanie,
takich jak: hydroliza, odwanianie olejow, smazenie, pieczenie itp. Temperatura tych
procesow zwykle przekracza 150 °C, przy jednoczesnie niskiej aktywnosci wody
(0,15 < ay, < 0,30). Oprocz przypadkéw stwierdzenia obecnosci estrow 3-MCPD
w mleku koéz [6] i w mleku kobiet [81], wynikajacych z akumulacji tych zwigzkow,
ktoére pochodzity z paszy czy diety, uwaza sig, ze obecnos¢ 3- 1 2-MCPD oraz 1,3 1 2,3-
DCP w zywnosci jest wynikiem reakcji anionéw chlorkowych z acyloglicerolami.
Gloéwne chloroorganiczne zanieczyszczenia zywnosci to 3-MCPD 1 jego estry, nato-
miast 2-MCPD, 1,3- i 1,2-DCP wystepuja w znaczaco mniejszych ilosciach lub sg
nieobecne [44, 66]. Z tego wzgledu wickszos¢ analitykdéw koncentruje si¢ na badaniu
i oznaczaniu 3-MCPD. Obecnie przyjmuje si¢, ze istniejg cztery podstawowe mechani-
zmy powstawania estrow 3-MCPD, gtéwnie w schemacie: diacyloglicerol + jon chlor-
kowy — ester 3-MCPD. Mechanizmy te polegaja na substytucji nukleofilowej SN2
anionu chlorkowego w czasteczkach acylogliceroli [34, 59]. Dwa z proponowanych
mechanizméw polegajg na bezposrednim nukleofilowym oddziatywaniu Cl na glice-
rolowy atom wegla w acyloglicerolu, polaczony z grupg estrowa albo z grupg hydrok-
sylowa (rys. lai 1b).

Pozostate dwa mechanizmy zaktadaja powstanie jonu acylooksoniowego albo
piericienia epoksydowego przed dziataniem jonu Cl (rys. lc i 1d). Glicydol (2,3-
epoksy-propan-1-ol) w obecnosci HCI i pod wplywem ciepta moze ulega¢ interkon-
wersji pomigdzy 3-MCPD i1 2-MCPD. Mechanizmy powstawania MCPD i DCP oraz
ich estrow zostaty przedstawione w wielu publikacjach [9, 14, 34, 59, 60, 67, 71]. Ana-
lizowana jest takze mozliwo$¢ udzialu zwigzkéw chloroorganicznych rozpuszczalnych
w fazie olejowej w powstawaniu 3-MCPD 1 jego estrow [53, 58]. Nagy i wsp. [55]
stwierdzili, ze zwiazki chloroorganiczne wystepujace w palmie oleistej ulegajg rozkta-
dowi w procesie otrzymywania oleju palmowego z wydzieleniem HCI, co zwigksza
stezenie jondw chlorkowych. W 2006 roku oznaczono znaczace zawartosci 3-MCPD
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(> 0,02 mg/kg) w wedzonych kietbasach, szynkach, rybach i innych wedzonkach.
Uznano, ze w przeciwienstwie do HVP, pieczywa czy olejow rafinowanych, powsta-
wanie 3-MCPD w wedzonkach wynika z obecno$ci 3-hydroksyacetonu w dymie we-
dzarniczym [45].

