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Streszczenie:

Stowa kluczowe:

Barwniki karmelowe to jedne z najbardziej rozpowszechnionych na $wiecie dodatkéw do
zywnoSci, ktére podzielono na cztery klasy (I-1V), oznaczone odpowiednio symbolami E150
a-d. Poszczeg6lne klasy karmeli réznig sie wtadciwo$ciami fizyko-chemicznymi oraz sposo-
bem otrzymywania, co wplywa na powstawanie réznych zwiazkdw, istotnych dla oceny bez-
pieczenistwa zywnosci.

Przeprowadzono wiele badan wszystkich klas karmeli, w tym badania toksykokinetyczne,
genotoksyczne, rakotwércze oraz badania toksycznosci reprodukcyjnej i rozwojowej, ktdre
nie wykazaly ich szkodliwo$ci, w dawkach nieprzekraczajacych ADI. Ro$nie jednak liczba do-
niesief naukowych o mozliwym dziataniu toksycznym, obecnych w karmelach zwiazkéw ni-
skoczasteczkowych. Obecnie za wazne z toksykologicznego punktu widzenia oraz ze wzgledu
na mozliwe stezenie w produkcie koricowym, uznaje sie trzy zwigzki: 5-HMF (wystepujacy we
wszystkich klasach), 4(5)-Mel (obecny w karmelu klasy 111 i IV) czy THI (obecny w karmelu
klasa II1). 4(5)-Mel dziala neurotoksycznie, a w 2011 r. zostal uznany za zwigzek o mozliwym
dziataniu rakotwdrczym dla cztowieka (klasa 2B, wg IARC). W przypadku THI badania po-
twierdzity jego aktywno$¢ limfopeniczng, prawdopodobnie wtérng do dziatania immunosu-
presyjnego. W latach 80. ub. w. JECFA ustalit dopuszczalne stezenia 4(5)-Mel oraz THI w od-
niesieniu do klas karmeli, w ktérych zwiazki te moga wystepowaé. Toksyczno$¢ 5-HMF nie
zostata jednoznacznie potwierdzona, ale przeprowadzone badania wskazuja, ze zwigzek ten
nie jest obojetny dla organizméw zywych.

Obecnie wiekszo$¢ organizacji miedzynarodowych i instytutéw naukowych, uznaje te dodat-
ki za bezpieczne dla konsumentéw, ale jednocze$nie naukowcy podkreslajg potrzebe prowa-
dzenia dalszym badan.

Celem pracy jest przeglad dostepnego pi$émiennictwa i doniesiei dotyczacych karmeli
ze szczegSlnym uwzglednieniem ich charakterystyki toksykologiczne;j.

barwniki karmelowe, karmel siarczynowy, karmel amoniakalny, karmel amoniakalno-siarczynowy, 5-HMF
(5-hydroksymetylofurfural), 4(5)-Mel (4(5)-metyloimidazol), THI (2-acetylo-4(5)-tetrahydroksybutyloimidazol)

Summary:

Caramel colors, the most common food additives in the world, are divided into four classes (I-
IV), marked with the symbols E150 a-d, respectively. Individual classes of caramel colors differ
from each other in physico-chemical properties and the method of preparation, which affects
the formation of various compounds that are important for the assessment of food safety.
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A number of studies on all caramel classes of have been performed, including toxicokinetic,
genotoxic, carcinogenic and reproductive and developmental toxicity studies, which have
not shown harmful effects of these additives at doses not exceeding ADI. However, there is
an increasing number of scientific reports of the possible toxic effects present in caramels of
low-molecular compounds. Currently, three compounds are considered to be toxicologically
important and resulting from the possible concentration in the final product: 5-HMF (pre-
sent in all classes), 4(5)-Mel (present in caramel classes IIl and IV) or THI (present in caramel
class I1I). 4(5)-Mel has a neurotoxic effect and was considered in 2011 as a possible human
carcinogen (class 2B, according to IARC). In the case of THI, studies have confirmed its lym-
phopenic activity, probably secondary to its immunosuppressive effect. Consequently, in the
1980s, JECFA set acceptable levels 4(5)-Mel and THI, for the caramel classes in which these
compounds may be present. The toxicity of 5-HMF has not been confirmed unequivocally,
but studies have shown that this compound is not neutral to living organisms.

Currently, most international organizations and scientific institutes recognize these addi-
tives as safe for consumers, but at the same time scientists emphasize the need for further
research.

Keywords: caramel colors, sulfite caramel, ammonia caramel, sulfite ammonia caramel, 5-HMF (5-Hydroxymethylfur-
fural), 4(5)-Mel (4(5)-Methylimidazole), THI (2-Acetyl-4(5)-tetrahydroxy-butylimidazole)
GICID | 01.3001.0014.8497
DOI: | 10.5604/01.3001.0014.8497
Word count: | 10460
Tables: | 2
Figures: | 3
References: | 64
Adres autorki: mgr Marta Buczkowska, Zaktad Toksykologii i Ochrony Zdrowia w Srodowisku Pracy, Katedra
Toksykologii i Uzaleznien, Wydziat Nauk o Zdrowiu w Bytomiu, Slaski Uniwersytet Medyczny
w Katowicach, 41-902 Bytom, ul. Piekarska 18; e-mail: mbuczkowska@sum.edu.pl
Wykaz skrotow: ~ 3-DG - 3-deoksyglukozon (3-deoxyglucosone), 4(5)-Mel, 4-Mel - 4(5)-metyloimidazol (4(5)-me-

thylimidazole), 5-HMF, HMF - 5-hydroksymetylo-2 furaldehyd, 5-hydroksymetylofurfural (5-hy-
droxymethylfurfural), A6770 - 1-[4(5)-(hydroksymetylo)-1H-imidazol-2-illetanon, ADI - do-
puszczalne dzienne spozycie (acceptable daily intake), ANS - Panel ds. Dodatkéw do Zywnosci
i Sktadnikéw Pokarmowych Dodawanych do Zywnosci (Panel on Food Additives and Nutrient So-
urces added to Food), APTT - czas kaolinowo-kefalinowy (activated partial thromboplastin time),
BHMF - 2,5-bis(hydroksymetylo)-furan (2,5-bis(hydroxymethyl)-furan), CA - Kodeks Zywnosciowy
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i Lekéw (Food and Drug Administration), FDCA - kwas furano-2,5-dikarboksylowy (furan-2,5-
-dicarboxylic acid), GABA - kwas y-aminomastowy (gamma-aminobutyric acid), GAD - dekar-
boksylaza glutaminianowa (glutamate decarboxylase), h - godzina (hour), HDF - hydroksydi-
metylofuranon (hydroxydi-methylfuranone), HMCF - frakcja o wysokiej masie czasteczkowej
(high molecular weight colour fraction), HMFA — kwas 5-hydroksymetylo-2-furoinowy (5-hydro-
xymethyl-2-furoic acid), HMFG - N-(5-hydroksymetylo-2-furoilo)-glicyna (N-(5-hydroxymethyl-
-2-furoyl)-glycine), HMW - zwigzki o duzej masie czasteczkowej (high molecular weight), HSA
- ludzkie albuminy osocza (human serum albumin), IARC - Miedzynarodowa Agencja Badan
nad Rakiem (International Agency for Research on Cancer), JECFA — Komitet Ekspertéw FAO/
WHO ds. Dodatkéw do Zywnosci (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives),
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LD50 - medialna dawka $miertelna (lethal dose 50%), LMW - zwiagzki o matej masie czasteczkowej
(low molecular weight), min — minuta, MMC — mitomycyna C (mitomycin C), NOAEL - stezenie nie-
wywotujace dajacych sie zaobserwowac szkodliwych skutkow (No-Observed-Adverse-Effect Level),
NSRL-stezenie bezistotnegoryzyka (No SignificantRisk Level), NTP—Krajowy ProgramToksykologiczny
(National Toxicology Program), OEHHA - Gabinet Oceny Zagrozen dla Zdrowia Srodowiskowego
(Office of Environmental Health Hazard Assessment), PAPS - 3'-fosfoadenozyno-5’-fosfosiarczan
(3'-phosphoadenosine-5-phosphosulphate), S1P - sfingozyno-1-fosforan (sphingosine 1-pho-
sphate), STPL - liaza sfingozyno-1-fosforanu (sphingosine 1-phosphate lyase,), SCF — Komitet
Naukowy UE ds. Zywnosci (EU Scientific Committee for Food), SMF - 5-sulfooksymetylofurfuralu
(5-sulphooxymethylfurfural), SULT - sulfotransferaz (sulphotransferase), THI - 2-acetylo-4(5)-te-
trahydroksybutyloimidazol (2-Acetyl-4(5)-tetrahydroxybutylimidazole).

WPROWADZENIE

Karmele to naturalne barwniki spozywcze i jednocze$nie
jedne z najbardziej rozpowszechnionych na $wiecie dodat-
kéw do zywnodci. Sa uzywane w przemysle spozywczym
od ponad 150 lat. Stosuje sie je przede wszystkim w celu
poprawy, przywrdcenia lub nadania réznych odcieni brg-
zowej barwy produktom zywno$ciowym. Substancje te sa
réwniez wykorzystywane w innych gateziach przemystu
np. podczas produkcji karm dla zwierzat, kosmetykéw i far-
maceutykéw [60].

Termin karmele stosowany jest do calej rodziny zwiazkéw,
rézniacych sie miedzy soba wlasciwo$ciami fizyko-che-
micznymi. Barwniki karmelowe to dobrze rozpuszczalne
w wodzie polimery o wlasciwosciach koloidalnych. W zalez-
nosci od wartosci punktu izoelektrycznego (pI), czyli war-
to$ci pH, przy ktdrej zwigzek nie zawiera fadunku, barwniki
karmelowe mozna podzieli¢ na 3 typy: dodatnie (plI 5,0-7,0),
ujemne (pI 4,0-6,0) i spirytusowe (pI<3,0). Srednia masa
czgsteczkowa zwigzkéw wchodzacych w sktad karmeli
waha sie od 5 kDa (karmel elektropozytywny) do 10 kDa
(karmel elektroujemny). Smak karmeli jest determinowany
przez dwa czynniki: modyfikowalny, czyli kwasowo$¢ nasi-
lajaca sie w przebiegu karmelizacji oraz niemodyfikowalny,
czyli charakterystyczny dla karmelu aromat. Dobrej jakosci
karmel ma stodko-gorzki smak oraz delikatny aromat.

Barwniki karmelowe podzielono na cztery klasy: I - kar-
mel prosty; I - karmel siarczynowy; Il - karmel amonia-
kalny; IV - karmel amoniakalno-siarczynowy. Poszczegdlne
klasy karmeli réznia sie wlasciwosciami fizycznymi i che-
micznymi, sposobem otrzymywania, a takze mozliwo$cig
pézniejszego zastosowania (tabela 1) [51].

Przed dopuszczeniem do stosowania w zywno$ci wszyst-
kie klasy karmeli oceniano pod katem bezpieczetistwa dla
konsumenta przez liczne organizacje i instytucje naukowe,
w tym m.in. przez: Komitet Naukowy UE ds. Zywnosci (EU
Scientific Committee for Food, SCF; obecnie Europejski Urzad
ds. Bezpieczetistwa Zywnosci - European Food Safety Autho-
rity, EFSA), Komitet Ekspertéw FAO/WHO ds. Dodatkéw do
Zywnoéci (The Joint FAO/WHO Expert Committee on Food
Additives, JECFA) oraz Nordycka Rade Ministréw (Tema-
Nord). Przyjete przez EFSA dopuszczalne dzienne spozycie
(acceptable daily intake, ADI) karmeli rézni sie w zaleznoéci
od ich klasy. W ramach catej grupy barwnikéw karmelowych

ADI nie moze przekracza¢ 300 mg/kg masy ciata/dziei, przy
zalozeniu, ze ADI dla karmelu klasy TIT wynosi 0-100 mg/kg
masy ciata/dzien. Jednak, w zalezno$ci od organizagji, a takze
regionu $wiata, ustalone dla karmeli warto$ci ADI, réznig sie,
np. amerykariska Agencja Zywnosci i Lekéw (Food and Drug
Administration, FDA) w og6le nie ustalita warto$ci ADI dla
tych dodatkéw (tabela 1) [8, 60].

