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Wstep

Zywno$¢ zanim dotrze od wytworcy do konsumenta jest narazona na liczne
zagrozenia w sferze wartosci odzywczej. Wystgpuja one zarowno w czasie jej
produkcji, jak i1 przetwarzania. Jednoczes$nie zywnos¢, jak wiemy, jest nieroze-
rwalnie zwiazana z pojgciem zycia, a jej 110$¢ i jako§¢ wptywa na organizm czto-
wieka, ktory do prawidtowego funkcjonowania wymaga statego ,,dowozu” ener-
gii i sktadnikéw budulcowych. Sktadnikami dostarczajacymi energii sa gtownie
weglowodany i tluszcze, a materiatem budulcowym — biatko, witaminy, sole mi-
neralne i woda. Sktadniki te zawarte sa w pozywieniu, przy czym zaden produkt
spozywczy nie zawiera ich wszystkich w ilo$ciach niezbednych dla ustroju czto-
wieka. Stad tez istnieje potrzeba znajomosci sktadu i wartosci odzywczej zyw-
nosci, aby w zaleznosci od potrzeb uzupetnia¢ t¢ warto$¢ tak, zeby spetniata ona
swoje zadania z punktu widzenia zywienia. Celowi temu stuzy analiza zywnosci,
dysponujaca coraz nowoczesniejszymi metodami, zwlaszcza instrumentalnymi,
z ktorych wigkszo$¢ wymaga jednak dosy¢ kosztownej, precyzyjnej i nie zawsze
dostgpnej aparatury. Z tych wzgleddéw proste, tradycyjne metody i techniki la-
boratoryjne beda jeszcze dlugo stosowane w oznaczaniu podstawowego sktadu
chemicznego pozywienia. Znajomos$¢ ich zasad i postgpowania analitycznego
jest niezbedna dla specjalisty z zakresu zywienia.

Gléwnym zadaniem niniejszej publikacji jest wigc przyblizenie zagadnien
analizy zywnosci studentom z kierunku ,,zywienie cztowieka” oraz ,,dietetyka”,
w ktorego programach nauczania istnieje ten przedmiot.

Majac na wzgledzie potrzeby dydaktyki w tej dziedzinie, starano si¢ w pu-
blikacji zebra¢ stosunkowo najprostsze, najczgsciej stosowane w rutynowej ana-
lizie zywnosci metody, gtéwnie chemiczne, mozliwe do zrealizowania w prze-
cigtnie wyposazonym laboratorium. Metody te nie obejmuja wszystkich sktadni-
kow pokarmowych, a jedynie podstawowe, bez wnikania, na przyktad, w sktad
aminokwasowy biatka czy kwasow thuszczowych w thuszczu.

Publikacja zawiera czternascie ¢wiczen, ktorych tematyka obejmuje bial-
ka, tluszcze 1 weglowodany oraz wybrane witaminy i sktadniki mineralne. Przy
wyborze tych ostatnich kierowano si¢ gtownie ich niedoborem w pozywieniu,
natomiast w przypadku witamin — ich podatno$cia na straty w procesach techno-
logicznych, transporcie i przechowywaniu produktow spozywczych.

Anna Gronowska-Senger






Cwiczenie 1

POBIERANIE I PRZYGOTOWYWANIE PROBEK DO BADAN
LABORATORYJNYCH

Anna Gronowska-Senger, Jadwiga Hamutka

Wprowadzenie

Ocena zywieniowa produktow spozywczych pod katem zawartosci w nich
poszczegolnych sktadnikéw pokarmowych stanowi podstawe okreslenia warto-
sci odzywcezej tych produktow. Ocena ta opiera si¢ na oznaczeniu skiadu che-
micznego zywnoS$ci 1 wymaga przygotowania reprezentatywnej probki, to zna-
czy charakteryzujacej cala parti¢ produktu, ktory chcemy analizowac.

Prawidlowe pobranie i przygotowanie reprezentatywnej pod wzglgdem
chemicznym 1 fizycznym oraz odpowiednio jednorodnej (rozdrobnionej, roz-
mieszanej badz zhomogenizowanej) probki produktu jest warunkiem doktadno-
sci analizy (jest nie mniej wazne od prawidtowos$ci wykonania samej analizy).

Wilasciwe pobranie i przygotowanie takiej probki nie jest tatwe ze wzgledu
na duza ré6znorodnos¢ i zmienno$¢ produktow spozywezych. Ich wystgpowanie
Ww postaci stalej, potstatej czy cieklej, jak rowniez sposodb opakowania, transportu
i stan, w jakim materiat si¢ znajduje w momencie pobierania probek, rzutuja na
Sposob postgpowania zwiazany z ich przygotowaniem.

Przygotowanie jednorodnej probki laboratoryjnej wymaga wielu posrednich
etapow, co ilustruje nastgpujacy schemat:

Probka pierwotna
cz¢$¢ zawarto$ci opakowania jednostkowego lub czgsci produktu bezksztaltnego
pobrana jednorazowo, z jednego miejsca produktu opakowanego lub nicopakowanego
!
Probka jednostkowa
powstata z potaczenia probek pierwotnych, pobranych z jednego opakowania
jednostkowego
!
Probka ogoélna
otrzymana z potaczenia probek jednostkowych
!

Préobka laboratoryjna
powstata przez doktadne wymieszanie probek ogolnych i ich zmniejszenie
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Tak otrzymana probka laboratoryjna stanowi podstawe do przeprowadzenia
okreslonego typu analizy.