Estry chloropropanoli i chloropropanodioli

Weczesniejsze (do 2004 roku) prace badawcze i monitoring produktow spozyw-
czych koncentrowaty si¢ na problemach powstawania i oznaczania gtownie 3-MCPD,
w mniejszym za$ stopniu na 2-MCPD oraz 1,3-1 2,3-DCP. W pracach prowadzonych
od 2004 roku podkresla sie, ze zwiazki te, zwtaszcza 3-MCPD i1 2-MCPD, wystepuja
w niektorych typach zywnosci (oleje rafinowane, frytki, chipsy, pieczywo, paczki itp.)
w postaci mono- lub diestrow kwasow thuszczowych. Podawane sg przyktady zywno-
$ci, w ktorej estry 3-MCPD z kwasami tluszczowymi wystepuja w stezeniu kilku lub
nawet kilkuset razy wickszym niz wolny 3-MCPD [70]. Wprowadzono termin “chlo-
ropropanodiole zwigzane” [70], np. 3-MCPD zwigzany, oznaczany jako 3-MCPD-E
(E — od ester) czy 3-MCPD-PP lub 3-MCPD-O, co oznacza odpowiednio: dipalmity-
nian lub oleinian 3-MCPD. Seefelder i wsp. [65] oraz Schilter i wsp. [64] wykazali, ze
ze wzgledu na analogie strukturalne acylogliceroli oraz estroéw kwasow tluszczowych
z 3-MCPD, estry te sg hydrolizowane lipazami jelitowymi w uktadzie in vitro. Z lipoli-
zy przeprowadzonej w uktadzie modelowym wynika, ze wydajnos¢ powstajacego
3-MCPD z jego monoestréw wynosi powyzej 95 % po 1 min procesu. Diestry
3-MCPD hydrolizuja oporniej, osiagajac wydajnos¢ 3-MCPD: 45, 651 95 % po inku-
bacji w ciggu odpowiednio: 1, 5 i 90 min. Burke i wsp. [5], wykorzystujac badania
z linia komorkowg Caco-2, wskazuja takze na rdéznice w hydrolizie, przyswajaniu
i dalszym metabolizmie mono- i diestrow 3-MCPD. W badaniach zawarto$ci estrow
3-MCPD w typowych tluszczach spozywczych stwierdzono, ze zawierajg one 7 =+
15 % monoestrow, reszte stanowig diestry. Stwierdzono rowniez, ze w warunkach
rzeczywistej lipolizy w organizmie czlowieka nie mozna oczekiwa¢ 100-procentowe;
hydrolizy diestréw 3-MCPD. ZatozZenie o catkowitej hydrolizie estréw 3-MCPD przez
lipazy jelitowe jest jednak nadal formutowane w réznych projektach. Karasek i wsp.
[40] oraz Matthéus i wsp. [52] podajg przyjmowanie 100-procentowej hydrolizy es-
trow 3-MCPD przez Niemiecki Instytut Oceny Ryzyka oraz przez Europejski Urzad
Bezpieczenstwa Zywnosci (EFSA) w obliczaniu potencjalnej zawartoéci 3-MCPD
w zywno$ci. W miar¢ rozwoju metod badan i aparatury zagadnienie zanieczyszczen
zywnosci przez estry MCPD 1 DCP jest opisywane bardziej szczegotowo [40, 65, 76].
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Schemat powstawania estrow 3-MCPD. Bezposredni atak nukleofilowy anionu chlorkowego na:
a) glicerolowy atom wegla potaczony z grupa estrowa, b) glicerolowy atom wegla potaczony
z grupa hydroksylowa, c) powstaly jon acylooksoniowy, d) powstaly pierscien epoksydowy
(szkielet glicerolowy pogrubiono)

Pathways of 3-MCPD esters formation. Direct nucleophilic attack of chloride anion on: a) glyc-
erol carbon atom bonded with ester group, b) glycerol carbon atom bonded with hydroxyl group,
¢) acyloxonium ion d) epoxide ring (glicerol backbone bolded)

Opracowano na podstawie: / Based on: [59]

Regulacje prawne

Migdzynarodowa Agencja Badan nad Rakiem (IARC) klasyfikuje wolny
3-MCPD 1 glicydol odpowiednio jako “mozliwe, ze kancerogenny — Grupa 2B”
i “prawdopodobnie kancerogenny — Grupa 2A” [37]. Podkreslana jest waga problemu
ze wzgledu na powszechnos¢, czestotliwose i ilo§¢ spozywanych produktow, jezeli
nawet jednostkowa zawartos¢ 3-MCPD, 2-MCPD, 1,3-DCP czy 2,3-DCP w danym
produkcie nie jest zbyt duza. Szczegdlne znaczenie majg takie produkty, jak: rafinowa-
ne oleje roslinne, pieczywo, sosy, chipsy i frytki. Dotychczas okre§lono wymagania
odnoszace si¢ do hydrolizowanych roslinnych preparatow biatkowych oraz soséw so-
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jowych i produktow pochodnych. Nadal brak jest regulacji dotyczacych estréw chloro-
propanoli, chloropropanodioli i glicydolu.

Zwigzek 3-MCPD metabolizowany jest albo przez aldehyd [B-chlorooctowy
i utlenienie grupy aldehydowej do kwasu szczawiowego, albo przez glicydol do glice-
rolu lub do N-acetylo-S-(2,3-dihydroksypropylo)-cysteiny [72]. Schilter 1 wsp. [64]
oraz Burke i wsp. [5] zwracaja uwage na to, ze mimo braku bezposrednich badan doty-
czacych ludzi, mozliwos$¢ hydrolizy estrow 3-MCPD i zwigzkéw pokrewnych w ukta-
dzie jelitowym nie moze by¢ rozpatrywana bez uwzglednienia problemoéw toksykolo-
gicznych. Z uwagi na opinie ekspertow i organizacji legislacyjnych, ze 3-MCPD jest
genotoksyczny in vitro, chociaz brak jest dowoddéw jego genotoksycznosci in vivo,
w marcu 2001 roku Komisja Europejska przyjeta rozporzadzenie nr 466/201 zmodyfi-
kowane w 2006 r. [63], w ktorym okreslono limit dopuszczalnej zawarto$ci 3-MCPD
w kwasowych hydrolizatach biatek roslin oleistych (HVP) i w sosie sojowym. W roz-
porzadzeniu nr 1881/2006 z 19 grudnia 2006 roku [63] ustanowiono tzw. dopuszczalne
dzienne spozycie 3-MCPD z HVP lub z sosu sojowego na poziomie 2 pg/kg masy ciala
konsumenta. Maksymalna dopuszczalna zawartos¢ 3-MCPD w HVP i w sosie sojo-
wym moze wynosi¢ do 20 pg/kg. Limit zawartosci 3-MCPD zostat wyznaczony przy
zatozeniu, ze ciekly produkt zawiera 40 % suchej masy, co odpowiada zawartosci
w niej 50 pg/kg 3-MCPD. W przepisach krajowych dopuszczalng zawartos¢ 3-MCPD
w HVP i w sosie sojowym reguluje rozporzadzenie Ministra Zdrowia z 13 stycznia
2003 roku [62]. Zgodnie z nim maksymalny poziom zanieczyszczenia 3-MCPD
w hydrolizowanym biatku ro$linnym i w sosie sojowym moze wynosi¢ do 0,02 mg/kg,
co odpowiada 0,05 mg/kg produktu o 40-procentowej zawartosci suchej masy. Nie
ustalono ani unijnych, ani krajowych regulacji dotyczacych zawartosci 3-MCPD
w innych produktach spozywczych. Nie ma tez uregulowan dotyczacych innych niz
3-MCPD chloropochodnych propanoli i propanodioli. Obecnie 3- i 2- MCPD i ich
estry oraz estry glicydowe monitorowane sa zgodnie z zaleceniem Komisji UE z dnia
10.09.2014 [79].