Stosowanie karmeli jako barwnikéw podlega regulacjom
prawnym. W krajach Unii Europejskiej obowigzujacym
aktem prawnym jest Rozporzgdzenie Parlamentu Europej-
skiego i Rady z dnia 16 grudnia 2008 r. w sprawie dodat-
kéw do zywnosci. Karmele oznaczone sg symbolami E150
a-d, w zaleznosci od ich rodzaju: E150a karmel, E150b kar-
mel siarczynowy, E150c karmel amoniakalny, E150d karmel
amoniakalno-siarczynowy (tabela 1). Barwniki karmelowe
nie mogg by¢ dodawane do niektérych kategorii produk-
téw spozywczych, w tym m.in. do: Zywnosci nieprzetwo-
rzonej, mleka konserwowanego i fermentowanego (bez
dodatkéw smakowych i $rodkéw aromatyzujacych), jaj
i produktéw jajecznych, maki i innych produktéw prze-
miatu zbdz (z wyjatkiem $niadaniowych przetwordw
zbozowych z dodatkami smakowymi lub $rodkami aro-
matyzujacymi), chleba i produktéw podobnych (z wyjat-
kiem chleba stodowego), owocéw i warzyw w puszkach
(z wyjatkiem konserw z czerwonych owocéw oraz warzyw
w occie, oleju lub solance), cukru, makaronéw, zywnosci
dla niemowlat i matych dzieci, olejéw i ttuszczéw pocho-
dzenia zwierzecego lub ro$linnego oraz ryb, mieczakéw,
skorupiakéw, miesa, drobiu i dziczyzny i ich przetworéw
(z wyjatkiem analogéw ikry rybiej opartych na wodoro-
stach, kietbas, pasztetéw, past rybnych, past ze skorupia-
kéw, wstepnie obgotowanych skorupiakéw). W pozostatych
kategoriach zywnosci, nieobjetych zakazem barwienia, sto-
sowanie karmeli jest dopuszczone na poziomie quantum
satis, czyli w ilo$ci nie wiekszej niz potrzebna do osiggnie-
cia zamierzonego celu, zgodnie z zasadami dobrej praktyki
produkcyjnej [48].

Wszystkie karmele powstajg podczas termicznej degrada-
cji cukréw w procesie karmelizacji, ktéra po raz pierwszy
szczegbtowo opisat w 1985 ., francuski chemik M.A. Gelis.
Jest to wiele reakcji chemicznych zachodzacych w nastep-
stwie ogrzewania cukréw, w postaci statej lub roztworéw.
Przebieg poszczegdlnych reakgji i czas ich trwania sg uza-
leznione gtéwnie od temperatury i pH $rodowiska. Tempe-
ratura procesu powinna by¢ dostosowana do rodzaju cukru
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Tabela 1. Rodzaje i charakterystyka karmeli [wg 8, 15, 22, 47, 60, 61]

Karmel klasy |

Karmel klasy 11

Karmel klasy Ill

Karmel klasy IV

Karmel zwykty; kaustyczny,

Karmel amoniakalny, karmel

Karmel amoniakalno-
siarczynowy,

Nazwa rost Karmel siarczynowy iekarniczy. cukier piwn karmel napojow
prosty P y piwny bezalkoholowych
Symbol E150a E150b E150c E150d
SAC-1
AC-1
P-1 SAC-2
e (P2 1 ﬁg; SAC3
SAC-4

Reagenty uzyte do produkeji  tylko kwasy i zasady

kwasy i zasady;
zwigzki siarczynowe

kwasy i zasady;
zwiazki amonowe

kwasy i zasady; zwiazki
amonowe i siarczynowe

zboza, batony, ciastka ryzowe,
grzanki i farsze, Whiskey i inne

alkohole destylowane

piwo, pieczywo, wyroby
cukiernicze, polewy,

napoje bezalkoholowe (np.
typu cola), piwa typu porter,

Zastosowanie alkohole np. koniak, niekiGre gcty, herbatniki, pfatki zbozowe, ~ wypieki, przekaski, wyroby
wysokoprocentowe, fermentowane napoje ) L o
. ; sosy (ostrygowy, sojowy), cukiernicze, pfatki zbozowe,
pieczywo, lody, jogurty mleczne B
marynaty brazowy sos do migs
- ’ 300 mg/kg mc/ dzien - .
ADI (EFSA) 300 mg(kg mc/ dzief (facznie dla (tacznie dla wszystkich 100 mg/kg mc/ dzien 300mg/kg T“" dzerfqcznie
wszystkich klas) Kias) dla wszystkich klas)
ADI (JECFA) brak 160 ma/kg mc/ dief 200 mg/kg mc/ dzieri (facznie 200 mg/kg m/ dzien (facznie

zklasa IV

zklasa IIl)

Dopuszczalne poziomy wg Rozporzadzenia Komisji UE nr 231/2012

4-Mel nieokreslony nieokreslony 200 mg/kg1 250 mg/kg1

THI nieokreslony nieokreslony 10 mg/kg1 nieokreslony

Azot amoniakalny nieokreslony nieokreslony <0,3%1 <0,6%1

Dwutlenek siarki nieokreslony <0,2%1 nieokreslony <0,2%1

Dopuszczalne poziomy wg JECFA 2011

4-Mel nieokreslona nieokreslona 200 mg/kg1 250 mg/kg1

THI nieokreslona nieokreslona 25mg/kg1 nieokreslona

Azot amoniakalny nieokreslony nieokreslony <0,4% <2,8%

Dwutlenek siarki nieokreslony <0,2% nieokreslony <0,5%

Pozostatosci wybranych zwiazkéw (odnotowane w badaniach)

5-HMF ;?;)/;;7300 3m390/(:(—g33700 10-3900 mg/kg z;?;)/?(;zmoo
brak danych; brak danych;

4—Mel nie powinien by¢ obecny nie powinien by¢ obecny  0,025-463 mg/kg 0-1276 mg/kg
brak danych; brak danych;

THI nie powinien by¢ obecny nie powinien by¢ obecny 1,0-74,3 mg/kg nie potwierdzono obecnosci

"w przeliczeniu na ekwiwalent bazy barwnika (w przeliczeniu na produkt o intensywnosci barwy wynoszacej 0,1 jednostek absorbandji).
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stanowigcego substrat dla reakgji, np. dla fruktozy reakcja
rozpoczyna sie juz w T = 110°C, a glukozy czy sacharozy
dopiero w T = 160°C. Stwierdzono, ze karmelizacja zachodzi
szybciej w $rodowisku kwasnym (pH<3) oraz zasadowym
(pH>9); najtatwiej procesowi karmelizacji ulegaja cukry
redukujace [21].

Karmelizacja cukréw redukujacych rozpoczyna sie od
otwarcia pierscienia hemiacetalowego, z nastepujaca po
tym enolizacja w $rodowisku kwasowym lub zasadowym,
prowadzacg do izomeryzacji szkieletu weglowodanowego
(transformacja Lobry de Bruyn-Alberda van Ekenstein).
W kwasnym $rodowisku powstaje mniej form izomerycz-
nych, a dominujacym procesem jest odwodnienie, powo-
dujace wytworzenie: 5-hydroksymetylo-2 furaldehydu
(5-HMF, HMF, 5-hydroksymetylofurfural) w przypadku
heksoz oraz 2-furaldehydu (furfural) z pentoz. Natomiast
w alkalicznym pH reakcje odwodnienia przebiegajg wolniej
niz w $rodowisku obojetnym lub kwasnym, co powoduje
wytwarzanie wiekszych ilosci zwigzkéw, takich jak: ace-
tol (hydroksyaceton), acetoina i diacetyl. Ponadto podczas
karmelizacji w obecnosci tlenu dochodzi do rozszczepienia
oksydacyjnego, z wytworzeniem kwaséw organicznych,
w tym m.in.: kwasu mréwkowego i octowego. Przedtuza-
jacy sie proces karmelizacji w temperaturze przekraczaja-
cej 240°C koniczy sie piroliza cukrdw, czyli ich rozktadem
prowadzacym do spalenia.

PRODUKTY KARMELIZACJI

Produkty karmelizacji sktadajg sie w 90-95% z lotnych i nie-
lotnych frakgji o niskiej i wysokiej masie czasteczkowej, ktd-
rych zawarto$¢ rézni sie w zaleznosci od: temperatury, pH,
czasu ogrzewania oraz substratu wyjéciowego. W poczatko-
wych etapach karmelizacji powstajg produkty lekko zabar-
wione, o przyjemnym karmelowym smaku, natomiast
w miare postepu reakcji zaczynaja dominowaé zwigzki
o wiekszej masie czasteczkowej, intensywnie brazowym
zabarwieniu, nieprzyjemnym gorzkim smaku i zapachu
spalenizny [59]. Doktadny przebieg reakgji karmelizacji nie
zostat jeszcze doktadnie poznany, dlatego nie jest dostepna
pelna charakterystyka produktéw koticowych tego procesu.
Finalna frakcja nielotna (zwigzki o duzej masie czasteczkowe;j
- high molecular weight, HMW), odpowiadajaca za barwe
karmelu, zostata podzielona na trzy ogélne grupy zwiazkéw:
jasnobragzowe karmelany (rozpuszczalne w wodzie i alko-
holu; rozmiar czastek: 0,46 um), bragzowe karmeleny (nie-
rozpuszczalne w alkoholu; rozmiar czgstek: 0,95 um) oraz
ciemnobrazowe karmeliny (podzial: rozpuszczalne w gora-
cej wodzie, w zimnej wodzie, nierozpuszczalne w wiekszo-
$ci rozpuszczalnikdw; rozmiar czgstek: 4,33 pum). Frakcja
lotna (zwigzki o malej masie czasteczkowej - low molecu-
lar weight, LMW), wptywajaca na koticowy aromat, najcze-
$ciej obejmuje produkty, takie jak: acetylfuran, 2-furfurol,
5-HMF,3-hydroksy-2-acetylofuran, 3-hydroksy-2(5H)-furo-
nyny, 4-hydroksy-3(2H)-furonyny i pochodne 4-pironowe
[21,51].

