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WSKAZNIK DO OCENY OBECNOSCI TLENU
W OPAKOWANIU ZYWNOSCI

W celu przedtuzenia trwatoSci produktow spozywczych stosuje sie metody chemiczne, fizyczne oraz
odpowiednie opakowania. Wsréd opakowan szczegélnie ciekawe wydajq si¢ tzw. opakowania aktywne
i inteligentne, ktérych zadaniem jest przediuzenie okresu przechowywania produktéw oraz dostarczenie
konsumentowi informacji o opakowanym produkcie. W pracy badano mieszaniny zwigzkéw chemicz-
nych, ktore zmieniajg swojqg barwe w obecnosci tlenu. Takie ukltady mogq stanowié podstawe
konstrukcji wskaznika tlenu, bedgcego elementem opakowania inteligentnego. Jako podstawowe
substancje do budowy wskaznika wykorzystano barwniki red-oks: bigkit metylenowy, fiolet krystaliczny
oraz rezazuryng. Zbadano zmiany absorbancji otrzymanych wskaznikow w zakresie 450-800 nm,
zmiany barw poszczegolnych wskaznikow w systemie L*a*b* oraz mozliwos¢ ich wykorzystania do
monitorowania obecnosci tlenu w opakowaniu podczas przechowywania.

Stowa kluczowe: opakowanie inteligentne, wskaznik tlenu.

WSTEP

Tlen jest pierwiastkiem niezbednym dla zycia, jednak jego obecno$¢ wewnagtrz
opakowania jest gldwnym powodem przyspieszonego psucia si¢ zywnosci. Mozna
go usung¢ z opakowania, stosujac pakowanie prozniowe lub wykorzystujac pako-
wanie w modyfikowanej atmosferze. Pakowanie prozniowe umozliwia zachowanie
wysokiego poziomu jakosci zywnosci, stanowigc zabezpieczenie przed przebiegiem
wielu niepozadanych proceséw. Pakowanie prozniowe przedtuza trwato$¢ opakowa-
nej zywnosci, chociaz w mniejszym stopniu anizeli pakowanie w modyfikowane;j
atmosferze (MAP). Pakowanie w modyfikowanej atmosferze zapewnia lepsza
ochrone produktu oraz wydtuza okres jego trwatosci.

W zaleznosci od rodzaju produktu stosuje si¢ rdzne mieszaniny gazow,
stanowigce atmosfer¢ wewnatrz opakowania. Niekiedy unika si¢ obecnosci tlenu,
ktory jest odpowiedzialny za przyspieszone psucie si¢ zywnosci. Obecnos¢ tlenu
wplywa bowiem na rozwoj tlenowej mikroflory bakteryjnej oraz przyczynia si¢ do
utleniania i jelczenia tluszczu. Wydaje si¢ ze zardbwno pakowanie préozniowe, jak
i pakowanie w MAP osiagnety kres swoich mozliwosci w zakresie dalszego
wydtuzania okresu przechowywania opakowanej Zywnosci.

Rozwigzaniem moze by¢ stosowanie opakowan inteligentnych i aktywnych
regulujacych i kontrolujacych sktad atmosfery wewnatrz opakowania. Tego rodzaju



156 ZESZYTY NAUKOWE AKADEMII MORSKIEJ W GDYNI, nr 88, listopad 2015

systemy poza wydluzeniem czasu przechowywania umozliwiaja monitorowanie
niektorych warunkow przechowywania produktow [3, 4].