Wystepowanie 3-MCPD w produktach spozywczych

W literaturze przedmiotu analizowane sg warunki powstawania 3-MCPD i dane
dotyczace zawartosci 3-MCPD 1 jego estrow w takich produktach, jak: oleje roslinne
[47, 80], pieczywo 1 produkty zbozowe [20, 33], ciasta [30 - 32], smazone produkty
ziemniaczane [38, 82], kawa [19], substytuty kawy i ekstrakty stodowe [18], Smietanki
do kawy [41], zywnos¢ dla niemowlat i dla dzieci [83]. Na uwage zastuguja krajowe
prace zespotu z Narodowego Instytutu Zdrowia Publicznego [26, 68] dotyczace zawar-
tosci estrow MCPD w artykutach spozywczych pochodzacych z handlu detalicznego
oraz badania prowadzone przez zespot z Politechniki Gdanskiej [27, 39].
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Przyktadowe zawartosci niezwigzanego 3-MCPD w roznych produktach spozyw-
czych opublikowali Hamlet i wsp. [29], a 3-MCPD zwigzanego w postaci estrow
w zywno$ci — takze Hamlet 1 wsp. [34]. Nowe dane dotyczace zawartoSci estrow
3-MPCD w zywnos$ci zawierajg prace grupy autorow stowarzyszonych w Mig¢dzynaro-
dowym Instytucie Nauk o Zyciu [12] oraz MacMahona i wsp. [47]. Chung i wsp. [7]
podaja wyniki oznaczen 3-MCPD i DCP w 318 probkach artykutow spozywczych
z handlu detalicznego w Hongkongu.

Oznaczanie 3-MCPD i jego estrow

Ilodciowe oznaczanie zawartosci chloropochodnych propanodioli i propanoli (na
poziomie mikrograméw na kg produktu) jest zagadnieniem ztozonym i analitycznie
trudnym. 3-MCPD, 2-MCPD, 1,3 DCP i 2,3 DCP mimo prostej budowy chemicznej
odznaczajg si¢ pewnymi specyficznymi wlasciwosciami. Zwiazki te nie zawierajg od-
powiedniej grupy chromoforowej, sa wysokowrzace, silnie polarne i maja mata mase
molowa. To wyklucza lub znaczaco utrudnia zastosowanie technik eksperymentalnych
i detekcyjnych typowych w metodach chromatografii gazowej (GC) badz zmusza do
stosowania oznaczen posrednich poprzez syntez¢ pochodnych. Najczesciej stosowane
sg metody oznaczen GC z detekcjg MS czy MS/MS, po przeprowadzeniu 3-MCPD
w jego lotne pochodne w reakcjach z heptafluorobutyro-imidazolem (HFBI) lub kwa-
sem fenyloborowym (PBA). Rzadziej otrzymywane sg pochodne ketonowe, gtdwnie
acetonowe, prowadzace do lotnych dioksolanow.

W USA (AOAC Official Method 2000.01 [4]) i w Europie (EN 14573 [56]) opra-
cowano robocze procedury oznaczen, dlatego wedtug wielu opinii metoda z uzyciem
HFBI jest obecnie najczesciej stosowana. Dodatkowa zaletg tej metody jest mozliwos¢
jednoczesnego oznaczenia 3-MCPD, 2,3-DCP i 1,3-DCP. Jest to podkreslane w po-
rownaniach ww. metody z otrzymywaniem lotnych pochodnych 3-MCPD z PBA, ktora
nie nadaje si¢ do oznaczen 1,3- i 2,3- dichloropropanoli. Heptafluorobutyroimidazol
(HFBI) jest jednak nieodporny na wilgo¢, co powoduje koniecznos$¢ otrzymywania
pochodnych 3-MCPD w $rodowisku bezwodnym. Dodatkowo pochodne DCP z HFBI
sg nietrwale 1 wymagajg natychmiastowego oznaczenia po derywatyzacji. Kaze 1 wsp.
podaja [43], ze z wymienionych powodow odczynnikiem najczgsciej stosowanym do
derywatyzacji 3-MCPD jest PBA. Zwiazek ten moze by¢ jednak stosowany tylko do
derywatyzacji dioli, co uniemozliwia jego uzycie do jednoczesnego oznaczania MCPD
1 DCP.