Karmelizacja moze zachodzi¢ jednoczesnie z reakcjg Mail-
larda, jesli w $rodowisku, oprécz cukréw, obecne sg zwigzki

zawierajace azot (najczesciej w postaci wolnej grupy aminowe;).
Z tego wzgledu reakcja Maillarda ma istotne znaczenie
w powstawaniu karmeli klasy 111 i IV, poniewaz do ich pro-
dukgji wykorzystuje sie zwigzki amonowe, np.: wodorotlenek
amonu, fosforan amonu czy siarczan amonu [51]. Reakcja
Maillarda, podobnie jak karmelizacja, ma ztozony charakter,
a jej przebieg, uzalezniony od wielu czynnikéw, nie zostat
doktadnie poznany. W 1953 r. Hodge przedstawit pierw-
szy, wyczerpujacy opis tej reakgji, dzielac jg na trzy fazy: (1)
wczesng, koriczgcg sie powstawaniem produktu Amadori, (2)
zaawansowang, zwiazang z degradacjg produktéw Amadori
oraz (3) pbzng, podczas ktérej wytwarzane sg melanoidyny
[14]. Poczatkowy etap reakcji Maillarda polega na konden-
sacji grupy aminowej z grupa karbonylowa cukru reduku-
jacego (aldozy lub ketozy), w wyniku tego nastepuje utrata
czasteczki wody i wytworzenie N-podstawionych glukozy-
loamin - aldozyloamin lub ketozyloamin, w zalezno$ci od
rodzaju cukru redukujacego. Glukozyloaminy sg niestabilne
i szybko ulegaja przegrupowaniu. Powstaje zwigzek Ama-
dori (1-amino-1-deoksy-ketoza), gdy cukrem redukujacym
jest aldoza lub zwiazek Heynsa (2-amino-2-deoksy-aldoza),
gdy substratem dla reakgji jest ketoza [57]. W zaawanso-
wanym etapie reakcji Maillarda, zwigzek Amadori/Heyns
ulega degradacji, co powoduje wytworzenie gtéwnych dla
tego etapu produktéw a-dikarbonylowych, wérdd kté-
rych dominuje 3-deoksyglukozon (3-DG). Prawdopodobnie
3-DG jest prekursorem w syntezie 5-HMF w reakcji Mail-
larda. Zwigzki a-dikarbonylowe moga ulegaé rozpadowi do:
krétkotaricuchowych kwaséw karboksylowych, czy odpo-
wiadajacych za charakterystyczny aromat, zwigzkéw kar-
bonylowych, a takze produktéw homo- i heterocyklicznych
(pirazyny, pirany, furany, furanony np. hydroksydimetylofu-
ranon - HDF i dihydroksydimetylofuranon - DDF, pirole oraz
zwigzki zawierajace siarke np. tiofeny i tiazole). Wysoce reak-
tywne zwiazki po$rednie utworzone w fazie zaawansowanej
reaguja tworzac stabilne produkty w koricowej fazie reak-
¢ji. Faza koticowa obejmuje przede wszystkim reakcje kon-
densacji wolnych grup aminowych i silnie elektrofilowych
zwigzkéw dikarbonylowych, z wytworzeniem melanoidyn.
Melanoidyny to brazowa mieszanina polimerdw i kopolime-
réw zawierajacych azot, o zréznicowanej masie czasteczko-
wej. W sktad melanoidyn wchodzg zaréwno zwigzki o matej
masie czasteczkowej (LMW), jak i o duzej masie (HMW), bar-
dzo zréznicowane w zalezno$ci od warunkéw prowadzenia
reakji. Nie jest znana doktadna charakterystyka melano-
idyn, poniewaz w zaleznosci od sktadu mieszaniny wyjscio-
wej, liczba zachodzacych interakcji moze by¢ bardzo duza
i trudno okresli¢ wszystkie powstajace produkty koricowe
[14,57]. Obecnie wiecej uwagi po$wieca sie produktom LMW,
poniewaz jak wykazaly badania, niektére spo§réd nich moga
mieé dziatanie toksyczne, np. 4(5)-metyloimidazol (4(5)-MeI)
czy 2-acetylo-4(5)-tetrahydroksybutyloimidazol (THI) [60].

METABOLIZM KARMELI

Dotad opublikowano niewiele badani toksykokinetycznych
dotyczacych barwnikéw karmelowych. EFSA powotuje
sie na wyniki dwéch do$wiadczeni - z 1951 r. po$wieco-
nych karmelowi klasy III oraz z 1992 r. odnoszacych sie¢ do
karmelu klasy IV.
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Badania karmelu amoniakalnego przeprowadzono na
szczurach, ktérym podawano 10 i 20% roztwory tego barw-
nika przez 100 dni. Analiza katu zwierzat wykazata, ze
okoto 1/3 sktadnikéw barwigcych karmelu zostaje zaabsor-
bowana w organizmie, jednak w badaniu nie sprawdzano
loséw sktadnikéw bezbarwnych.

Toksykokinetyka karmelu amoniakalno-siarczynowego
zostala lepiej scharakteryzowana. Selim i wsp. [50] oceniali
wchianianie, dystrybucje i wydalanie barwnej frakeji kar-
melu klasy IV o duzej masie czasteczkowej (high molecular
weight colour fraction, HMCF), zawierajacej glukoze zna-
kowana radioizotopem C14 (14C-HMCF). Doktadny sktad
frakcji HMCF nie zostat scharakteryzowany. Do$wiadczenie
wykonywano na samcach szczuréw F-344, po doustnym
podaniu 14C-HMCF (2,5 g/kg mc.), w pojedynczych lub
wielokrotnych dawkach. W obu schematach dawkowania
zdecydowana wiekszo$¢ (~90%) radioizotopéw byla wyda-
lona z katem w ciggu pierwszych 24 h, a po 96 h wydalane
byto juz ponad 99% 14C-HMCF. Niewielkie ilo$ci 14C-HMCF
byly usuniete z moczem oraz z wydychanym powietrzem.
Mniej niz 0,5% podanej dawki pozostato w organizmie do 4
dnia. W sekgji szczuréw wykazano, ze wiekszo$¢ obecnych
w organizmie radioizotopéw znajdowala sie w przewodzie
pokarmowym. Niski poziom radioaktywnosci stwierdzono
takze we krwi i pozostatych tkankach, przy czym stezenie
radioizotopéw w grasicy, krezkowych weztach chtonnych,
$ledzionie, nerkach i watrobie bylo wyzsze niz we krwi.
Ponadto dystrybucja 14C-HMCF do krezkowych weztéw
chtonnych byta powigzana z ich pigmentacja. Nie zaobser-
wowano wiekszych réznic we wchianianiu, dystrybucji czy
wydalaniu, miedzy pojedynczym i wielokrotnym doustnym
schematem dawkowania.

Obecnie zwraca sie szczeg6lng uwage na brak badari toksyko-
kinetycznych karmeli, zwlaszcza ich frakgji niskoczasteczko-
wej (LMW). W opinii EFSA sktadniki frakcji LMW barwnikéw
karmelowych prawdopodobnie sg wchlaniane ze §wiatta
przewodu pokarmowego, chociaz dostepnych jest niewiele
informacji potwierdzajacych to zatozenie [8, 50].

TOKSYCZNOSC POSZCZEGOLNYCH KLAS KARMELI -
PRZEGLAD BADAN | DONIESIEN

Bezpieczetistwo barwnikéw karmelowych po raz pierwszy
zakwestionowano po opublikowaniu badan wskazujacych
na obecno$¢ w karmelu amoniakalnym i amoniakalno-siar-
czynowym 4(5)-Mel o dziataniu neurotoksycznym. Nastep-
nie, w latach 70 ub.w., pojawily sie doniesienia wskazujace
na potencjalng immunotoksyczno$¢ THI - zwiazku powsta-
jacego podczas otrzymywania karmelu amoniakalnego.
W latach 80 ub.w. JECFA ustalit dopuszczalne stezenie: 4(5)-
Mel, dla karmeli klasy I11 1 IV oraz THI dla klasy I11 [60].

Jednocze$nie prowadzono badania nad toksycznoscia
ostrg i przewlekla tych dodatkéw. Doustne testy toksycz-
nosci ostrej wykonano w ograniczonym zakresie. Nie usta-
lono medialnej dawki $miertelnej (lethal dose 50%, LD50)
dla barwnikéw karmelowych, a pojedyncze badania prze-
prowadzone na karmelu klasy 11T pozwolily jedynie na

oszacowanie LD50. Stwierdzono, ze warto$¢ ta znacznie
przekracza 17500 mg/kg mc i nie ma potrzeby wykony-
wania dalszych testéw toksyczno$ci ostrej. Wyniki badati
podprzewlektych i przewlektych réwniez wykazaty matg
toksyczno$é wszystkich klas karmeli, a takze pozwolily
okresli¢ warto§é NOAEL, czyli stezenie substangji, dla kt6-
rego nie stwierdza sie dziatania niepozadanego (No-Obse-
rved-Adverse-Effect Level, NOAEL). NOAEL dla wszystkich
barwnikéw karmelowych ustalono na poziomie 30 g/kg
mc/dzien (najwyzsza testowana dawka) i warto$¢ ta stata
sie podstawa do wyznaczenia ADI. Poczatkowo w Europie
warto$¢ ADI dla catej grupy karmeli miescita sie w grani-
cach 0-300 mg/kg mc/dziets, jednak potwierdzona immu-
notoksyczno$¢ THI, spowodowala obnizenie przez EFSA,
ADI dla karmelu klasy III (tabela 1).

Dalsze badania nie potwierdzity réwniez dziatania genotok-
sycznego, ani toksycznosci rozrodczej czy reprodukcyjnej
karmeli, w dawkach nieprzekraczajacych ADI. Zestawie-
nie badani toksyczno$ci karmeli przedstawiono w tabeli
2[8, 26,34, 60].

TOKSYCZNOSC WYBRANYCH ZWIAZKOW WYSTEPUJACYCH
W KARMELACH

s-HMF

5-HMF to zwigzek O-heterocykliczny, pochodna furanu
(ryc. 1). Powstaje w czasie termicznej obrébki weglowoda-
néw, zaréwno podczas karmelizacji, jak i w reakcji Mail-
larda (reakcja amino-karbonylowa). Reakcja tworzenia
5-HMF przebiega gléwnie przez 1,2- lub 2,3-enolizacje cukru
i B-eliminacje wody, z wytworzeniem 1-, 3- i 4-heksuloz.
Wewnatrzczasteczkowa cyklizacja i dalsze odwodnienie
powoduja powstanie wielu réznorodnych zwiazkéw O-hete-
rocyklicznych typu furan i piran z przewagg HMF, HDF i HAF
(hydroksyacetylofuran). 5-HMF moze wchodzi¢ w nastepne
reakgje, stanowigc prekursor w tworzeniu innych zwigzkéw,
np. 5-sulfooksymetylofurfuralu (5-sulphooxymethylfurfu-
ral, SMF) i 5-chlorometylofurfuralu (5-chloromethylfurfu-
ral, CMF) (ryc. 1). 5-HMF jest réwniez jednym z produktéw
rozktadu kwasu askorbinowego [28, 58].

o )
HOHZC\Q/CHO HO3S0 m/CHO

5-hydroksymetylofurfural 5-sulfooksymetylofurfural

Cl
HO

(0]
cl
5-chlorometylofurfural

Ryc. 1. Wzory chemiczne HMF (5-hydroksymetylofurfural), SMF
(5-sulfooksymetylofurfural) i CMF (5-chlorometylofurfural)
[opracowanie wiasne z uzyciem Chem Draw Professional 16.0, wg 31]
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W $wiezej, niepoddanej obrébce zywnosci, 5-HMF jest nie-
obecny; jego stezenie zwieksza sie podczas podgrzewania,
dlatego jest uzytecznym narzedziem do oceny uszkodzeti
termicznych w produktach spozywczych. Jest to réwniez
uznany parametr $wiezosci i jakoéci zywnosci - kontrola
analityczna 5-HMF zostata wykorzystana w nadzorze nad
zywnoécig, zaréwno do oceny jako$ci metody przetwarza-
nia, jak 1 wtadciwosci organoleptycznych produktu kon-
cowego. Kodeks Zywnosciowy (Codex Alimentarius, CA)
i Unia Europejska ustality maksymalny poziom zawarto-
$ci 5-HMF m.in. w miodzie (<40 mg/kg) i w soku jabtko-
wym (<50 mg/1), gdzie jest przede wszystkim wskaznikiem
intensywno$ci obrébki cieplnej. Nadal brakuje jednak
okreslenia dopuszczalnego stezenia 5-HMF dla barwnikéw
karmelowych [8, 58, 60].