Czynnikiem warunkujacym uzyskanie probki reprezentatywnej dla catosci
analizowanego produktu jest prawidlowe pobranie probek pierwotnych. Przed
ich pobraniem wykonuje si¢ ogledziny badanej partii materiatu i podejmuje de-
cyzje w zakresie liczby probek pierwotnych, jakie maja by¢ pobrane, ich wiel-
kos$ci 1 miejsca pobrania. Liczbg probek pierwotnych uzaleznia si¢ od wielko$ci
badanej partii, przy czym im jest ona wigksza, tym wigcej pobiera si¢ probek
pierwotnych (patrz tab. 1), stopnia jednorodno$ci produktu (o charakterze sta-
tym, potstatym, cieklym, gazowym) oraz ztozonej precyzji badan. Nalezy row-
niez przestrzegac proporcjonalnego udziatu w probce wszystkich czgsci danego
produktu, a wigc czesci jadalnych i niejadalnych.

Tabela 1. Ogoélne zasady pobierania probek

Liczba jednostek

w tym jednostek opakowanych
nie mniej niz
1 _

W partii towaru z ktorych nalezy pobra¢ probki

2 2 -

3 3 -

4-10 co druga 3

11-100 co dziesiata 5
>100 co dwudziesta 10

Zrodio: Drzazga B.: Analiza techniczna w przemysle spozywczym. Czes¢ ogdlna. WSiP, Warsza-
wa 1992.

W przypadku partii produktu ztozonej z pojedynczych jednostek opakowa-
nych ilos¢ jednostek, z ktorych nalezy pobra¢ probke (x), mozna obliczy¢, ko-
rzystajac ze wzoru:

x=0,7JN

gdzie:
N —liczba jednostek w partii towaru bedacego przedmiotem badan,
0,7 — wspotczynnik tabelaryczny, uzalezniony od zadanej doktadnosci analizy.

Dla kazdej grupy produktéw spozywczych istnieja odrgbne, ujete zarzadze-
niami (Polskie Normy — PN), przepisy regulujace zasady pobierania i przygoto-
wywania probek przez zawodowo przygotowanych ekspertow, maklerow, dys-
ponujacych odpowiednimi przyrzadami.

W zaleznosci od formy wystepowania surowcow, potproduktow lub wyro-
bow gotowych stosuje sig nieco inne techniki 1 przyrzady pomocnicze pozwala-



Cwiczenie 1 9

jace na otrzymanie w efekcie koncowym probki laboratoryjnej o cechach repre-
zentatywnych dla calo$ci partii badanego towaru. Przyktady pobierania probek:

z partii produktow w malych opakowaniach (zawartych w opakowaniach

zbiorowych):

— nie wymaga na ogot przyrzadéw pomocniczych za wyjatkiem produk-
tow bedacych w silosach, kontenerach lub zbiornikach, ktére pobiera sig
za pomoca sond zgl¢bnikowych,

— dla produktow zawartych w opakowaniach jednostkowych do 100 g lub
100 cm® probke pierwotna moze stanowi¢ jedno opakowanie,

— losowe pobieranie probek pierwotnych mozna przeprowadzi¢ za po-
moca liczb przypadkowych — losowych badz za pomoca losowania ,,na
Slepo”;

z produktow sypkich przesytanych luzem lub w jednostkowych opakowa-

niach przetadowywanych za pomoca urzadzen o dzialaniu ciaglym probki

pierwotne pobiera si¢ z catego strumienia produktu w jednakowych odste-
pach czasu lub z jednostek ruchu;

z produktow cieklych probki pobiera si¢ za pomoca szklanych lub metalo-

wych rurek zwe¢zonych u dotu 1 zamykanych u gory podczas ciaglego prze-

ptywu cieczy w jednakowych objgtosciach w okreslonych odstgpach czasu;

z produktéw polstalych, gestych, lepkich (np. masto, miod) pobiera si¢

probki ze zbiornika po doktadnym wymieszaniu za pomoca $widra rynien-

kowego lub odpowiednich miarek.

Probki powinny by¢ pobierane szybko i w warunkach niewywotujacych

zmian wlasciwosci produktu. Sprzet 1 naczynia do pobierania probek powinny
by¢ czyste, suche, wolne od obcych zapachow i odporne na chemiczne dzialanie
produktu.

Wszystkie probki jednostkowe miesza si¢ bardzo doktadnie i z uzyskanej

probki ogodlnej przygotowuje sig srednie probki laboratoryjne.

Przy pobieraniu i przygotowywaniu probek do badan nalezy rowniez prze-

strzega¢ warunkow majacych istotny wpltyw na oznaczane sktadniki. Dlatego tez
podczas pobierania i przygotowywania probek do oznaczania zawartosci:

wody i skladnikéw odzywczych nalezy maksymalnie skroci¢ czas miesza-
nia i rozdrabniania produktéw, unika¢ przegrzania homogenizatoréw oraz
przechowywac probki w czystych, szczelnie zamknigtych naczyniach w od-
powiedniej temperaturze;

witamin nalezy zabezpieczy¢ probki przed ogrzewaniem, §wiattem, tlenem,
a w przypadku probek przeznaczonych do oznaczania witaminy C natych-
miast po pobraniu doda¢ na przyktad kwasu szczawiowego;
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= skladnikow mineralnych nalezy zwroci¢ uwage na stosowanie odpowied-
nich mitynkéw, nozy, homogenizatorow ze wzgledu na mozliwos$¢ zanie-
czyszczen, na przyklad zwiazkami cynku czy Zelaza.