Stosowane metody oznaczen dziela si¢ na bezposrednie i posrednie. Metody bez-
posrednie, niewymagajgce otrzymywania pochodnych, to gtéwnie techniki chromato-
grafii cieczowej (LC). Wymagajg one jednak stosowania duzej liczby wzorcoéw anali-
tycznych (estrow 3-MCPD z réznymi kwasami tluszczowymi), w tym wzorcow
izotopowo znakowanych. Haines 1 wsp. [28] opisujg zastosowanie bezposrednich
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oznaczen estréw kwasow tluszczowych z 3-MCPD i z glicydolem w systemie LC-
TOF-MS (TOF — Time of Flight). Metodg bezposredniego, jednoczesnego oznaczania
estrow 3-MCPD i estrow glicydolu technikg LC-TOF-MS zastosowali Hori i wsp. [35].
MacMahon i1 wsp. [47 - 49] opublikowali seri¢ prac dotyczacych bezposredniego ozna-
czania estrow MCPD, w tym: zasady oznaczania monoestréw 3-MCPD oraz estroéw
glicydolu w olejach rafinowanych [49]. Autorzy opracowali metode (z walidacjg) bez-
posredniego oznaczania diestrow 3-MCPD. Przedstawili takze wyniki oznaczen die-
strow nasyconych kwasow thuszczowych (C12 - C18) oraz kwasow C18:1, C18:2
1 C18:3 z 3-MCPD w réznych matrycach [48]. Podsumowaniem tej serii jest publikacja
[47], w ktorej autorzy przytaczaja wyniki bezposrednich oznaczen sumarycznej zawar-
tosci estrow 3-MCPD, z podziatem na zawarto$¢ estrow poszczegolnych kwasow
thuszczowych w 116 probkach roznych olejow jadalnych oraz szorteningdéw pochodza-
cych z handlu detalicznego USA. Praca ta zawiera rowniez wyniki oznaczen estrow
glicydolu w ww. olejach. Xu i wsp. [78] opisali sposob oznaczania 1,3-DCP, 2,3-DCP,
3-MCPD, 2-MCPD) w sosach sojowych metoda GC-MS/MS bez otrzymywania ich
pochodnych. Granice wykrywalno$ci wymienionych wyzej zwigzkéw wynosity 1,0 +
5,0 pg/kg. W metodach posrednich probka przed derywatyzacja i oznaczeniem
3-MCPD musi by¢ poddana hydrolizie (lub czgéciej transestryfikacji z metanolem)
uwalniajgcej z estru niezwigzany 3-MCPD, ktory dalej przeksztatcany jest w lotne
pochodne. Stosowane sa metody hydrolizy lub transestryfikacji kwasowej [17] z uzy-
ciem kwasu siarkowego jako katalizatora lub transestryfikacji zasadowej katalizowanej
metanolanem sodowym [75]. Procesy hydrolizy i przeestryfikowania kwasowego, jako
reakcje osiggajace stan rownowagi, wymagaja dlugotrwatych zabiegow laboratoryj-
nych w celu uzyskania zadowalajacych wydajnosci. Stosowanie katalizatorow alka-
licznych (MeONa), jakkolwiek szybkie (do 10 min), moze powodowac straty analitu.
Uwalniany z estru 3-MCPD moze w obecnosci MeONa rozktada¢ si¢ poprzez glicydol
do glicerolu [36]. Proby opdzniania tego rozktadu przez obnizanie temperatury skut-
kowaty wydtuzaniem czasu reakcji do kilkunastu godzin, a wigc utratg podstawowej
zalety przeestryfikowania w §rodowisku alkalicznym. Wada tej metody jest jej niespe-
cyficzno$¢, poniewaz oprocz zwigzanego 3-MCPD obejmuje takze acyloglicerole
1 estry kwasow thuszczowych z glicydolem. Oczywiscie MeONa nie moze by¢ uzywa-
ny do przeestryfikowan w olejach “kwasnych” tj. o duzej zawartosci wolnych kwasow
thuszczowych. W 2011 roku Kuhlmann [44] przedstawit metode réwnolegtego ozna-
czania w oleju roslinnym estrowo zwigzanych 3-MCPD, 2-MCPD i glicydolu. Metoda
ta (znana jako metoda Kuhlmanna lub metoda SGS) polega na ulepszeniu alkalicznego
sposobu uwalniania wolnego glicydolu i chloropropanodioli z ich estrow, a nast¢pnie
przeksztatceniu glicydolu w monobromopropanodiol (MBPD). Po derywatyzacji