Badania z 1992 r. wykazaty obecno$¢ 5-HMF we wszystkich
klasach karmeli w stezeniu 700-33700 mg/kg, przy czym
jego koncentracja byta najnizsza w karmelu amoniakalnym
(tabela 1). Pézniejsze analizy karmeli klasy IIT i IV, wyko-
nane przez ekspertéw EFSA wykazaly, ze zawarto$¢ 5-HMF
w karmelu amoniakalnym mie$cita sie w zakresie 5-140
mg/kg, a w karmelu amoniakalno-siarczynowym koncen-
tracja 5-HMF zalezata od mocy barwienia - dla pojedynczej
mocy barwienia wynosita 48-183 mg/kg, dla podwdjnej:
22,7-147 mg/kg [8, 60].

Co sie dzieje z HMF w organizmie nadal jeszcze doktadnie
nie poznano; jest tylko kilka raportéw dotyczacych absorp-
Gji, transportu i szlakéw metabolicznych HMF. W 2008 r.
oceniono transport HMF za pomocg modelu jelita ludz-
kiego in vitro. Warto$¢ stezenia HMF w komdrkach jelita
Caco-2 byta dodatnio skorelowana z zawarto$ciag HMF
w pozywce. Badania myszy i szczuréw réwniez wykazaty,
ze 5-HMF szybko wchtania sie w przewodzie pokarmowym,
skad trafia przede wszystkim do watroby, nerek i peche-
rza moczowego [27]. Zhou i wsp. wykazali, ze HMF wigze
sie z ludzkimi albuminami osocza (human serum albu-
min, HSA) w subdomenie 1A, gtéwnie za pomocg wigzat
wodorowych i sit van der Waalsa. Stwierdzono réwniez, ze
obecnoé¢ niektérych sktadnikéw pokarmowych, takich jak:
kwas askorbinowy, chlorogenowy, czy floretyna, moga osta-
bia¢ wigzanie 5-HMF z HSA [64]. Wydalanie HMF odbywa
sie gléwnie z moczem - w zalezno$ci od badania 60-80%
lub 95-100% podanej dawki tego zwigzku, byto wydalane
odpowiednio w ciggu 48 h i 24 h. Doktadnie produkty prze-
mian ustrojowych HMF jeszcze nie zostaly poznane, ale
przeprowadzone badania wskazuja na wystepowanie pew-
nych réznic gatunkowych. U szczuréw HMF jest wyda-
lany gtéwnie jako kwas 5-hydroksymetylo-2-furoinowy
(5-hydroxymethyl-2-furoic acid, HMFA) i jego koniu-
gat z glicyng - N-(5-hydroksymetylo-2-furoilo)-glicyna
(N-(5-hydroxymethyl-2-furoyl)-glycine, HMFG). Wskazuje
to na istotne znaczenie w biotransformacji HMF reakcji
utleniania (I faza biotransformacji) i sprzezenia z glicyna
(11 faza biotransformacji) [27]. Natomiast pierwsze obser-
wacje u ludzi wykazaly, ze HMF jest prawie w 50% prze-
ksztalcany do HMFA i kwasu furano-2,5-dikarboksylowego
(furan-2,5-dicarboxylic acid, FDCA), ktére sg wydalane
z moczem, ale tylko w 38 lub 74%, w zaleznosci od dawki.

Pozostata cze$§¢ HMF prawdopodobnie jest zatrzymywana
w organizmie, w postaci zwigzanej z grupami tiolowymi
i aminowymi bialek. Warto wspomnie¢, ze Jellum i wsp. nie
stwierdzili obecno$ci HMFG w moczu, co mogto by¢ spo-
wodowane zastosowang metodg analityczng, uniemozli-
wiajaca wyizolowanie tego zwigzku lub tez zmniejszona
dostepnoscia wolnej glicyny w organizmie [23]. P6Zniejsze
badania wykazaty bowiem funkcjonowanie alternatyw-
nego szlaku przemian HMF - przy braku glicyny nasila sie
wydalanie HMF w postaci wolnego kwasu 2-furoinowego
(2-furoic acid, FA) lub FDCA. W 2006 r. potwierdzono, ze
gtéwnym metabolitem HMF jest HMFA, ale oprécz niego
w moczu oraz w osoczu zidentyfikowano obecno$é: HMFG,
(5-karboksylo-2-furoilo)-glicyny ((5-carboxylicacid-2-fu-
royl)-glycine, CAFG) i 5-hydroksymetylo-2-furoilo-ami-
nometanu (5-hydroxymethyl-2-furoyl-aminomethane,
CAFAM). Nie uzyskano natomiast dowodéw na powstawa-
nie FDCA. Naukowcy zwracaja réwniez uwage, na mozliwy
udziat w metabolizmie HMF, mikroflory jelitowej, ktéra
prawdopodobnie przeksztalca go do 2,5-bis(hydroksyme-
tylo)-furanu (2,5-bis(hydroxymethyl)-furan, BHMF) [27].

Toksyczne dziatanie HMF nie zostalo jeszcze doktadnie
okreslone. Badania przeprowadzone w latach 60. i 70. XX
w. wskazywaly na niewielka toksyczno$¢ ostra i podprzew-
lekta HMF u myszy i szczuréw [1]. Stwierdzono wéwczas,
ze w wysokich stezeniach - nieistotnych w zywieniu -
HMF moze by¢ cytotoksyczny oraz moze podrazniaé oczy,
gérne drogi oddechowe, skére i btone §luzowa [38]. Jed-
nak budowa chemiczna HMF (w tym obecno$¢ pier$cienia
furanowego, a,p-nienasyconej grupy karbonylowej oraz
allilowej grupy hydroksylowe;j) wskazuje na mozliwe dzia-
tanie genotoksyczne i rakotwdrcze tego zwiazku. Zhang
i wsp. wykazali, ze HMF inicjuje i promuje zmiany przed-
nowotworowe (nieprawidtowosci w kryptach jelitowych)
w okreznicy szczura [64]. Dowodem na potencjalne dziata-
nie rakotwdrcze HMF byly réwniez badania wskazujace na
mozliwos¢ inicjowania zmian nowotworowych w naskérku
myszy. Niejednoznaczne wyniki uzyskano w 2-letnich bada-
niach, zwigzanych z narazeniem doustnym na HMF u szczu-
réw Fischer 344N i myszy B6C3F1, prowadzonych w ramach
Krajowego Programu Toksykologicznego (National Toxico-
logy Program, NTP) Amerykariskiego Departamentu Zdro-
wia [40]. U szczuréw obu plci oraz u samcéw myszy, HMF
nie mial dziatania rakotwérczego, ale wptywat na wyste-
powanie zmian patologicznych w nabtonku wechowym
i oddechowym jamy nosowej. Natomiast u samic myszy
narazonych na HMF zaobserwowano czestsze wystepowa-
nie raka watrobowokomédrkowego, wynoszace okoto 53%
dla dawek: 134 i 268 mg/kg mc/dzieti (dla poréwnania 28%
w grupie kontrolnej). Trzecia grupa dawkowania - 750 mg/
kg mc, nie zostata uwzgledniona w ocenie potencjatu rako-
twérczego, ze wzgledu na zmniejszona przezywalno$¢ oraz
wystepowanie objawéw klinicznych zwiazanych z lecze-
niem. W oparciu o uzyskane wyniki, szacuje sie, ze dzienne
narazenie na HMF nie powinno przekraczaé 60-300 mg/kg
mg, ale ze wzgledu na brak dokladniejszych analiz, trudno
okresli¢ dopuszczalna dawke. Wedtug wczesniejszych
doniesief, dzienne spozycie HMF z pozywieniem waha sie
w granicach 30-150 mg/osobe, co odpowiada 0,4-2,1 mg/kg
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mc dla osoby o masie 70 kg [1, 40]. ESFA w opinii po$wieco-
nej karmelom nie uznaje wynikéw badari NTP uzyskanych
w badaniach na myszach, istotnych dla oceny ryzyka dzia-
tania kancerogennego HMF u ludzi, gtéwnie ze wzgledu na
brak analogicznych objawéw u szczuréw [8].

Toksyczno$é HMF moze wynika¢ nie tylko z jego dziata-
nia bezpo$redniego, ale réwniez z dziatania zwigzkéw,
do ktdrych jest metabolizowany. Wykazano, ze w cyto-
zolu komérek watrobowych szczuréw, zwigzek ten moze
ulec aktywacji do elektrofilowego estru kwasu siarkowego
- 5-sulfooksymetylofurfuralu (ryc. 1). Aktywacja jest mozliwa
jedynie w obecnosci 3’-fosfoadenozyno-5 -fosfosiarczanu
(3’-phosphoadenosine-5"-phosphosulphate, PAPS), dawcy
grupy sulfonowej oraz pod wptywem sulfotransferaz (sul-
photransferase, SULT) [1]. Cytozolowe sulfotransferazy sa
jednymi z wazniejszych enzymdéw uczestniczacych w 11
fazie biotransformacji, ktérych celem jest utatwienie eli-
minacji ksenobiotykéw, chociaz w niektérych zwiagzkach,
np. HMF, sulfonowanie przyczynia sie do ich bioaktywa-
cji. SULF w postaci wielu izoform wystepujg powszechnie
w organizmach zywych, w tym réwniez u cztowieka, m.in.
w: watrobie, ptucach, mézgu, skérze, ptytkach krwi, nerkach
i przewodzie pokarmowym [54]. Powstaty na skutek sulfo-
nowania SMF jest wysoce elektrofilowg postacia chemiczna,
ktéra moze wchodzi¢ w interakcje z DNA, tworzac rézne
addukty, przez co wykazuje dziatanie mutagenne bez akty-
wacji metabolicznej [31, 35]. Warto podkresli¢, ze wytwa-
rzanie SMF u ludzi wiaze sie z podwyzszonym ryzykiem
dziatania toksycznego, ze wzgledu na swoistos¢ substratowa
i dystrybucje tkankowg SULT. Wykazano, ze sulfonowanie
HMF jest najcze$ciej katalizowane przez ludzkg SULT1A1,
ktéra ulega silnej ekspresji w watrobie i wielu tkankach
pozawatrobowych. Natomiast u gryzoni, ktdre najczesciej sa
obiektem do$wiadczalnym, sulfonowanie przebiega mniej
intensywnie a stezenie sulfotransferazy jest znacznie nizsze,
zwlaszcza poza watroba [35].

Powstawanie SMF z HMF w organizmach zywych zbadano
w 2009 r. na myszach. Maksymalne stezenie SMF w osoczu
myszy zaobserwowano w pierwszej prébce, pobranej po 2,5
min od podania HMF. Na podstawie danych kinetycznych
oszacowano, ze 452-551 mg/kg poczatkowej dawki HMF,
wynoszacej 500 mg/kg, ulegato przeksztalceniu do SMF.
W opinii autoréw rzeczywiste stezenie SMF w osoczu mogto
by¢ jeszcze wyzsze, poniewaz zwigzek ten prawdopodobnie
reagowat z biatkami i DNA juz w miejscu powstawania [35].