Niektore probki (ptynne, sypkie) nadaja si¢ do wykonania analiz na zawar-
tos$¢ poszczegbdlnych sktadnikow odzywczych jedynie po ich doktadnym wy-
mieszaniu, wigkszo$¢ jednak wymaga specjalnego przygotowania, na przyktad
przez rozdrobnienie lub homogenizacjg.

Przygotowane probki laboratoryjne najczesciej przechowuje si¢ w herme-
tycznie zamknigtych stoikach. W zaleznos$ci od czasu wykonywania poszcze-
golnych analiz niekiedy probki wymagaja utrwalenia, w celu uniknigcia zmian
w zawartosci niektorych sktadnikow, jak na przyktad cukry, ktore moga ulegac
fermentacji. Jezeli analizy wykonywane sa w przeciagu najblizszych dni, probki
przechowuje si¢ w zamknigtych stoikach, najlepiej w lodowce. W przypadku
gdy analizy wykonywane sg dopiero po kilku dniach lub pdzniej od daty pobra-
nia, probki utrwala si¢ na przyktad przez zamrozenie.

Naczynie ze $rednia probka laboratoryjna nalezy doktadnie zamkna¢ i ozna-
kowac, podajac na etykiecie:

— nazwe produktu i klase jakosci,

— nazwg producenta, dat¢ produkcji i numer partii,

—  wielko$¢ partii,

—  okres$lenie przewidywanego badania laboratoryjnego,

— datg 1 miejsce pobrania probki,

— numer probki,

— numer opakowania, z ktérego probka pochodzi,

— numer specyfikacji listu przewozowego lub innego dokumentu okresla-
jacego dostawe,

— nazwiska i podpisy os6b pobierajacych probke.

Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zdobycie przez studentdéw umiejgtnosci pobierania
i przygotowywania $rednich probek laboratoryjnych réznych produktéw spo-
zywczych do analizy chemicznej.

Produkty drobnoziarniste i sypkie

Zawarto$¢ opakowania jednostkowego, na przyktad maki lub kaszy, wysy-
pa¢, formujac jednoczes$nie stozek, ktory nastepnie nalezy rozplaszczy¢ i po-
dzieli¢ po przekatnych na cztery czgsci. Dwie przeciwlegle odrzucic, a pozostate
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dwie czg$ci wymiesza¢ w suchym, czystym naczyniu szklanym, po czym utwo-
rzy¢ podobny do poprzedniego stozek 1 dzieli¢, jak wczesniej, az do uzyskania
proby w ilosci 100 g. Otrzymang probke laboratoryjna zemle¢, przesypac¢ do
suchego, czystego naczynia, szczelnie zamknaé i1 zaopatrzy¢ w etykiete zawie-
rajaca nazwe¢ produktu, date sporzadzenia probki oraz nazwisko osoby przygo-
towujacej. Masa uzyskanej probki laboratoryjnej nie powinna by¢ mniejsza od
30 g, aby analiz¢ mozna byto wykonac¢ kilkakrotnie.
W przypadku maki pomijamy etap zwiazany ze sproszkowaniem probki.

Produkty ciekle

Zawarto$¢ opakowan jednostkowych (butelki, stoiki) przenie$¢ do czystej,
suchej zlewki o pojemnosci 1000 cm?, bardzo starannie wymiesza¢ bagietka,
a nastepnie pobrac pipeta 3 razy po 50 cm?®. W przypadku produktow lepkich, na
przyktad olej, odwazy¢ 150 g produktu na wadze techniczne;.

Produkty maziste i ciastowate

Opakowanie jednostkowe, na przyktad sera topionego, masta, nalezy roze-
trze¢ w mozdzierzu porcelanowym, a nastgpnie pobra¢ z kilku miejsc probki
tak, aby taczna masa wynosita co najmniej 125 g. Probki wymieszac i przenies$¢
natychmiast do szczelnie zamknigtego naczynia szklanego, na przyktad do stoika
typu twist-off. Probka powinna wypetnia¢ przynajmniej polowg naczynia.

Przy pobieraniu probek z serow twardych nalezy z probki jednostkowej sera
usuna¢ skorke, a nastepnie zetrze¢ go na tarce, wymieszac i przenies¢ do szczel-
nie zamknigtego naczynia szklanego.

Mieso

Z kawalka migsa, na przyklad wotowego, wieprzowego, pobra¢ z kilku
miejsc, za pomoca ostrego, nierdzewnego noza probki pierwotne, reprezentujace
zaréwno tkanke migsna, jak i thuszczowa. Masa jednej probki powinna wyno-
si¢ okoto 50 g. Probki pierwotne rozdrobni¢ za pomoca maszynki do mielenia
migsa, w celu przygotowania probki laboratoryjnej. Uzyskana probke przenies¢
do czystego, suchego naczynia szklanego, szczelnie zamknaé i przechowywacé
w temperaturze +4°C do dalszej analizy lub zamrozic.

Owoce i warzywa

Z opakowania jednostkowego przygotowanych owocow lub warzyw usy-
pac stozek, rozptaszczy¢ i podzieli¢ dwiema przekatnymi (za pomoca linijki) na
cztery trojkaty, z ktorych dwa przeciwlegte odrzucié, a z pozostatych ponownie
utworzy¢ stozek i dzieli¢, jak poprzednio. Warzywa lub owoce wybiera¢ recznie
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losowo, nie biorac pod uwage cech poszczegdlnych egzemplarzy. Usunac¢ czesci
niejadalne, na przyktad: ogonki, pestki, a nastgpnie owoce twardsze (gruszki,
jabtka itp.) zetrze¢ na tarce, natomiast owoce migkkie rozetrze¢ w porcelano-
wym mozdzierzu. Uzyskana $rednia probke laboratoryjna suszy¢ w temperaturze
50°C. Zemle¢ i dosusza¢ w temperaturze 100°C, po czym przenies¢ do suchego,
czystego naczynia szklanego i zabezpieczy¢ do czasu przeprowadzenia analiz.