Wisréd wielu rodzajow opakowan aktywnych i inteligentnych wazne miejsce
zajmujg absorbery tlenu i wskazniki jego obecnosci. Wskazniki pozwalajace wykry¢
tlen w opakowaniu mogg by¢ wykorzystywane do monitorowania jego szczelno$ci
w przypadku, gdy wyjsciowa mieszanina gazéw nie zawierata tlenu [10]. Idealny
wskaznik powinien posiada¢ takie cechy jak: niska cena, mozliwo$¢ odczytu bez
konieczno$ci postugiwania si¢ kosztowng aparaturg, mozliwos¢ tatwego odczytu
przez konsumenta. Powinien by¢ nietoksyczny, trwaty i umozliwia¢ tatwe wpro-
wadzenie do opakowania. Przedstawiane w literaturze przedmiotu wskazniki
obecnosci tlenu (ze wzgledu na mechanizm reakcji) mozna podzieli¢ na nastgpujace
grupy: wskazniki oparte na zmianie wilasciwosci fizykochemicznych atmosfery
opakowania, wskazniki red-oks, wskazniki oparte na reakcjach kompleksowania
oraz wskazniki luminescencyjne [9]. W niniejszej pracy podj¢to probe otrzymania
wskaznika tlenu opartego na barwnikach red-oks oraz sprawdzono ich dziatanie
podczas przechowywania w opakowaniu wykonanym z folii polipropylenowej.
Przebadano mieszaniny, ktorych podstawowymi sktadnikami byty: biekit metyle-
nowy, fiolet krystaliczny oraz rezazuryna. W zatozeniu otrzymane wskazniki miaty
informowa¢ o zmianach zawartosci tlenu w granicach 0,1 do 5%.

1. MATERIALY | METODYKA

1.1. Przygotowanie wskaznika

Do przygotowania wskaznika wykorzystano nastgpujace substancje: agar,
glukozg, wodorotlenek sodu oraz wodg destylowang. Wzory chemiczne zastoso-
wanych barwnikow przedstawiono na rysunku 1.

a) blekit metylenowy (chlorek  3,7-bis(dimetyloamino)feno-5-tioazynowy,
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Rys. 1. Wzory chemiczne barwnikéw: a) biekitu metylenowego, b) rezazuryny,
c) fioletu krystalicznego

Fig. 2. Chemical structures of dyes: a) methylene blue, b) resazurine, c) crystal violet

W pierwszym etapie do wody destylowanej (45 ml) dodano agar (1 g) i catos¢
podgrzano, jednocze$nie mieszajac. Po rozpuszczeniu agaru roztwor ochtodzono
oraz dodano 1 ml 10% roztworu glukozy i 5 ml 1% wodorotlenku sodu. Powstaty
roztwor przeniesiono do komory wypelnionej argonem, dodajac odpowiedni
barwnik (0,625 ml, 0,2%). Po doktadnym wymieszaniu calo$¢ pozostawiono
w krystalizatorze w atmosferze argonu do uzyskania konsystencji ciata statego.
Z powstatych warstw wycinano probki do dalszych pomiarow.

1.2. Pomiar stezenia tlenu

Stezenie tlenu w opakowaniu mierzono za pomocg aparatu OxySense Gen III
przy wykorzystaniu czujnikow OxyDots. Czujniki OxyDots byly kalibrowane
i wprowadzane do wnetrza kazdego opakowania zawierajacego wskaznik. Kali-
bracj¢ przeprowadzano przy uzyciu trzech mieszanin gazéw wzorcowych zawie-
rajacych tlen w stezeniu od 0 do 5% [9].

1.3. Pomiar widm UV-VIS

Widma UV-VIS badanych wskaznikow barwnikow zarejestrowano, w zakresie
450-800 nm, za pomoca spektrofotometru UV-VIS-NIR Cary 5E firmy Varian.
Pomiary wykonano na warstwach wskaznikéw o grubosci 0,5 cm, naktadanych na
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ptytki szklane, ktore umieszczano w komorze pomiarowej w migjscu przezna-
czonym dla kuwety.

1.4. Pomiar barwy w systemie CIE L*a*b*

Pomiar barwy wykonano za pomoca kolorymetru trojbodzcowego Minolta
Chroma Meter CR 200 firmy Minolta, wykorzystujacego zrddlo $wiatta D65
i geometri¢ uktadu pomiarowego d/0 (o$wietlenie proby swiatlem rozproszonym,
pomiar $wiatta odbitego pod katem 0°). Barwe¢ wyrazono w systemie L*a*b*,
w ktorym L* oznacza jasno$¢, a* — udzial barwy czerwonej (wartosci dodatnie)
lub zielonej (wartosci ujemne), b* — udziat barwy zottej (wartosci dodatnie) lub
niebieskiej (warto$ci ujemne). Wynik koncowy stanowi $rednia z pigciu pomia-
row [2].