Toksyczne dziatanie SMF réwniez poddano badaniom.
Mutagenno$é SMF potwierdzono w te$cie Ames z uzy-
ciem Salmonella Typhimurium szczep TM677, a takze w sto-
sunku do ludzkich limfoblastéw, w zalezno$ci od dawki
[27]. Natomiast badania na myszach in vivo dowiodly, ze
SMF stosowany miejscowo na skére, ma duza aktywnosé
pronowotworowg, wieksza niz HMF [55]. Bauer-Marino-
vic i wsp. podawali SMF dootrzewnowo myszom FVB/N,
w dawkach 0, 31,25, 62,5, 125 i 250 mg/kg mc, z uwzgled-
nieniem réznych systeméw dawkowania (1, 2 lub 4 dawki).
Stwierdzono, ze gtéwnym celem toksycznego dziatania
SMF byly kanaliki proksymalne, ktérych uszkodzenia byty

najwieksze przy najwyzszej dawce. Ponadto SMF dziatat
hepatotoksycznie i powodowat zapalenie bton surowiczych
otrzewnej. W drugiej czesci badania autorzy podawali HMF
myszom w wodzie pitnej (0, 134 i 536 mg/kg mc/dzier)
przez 12 tygodni. Wykorzystano typowy szczep FVB/N
myszy, a takze szczep FVB/N-hSULT1A1/2, zawierajacy
wiele kopii genu hSULT1A1 - gléwnej sulfotransferazy
u ludzi. Zaobserwowano uszkodzenia nefronéw i zwiek-
szong proliferacje hepatocytdéw, ale tylko w najwyzszej
dawce HMF. Wszystkie zmiany byly tagodne i co istotne,
nie byly skorelowane z ekspresja genu hSULT1A1. Autorzy
stwierdzili, ze SMF w czystej postaci wykazuje dzialanie
nefrotoksyczne, ale jego ilo$¢ powstajaca z HMF w orga-
nizmie nie jest wystarczajgca do wywotania podobnego
efektu [1]. Mozliwe dziatanie SMF, po biotransformacji
HMF, zostato réwniez sprawdzone przez NTP [40]. W bada-
niu, roztworem HMF traktowano komérki HepG2, zdolne
do ekspresji zaréwno cytochromu P450 (CYP), jak i SULT.
W tescie kometowym widoczne byly pewne oznaki uszko-
dzenia DNA, ale bez zmiany struktury i liczby chromoso-
méw [40]. W 2009 r. okreslano dziatanie genotoksyczne
HMF w tescie kometowym, kilku linii komérkowych o réz-
nym poziomie ekspresji SULT1A1. Wykazano, ze HMF jest
czynnikiem uszkadzajagcym DNA in vitro, niezaleznie od
aktywnos$ci SULT1A1 w badanych komérkach. Indukowane
przez HMF uszkodzenie DNA obserwowano tylko przy
wysokich stezeniach, co zwykle wigzato sie z jednoczesnym
spadkiem zywotno$ci komérek [4].

HMF moze réwniez ulegaé przemianom w obecno$ci
jondw chlorkowych, z wytworzeniem 5-chlorometylofur-
furalu (CMF) (ryc. 1). Zwigzek ten wykazuje silniejsze dzia-
tanie mutagenne i cytotoksyczne na komérki bakteryjne
(S. Typhimurium TM677) niz HMF i SMF. Ponadto doda-
tek glutationu do hodowli bakteryjnej nie chroni komérek
przed toksycznoscig CMF. Wykazano réwniez, ze chlorome-
tylowe pochodne HMF majg duzg aktywno$¢ kancerogenna
- umyszy H6C3F, CMF indukowat rozwdj zmian nowotworo-
wych w obrebie skéry (stosowany miejscowo) i w watrobie
(stosowany doustnie).Jednoczesne stosowanie SMF i CMF
moze nasila¢ ich dzialanie toksyczne [56].

5-HMF, oprécz nie do korica poznanych mechanizméw tok-
sycznosci, ma kilka zalet. Coraz czesciej zglaszane sg jego
wlasciwosci przeciwutleniajgce i trwajg badani nad stoso-
waniem tej substancji jako naturalnego przeciwutleniacza.
Ponadto wykazano zdolno$¢ 5-HMF do regulacji proceséw
alergicznych, a takze jego dziatanie przeciwnadci$nieniowe.
W Afryce trwajg badania kliniczne zwigzane z mozliwoscia
wykorzystania HMF w leczenie anemii sierpowatej. Sugeruje
sie réwniez mozliwo$¢ stosowania HMF w leczeniu chorych
z cukrzyca, ze wzgledu na jego ochrone $rédbtonka naczyti
przed stresem oksydacyjnym, wywotanym podwyzszo-
nym stezeniem glukozy. Zaobserwowano takze korzystne
dziatanie metabolitéw HMF, np. HMFA hamuje mitoze
w komérkach rakowych i dlatego rozpatruje sie mozliwo$é
wykorzystania tego zwigzku w terapii nowotworowej [27].

Obecnie dostepnych jest wiele mozliwosci pozwalajacych
na obnizenie poziomu 5-HMF w zywno$ci, tj. zastosowanie
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promieniowania UV (redukcja o 62%) i mikrofal (reduk-
cja 0 40%), dodawanie zwigzkéw fenolowych (redukcja
0 50-86%), fermentacja (redukcja o 61-99%), pakowanie
prézniowe (redukcja o 20-50%), homogenizacja ultrawyso-
koci$nieniowa (redukcja o 84-99%) czy zastepowanie glu-
kozy sacharozg (redukgja o 75-88%) [29].

4(5)-Mel

4(5)-Mel to metylowa pochodna imidazolu, dobrze rozpusz-
czalna w wodzie i etanolu, o masie czasteczkowej 82,1 Da.
Istniejg trzy izomery metyloimidazolu: 2-, 4- lub 5-mety-
loimidazol (ryc. 2). Spo$réd nich 4- i 5-Mel wystepuja jako
tautomery w roztworze wodnym o pH od obojetnego do
zasadowego. Tautomery réznig sie miedzy soba pozy-
cja protonowania. 4-metyloimidazol to bardziej stabilny,
Nt-protonowany tautomer (Nt-H), a 5-metyloimidazolto
Nri- protonowany tautomer (N1). Zawarto$¢ tautomeru 4-
i 5-Mel w roztworze wodnym wynosi odpowiednio okoto 57
i43%. W obu postaciach grupa metylowa pozostaje w tym
samym miejscu, w pierScieniu imidazolowym, ale zmienia
sie numer atomu wegla (z 4 na 5) z powodu transferu pro-
tonu. Obecnie nazwe chemiczng 4-Mel czesto zastepuje
sie okresleniem 4(5)-Mel [15]. Natomiast 2-Mel nie zostat
wykryty w komercyjnych barwnikach karmelowych oraz
w produktach spozywczych z ich dodatkiem, dlatego nie
zostanie ujety w artykule [60].

AN

H

HsC

2-metyloimidazol

4-metyloimidazol S5-metyloimidazol

Ryc. 2. Wzory chemiczne izomerdw metyloimidazolu [opracowanie wiasne
z uzyciem Chem Draw Professional 16.0, wg 15]

Alkiloimidazole (w tym 4(5)-Mel) po raz pierwszy zsyn-
tetyzowano w potowie XIX w., w reakcji zwigzkéw
a-dikarbonylowych (metyloglioksalu lub metyloglioksalu-
-dimetyloacetalu z formaldehydem) w obecno$ci wod-
nego roztworu soli amonowych, nazywanej pézniej reakcja
Debusa-Radziszewskiego [15, 20, 63]. Inng reakcja wykorzy-
stywang w chemicznej syntezie 4(5)-Mel, moze by¢ katali-
tyczna cyklizacja propylen-1,2-diaminy i kwasu mréwkowego
z wytworzeniem 4-metyloimidazoliny, z ktérej nastepnie
usuwa sie woddr [13]. Mimo wielu doniesieri naukowych na
temat powstawania 4(5)-Mel doktadny mechanizm tej reakcji
w dalszym ciggu nie jest znany [15, 60].

Ugrupowanie imidazolowe odgrywa istotna role w sys-
temach biologicznych. Piericieri imidazolowy, charak-
terystyczny dla 4(5)-Mel, wystepuje w histydynie oraz
w zawierajgcych ja biatkach i enzymach. 4(5)-Mel moze
by¢ réwniez obecny w wielu produktach, takich jak: leki,
barwniki, $rodki chemiczne wykorzystywane w rolnictwie,

chemikalia fotograficzne czy kauczuk. Ponadto badano
jego zastosowanie jako surowca w syntezie stymulatoréw
uktadu sercowo-naczyniowego, srodkéw obnizajgcych
stezenie cholesterolu, antagonistéw neuroprzekaznikéw,
$rodkéw przeciwpierwotniakowych i inhibitoréw aroma-
tazy. Odnotowano takze uwalnianie 4(5)-metyloimidazolu
do $rodowiska podczas jego produkcji i stosowania. Naraze-
nie na 4(5)-Mel moze by¢ réwniez spowodowane paleniem
papieroséw, wykryto go w dymie tytoniowym w zakresie
od 2,3 (niska zawarto$¢ substancji smolistych w papiero-
sie) do 15,0 (papierosy niefiltrowane) ug/papieros. Jednak
szczegllne znaczenie ma obecno$¢ tego zwiazku w pro-
duktach spozywczych. Zrédtem metyloimidazoli w zywno-
$ci i napojach jest reakcja Maillarda, ktéra moze przebiegaé
bezposrednio w produkcie, podczas jego obrdbki termicz-
nej lub poza zywnoscia, np. w czasie produkgji barwnikéw
karmelowych klasy IT1i 1V [19, 24, 36].

Tlo$¢ 4(5)-Mel powstajaca w produktach, moze byé zréz-
nicowana. W wielu badaniach sprawdzano przebieg tego
procesu z wykorzystaniem uktadu modelowego cha-
rakterystycznego dla reakcji Maillarda. Stwierdzono, ze
ilo$¢ powstajacego 4(5)-Mel zalezy od rodzaju cukru sta-
nowigcego substrat dla reakcji - ogrzewanie L-ramnozy
i amoniaku (T = 100°C, t = 2 h) spowodowato wytworzenie
wiekszych iloéci 4(5)-Mel (0,91 mg/ml), niz w przypadku-
ogrzewania (T = 100°C, t = 6 h) D-glukozy z amoniakiem
(0,70 mg/ml) [15]. Wykazano réwniez, ze istotna role
w tworzeniu metyloimidazoli odgrywaja sole kwasu siar-
kowego (IV). W uktadzie reakcyjnym D-glukoza/amo-
niak, dodatek siarczynu w stezeniu 0,1M byt zwigzany ze
wzrostem stezenia 4(5)-Mel o 54%, podczas gdy najwiek-
szg redukcje w syntezie tego zwigzku (o 68%) odnotowano
przy stezeniu siarczynu wynoszacym 0,2 M [30]. Przepro-
wadzono takze badanie, w ktérym w zastepstwie amoniaku
stosowano mieszanine aminokwaséw (L-alanina, L-argi-
nina, glicyna, L-lizyna, L-seryna). Wykazano, ze wytwarza-
nie 4(5)-Mel zalezy od rodzaju aminokwasu (w obecno$ci
L-argininy powstawalo najwiecej 4(5)-Mel) oraz od steze-
nia reagentéw (w najwyzszym badanym stezeniu D-glu-
kozy-aminokwasu - 0,15 M, powstawalo wiecej 4(5)-Mel).
Ponadto istotne znaczenie w tworzeniu metyloimidazoli,
miata temperatura procesu - w T = 60°C nie stwierdzono
obecnosci 4(5)-Mel, podczas gdy w T = 160°C odnotowano
istotny wzrost jego stezenia (0,15-1,0 mg/kg) [24].