Naczynie z probka powinno by¢ szczelnie zamknigte 1 otwierane na krotko —
w czasie wykonywania analiz. Nie wolno probki zostawia¢ w poblizu zrodta ciepta
czy tez na oknie z powodu narazenia na dziatanie promieni stonecznych lub zimna.

Przed przystapieniem do wykonywania nawazki analitycznej probkeg nalezy
doprowadzi¢ do temperatury pokojowej i doktadnie wymiesza¢. Po odwazeniu
nalezy ja ponownie zabezpieczy¢, aby mozna byto, jezeli zaistnieje taka potrze-
ba, powtorzy¢ oznaczenie.

Naczynie, w ktorym mamy wykona¢ nawazke, musi by¢ suche i czyste.

UWAGA: nie wolno odwaza¢ substancji bezpoSrednio na szalkach, bez
jakiegokolwiek naczynia! Ze wzgl¢du na higroskopijnos¢ papieru nie mozna na
nim odwaza¢ probek przeznaczonych do analiz chemicznych.

Wyposazenie laboratoryjne

Sprzet i aparatura:
Maszynka do mielenia migsa
Mtynek

Mozdzierz porcelanowy
Tarka plastikowa

Waga analityczna

Waga techniczna
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(ZNACZANIE ZAWARTOSCI WODY I SUCHE] MASY
W WYBRANYCH PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Jadwiga Hamutka

Wprowadzenie

Zawartos¢ wody w produktach spozywczych jest jednym z podstawowych
kryteriow okreslajacych ich jakos¢, warto$¢ odzywceza i przydatnos¢ przecho-
walnicza. Im wigksza jest procentowa zawarto$§¢ wody w danym produkcie, tym
mniejsza ilo§¢ cennych sktadnikow odzywczych — biatek, thuszczow 1 weglo-
wodandw. Ponadto wraz ze wzrostem zawarto$ci wody zwigksza si¢ mozliwos¢
rozwoju drobnoustrojow w produktach spozywczych, a co za tym idzie — maleje
ich przydatno$¢ do dlugotrwatego przechowywania bez wtasciwej obrobki tech-
nologiczne;.

Zawartos¢ wody w produktach spozywczych waha si¢ w szerokich grani-
cach — od kilku procent do ponad 90% i podlega zmianom w wyniku obrdbki
technologicznej badz w czasie ich przechowywania. Niektore surowce zawieraja
prawie stala ilos¢ wody (np. mleko, niektéore owoce i warzywa, pewne partie
tuszy zwierzgcej), ale w wigkszosci produktow jej zawartos¢ ulega duzym wa-
haniom.

Zawartosci wody w produktach spozywczych, w %
[Kunachowicz i in. 2017]:
®  soki, napoje, mleko, herbata, kawa — 85-100

®  $wieze: warzywa, owoce i grzyby — 75-95
= ryby —50-80
®  migso i przetwory, sery, jaja —40-75
®  maslo i margaryny —15-55
®  pieczywo —25-40
®  produkty zbozowe, maki - 7-15
n

ro$liny straczkowe suche - 812
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Z analitycznego punktu widzenia zawarto$¢ wody w produkcie spozyw-
czym jest to taka ilo$¢ wody, jaka mozna w nim oznaczy¢ kazda z dostgpnych
i dla danego produktu wtasciwych metod.

W produktach spozywczych woda wystepuje jako tak zwana woda wolna
(stanowiaca rozpuszczalnik substancji organicznych i mineralnych, wypekiaja-
ca wolne przestrzenie i niepodlegajaca zjawiskom kapilarnym) 1 woda zwigzana
niebioraca udzialu w regulacji ci$nienia osmotycznego (woda higroskopijna, ka-
pilarna, krystalizacyjna i konstytucyjna).

W produktach spozywczych o bardzo duzej powierzchni (np. produkty
sproszkowane) ilos¢ wody zaadsorbowanej moze by¢ bardzo duza. Zalezy to od
higroskopijnosci substancji. Wydzielenie i oznaczenie tej wody z produktu jest
stosunkowo tatwe. Trudniej jest wydzieli¢ wodg kapilarna, a najtrudniej usunac
z produktu spozywczego wodg krystalizacyjna i chemicznie zwiazana (konsty-
tucyjna).

Z pojeciem wody nieodlacznie zwigzane jest pojecie suchej masy (suchej
substancji). Suchg mas¢ danego produktu spozywczego rozumie si¢ jako po-
zostato$¢ po usunigciu z niego wody. Procesowi temu towarzyszy ulatnianie si¢
niektorych substancji, na przyktad: olejkow eterycznych, lotnych kwasow 1 nie-
ktoérych alkoholi.

W praktyce analitycznej czgsto przyjmuje sig, ze zawarto$¢ wody i zawar-
to$¢ suchej masy wzajemnie si¢ uzupetniaja, co mozna przedstawi¢ za pomoca
nastgpujacych rownan:

zawarto$¢ suchej masy [%] = 100 — zawarto$¢ wody [%]

zawartos¢ wody [%] = 100 — zawartos$¢ suchej masy [%]

Sa to wigc pojecia wzgledne i umowne. Przyjmuje sig, ze czg$¢ produktu,
ktéra w warunkach stosowanej metody zostaje z niego usunigta, stanowi zawar-
tos$¢ wody, a ta, ktora pozostaje — sucha masg.