Na podstawie uzyskanych wynikdéw obliczano roznicg barw wskaznikow prze-
chowywanych w réznych warunkach otoczenia. Roznicg pomigdzy dwoma barwami
obliczono za pomocg wyrazenia:

AE = /(ALY +(na)? +(Ab)’

W tabeli 1 przedstawiono stopnie zmiany barwy w zalezno$ci od wartosci A E.

Tabela 1. Stopnie zmiany barwy w zaleznosci od wartosci A E [11]

Table 1. The degrees of changes of color depends on the value of A E [11]

Wartosé¢ A E Ocena zmiany barwy przez standardowego obserwatora
0<AE <1 Zmiana niezauwazalna
1<AE<2 Zmiana niezauwazalna przez doswiadczonego obserwatora
2<AE<35 Zmiana niezauwazalna przez niedoswiadczonego obserwatora
3,5<AE<5 Wyrazna réznica barw
5<AE Wrazenie dwdch réznych barw

2. REZULTATY | DYSKUSJA WYNIKOW

W literaturze przedmiotu zdecydowanie najczgséciej spotyka si¢ badania
dotyczace wskaznikow, opartych na zmianie barwy biekitu metylenowego. Dotyczy
to przede wszystkim uktadéw opartych na wskaznikach red-oks, ale rownie czesto
ten barwnik jest wykorzystywany do konstrukcji wskaznikéw luminescencyjnych
[7]. Znacznie rzadziej mozna znalez¢ badania dotyczace wykorzystania alterna-
tywnych wskaznikow red-oks [1]. Podobnie w propozycjach komercyjnych
dominuje blgkit metylenowy. W zwigzku z powyzszym w pracy sprawdzono
mozliwo$¢ wykorzystania innych wskaznikow red-oks. W tym celu wykonano
mieszaniny roznigce si¢ stosunkiem wagowym sktadnikéw oraz zawartymi w nich
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barwnikami. Sprawdzono zdolno$¢ tych mieszanin do zmiany barwy przy wpro-
wadzeniu do gazu (argonu), otaczajacego wskaznik tlenu, oraz szybko$¢ obserwo-
wanych zmian. Badania prowadzono z wykorzystaniem blekitu metylenowego,
fioletu krystalicznego oraz rezazuryny.

Na rysunku 2 przedstawiono zdjecia wskaznikow naniesionych na plytke
szklang w atmosferze argonu oraz w atmosferze zawierajacej azot i tlen. Z przed-
stawionego rysunku wynika wyraznie, ze we wszystkich badanych przypadkach
nastgpuje zmiana barwy widoczna gotym okiem.

—_
__
__

a) barwa w argonie b) barwa w powietrzu

Blekit metylenowy

Rezazuryna

Fiolet krystaliczny

Rys. 2. Barwa badanych wskaznikéw w argonie i powietrzu

Fig. 2. The color of prepared indicators studied in argon and air

2.1. Pomiar widm UV-VIS

Widma badanych wskaznikow w zakresie 450-800 nm wykonano za pomoca
spektrofotometru Cary E 500. Pomiary wykonywane byty bezposrednio po wyjeciu
probek z argonu. W poczatkowej fazie badan pomiary wykonywano w odstgpach
1-minutowych. Jednak nie zaobserwowano istotnych ro6zni¢ absorbancji, ktorych
mozna byto oczekiwac, biorac pod uwage, np. szybkos¢ reakcji handlowego wskaz-
nika Ageless-Eye, dlatego w dalszym etapie wykonano badania co godzing [12].

Na rysunkach 3-5 pokazano widma badanych wskaznikéw po uptywie 1 i 2
godzin od momentu ich kontaktu z tlenem zawartym w atmosferze.
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Rys. 3. Widma absorbancji wskaznika zawierajgcego w sktadzie rezazuryne

Fig. 3. The absorbance spectra of indicator with rezasurin

W przypadku wskaznika zawierajacego rezazuryng zauwazono, ze po pierwszej
godzinie od momentu umieszczenia go w atmosferze zawierajgcej tlen nastgpita
wyrazna zmiana absorbancji w zakresie 500—600 nm (rys. 3). Kontynuujac pomiary
w dtuzszym czasie, nie zaobserwowano dalszych jej zmian.