Przeprowadzone badania potwierdzity obecno$¢ 4(5)-Mel
w barwnikach karmelowych klasy 1111 IV, przy czym karmel
klasy IV (0-1276 ppm), w wiekszosci analiz, charakteryzo-
wat sie wiekszg zawartoscia tego zwigzku, niz karmel klasy
111 (0,025-463 ppm). W karmelach klasy 1i 11 alkiloimidazole
nie wystepuja ze wzgledu na brak Zrédta azotu dla reakeji
(tabela 1). Duze stezenia 4(5)-metyloimidazolu odnotowy-
wano réwniez w produktach zawierajgcych barwniki kar-
melowe, takich jak: napoje gazowane, zwlaszcza typu cola
(0-692 ppm), ciemne piwa (0-424 ppm), sos Worcester-
shire (0,027-3,4 ppm), sos sojowy (0,002-4,8 ppm), whi-
skey (0,12-0,14 ppm), czy napoje energetyczne (0-37 ppm)
[15]. Obecno$¢ 4(5)-Mel w tych produktach byta bezpo-
$rednio zwigzana z obecnoscia dodatkéw karmelowych.
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Potwierdzeniem tego moga by¢ badania przeprowa-
dzone przez Yamaguchi i Masuda, ktérzy zaobserwowali,
ze w naturalnie warzonym sosie sojowym koncentracja
4(5)-Mel byta bardzo niska, 0,002-0,023 ug/g, podczas gdy
w sosie sojowym z dodatkiem karmelu amoniakalno-siar-
czynowego odnotowano znacznie wyzsze stezenie tego
zwigzku (na poziomie 0,43-4,8ug/g) [62]. Druga grupa
produktéw spozywczych, w ktérej stwierdza sie obecno$é
metyloimidazoli, to produkty poddane obrdbce termicz-
nej. W tym przypadku odnotowarne stezenia 4(5)-Mel byly
znacznie nizsze i miescily sie w granicach: od <0,01 ppm dla
gotowanych warzyw, prazonych orzechéw, chleba, grillo-
wanych ryb, czy sokéw owocowych, przez 0,22-0,29 ppm
w przypadku grillowanego miesa i kakao, do 2,05 ppm dla
palonej kawy [11, 15].

Stezenie 4(5)-Mel w barwnikach karmelowych podlega
pewnym regulacjom prawnym. Komisja Europejska oraz
JECFA ustalily limit zawarto$ci 4(5)-Mel do 200 mg/kg dla
karmelu klasy I oraz 250 mg/kg dla karmelu klasy 1V
(tabela 1) [22, 47]. Natomiast w przepisach amerykariskiego
prawa krajowego nie ma zapiséw dotyczacych dopusz-
czalnego stezenia 4(5)-Mel w karmelach. Sg jedynie reko-
mendacje United States Pharmacopeial Convention (USP)
22016 r., ale nie sa przestrzegane. W opinii USP zawarto$¢
4(5)-Mel w karmelach klasy I11i IV nie powinna przekraczaé
250 mg/kg (indywidualnie) [11].

Metabolizm 4(5)-Mel byt poddawany wielu badaniom, ktére
wykazaly wystepowanie pewnych réznic gatunkowych.
U szczuréw zwigzek byt wydalany w postaci niezmienionej
z moczem po okoto 30 min od wstrzykniecia (pojedyncza
dawka=216 mg/kg mc), a w ciggu 8 h usunieciu ulegato pra-
wie 90% dawki poczgtkowej. Najwiekszy wychwyt 4(5)-Mel
zaobserwowano gtéwnie w jelitach, a nastepnie w watro-
bie, krwi, zotadku i nerkach. U owiec potowa podanej oral-
nie dawki byta wchtaniana ponizej 30 min, a maksymalne
stezenie 4(5)-Mel w osoczu osiggano w ciggu 5 h po poda-
niu. Biodostepno$¢ 4(5)-Mel wynosita 68%, a jego okres bio-
logicznego péttrwania okoto 9 h 30 min. Tylko 0,07 mg/kg,
z poczatkowej dawki wynoszacej 20 mg/kg, byto wydalane
z moczem, jako niezmieniony zwiazek macierzysty. Préba
wykrycia metabolitéw 4-Mel nie powiodta si¢. U innych
zwierzat (np. kéz) 4(5)-Mel byt dystrybuowany gtéwnie do
watroby, nerek i pluc, natomiast jego wydalanie odbywato sie
przede wszystkim z moczem, a w mniejszym stopniu z mle-
kiem i kalem. W badaniu u samcéw szczuréw Fischer F344,
4(5)-Mel podawany zglebnikiem do zotadka, osiagal mak-
symalne stezenie w osoczu po 0,5, 1 i 3 h, odpowiednio dla
dawek wynoszacych: 5, 50 i 150 mg/kg mc. Biodostepnosé
zwigzku wynosita 60-70%, a jego okres péttrwania zalezat
od dawki poczatkowej. Zwigzek prawdopodobnie podlegat
niewielkim przemianom w organizmie, poniewaz w moczu
oraz w osoczu stwierdzono obecno$¢ jednego hydrofilowego
metabolitu. Po 48 h gléwna droga wydalania 4(5)-Mel byt
uktad moczowy (85%), ale wykazano réwniez znikome ilo$ci
tego zwigzku w kale (3%) i w wydychanym powietrzu (0,6%
jako CO,, 0,04% jako lotne zwiazki organiczne). Fennell i wsp.
poréwnali metabolizm 4(5)-Mel u myszy i szczuréw in vivo.
Po doustnym podaniu zwigzku w dawkach 50 i 150 mg/kg

mc, stwierdzono, ze po 48 h eliminacja odbywala sie gléw-
nie z moczem, w 79-89% u szczuréw i w 41-70% u myszy.
U obu gatunkéw zwierzat zwigzek przewaznie (71-88%) byt
usuwany w niezmienionej postaci [9, 19].

Metabolity 4(5)-Mel nadal nie sg jeszcze doktadnie poznane
i scharakteryzowane. Wigkszo$¢ przeprowadzonych ana-
liz wykazala, ze przemiany tego zwigzku w organizmach
zywych sg bardzo ograniczone. W 1993 r. zidentyfikowano
w moczu kéz i jatéwek trzy metabolity 4(5)-Mel: 5-mety-
lohydantoine, kwas 2-metylohydantoinowy i mocznik [19].
Odnotowano jeszcze obecno$¢ czwartego zwigzku, ale jego
wysoka polarno$¢ uniemozliwila dalsza charakterystyke.
W 2008 r. w oparciu o przemiany innych 5-czlonowych
zwigzkéw heterocyklicznych, zaproponowano metabo-
lizm 4(5)-metyloimidazolu do potencjalnie reaktywnego
zwigzku epoksydowego [3]. Nie zostato to jednak potwier-
dzone w przeprowadzonych badaniach. W 2019 r. Fennell
i wsp. wykazali, ze 4(5)-Mel jest metabolizowany do glu-
kuronidéw oraz innych utlenionych zwigzkéw, w tym do
metylohydantoiny [9, 19].

Dokladny mechanizm dziatanie 4(5)-Mel pozostaje nie-
znany, ale wykazano, ze zwigzek ten moze wptywaé na
funkcjonowanie komérek przez tworzenie komplekséw
z enzymami zawierajacymi hem, np. z cytochromem P450
(CYP). Udowodniono, ze 4(5)-Mel w istotny sposéb hamuje
aktywno$¢ izoformy CYP2E1 w watrobie szczura oraz
CYP2C9 (hydroksylaza tolbutamidowa) w mikrosomach
u ludzi i szczuréw. Jednoczeénie stymuluje fosforylacje Na+
i K+-trifosfatazy adenozynowej oraz wykazuje znaczaca
aktywno$¢ przeciwutleniajaca [19].

Wyniki badan toksycznosci ostrej 4(5)-Mel sg zréznico-
wane. Nishie i wsp. ustalili warto$¢ LD50 dla 4(5)-Mel, po
podaniu doustnym, na poziomie 370 mg/kg mc dla myszy
oraz 599 mg/kg mc dla kurczat. W dawkach zblizonych do
LD50 gléwnym objawem narazenia zwierzat na ten zwia-
zek byly silne drgawki [7]. Natomiast péZniejsze badania,
przeprowadzone przez NTP, wykazaly, ze stosowanie wyso-
kich dawek 4(5)-Mel (300 i 800 mg/kg mc) w przypadku
szczuréw i myszy nie tylko nie powoduje $mierci zwierzat,
ale nie odnotowano nawet réznic w masie ciata i narzg-
déw oraz w wynikach badati klinicznych w poréwnaniu
z grupa kontrolna. Dla szczuréw istotne zmiany zaobser-
wowano dopiero przy narazeniu na dawke 2500 mg/kg mc
- znaczny spadek masy ciata, zwiekszenie masy watroby
i spadek masy $ledziony, a przy dawkach 5000 i 10000 mg/
kg mc widoczne byly jeszcze zmiany w wygladzie zwie-
rzat, problemy z oddychaniem, tagodne drzenie, zabu-
rzona koordynacja ruchowa, ataksja czy zwezenie Zrenic.
Ponadto 4(5)-Mel w dwdch najwyzszych dawkach, indu-
kowat przej$ciowa erytrocytoze i minimalng, zalezng od
stezenia, niedokrwisto$é mikrocytarng (u szczuréw obu
plci), a u samcéw szczurédw widoczny byt znaczny spadek
stezenia albumin (w 14 tygodniu) oraz zwyrodnienie jader.
U myszy narazenie na 4(5)-MEI bylo zwigzane z wyste-
powaniem niedokrwisto$ci makrocytarnej, a w przy-
padku samcéw - ze wzrostem stezenia trdjjodotyroniny
i z przejéciowym spadkiem stezenia tyroksyny (brak zmian
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w tarczycy). Przy dawce 22500 mg/kg mc u samic myszy
nastapit znaczny spadek bezwzglednej masy ciata i wzrost
wzglednej masy serca, prawej nerki i watroby [39].

Badania wykazaly mozliwe dziatanie neurotoksyczne
4(5)-Mel. Sivertsen i wsp. stwierdzili w testach in vitro,
ze 4(5)-metyloimidazol w stezeniu 2-20 mM znaczgco
hamuje aktywnos$¢é mézgowej dekarboksylazy glutami-
nianowej (glutamate decarboxylase, GAD), ale stabiej niz
inna posta¢ izomerowa metyloimidazolu - 2-Mel. 5-20
mM 4(5)-Mel hamowat kompetycyjnie wigzanie kwasu
y-aminomastowego (gamma-aminobutyric acid, GABA) do
moézgowych receptoréw GABA, bez wplywu na poziom glu-
taminianu i GABA [52].

Opublikowano réwniez badania nad mozliwym wptywem
4(5)-metyloimidazolu na homeostaze glukozy. Zaobser-
wowano, ze u myszy otrzymujacych 4(5)-Mel w dawce 32
ug/kg mc/dziefi, wystepowata ciezka hipoglikemia i hiper-
insulinemia. Stwierdzono réwniez rozrost komérek beta-
-trzustki, indukcje zaburzeti homeostazy glukozy i lipidéw
oraz promocje lipogenezy. Badania u ludzi spozywajacych
napoje bezalkoholowe z dodatkiem barwnikéw karmelo-
wych wykazaly zwiekszone stezenia peptydu C, choleste-
rolu frakgji LDL i tréjglicerydéw [45].