W analityce rozroznia si¢ nastgpujace pojgcia dotyczace suchej masy, a mia-
nowicie:
= sucha masa calkowita — otrzymana przez suszenie produktu w okreslonych

warunkach;

sucha masa rozpuszczalna w wodzie — czyli ekstrakt;

sucha masa skorygowana — otrzymana z roéznicy suchej masy catkowitej

1 zawartosci zwiazkow dodawanych do produktow, na przyktad soli.

Do oznaczania zawartosci wody lub suchej masy w produktach spozyw-
czych stosuje si¢ nastgpujace metody:

— suszenia termicznego w roznych warunkach temperatury i ci$nienia,

— destylacji azeotropowe;,
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— pomiaru stalej dielektryczne;j,

— densymetryczne,

— refraktometryczne,

— pomiaru rezonansu jadrowo-magnetycznego,
— chemiczne.

Metody suszenia termicznego polegaja na wydzieleniu wody z probki za
pomoca suszenia w podwyzszonej temperaturze, pod normalnym lub zmniej-
szonym ci$nieniem. Suszenie termiczne zachodzi wowczas, gdy ci$nienie pary
wodnej w materiale poddanym suszeniu jest wyzsze od ci$nienia panujacego
w otoczeniu (komorze suszarki), przy czym przebiega ono tym szybciej, im
wigksza jest roznica tych cisnien.

Prawidlowos¢ wynikow otrzymanych metoda suszenia termicznego zalezy
nie tylko od sktadu chemicznego i wlasciwosci badanego produktu, ale takze
od parametrow stosowanej metody, a wigc temperatury procesu suszenia, czasu
suszenia, ci$nienia oraz sposobu przygotowania probki.

W zaleznosci od produktu, a wlasciwie jego sktadu chemicznego, stosuje si¢
rozne warunki suszenia, a mianowicie:
= w produktach niezawierajgcych zwigzkow wrazliwych na wysoka tem-

perature lub zawierajacych je w niewielkiej ilosci, zwlaszcza cukrow

prostych (produkty zbozowe) — suszenie bezposrednie probek w temperatu-
rze 130°C do uzyskania stalej masy;

= w produktach zawierajacych duze ilosci cukrow prostych lub innych ter-
molabilnych zwiazkéw — suszenie probek w warunkach obnizonego ci$nienia

w temperaturze odpowiednio nizszej lub nawet w temperaturze pokojowej przy

jednoczesnym zastosowaniu zwiazkéw pochtaniajacych wodg, jak na przyktad:

chlorek wapnia, st¢zony kwas siarkowy, bezwodnik kwasu fosforowego;

= w produktach zawierajacych duze ilo$ci bialek, cukréw prostych i dek-
stryn (tworzacych w czasie suszenia blonkg na powierzchni — np. mleko,
sery, migso) — suszenie probek ze wstgpnym podsuszaniem w temperaturze
60°C po zmieszaniu produktow podlegajacych zlepianiu i zapiekaniu (np.
migso, sery), z odpowiednim sypkim materiatem (np. wyprazonym piaskiem
morskim) lub zastosowaniu paskéw bibuly filtracyjnej (np. w przypadku
mleka), przez co zwigksza si¢ powierzchnia parowania i dosuszenie probek

w temperaturze 100—105°C do uzyskania statej masy;
= w produktach na wpét cieklych — po wstepnym dwukrotnym potraktowa-

niu probek alkoholem dodawanym w ilos$ci kilka razy wigkszej i odparowa-

niu na tazni wodnej (co wiaze si¢ z prawie calkowitym usunigciem wody)
probki dosusza si¢ w suszarce zazwyczaj w temperaturze 100-105°C;

= w sokach, przecierach owocowych i warzywnych — wstgpne podsuszenie
na wrzacej lazni wodnej, a nastgpnie dosuszenie probki w suszarce w tem-
peraturze 100-105°C;
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W czasie suszenia termicznego z produktow usuwana jest woda wolna
1 stabo zwigzana, natomiast nie jest usuwana woda krystalizacyjna i chemicznie
zZwiazana.

Probki do czasu wystudzenia, przed kazdym wazeniem, przechowywane
sa w eksykatorze wraz z czynnikiem pochtaniajacym wilgo¢ (np. krzemionka
— Si0,, bezwodnym weglanem wapnia — CaCOs;). Czas przetrzymywania probki
w eksykatorze uzalezniony jest od temperatury poczatkowej, wielko$ci probki,
rodzaju naczynia i temperatury, jaka panuje na zewnatrz.

Metoda destylacji azeotropowej nalezy do bezposrednich metod oznacza-

nia zawarto$ci wody w produktach spozywczych. Polega na wydzieleniu wody
z badanego materialu w drodze destylacji z rozpuszczalnikami organicznymi
o temperaturze wrzenia powyzej 100°C oraz mniejszej ggstos$ci, niemie-
szajacymi si¢ z woda, lecz tworzacymi z nia tak zwane mieszaniny aze-
otropowe. W metodzie tej stosowane sa rozpuszczalniki o gegstosci mniej-
szej od gestosci wody (po skropleniu tworza warstwe znajdujaca si¢ nad
warstwa wody), na przyklad toluen — C(HsCH; (temp. wrzenia 111°C, d =
=0,867 g-em ) czy ksylen — CH;C¢H,CH; (temp. wrzenia
140°C, d = 0,862 g-cm ™).
(1 \b Oznaczenie przeprowadza si¢ w specjalnych aparatach
(rys. 1), gdzie skroplony w chtodnicy destylat jest odbie-
rany w kalibrowanej probowce i rozdzielany na dwie war-
stwy. Destylacja trwa zwykle od 30 do 60 minut.