Podobny charakter zmian absorbancji obserwowano w przypadku wskaznika
zawierajacego w swoim skladzie fiolet krystaliczny (rys. 4). Zmiany nastgpowaty
w zakresie dtugosci fali 500-600 nm. Jednak ich szybkos$¢ byta zdecydowanie
mniejsza w porownaniu z ukladem zawierajgcym rezazuryng. Dopiero wyniki
uzyskane po 2 i 3 godzinach przechowywania wskaznika w powietrzu byly niemal
identyczne, co §wiadczy o osiagnigciu stanu rbwnowagi.
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Rys. 4. Widma absorbanc;ji dla wskaznika zawierajgcego w sktadzie fiolet krystaliczny

Fig. 4. The absorbance spectra of indicator with crystal violet
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W przypadku wskaznika zawierajagcego w swoim sktadzie btekit metylenowy
(rys. 5) przez pierwsza godzine po umieszczeniu jej w atmosferze zawierajacej tlen
nie zauwazono zadnych zmian absorbancji. Dopiero po dwoch godzinach probka
zmienita swojg barwe, osiggajac stan koncowy. Wyrazne zmiany absorbancji obser-
wowano w zakresie 550—-650 nm. Dalsze przechowywanie wskaznika w obecnosci
tlenu nie spowodowato zadnych zmian.
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Rys. 5. Widma absorbanc;ji dla wskaznika zawierajgcego w sktadzie btekit metylenowy

Fig. 5. The absorbance spectra of indicator with methylene blue

Mniejsza szybkos¢ zmiany absorbancji oznacza nizsza szybkos¢ utleniania
barwnika, w poréwnaniu z badaniami prowadzonymi przez innych autorow,
co wynika prawdopodobnie z nizszej szybkosci dyfuzji czasteczek tlenu w zapropo-
nowanym uktadzie, tj. agar/NaOH/glukoza w poréwnaniu do proponowanych
w literaturze przedmiotu wskaznikow. W badanych uktadach mozna wykorzystaé
inne reagenty, np. Mowry i inni [8] oraz Kreuziger i inni [5] w swoich pracach
uzywali kwasu askorbinowego jako reduktora. Rowniez agar mozna zastgpi¢ innym
nos$nikiem, np. Lawrie i inni [6] zamiast agaru stosowali hydroksymetylocelulozg.
Wprawdzie uzycie agaru w omawianym w pracy uktadzie spowodowalo spowol-
nienie zabarwienia blekitu metylenowego, jednak proces ten nie powinien wptywac
na mozliwos$¢ jego wykorzystania do monitorowania sktadu atmosfery opakowania
(w przypadku braku tlenu). Zmiana zabarwienia zachodzaca po godzinie zamiast
kilku minut nie powinna mie¢ znaczenia w badaniu szczelnosci opakowan towarow
przechowywanych przez okres co najmniej kilku dni.

2.2. Pomiar barwy w systemie CIE L*A*B*

Symulujac rzeczywiste warunki pakowania, otrzymane wskazniki przecho-
wywano na tackach polipropylenowych przez okres 120 godzin, tj. 5 dni. Tacki ze
wskaznikiem zostaty opakowane folig termozgrzewalng z polipropylenu o grubosci
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25 um i przenikalno$ci tlenu rownej 35 cm®/m?/24 h w temperaturze 23°C, przy 50%
RH oraz ci$nieniu 1 atm. Bezposrednio po zapakowaniu mieszanina gazow
wewnatrz opakowania nie zawierata tlenu. Tacki przechowywano w komorze
klimatycznej (KBK—200WL Wytwornia Aparatury Medycznej WAMED) w tempe-
raturze 25°C oraz wilgotnosci wzglednej 50-55%. Bezposrednio po zamknigciu
opakowania i nastepnie w odstepach 24-godzinnych dokonywano pomiaru barwy
wskaznika oraz pomiaru st¢zenia tlenu w atmosferze opakowania (rys. 6).