4(5)-metyloimidazol zostat przebadany réwniez pod katem
dziatania rakotwdrczego po podaniu doustnym. Podsta-
wowy jest raport opublikowany przez NTP w 2007 ., ktéry
zawiera wyniki 2-letnich badar narazenia na 4(5)-Mel myszy
i szczuréw. Stwierdzono, ze zwigzek ten zwiekszat czesto$é
wystepowania gruczolaka pecherzykowego/oskrzelikowego
u samic myszy (dawki: 40, 80, 170 mg/kg mc), raka peche-
rzykowego/oskrzelikowego u samcéw myszy (dawka: 170
mg/kg mc) oraz wspdlistniejacych gruczolaka i raka peche-
rzykowego/oskrzelikowego u samcéw (dawka: 170 mg/kg
mc) i samic myszy (dawki: 80, 170 mg/kg mc). Natomiast
wyniki badan na szczurach, nie byly jednoznaczne. Poda-
wany doustnie 4(5)-Mel w najwyzszej dawce - 260 mg/kg
mc, zwiekszal czesto$¢ wystepowania biataczki z komérek
jednojadrzastych u samic szczuréw. Jednocze$nie naukowcy
podkreslaja, ze ten rodzaj nowotworu czesto wystepuje
u wykorzystanej w badaniach rasy szczuréw F344/N. Przy-
puszcza sie, ze 4(5)-Mel mégt jedynie zaostrzyé juz wyste-
pujace u zwierzat zmiany, zwlaszcza ze u samic z grupy
kontrolnej biataczka byta odnotowana w 624 dniu badania,
podczas gdy u samic narazonych na 260 mg 4(5)-Mel/kg mc
zaobserwowano jg juz w 368 dniu [41]. W 2011 r., gtéwnie
w oparciu o wyniki badari NTP, Gabinet Oceny Zagrozeti dla
Zdrowia Srodowiskowego (Office of Environmental Health
Hazard Assessment, OEHHA) Kalifornijskiej Agencji Ochrony
Srodowiska (California Environmental Protection Agency,
CEPA) uznat 4(5)-Mel za zwigzek rakotwodrczy, uwzglednia-
jac go w wykazie Proposition 65 (tzw. Ustawa o bezpieczet-
stwie wody pitnej i egzekwowaniu przepiséw dotyczacych
substancji toksycznych z 1986 r.). Ustalony przez OEHHA
poziom bez istotnego ryzyka (No Significant Risk Level,
NSRL) dla 4(5)-Mel wynosi 29 ug/dzied, czyli znacznie
ponizej stezenia tego zwiazku wykrywanego w produktach
spozywczych, np. w napojach gazowanych (maksymalna

wykryta zawartos$¢ 4(5)-Mel, wynosita 690 ppm, czyli ~690
tys. ug/kg produktu) [46]. W marcu 2012 r., pod naciskiem
organizacji konsumenckich, koncerny takie jak Coca-Cola
i Pepsi podjety decyzje o modyfikacji proceséw technolo-
gicznych w taki sposéb, aby sprostaé nowym wymaganiom.
Stezenie 4(5)-Mel zostato znaczaco obnizone w napojach
tych firm (ponizej warto$ci NSRL), ale jedynie w stanie Kali-
fornia. Ponadto w 2011 r. Miedzynarodowa Agencja Badati
nad Rakiem (International Agency for Research on Cancer,
IARC) zaklasyfikowata 4(5)-Mel do grupy 2B, czyli substancji
o mozliwym dziataniu rakotwérczym dla cztowieka [19, 37].
Natomiast w opinii EFSA oszacowane narazenie na 4(5)-Mel,
jako sktadnika barwikéw karmelowych, nie budzi obaw [7].

Dziatanie genotoksyczne 4(5)-MEI byto sprawdzane w wielu
badaniach. Testy mutacji powrotnych z uzyciem Salmonella
Typhimurium (szczepy: TA97, TA98, TA100, TA1535, TA153,
TA102,TA1538) (dawki: 5-10 000 pg/plytke) oraz Escherichia
coli (dawki: 9,77-5000 ug/ptytke), daly wynik negatywny,
zaréwno z, jak i bez aktywacji metabolicznej frakcjg S9.
W tescie mikrojader, na komdrkach krwi obwodowej myszy
inakomérkach szpiku kostnego myszy i szczuréw, dla dawek
25-3200 mg/kg mc/dzieri, réwniez uzyskano wyniki nega-
tywne [19, 37]. Natomiast badania z uzyciem testu aberra-
gji chromosomowych na komérkach szpiku kostnego myszy
(Swiss Albino) wykazaly, ze 4(5)-metyloimidazol w stezeniu:
100-160 mg/kg mc, znaczgco zwiekszal odsetek aberracji
chromosomowych podczas 12 h narazenia. Zwiazek dodat-
kowo obnizat indeks mitotyczny (MI) badanych komérek we
wszystkich stezeniach po 24 h, a po 12 h, wylgcznie w naj-
wyzszej dawce (16 mg/kg mc) [42]. Dziatanie genotoksyczne
i cytotoksyczne 4(5)-Mel wykazaly réwniez analizy prze-
prowadzone przez Celik i Topaktas na ludzkich limfocytach
krwi obwodowej traktowanych 4(5)-Mel (300, 450, 600 i 750
mg/ml) przez 24 i 48 h. Badany zwigzek indukowat wymiane
chromatyd siostrzanych (we wszystkich stezeniach, po 48
h) oraz aberracje chromosomowe i tworzenie mikrojader
(w dwéch najwyzszych dawkach: 600 i 750 mg/ml, po 24
i 48 h). Ponadto zaobserwowano, ze 4(5)-Mel w najwyzszym
stezeniu (750 mg/ml) silniej wptywal na tworzenie mikro-
jader w ciagu 24 h, niz mitomycyna C (mitomycin C, MMC)
w kontroli pozytywnej [2].

THI

2-acetylo-4-tetrahydroksy-butyloimidazol to pochodna
imidazolu, o nazwie: 2-acetylo-4-((1R,2S,3R)-1,2,3,4-tetra-
hydroksy-butylo-)imidazol. THI w wyniku spontanicznej
przemiany izomerycznej moze wystepowaé pod postacia
tautomeru - 2-acetylo-5-tetrahydroksy-butyloimidazolu,
dlatego podobnie jak w przypadku 4(5)-Mel, zamiennie sto-
suje sie nazwe 2-acetylo-4(5)-tetrahydroksy-butyloimidazol
(ryc. 3) [32]. THI jest jednym ze zwiazkéw LMW powstajacych
podczas ogrzewania cukréw ze zwigzkami azotowymi. Reak-
gja syntezy pochodnych acetyloimidazolowych jest podobna
do syntezy metyloimidazoli. Produkt pirolizy weglowoda-
néw - metyloglioksal, kondensuje z jednocze$nie wytwo-
rzonymi zwiagzkami azotowanymi, takimi jak: formamid lub
iminofruktozamina. Stereochemia taricucha bocznego THI
zalezy od cukru stanowigcego substrat dla reakcji [6].
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Ryc. 3. Wzory chemiczne 2-acetylo-4-tetrahydroksy-butyloimidazol i jego
tautomer — 2-acetylo-5-tetrahydroksy-butyloimidazol [opracowanie wtasne
z uzyciem Chem Draw Professional 16.0, wg 32]

Obecno$¢ THI potwierdzono w karmelu klasy 11T w zréznico-
wanej ilosci: 2,4-10 mg/kg, 14,03 mg/kg i 1,0-74,3 mg/kg [8,
25, 61]. Nie stwierdzono wystepowania tego zwigzku w kar-
melu klasy IV, mimo potencjalnie odpowiednich warunkéw
do jego syntezy. Przypuszcza sie, ze dodatek zwigzkéw siarki
podczas otrzymywania E150d moze hamowal powsta-
wanie acyloimidazoli [8]. THI moze by¢ réwniez obecny
w produktach spozywczych, co prawdopodobnie wynika
z dodawania do nich E150c. Badania przeprowadzone
w Belgii w 2018 r. wykazaly, ze THI wystepowat w 22,4%
analizowanych produktéw (n=552) na poziomie nieprze-
kraczajgcym 551 pg/kg, przy czym najwieksze koncentra-
cje zwigzku odnotowano w takich produktach jak: chleb
izboza (<5-145 ug/kg), produkty miesne (<5-184 pg/kg), napoje
alkoholowe, w tym piwo (<5-328 ug/kg), ciastka i przeka-
ski (<5-376 ug/kg), gotowe zupy i sosy (<5-551 ug/kg) [10].
Wang i wsp. takze wykazali obecno$¢ THI w wybra-
nych produktach - w occie winnym (0,5-119,2 ug/L) oraz
w napojach bezalkoholowych (0,5-2,7 ug/L) (tabela 1) [61].

Dopuszczalna zawarto$¢ THI w karmelu amoniakalnym
zostata okres$lona w Rozporzadzeniu Komisji nr 231/2012z
dnia 9 marca 2012 r. Zgodnie ze specyfikacjg E150c, zawar-
to$¢ THI nie moze przekraczaé 10 mg/kg w przeliczeniu na
ekwiwalent bazy barwnika [47]. Natomiast JECFA w 2011
r. okreslit dopuszczalng ilo§¢ THI w karmelu klasy III na
poziomie 25 mg/kg, w przeliczeniu na ekwiwalent bazy
barwnika (tabela 1) [22].

Toksyczno$¢ THI zostata potwierdzona juz w latach 70
ub.w., kiedy wykazano, ze zwigzek indukuje limfopenie
[8]. MacKenzie i wsp. okreslili NOAEL w odniesieniu do
dziatania limfopenicznego THI wynoszacy: 380 ug/kg mc
/dziet u samcdéw i 120 ug/kg mc/dzieti u samic szczuréw
[33]. Badania prowadzone w latach 80. i 90. ub.w. pozwo-
lity zblizy¢ sie do okreslenia mechanizmu toksycznosci
tego zwiazku, z mozliwg gléwna rola niedoboru witaminy
B6. W badaniach na szczurach (czas trwania: 7 dni), kté-
rym podawano karmel klasy 111 (dawka THI=200-2000 ug
/kg mc/dziett), zaobserwowano istotny spadek liczby lim-
focytéw krwi obwodowej oraz wszystkich leukocytéw.
Jednak dopiero obnizenie stezenia witaminy Bé w diecie
szczurdw (2-3 mg/kg) wiazalo sie z silniejszym dziataniem
limfopenicznym THI, widocznym juz przy dawce 20 ug/kg
mc/dzieti [8]. Limfopenie zwigzana z narazeniem na THI,
przy jednoczesnym niedoborze witaminy B6, potwier-
dzono réwniez w innych badaniach z wykorzystaniem
zwierzat [12, 17]. Przeprowadzono réwniez do§wiadczenie