Metoda destylacji azeotropowej polecana jest do ozna-
czania zawarto$ci wody w produktach nieulegajacych roz-
ok ) ktadowi w temperaturze wrzenia danego rozpuszczalnika
oraz do produktow niezawierajacych sktadnikéw lotnych
rozpuszczalnych w wodzie po oddestylowaniu. Badany
produkt powinien zawiera¢ nie mniej niz 0,5% 1 nie wigcej
niz 40% wody.

Metoda ta nie powinna by¢ stosowana do surowcow
1 produktow zawierajacych wigksze ilosci monosachary-
dow, ze wzgledu na mozliwos¢ ich rozktadu w podwyzszo-
nej temperaturze z wydzieleniem wody, czy tez hydrolizg
oligosacharydow, na przyktad sacharozy, do cukru inwer-
towego (glukozy, fruktozy) i zwiazane z tym przytaczenie

Rysunek 1. Aparat do  pewnej ilo$ci wody.
oznaczania  zawarto$ci . . , .
wody metoda destylacii: Metoda dielektryczna oznaczania zawarto$ci wody

1 — kolba destylacyjna, polega na wprowadzeniu badanej probki migdzy oktadki
2 — wyskalowana biuret-  kondensatora i zmierzeniu jego pojemnosci elektrycznej.
ka, 3 - chiodnica Zawarto$¢ wody odczytuje si¢ z empirycznie wycecho-

4
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wanej skali lub specjalnych tablic przeliczeniowych. Metoda ta stosowana jest
glownie do oznaczania zawartosci wody w zbozach i przetworach zbozowych.

Metody densymetryczne polegaja na przygotowaniu roztworu podstawo-
wego 1 zmierzeniu jego gestosci, ktdra na podstawie specjalnych tablic przelicza
si¢ na zawarto$¢ ekstraktu. Po oznaczeniu czg$ci nierozpuszczalnych oblicza sig
zawarto$¢ wody i suchej masy. Metody te stosowane sa do produktoéw, w ktorych
jeden sktadnik (np. cukry) moze wystepowaé w réznych ilosciach (np. marmo-
lady, dZzemy, miody).

Metody refraktometryczne opieraja si¢ na pomiarze wspolczynnika za-
tamania $wiatta (refrakcji), ktory zalezy od dhtugosci fali padajacego $wiatla,
rodzaju substancji oraz jej st¢zenia w badanym srodowisku. Odczytu ekstraktu
dokonuje si¢ na jednej z dwoch skal — na skali cukrowej refraktometru (jako
procentowa zawarto$¢ ekstraktu) lub na skali podajacej wartos¢ wspotczynni-
ka zalamania §wiatta. Pomiary przeprowadza si¢ w okreslonej temperaturze lub
uwzglednia odpowiednia poprawke. Metody te stosowane sa przede wszystkim
do oznaczania zawartosci ekstraktu w przetworach owocowych (sokach, marmo-
ladach, dzemach, konfiturach) i warzywnych (sokach, pastach pomidorowych)
oraz w roztworach cukréw i miodow.

Metoda rezonansu jadrowo-magnetycznego (NMR) wykorzystuje zja-
wisko pochlaniania energii pola elektromagnetycznego wysokiej czgstotliwosci
(w zakresie fal radiowych) przez jadra atomow wodoru wody znajdujacej si¢
w badanym materiale. Metoda ta charakteryzuje si¢ duza doktadnoscia i powta-
rzalno$cia wynikow, jest szybka, nadaje si¢ do seryjnych oznaczen. Wyniki nie
zaleza od granulacji ani sktadu chemicznego produktu. Metoda ta nadaje si¢ do
oznaczen w zakresie od 3 do 100% zawarto$ci wody.

Metody chemiczne umozliwiaja oznaczenie catkowitej zawartosci wody,
zard6wno wody wolnej, jak 1 zwiazanej. W metodach tych wykorzystuje si¢ reak-
cje chemiczne zachodzace pomigdzy woda zawarta w probkach badanych pro-
duktéw oraz niektorymi substancjami celowo do nich dodanymi, na przyktad:
weglik wapnia (karbid), wodorek wapnia lub odczynnik Fischera. Powstate w
wyniku tych reakcji produkty oznacza sig¢ iloSciowo. Na tej podstawie i z wy-
korzystaniem rownania reakcji chemicznych oblicza si¢ procentowa zawartos$¢
wody.

Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z metoda suszenia termicznego
oraz destylacji azeotropowej oznaczania zawartosci wody 1 suchej masy w wy-
branych produktach spozywczych.
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Oznaczenie zawartosci wody (suchej masy) w produktach zbozowych
przez bezposrednie suszenie

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na okres$leniu ubytku wody z probki w czasie jej bezpo-
sredniego suszenia w temperaturze 130°C.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do wysuszonego do stalej masy i zwazonego z doktadnoscia do 0,0001 g na-
czynka wagowego odwazy¢ na wadze analitycznej okolo 2 g zmielonej 1 doktad-
nie wymieszanej probki. Naczynko z probka wstawi¢ do suszarki o temperaturze
130°C 1 suszy¢ do uzyskania statej masy, to znaczy gdy rdéznica dwoch nastgpu-
jacych po sobie wazen nie przekracza 0,001 g. Czas suszenia powinien wynosi¢
minimum 90 minut — w suszarce z samoczynng wymiang powietrza i minimum
60 minut — przy mechanicznej wymianie powietrza. Po tym czasie naczynko prze-
nies¢ do eksykatora, ostudzi¢ 1 zwazy¢ na wadze analitycznej. Ponownie umies-
ci¢ w suszarce w celu dosuszenia 1 po 15 minutach ostudzi¢ naczynko z probka
1 ponownie zwazy¢. Suszenie uwaza si¢ za zakonczone, gdy probka osiagnie
stala mase.