Zgodnie z przewidywaniem folia polipropylenowa mimo dobrych wtasciwos$ci
barierowych wzgledem tlenu nie zapobiegla jego pojawieniu si¢ w atmosferze
opakowania. Wraz ze wzrostem czasu przechowywania zwigkszato si¢ stgzenie tego
pierwiastka w atmosferze opakowania, osiggajac 1,2% po 120 godzinach. Taka
zawarto$¢ tlenu w opakowaniu powoduje reakcje komercyjnego wskaznika Ageless
Eye, ktory wedlug deklaracji producenta powinien uzyska¢ koncowe zabarwienie
przy stezeniu tlenu przekraczajacym 0,5% (poczatek reakcji przy stezeniu > 0,1%).
Powinna rowniez wywola¢ zmiang zabarwienia testowanych w pracy wskaznikow.
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Rys. 6. Zmiany stezenia tlenu w opakowaniu w zaleznosci od czasu przechowywania

Fig. 6. The changes of oxygen concentration in the package depends on the storage time

Na podstawie pomiaréw wykonanych za pomoca kolorymetru tréjbodzcowego
obliczano réznice barw wskaznikow przechowywanych w ustalonych warunkach
otoczenia.

W tabeli 2 przedstawiono warto$ci AE w zalezno$ci od czasu przechowywania
poszczegdlnych wskaznikow.
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Tabela 2. Warto$¢ parametru AE w zaleznos$ci od czasu przechowywania

poszczegdlnych wskaznikow

Table 2. The value of AE parameters of each indicator depends on the storage time

) Czas przechowywania

Barwnik
wskaznika 24h 48h 72h 96 h 120 h
Btekit AE = 1,24 +0,02 AE = 2,37 0,10 AE = 3,26 +0,06 AE = 4,02 +0,03 AE = 4,51 +0,06
metylenowy
Rezazuryna AE = 0,10 0,00 AE = 2,19 0,00 AE = 3,23 0,007 AE = 3,29 £0,01 AE =3,36 0,09
Fiolet AE=017%0,06 | AE=028%034 | AE=088%0,01 | AE=19510,00 | AE =243+0,11
krystaliczny

AE — $rednia arytmetyczna z 5 pomiaréw (n = 5).

Z przedstawionych w tabeli 2 wynikow wida¢ wyraznie, ze we wszystkich
przypadkach zaobserwowano zmiang parametru AE wraz z czasem przechowywania
i wzrastajgcym stezeniem tlenu w opakowaniu. Najwyzszy wzrost zanotowano, gdy
barwnikiem byt bigkit metylenowy, dla ktorego po 120 godzinach przechowywania
AE osiagneta wartos¢ 4,51. Biorac przy ocenie tego wskaznika pod uwage stopien
zauwazalnej zmiany barwy, juz pierwszy pomiar po 24 godzinach przechowywania
wskaznika sugerowal, ze zmiana barwy powinna by¢ zauwazalna przez doswiad-
czonego obserwatora (1 < AE < 2). Po 48 godzinach przechowywania wskaznika AE
wynosita 2,37 i zmiany powinien zauwazy¢ takze niedo$wiadczony obserwator.
Dalsze przechowywanie (96 i 120 godzin) pogl¢biato zabarwienie, a wartos¢
parametru AE osiag wartosci 4,02 i1 4,51, ktore swiadczyly juz o wyraznej roznicy
barw. Uzyskane wyniki wskazuja, ze wskaznik zasygnalizuje zauwazalnie obecnos¢
tlenu w opakowaniu juz przy jego stezeniu przekraczajacym 0,1%. Jest to wynik
porownywalny z deklarowanym dla produktu handlowego Ageless Eye.

W przypadku wskaznika, zawierajacego w sktadzie rezazuryng, widoczng
zmiang barwy zaobserwowano po 48 godzinach przechowywania i przy stgzeniu
tlenu przekraczajacym 0,1%. Osiagnigta wartos¢ AE = 2,19 §wiadczy, ze zmiana
barwy powinna by¢ zauwazalna dla niedo$wiadczonego obserwatora. W kolejnych
dobach zmiany koloru wprawdzie nie sg juz tak duze (od 3,23 do 3,36), ale nadal
poglebiaja sie.