z PBA, otrzymane pochodne MBPD i MCPD sa oznaczane metodg GC-MS z wyko-
rzystaniem izotopowo znakowanych wzorcoéw analitycznych. Przeprowadzona zostata
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walidacja metody dotyczaca glicydolu i 3-MCPD z uzyciem stearynianu glicydolu i di-
palmitynianu-3-MCPD. W tej samej pracy przedstawiono wyniki zawarto$ci 2-
1 3-MCPD oraz glicydolu w réznych rafinowanych i nierafinowanych olejach roslin-
nych i thuszczach zwierzecych. Nie stwierdzono obecnosci MCPD i glicydolu w ole-
jach surowych i typu virgin oraz w tluszczach zwierz¢cych. Stwierdzono natomiast
obecnos¢ estrow MCPD i glicydolu w 17 rodzajach olejow rafinowanych. Problem
oceny jakosci metod przygotowywania probek do posredniego oznaczania chloropo-
chodnych propanolu i ich estrow jest przedmiotem zainteresowania analitykéw. Hrnci-
rik 1 wsp. [36] wykazali, ze metody oznaczen posrednich, polegajace na konwersji
estrow 3-MCPD do wolnego 3-MCPD, zawierajg szereg krytycznych etapow, maja-
cych wptyw na koncowe wyniki oznaczen. Szczegdlnie wazne okazaty si¢ etapy tran-
sestryfikacji i wysalania. Po przeprowadzeniu oznaczen poréwnawczych z zastosowa-
niem hydrolizy alkalicznej i kwasowej wykazano przewage jakosciowa wynikow
oznaczen 3-MCPD po hydrolizie kwasowej. W szczego6lnosci wykazano mniejsza sta-
bilnos¢ 3-MCPD w warunkach hydrolizy alkalicznej. Stwierdzono takze, ze wyniki
oznaczen po pierwszych 2 - 3 min transestryfikacji zasadowej byty o 10 + 20 % wyz-
sze od uzyskanych po dluzszym (5 - 10 min) czasie transestryfikacji. Oznaczenia kon-
trolne z uzyciem roztworow wzorcowych wykazaly zawyzone o 7 + 15 % zawartosci
wzorca (deuterowany 3-MCPD). Wykorzystujac te wyniki, Ermacora i Hrcirik [21]
przeprowadzili szczegdlowg analiz¢ metody oznaczania 3-MCPD po transesteryfikacji
kwasowej. Oceniano powtarzalnos¢ metody i jej etapy, a takze stabilno§¢ pochodnych
3-MCPD otrzymywanych w reakcji z PBA. Nie stwierdzono istotnych réznic w wyni-
kach oznaczen 3-MCPD w probkach po derywatyzacji, przechowywanych przez 0 - 7
dni w temperaturze pokojowej i w probkach przechowywanych przez 0 - 60 dni
w temp. -20 °C. Badano takze ewentualne powstawanie 3-MCPD w reakcji Cl z gli-
cydolem (wysalanie z NaCl). Stwierdzono, ze stgzenie jonow chlorkowych w probce
nie powinno przekracza¢ 1,7 mmola/kg oleju. Wyniki przeprowadzonych badan umoz-
liwity stwierdzenie, ze rekomendowany zwykle 16-godzinny czas inkubacji probek
podczas transestryfikacji kwasowej moze by¢ skrocony do 4 h, bez istotnego wptywu
na doktadnos$¢ i powtarzalnos¢ wynikow oznaczen zwigzanego 3-MCPD. Przeprowa-
dzone badania pozwolity autorom [22] na optymalizacj¢ i walidacj¢ metody jednocze-
snego oznaczania estrow 2-MCPD, 3-MCPD i glicydolu. Oznaczenia wymienionych
trzech analitow w wielu roéznigcych si¢ skladem i pochodzeniem probkach wykazaty
duzag doktadnos¢, powtarzalnos¢, czutos¢ i wydajno$¢ opracowanej metody. Zdaniem
autorow metoda nadaje si¢ do rutynowych oznaczen w laboratoriach badawczych
1 jednostkach kontroli jako$ci. Oznaczanie trzech analitow w jednym eksperymencie
sprawito, ze w $rodowisku analitykéw metoda ta nazywana jest “trzy w jednym”.
Opracowana zostata takze wersja metody oznaczania estrow 1,3-1 2,3-MCPD i estrow
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glicydolu w tluszczach do smarowania pieczywa, w margarynach, $mietanach i majo-
nezach uzywanych w gospodarstwach domowych [23].