Obliczy¢ zawarto$¢ wody 1 suchej masy w gramach w przeliczeniu na 100 g
badanego produktu.

Oznaczenie zawartosci suchej masy (wody) w mleku przez suszenie
ze wstepnym podsuszeniem

ZASADA METODY

Metoda ta polega na wstgpnym podsuszeniu mleka na bibule filtracyjnej
w temperaturze 60°C i dosuszeniu do statej masy w temperaturze 100—105°C.
Wstepne podsuszenie na bibule filtracyjnej zapobiega powstawaniu na po-
wierzchni suszonego materiatu ,,skorupki” utrudniajacej odparowanie wody
z glebszych warstw produktu.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do wysuszonego do stalej masy i zwazonego z doktadnoscia do 0,0001 g na-
czynka wagowego ze spiralnie zwini¢tymi paskami bibuly filtracyjnej odmierzy¢
2 cm’ mleka i doktadnie rozprowadzi¢ na bibule. Naczynko z mlekiem zwazyé
na wadze analitycznej i umiesci¢ w suszarce o temperaturze 60°C na 2 godziny.
Po tym czasie temperature suszarki podwyzszy¢ do 105°C i probke suszy¢ dalej
— przez nastgpne 2 godziny. Po zakonczeniu suszenia naczynko umiesci¢ w ek-
sykatorze, ostudzi¢ i zwazy¢ z doktadnoscia do 0,0001 g. Probke poddac jeszcze
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jednemu suszeniu w ciagu 1 godziny, ostudzi¢ w eksykatorze i zwazy¢. Jezeli
roznica dwoch kolejnych wazen nie przekracza 0,001 g, to suszenie uwaza si¢
za zakonczone, gdyz probka uzyskala stala mas¢. W przeciwnym razie probke
nalezy dalej suszy¢.

Obliczy¢ zawarto$¢ suchej masy i wody w gramach w przeliczeniu na 100 g
mleka.

Oznaczenie zawartosci suchej masy (wody) w przecierach owocowych
i warzywnych metoda podwojnego suszenia

Z.ASADA METODY

Metoda polega na wagowym oznaczeniu suchej masy (wody) w badanym
produkcie poprzez wstgpne podsuszenie probki na tazni wodnej i dosuszenie do
statej masy w suszarce w temperaturze 95-98°C.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do wysuszonego do statej masy 1 zwazonego z dokladnoscia do 0,0001 g
naczynka wagowego przenies¢ 3—5 g badanego przecieru. Nawazke przecieru
rownomiernie rozprowadzi¢ na powierzchni naczynka i ponownie zwazy¢. Na-
czynko z przecierem umiesci¢ na wrzacej tazni wodnej na 45 minut. Po tym cza-
sie usuna¢ skropliny pary wodnej ze spodniej czesci naczynka i umiesci¢ probke
w suszarce o temperaturze 95-98°C na kolejne 45 minut. Po zakonczeniu su-
szenia naczynko umiesci¢ w eksykatorze, ostudzi¢ i zwazy¢ z doktadnoscia do
0,0001 g. Ponownie umiesci¢ w suszarce w celu dosuszenia i po 15 minutach
ostudzi¢ naczynko z probka i ponownie zwazy¢. Suszenie uwaza si¢ za zakonczo-
ne, gdy réznica dwoch nastepujacych po sobie wazen nie przekracza 0,001 g.

Obliczy¢ zawarto$¢ suchej masy i wody w gramach w przeliczeniu na 100 g
badanego produktu.

Oznaczenie zawartosci wody (suchej masy) w produktach migesnych
metoda destylacji azeotropowe;j

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na wydzieleniu wody z badanego produktu w drodze de-
stylacji z rozpuszczalnikami organicznymi niemieszajacymi si¢ z woda, lecz two-
rzacymi z nig mieszaniny azeotropowe o punkcie wrzenia wyzszym niz 100°C.

WYKONANIE OZNACZENIA

Na wysuszonej bibule zwazy¢ 10 g dobrze rozdrobnionej $redniej probki
laboratoryjnej z doktadnoscia do 0,0001 g. Przenies¢ probke do kolby desty-
lacyjnej aparatu z kilkoma ziarnkami pumeksu lub ttuczonej porcelany i wla¢
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100 cm?® toluenu lub innego rozpuszczalnika organicznego §wiezo przedesty-
lowanego i wysyconego woda. Podlaczy¢ kolbe do zestawu destylacyjnego
(rys. 1), wlaczy¢ ogrzewanie. Prowadzi¢ destylacje do czasu, gdy poziom wody
w odbieralniku nie ulegnie zmianie w ciagu 5 minut (zwykle czas destylacji trwa
okoto 30 min). Po zakonczeniu destylacji odbieralnik ochtodzi¢. Odczytac¢ za-
warto$¢ wody na skali odbieralnika z doktadnoscia do 0,05 cm’.