Podobne do omawianych powyzej zmiany obserwowano dla wskaznika zawie-
rajacego w sktadzie fiolet krystaliczny. Zasadniczg réznicg jest jednak ich mniejsza
intensywnos¢, dopiero bowiem po 72 godzinach od momentu zapakowania wskaz-
nika AE roznica barw osiagneta warto$¢ 0,88, a po kolejnych 24 godzinach wyniosta
1,95, co pozwala doswiadczonemu obserwatorowi zauwazy¢ zmiang. Aby osiggnaé
warto$¢ AE (AE > 2), zauwazalng przez niedo$wiadczonego obserwatora, wskaznik
z fioletem krystalicznym potrzebowat 120 h (st¢zenie tlenu 1,2%).

Wyniki pomiardw zmian absorbancji otrzymanych w pracy wskaznikow
pokazuja, ze czas, ktory uptywa od momentu ich kontaktu z tlenem do uzyskania
koncowego zabarwienia, jest stosunkowo dlugi (okoto 1-2 godzin) w poréwnaniu
ze wskaznikami wykorzystujacymi jako no$nik hydroksymetyloceluloze Iub
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naktadanymi bezposrednio na plytke szklang lub folig, a zmieniajagcymi swoje
zabarwienie juz po kilkunastu minutach. Porownujac jednak szybkos¢ ich reakceji do
szybko$ci przenikania tlenu przez folie polipropylenowa, mozna zatozy¢, ze tempo
zmian ich barwy jest wystarczajgce do monitorowania st¢zenia tego pierwiastka
w opakowaniu. Z przeprowadzonych badan wynika rowniez, ze obserwowalne
zmiany przy wykorzystaniu jako barwnika biekitu metylenowego i rezazuryny
pojawiaja si¢ przy stezeniu tlenu przekraczajacym 0,1%, natomiast przy
zastosowaniu fioletu krystalicznego konieczne jest zwigkszenie jego stgzenia do
okoto 0,8%. Jednoczes$nie najwigksza zmiane barwy obserwowano w przypadku
btekitu metylenowego, a najmniejsza dla fioletu krystalicznego. Uzycie agaru jako
no$nika zwigzkéw chemicznych sktadajacych si¢ na wskaznik powoduje wprawdzie
zmniejszenie szybkosci jego reakcji, ale utatwia postugiwanie si¢ wskaznikiem.
Dodatkowa zaleta agaru jako nosnika jest brak zagrozenia dla srodowiska.

PODSUMOWANIE

Otrzymane, a nastepnie zbadane, wskazniki wykazywaty wyrazne zmiany
barwy podczas kontaktu z tlenem. Zmiany byly wprawdzie stosunkowo wolne,
jednak wystarczajace dla monitorowania stezenia tego pierwiastka w opakowaniu.
Biorac pod uwage zarowno czas reakcji, jak i wielko$¢ zmian barwy, mierzong
parametrem AE, najlepszym barwnikiem do zastosowania przy tworzeniu wskaznika
wydaje sie by¢ biekit metylenowy. Dobre rezultaty uzyskano rowniez, wykorzys-
tujac rezazuryne. W przypadku fioletu krystalicznego zmiana barwy jest mniejsza
i potencjalny konsument moze mie¢ trudnosci z prawidtowym odczytaniem wyniku.
W zwiazku z powyzszym biekit metylenowy i rezazuryna s odpowiednie do
stosowania we wskaznikach, za pomocg ktorych mozna monitorowaé obecno$é
nawet niewielkich stezen tlenu w opakowaniach, natomiast fiolet krystaliczny moze
mie¢ potencjalne zastosowanie w przypadkach, gdy zawartos¢ tlenu w opakowaniu
przekroczy kilka procent.
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INDICATOR TO MEASURMENT OF OXYGEN
IN PACKAGING FOOD

Summary

In order to prolong the lifetime of food products id used chemical, physical methods and appropriately
selected package. In response to such demand appeared active and intelligent packaging. They are
intended to extend life time of foods and provide the consumer the information about the product.
In this study systems appropriately selected chemical compounds, respectively sensitive to the presence
of oxygen. Such systems may provide a basis for the construction indicator of oxygen which is part of
the intelligent packaging. As materials change color dyes used: methylene blue, crystal violet and
rezasurin. For the solutions were prepared spectrum in the range of 450-800 nm. In addition, assessed
the change of color of each indicator inthe L *a * b *.

Keywords: intelligent packaging, oxygen indicator.
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