z udziatem ludzi (n=24, zdrowi mezczyZni, wiek = 65 lat,
z niskim poziomem witaminy B6), ktérzy spozywali przez
7 dni karmel klasy IIT na poziomie 200 mg/kg mc/dzien,
zawierajacy 23 ppm THI (karmel komercyjny) lub 143
ppm THI (prébka karmelu zsyntetyzowana na potrzeby
badania). Nie stwierdzono znaczacych réznic w $redniej
liczbie limfocytéw we krwi miedzy grupa kontrolna, a gru-
pami badanymi. Ponadto, u Zadnej z 0séb nie zaobserwo-
wano réznic w liczbie limfocytéw w trakcie do$wiadczenia.
Autorzy poréwnali swoje wyniki z dawkami THI, ktére
wywoluja limfopenie u szczuréw i uznali, Ze ludzie moga
by¢ mniej wrazliwi na dziatanie tego zwigzku, co prawdo-
podobnie wynika z metabolicznych réznic gatunkowych
[16, 18]. Pé7niejsze analizy wykazaly, ze dziatanie limfope-
niczne THI moze by¢ wtérne do jego dziatania immunosu-
presyjnego. Ustalono, ze zwiazek ten zmniejsza aktywnos¢
liazy sfingozyno-1-fosforanu (sphingosine 1-phosphate
lyase, S1PL). Sfingozyno-1-fosforan (sphingosine 1-pho-
sphate, S1P) odgrywa gtéwng role jako regulator uktadu
odpornosciowego i sercowo-naczyniowego - dziatajac na
powierzchniowe receptory komérkowe sprzezone z bial-
kiem G, reguluje ruch komérek uktadu immunologicznego
miedzy tkanka limfatyczng a krwia i reszta organizmu.
W prawidtowych warunkach poziom S1P w wiekszosci tka-
nek, w tym w tkance limfatycznej, jest niski natomiast we
krwi i limfie utrzymywany jest na wysokim poziomie, co
stanowi site napedowa do migracji limfocytéw i innych
komérek immunokompetentnych do krazenia obwodo-
wego. Inhibicja S1PL wptywa na zaburzenie gradientu S1P
miedzy narzadami limfatycznymi a krwig/limfa, hamujac
ruch komérek immunokompetentnych [8, 49]. Obserwo-
wano wiec gromadzenie dojrzatych limfocytéw T w grasicy
czy blokowanie wyjécia limfocytéw z weztéw chtonnych, co
wywotywato spadek ich liczby w badaniach krwi [49].

Wciaz nie poznano jeszcze mechanizm toksycznego dzia-
tania THI. Nie wiadomo czy zwigzek ten dziata bezpo-
$rednio, czy istotna role w jego toksyczno$ci odgrywaja
mechanizmy posrednie. Coraz czesciej sugeruje sie, ze
istotne znaczenie w dziataniu THI moze mie¢ aktywacja
metaboliczna tego zwiazku, zwlaszcza, ze w badaniach
in vitro (komérkowych i bezkomérkowych) nie potwier-
dzono aktywnosci hamujgcej samego THI w stosunku do
S1PL [44]. Potwierdzeniem tej hipotezy moga by¢ badania
Ohtoyo i wsp. Autorzy odkryli nowy inhibitor S1IPL - A6770
(1-[4(5)-(hydroksymetylo)-1H-imidazol-2-il]etanon), ktéry
(po uprzedniej fosforylacji) wykazywat identyczne dzia-
tanie limfopeniczne do THI, zaréwno in vitro, jak i in vivo.
Ponadto A6770 wykryto w osoczu szczuréw po doustnym
podaniu THI, dlatego autorzy sugeruja, ze A6770 moze by¢
podstawowym metabolitem THI [43]. Innym wyjasnieniem
zmniejszonej aktywnosci S1PL jest hamowanie powstawa-
nia kofaktora tego enzymu, czyli fosforanu pirydoksalu
[44]. Bazujac na wynikach badari na zwierzetach juz wcze-
$niej sugerowano, ze gléwna role w mechanizmie toksycz-
no$ci THI moze odgrywa¢ hamowanie kinazy pirydoksalu,
ktéra katalizuje zalezng od ATP fosforylacje pirydoksalu
do fosforanu pirydoksalu, czyli aktywnej postaci wita-
miny B6 [53]. Ponadto wykazano, ze enzym ten jest hamo-
wany przez wiele substancji pochodzenia naturalnego
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i syntetycznego, zwlaszcza przez niskoczasteczkowe
zwiazki heterocykliczne. Elsinghorst i wsp. zaobserwowali,
ze THI rzeczywiscie hamuje kinaze pirydoksalu w pro-
cesie inhibicji kompetycyjnej, ale jego powinowactwo do
enzymu okre$lono na poziomie od niskiego do umiar-
kowanego. Autorzy zauwazajg, ze uwzgledniajgc maksy-
malny dozwolony poziom THI w E150c wynoszacy 10 mg/
kg, nie oczekuje sie istotnego hamowania kinazy pirydok-
salu, poniewaz przy 80 kg masie ciata maksymalne dzienne
pobranie THI wynosi 240 mg. Przy zalozeniu $redniej
zawarto$ci wody w organizmie wynoszacej 60% i catko-
witej resorpcji THI z réwnomiernym rozktadem w catym
ciele zapewnitoby to lokalne stezenie THI na poziomie 20
nM. Nalezy jednak pamietad, ze zréznicowany lokalnie roz-
ktad witaminy Bé6 moze by¢ bardzo istotny w dziataniu THI
w réznych czeéciach organizmu [5].

SPOZYCIE KARMELI | ICH WYBRANYCH SKEADNIKOW

Dotad opublikowano jedynie kilka raportéw dotyczacych
spozycia karmeli i ich sktadnikéw z zywno$cia [7, 8, 10, 11].
W 2011 r. ESFA, na podstawie przeprowadzonych obliczen,
okredlit ze poziom narazenia na poszczegdlne barwniki kar-
melowe u dzieci i dorostych przekracza ustalone warto$ci
ADI (tabela 1). Wyjatkiem byt karmel klasy 11, dla ktérego
oczekiwana ekspozycja byla znacznie ponizej dopuszczal-
nego limitu [8]. W 2012 r. zakoriczono szczegétowa ocene
narazenia na barwniki karmelowe klasy I, 111 i IV, ponow-
nie przeprowadzong przez EFSA. Ze wzgledu na wyniki
poprzedniej analizy ocena nie uwzgledniata karmelu klasy
1. Stwierdzono, Ze faczna ekspozycja na badane klasy kar-
meli nie przekraczata warto$ci ADI zaréwno u dzieci, jak
i u dorostych. Catkowity poziom narazenia na E150a, ¢, d
byt nawet 20-krotnie nizszy, niz wynikato to z wezesniejszej
opinii EFSA. Oszacowano natomiast, ze indywidualne nara-
zenie na karmel klasy 11T moze sie ksztattowad na poziomie
zblizonym do ADI dla tego zwigzku (100 mg/kg mc/dzieti).
Gléwnymi Zrédtami ekspozycji na barwniki karmelowe
u dzieci (wiek: 36 miesiecy-9 lat) byly: napoje (bezalkoho-
lowe), przyprawy, zupy, sosy, satatki i produkty biatkowe,
lody oraz produkty mleczne. Narazenie oséb dorostych
na karmele najczesciej wynikato z ich obecnosci w dwéch
kategoriach zywnoéci: napojach (alkoholowych i bezalko-
holowych) oraz w przyprawach, zupach, sosach, satatkach
i produktach biatkowych [7].

Natomiast w oparciu o opinie Panelu ds. Dodatkéw do Zyw-
noéci i Sktadnikéw Pokarmowych Dodawanych do Zywno-
4ci (Panel on Food Additives and Nutrient Sources added
to Food, ANS) oraz dane przedstawione przez producentéw
karmeli, EFSA dokonal oceny potencjalnego narazenie na
4(5)-Mel (z E150c i E150d) i THI (E150c). W zaleznoéci od
przyjetego scenariusza ekspozycyjnego, szacowane nara-
zenie na 4(5)-Mel z E150¢ ksztattowalo sie na poziomie
0,009-0,015 mg/kg mc/dzieti oraz 0,016-0,022 mg/kg mc
/dzieti dla E150d. W raporcie z 2011 r. wyrazono poglad, ze
zawarto$¢ obu tych zwigzkéw w barwnikach karmelowych

nie zagraza zdrowiu [8]. Duze badanie w zakresie ekspozy-
¢ji na 4(5)-Mel przeprowadzono w USA w latach 2013-2015.
Stwierdzono, ze narazenie na ten zwigzek bylo istotnie
wyzsze w przypadku spozywania produktéw barwionych
karmelem (zwlaszcza napojéw gazowanych typu cola)
niz dla zywno$ci poddanej obrébce termicznej (gtéwnie
kawa palona). Szacowana catkowita ekspozycja na 4(5)-Mel
w zalezno$ci od przyjetego scenariusza ekspozycyjnego,
miescila sie w zakresie 0,033-0,093 mg/kg mc/dzien dla-
0séb dorostych oraz 0,01-0,054 mg/kg mc/dzien dla dzieci
w wieku 1-12 lat [11]. Srednie spozycie 4(5)-Mel oraz THI
poddano réwniez badaniom w Belgii. Autorzy oszaco-
wali, ze przecietne narazenie na 4(5)-Mel ksztaltowalo sie
na poziomie: 0,4-3,7 ug/kg mc/dziei, natomiast dla THI
wynosito: 0,02-0,36 ug/kg mc/dzied. Stwierdzono, ze eks-
pozycja na te zwigzki w najwiekszym stopniu byta powia-
zana z konsumpcja kawy, coli oraz piwa [10].

PODSUMOWANIE

Barwniki karmelowe, chociaz sa dtugo stosowane jako
dodatki do zywnosci, w dalszym ciggu nie zostaty dobrze
scharakteryzowane. Ich produkcja, oparta na procesach
wysokotemperaturowych, wptywa na mozliwo$é powsta-
wania bardzo réznych produktéw. Dzieki systematycznemu
rozwojowi technik analitycznych mozliwa stata sie identyfi-
kacja wielu zwigzkéw, jednak naukowcy podkreslajg, ze pod-
stawowe mechanizmy powstawania karmeli (karmelizacji
i reakcji Maillarda), nadal nie zostaty poznane. Nawet, je$li
udato sie wyizolowaé z barwnikéw karmelowych konkretne
zwigzki, to czesto trudno okresli¢ ich doktadny poziom
w produkcie koricowym ze wzgledu na duza ztozono$¢ pro-
cesu i wiele czynnikéw wplywajacych na jego przebieg.

Badania nad toksyczno$cia karmeli sg prowadzone sys-
tematycznie od lat 70. ub.w. Obecnie wiekszo$¢ organiza-
¢ji miedzynarodowych i instytutéw naukowych uznaje te
dodatki za bezpieczne dla konsumentéw. Ogélne testy tok-
sycznosci dla poszczegblnych klas karmeli nie wykazaly
ich szkodliwo$ci w dawkach nieprzekraczajgcych warto-
$ci ADL Jednocze$nie ro$nie liczba doniesiert naukowych
o mozliwym dziataniu toksycznym, obecnych w karmelach
zwigzkéw niskoczgsteczkowych, takich jak: 5-HMF, 4(5)-
Mel oraz THI. Udowodniono juz mozliwe dzialanie rako-
twdrcze dla ludzi (klasa 2B, wg TARC) 4(5)-Mel obecnego
w karmelu klasy 111 i IV oraz dziatanie immunosupresyjne
THI wystepujacego w karmelu klasy I11. Okre$lono tez ich
dopuszczalne limity w wybranych klasach barwnikéw kar-
melowych. Natomiast w przypadku 5-HMF, ktéry moze
wystepowaé we wszystkich klasach karmeli, toksycznos§é
nie zostala jednoznacznie potwierdzona, ale przeprowa-
dzone badania wskazuja, ze zwiazek ten nie jest obojetny
dla organizméw zywych.

Ze wzgledu na wiele watpliwo$ci nasuwajacych sie
w zwigzku z dziataniem toksycznym barwnikéw karmelo-
wych, konieczne jest prowadzenie dalszych badan.
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