Alternatywne do hydrolizy kwasowej stosowanie lipaz i preparatow lipolitycz-
nych jako katalizatorow hydrolizy czy przeestryfikowania jest w zasadzie na etapie
badan naukowych. W nielicznych pracach opisano wykorzystanie lipaz z Aspergilus
oryzae 1 Candida rugosa [54]. Chung i Chan [8] opisali metode¢ jednoczesnego ozna-
czania metodg GC-MS estréw 2-MCPD i 3-MCPD z kwasami thuszczowymi po enzy-
matycznej hydrolizie (lipaza z Candida antarctica) thuszczu wyekstrahowanego z ba-
danej probki.

W latach 2009 - 2011 Niemieckie Towarzystwo Ttuszczowe (DGF) wydato kilka
standardowych procedur oznaczania estrowo zwigzanego 3-MCPD: DGF Standard
Method C I 18/2009 [15], DGF Standard Method C-VI 18/2011 [16], ktore sa obec-
nie stosowane w Europie. Metody te sg ulepszane i modyfikowane gtéwnie w zakresie
doboru rozpuszczalnikow i ekstrahentow [42, 43].

Kiisters 1 wsp. [46] opracowali szybka mikrometod¢ oznaczania 3-MCPD i jego
estrow. Po przeprowadzeniu estrow 3-MCPD w reakcji z MeONa w niezwigzany
3-MCPD 1 jego derywatyzacji z PBA powstate pochodne oznaczane sg metodg GC-
MS. Metoda zostata sprawdzona w analizie roznych produktéw spozywczych — pie-
czywa, przetworow miegsnych, ryb, koncentratow i przypraw.

Zapobieganie powstawaniu i redukcja zawartosci 3-MCPD i jego estréw
w zZywnosci

Dziatania podejmowane w celu uzyskania danego produktu o mozliwej do przy-
jecia zawarto$ci wolnych i zwigzanych chloropropanoli mozna podzieli¢ na dwie gru-
py. Pierwsza to zapobieganie powstawaniu DCP i MCPD, natomiast druga to ich usu-
wanie z wytworzonego produktu spozywczego. Ze wzgledu na dominujacy ilosciowo
udziat 3-MCPD i jego estrow z kwasami thuszczowymi, opis badan jest zwykle ograni-
czany do tych zwigzkow chemicznych.

W zakresie zapobiegania powstawaniu 3-MCPD 1 jego estrow podejmowane dzia-
tania dzieli si¢ na bezposrednio zwigzane z technologia wytwarzania i rafinacji oleju,
a wiec z zakladem produkcyjnym oraz na dodatkowe, specyficznie zwigzane z danym
produktem spozywczym. Stwierdzono, ze gtownym zrodlem 3-MCPD sa jego estry
powstajace w wyniku rafinacji oleju, a krytyczna dla zawartosci 3-MCPD w oleju ope-
racjg rafinacji jest odwanianie. Proces przebiegajacy w zakresie temp. 200 + 270 °C
w ciagu kilku godzin i przy niskiej aktywnos$ci wody stwarza korzystne warunki po-
wstawania estrow 3-MCPD. Dowiedziono, ze gtéwnymi prekursorami powstawania
estrow chloropropanodioli sa: lecytyna, diacyloglicerole, glicerol, triacyloglicerole,
monoacyloglicerole [74]. W badaniach, przeprowadzonych w tej samej pracy, wykaza-
no, ze najbardziej skutecznymi zwigzkami zapobiegajagcymi powstawaniu 3-MCPD
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byly: wodorowgglan i weglan sodu oraz cysteina i glutation. Zwigzki te redukowaty
zawarto$¢ 3-MCPD w uktadzie glicerol + NaCl do poziomu odpowiednio: 8, 14, 42
1 80 % zawartosci 3-MCPD powstajacego bez stosowania inhibitoroéw. W doswiadcze-
niu symulujagcymh proces odwaniania oleju palmowego (temp. 240 °C) Freudenstein
1 wsp. [25] stwierdzili, ze najwickszy wptyw na powstawanie 3-MCPD i jego estrow
z kwasami thuszczowymi majg di- i monoacyloglicerole znajdujace si¢ w oleju. Desta-
illats 1 wsp. [14] wykazali, ze w temp. >150 °C 1 w warunkach symulujacych odwania-
nie triacyloglicerole (TAG), czyli gtowny sktadnik olejéw roslinnych, sa najbardziej
reaktywnymi substratami w reakcjach powstawania diestrow MCPD. Rahn i Yaylayan
[60] przedstawili spektroskopowe (IR) dowody na to, ze w temp. 100 °C tripalmitynian
glicerolu tworzy jon acylooksoniowy, reagujacy z anionem chlorkowym do estrow
3-MCPD (rys. 1c). Obecno$¢ w oleju surowym tri- i diacylogliceroli (TAG i DAG)
oraz jonéw chlorkowych determinuje powstawanie estréw 3-MCPD [54]. W rafinacji
niektorych olejow, np. palmowego, wazna dla powstawania 3-MCPD jest obecnosc¢
zwigzkow chloroorganicznych rozpuszczalnych w fazie olejowej. Stad zalecane jest
staranne dobieranie jakosciowe surowcow do produkcji oleju (owocow, nasion), skra-
canie czasu od zbioru do produkcji i mozliwie szybka deaktywacja enzymow lipoli-
tycznych (szczegdlnie w pulpach), aby zawartos¢ DAG w surowym oleju byla ponizej
4 %, co uznaje si¢ za warto$¢ progowa wzgledem finalnej zawartosci 3-MCPD
i 3-MCPD-E w produkcie po odwanianiu [25, 50]. Niektore surowce oleiste, np. owoce
palmy, orzechy kokosowe, ziarna kukurydzy, oliwki, zawieraja, w zaleznos$ci od regio-
nu pochodzenia i lokalnych warunkéw agrotechnicznych, duze ilosci zwigzkéow chlo-
roorganicznych rozpuszczalnych w oleju i stanowiacych, obok jonéw Cl pochodzenia
nieorganicznego, wazne zrodto drugiego prekursora powstawania 3-MCPD-E. Z tego
wzgledu zalecane sag ekstrakcje (plukania) surowcow woda czy roztworami wodno-
alkoholowymi. W produkcji oleju palmowego dobre rezultaty uzyskuje si¢ po ptukaniu
surowego oleju woda lub roztworami alkoholu, co pozwala na zmniejszenie zawartosci
estrow 3-MCPD o 30 + 35 % w gotowym oleju po odwanianiu [9, 50]. Podobng sku-
tecznos¢ wykazywato stosowanie $srodkow wspomagajacych rafinacje, tj. niskocza-
steczkowych alkoholi [21] i diacetyny (1,3-dioctanu-glicerolu) [50, 51].

W planowaniu strategii minimalizowania zawarto$ci chloropochodnych propano-
dioli i propanoli w produktach finalnych zalecane sa analizy na zawarto$¢ Cl/Cl
w surowcach 1 w oleju przed rafinacjg, a takze w $rodkach pomocniczych, jak: woda,
ziemie bielgce, zwigzki chemczne [50].

Drugim obszarem dzialania na terenie zaktadu produkcyjnego jest optymalizacja
procesow rafinacji oleju, a w szczego6lnosci etapu jego odwaniania i ewentualnie eta-
pow wcezesniejszych (odsluzowywania, bielenia). Ramli i wsp. [61] badali od$luzowy-
wanie kwasowe (0,02 + 0,1 % H;PO,) 1 wodne (2 % H,O) oraz bielenie réznymi zie-
miami bielgcymi (1 %) surowego oleju palmowego (CPO). Olej CPO po odsluzowaniu
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1 bieleniu poddawano odwanianiu w temp. 260 °C przez 90 min. Po tych operacjach
olej zawierat estry 3-MCPD, jednak w przypadku uprzedniego odsluzowania wodnego
1 bielenia ziemiami aktywowanymi kwasowo, zawarto$¢ estrow 3-MCPD nie przekra-
czata 0,25 ppm. Korzystny wpltyw wczesniejszych etapéw rafinacji oleju (od$luzowy-
wanie, bielenie, adsorpcyjne usuwanie niepozadanych zwigzkow chemicznych i metali
cigzkich) na zawarto$¢ estrow 3-MCPD w oleju po odwanianiu podkreslaja Pudel
1 wsp. [57]. Zawarto$¢ chloropropanoli i chloropropanodioli w finalnym oleju zalezy
gtownie od temperatury i czasu odwaniania. Optymalizacja temperatury procesu od-
waniania i skracanie jego czasu powoduje zwykle zmniejszenie zawartosci 3-MCPD
1 3-MCPD-E. Zalecany jest dwustopniowy proces odwaniania, tzn. wysoka temperatu-
ra (270 °C) i krotki czas (30 min), a nastgpnie obnizona temperatura (okoto 200 +
220 °C) 1 wydtuzony czas (4 h) badz odwrotnos¢ tych etapow [52]. Zmiany pH ukta-
dow zawierajacych procesowo powstate 3-MCPD 1 jego estry korzystnie wptywaja na
zmniejszanie zawarto$ci tych zanieczyszczen. Procesowi odwaniania prowadzonemu
w wysokiej temperaturze towarzysza reakcje izomeryzacji 3-MCPD, odchlorowania
i deacylacji [24].

Dobre wyniki uzyskuje si¢ po zastosowaniu specjalnych srodkow filtrujacych,
zawierajacych sktadniki chemicznie aktywne wzgledem zanieczyszczen. Kontaktowa-
nie oleju zawierajacego 3-MCPD z karboksymetyloceluloza, zywicami jonowymien-
nymi, kalcynowanymi zeolitami czy adsorbentami silikonowymi zawierajacymi krze-
miany magnezu i/lub wapnia powoduje zmniejszenie zawarto$ci 3-MCPD od
kilkunastu do nawet 40 % poczatkowej jego zawartosci [69].

Stosowanie innych technologii do usuwania 3-MCPD i zwigzkoéw pokrewnych
jest przedmiotem nielicznych publikacji. Sygnalizowane sg prace dotyczace usuwania
zwigzkow szkodliwych 1 niepozadanych z oleju poprzez “stripping” azotem [2]. Craft
i wsp. [10] przedstawili og6lng oceng stosowania réznych metod fizykochemicznych
do poprawy jakos$ci i bezpieczenstwa zywnosciowego olejow jadalnych przez zmniej-
szanie zawarto$ci 3-MCPD. Inng metoda usuwania 3-MCPD i jego estréow z oleju mo-
ze by¢ stosowanie technologii enzymatycznych. Opracowana w skali laboratoryjnej
metoda polega na enzymatycznej konwersji 3-MCPD poprzez glicydol do glicerolu
w uktadzie dwufazowym woda/olej, z uzyciem tzw. kaskady enzymatycznej. Proces
polega na hydrolizie enzymatycznej (Candida antarctica) i kolejnym traktowaniu
uwolnionego 3-MCPD dehydrogenaza halohydrynows, otrzymywang z Arthrobacter
sp. AD2 i hydrolaza epoksydowgq z Agrobacterium radiobacter AD1 [3].

Kulinarna obrébka zywnosci bezposrednio przed spozyciem, to ostatni etap moz-
liwego unikania powstawania i zmniejszania zawartosci chloropropanodioli. Unikanie
zbednego przegrzewania, wlasciwa kolejnos¢ dodawania soli i przypraw, dobdr proce-
sow obrobki (np. tostowanie czy grillowanie) moze zdecydowanie zmniejszy¢ ilos$¢
spozywanego 3-MCPD 1 jego estrow. Crews i wsp. [11] oznaczyli zawarto$¢ 3-MCPD
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w zywnos$ci (sosy, buliony, ciasta, nalesniki, pieczywo, sery, mig¢so) przygotowanej
kulinarnie w warunkach symulujacych domowe przyrzadzanie dan (smazenie, piecze-
nie, grillowanie). We wszystkich przypadkach zawarto$¢ 3-MCPD wzrastata po obrob-
ce cieplnej, najbardziej krytyczne okazaly si¢ procesy grillowania i opickania. Baer
1 wsp. [1] zwracajg uwage na przyczyny powstawania 3-MCPD 1 jego estrow w takich
grupach produktdw, jak: chleb i ciastka, kawa, sery topione i grillowane, wedzonki
migsne 1 rybne. W tej samej pracy [1] podano sposoby redukcji zawartosci 3-MCPD
1jego estrow, jak: zwigkszanie pH uwodnionych produktow, obnizanie temperatury
1 zawartosci soli, unikanie obrobki w warunkach niska wilgotno$¢ — wysoka temperatu-
ra, ograniczanie obecno$ci glicerolu i niepelnych acylogliceroli, stosowanie ekstraktow
716t 1 przypraw, redukcja obcigzenia bakteriologicznego z naturalnych dodatkéw, deak-
tywacja lipaz/esteraz, eliminowanie prekursorow powstawania 3-MCPD.

Podsumowanie

Wystepowanie i zawarto$¢ 3- 1 2- MCPD w zywnosci dokumentowane sg od po-
nad 35 lat. Informacje o obecno$ci znaczacych ilosci estrow kwasow thuszczowych
i 3-MCPD w olejach rafinowanych pojawity si¢ w 2006 roku. Spowodowato to w sto-
sunkowo krotkim czasie opublikowanie wielu prac naukowych dotyczacych chloropo-
chodnych propanolu i propanodioli.

W pracy oméwiono problematyke dotyczaca powstawania i analitycznego ozna-
czania chloropochodnych propanolu i propanodioli w zywnosci. W sposéb szczeg6dlny
podkreslono chemiczne aspekty poruszanych zagadnien. Przedstawiono informacje
dotyczace toksykologii i regulacji prawnych. Omoéwiono réwniez metody i1 procesy
w zakresie mozliwos$ci eliminacji 3-MCPD i zwigzkéw pokrewnych z zywnosci.
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CHLOROPROPANOLS, CHLOROPROPANDIOLS AND THEIR ESTERS IN FOOD —
FORMATION, OCCURRENCE, DETERMINATION, REDUCTION OF CONTENT

Summary

3-MCPD, 2-MCPD, 1,2- and 2,3-DCP and their esters belong to the group of well known process-
induced contaminants. The 3-MCPD was first identified in 1978 in acid-hydrolyzed vegetable proteins and
its corresponding esters in 1980. Since their discovery more than 35 years later the exact mechanisms of
their formation in foods is still studied. 3-MCPD and its esters occur in fat rich food that was thermally
processed. In 2006 the huge quantities of 3-MCPD esters were detected in refined vegetable oils. The
presented paper contains information on 3-MCPD and its esters formation, occurrence in foods, and on
analytical and toxicological aspects. The strategies for the reduction of content of 3-MCPD and 3-MCPD-
esters in foods are also briefly discussed.

Key words: chloropropanols, chloropropandiols, 3-MCPD, 3-MCPD-esters, food processed contaminants
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