Wynik podac jako zawarto$¢ wody i suchej masy w gramach w przeliczeniu
na 100 g badanego produktu, przy zalozeniu, ze gestos¢ wody wynosi 1 g-em™.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki
Toluen (wysycony woda)

Sprzet i aparatura:

Waga analityczna

Waga techniczna

Suszarka laboratoryjna

Eksykator

Laznia wodna

Aparat do destylacji azeortopowej
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(DZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA OGOLEM W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Maltgorzata Drywien

Wprowadzenie

Bialka, obok tluszczow i weglowodanow, to podstawowy sktadnik zywno-
sci, bedacy zrodlem aminokwaséw dla organizmow ludzi i zwierzat. Zawartos$¢
biatka w produktach spozywczych jest jednym z gldownych wyznacznikéw ich
warto$ci odzywczej.

Zawarto$é biatka ogélem w wybranych produktach spozywezych, w g-(100 g) ™
cze$ci jadalnych
[Kunachowicz i in. 2018]:

®m  proszek jajeczny —48,4

= mleko w proszku pelne -27,0

B sery twarde —25,0-29,0
®  migso i przetwory migsne - 7,0-27,0
= ryby -16,0-20,0
®B  sery twarogowe —13,0-20,0
B npasiona ro$lin straczkowych (suche) —21,0-34,0
B jaja Swieze -12,5

®  maki i kasze - 7,0-13,0
®  mleko krowie - 3,335
B owoce i warzywa Swieze - 0,4-7,0

Biatka naleza do zwiazkéw azotowych i zawieraja w swoim sktadzie,
w zalezno$ci od rodzaju produktu, 15-18% azotu (przecigtnie 16%). Dzigki tej
zalezno$ci mozliwe jest iloSciowe oznaczenie biatek na podstawie zawarto$ci
azotu, jesli produkty nie zawieraja innych zwiazkéw azotowych lub zawieraja
ich niewiele. Okreslona eksperymentalnie ilo$¢ azotu nalezy pomnozy¢ przez
odpowiedni wspolczynnik, aby uzyska¢ zawarto$¢ biatka w analizowanej pro-
bie. Dla biatek, w ktorych jest okoto 16% azotu, wspotczynnik ten wynosi 6,25
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(100% biatka/16% azotu = 6,25). Dla biatek zawierajacych r6zna od 16% ilos¢
azotu (szczeg6lnie pochodzenia roslinnego) wspolczynnik nalezy wyznaczy¢
do$wiadczalnie lub postuzy¢ si¢ istniejacymi tabelami wspotczynnikow indy-
widualnych.

Wartos$ci wspolczynnikow indywidualnych dla przeliczania azotu na biatko

®  mleko i produkty mleczne —-6,38
" jaja -6,25
®  migso i przetwory, ryby, drob -6,25
®m  kasza kukurydziana -6,25
®  kasza gryczana —-6,31
®  kasza jeczmienna —5,83
®  kasza manna -5,70
= makaron jajeczny -5,70
®  maka pszenna wroctawska typ500  — 5,70
B pieczywo mieszane zytnio-pszenne — 5,73
®  platki owsiane —5,83
" ryz -5,95
®  groch, cate ziarno -6,25
" soja -5,71
B fasola -6,00
®  warzywa, owoce -6,25
®  produkty mieszane, racje pokarmowe — 6,25

W analityce zywnos$ciowej do oznaczen zawartosci biatka moga by¢ stoso-
wane nastgpujace metody: Kjeldahla, Sorensena, kolorymetryczne i immunoen-
zymatyczna.

Metoda Kjeldahla jest najczgsciej stosowana metoda oznaczania azotu
ogolnego i posrednia oznaczania biatka, stanowi metode odwotawcza. Jej zasa-
da polega na mineralizacji badanej substancji we wrzacym kwasie siarkowym,
w wyniku czego biatka ulegaja utlenieniu do CO, i H,O. Azot grup aminowych
bialek uwalnia si¢ w postaci amoniaku i1 wigze z kwasem siarkowym. Po zalka-
lizowaniu probki amoniak oddestylowuje si¢ do kwasu borowego, a nastgpnie
odmiareczkowuje mianowanym roztworem kwasu solnego lub siarkowego. Ana-
liza przebiega w trzech etapach:

— mineralizacja probki,

— destylacja amoniaku z parag wodna,

— miareczkowanie.
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Mineralizacja, czyli spalanie zwiazkow organicznych polega na intensywnym
ich utlenieniu 1 przeksztatceniu substancji organicznej w nieorganiczng. Zacho-
dza tu nastgpujace procesy:
®  rozktad kwasu siarkowego z uwolnieniem tlenu
temp.
2H,S0,— 280, + O, + 2H,0

®  utlenienie substancji organicznych z uwolnieniem dwutlenku wegla, wody
1 amoniaku

COOH

/ temp. kat.
R —— xCO,T +yH,0T + zNH;
N
NH,

®  przechodzenie amoniaku w siarczan amonowy
2NH; + H,SO, —— (NH,4),S0O,

Destylacja amoniaku odbywa si¢ w warunkach podwyzszonej temperatury
i nadmiaru zasady:

(NH,),SO, + 2NaOH —> Na,SO, + 2H,0 + 2NH,T
Wydzielony amoniak jest wigzany w nadmiarze kwasu borowego:
NH; + H;BO, —— (NH,)H,BO;

a nastgpnie miareczkowany mianowanym roztworem kwasu solnego (lub siar-
kowego):

Z réwnania tego wynika, ze:
I mol HCl=1molN=14gN

stad mozemy okresli¢ miano uzywanego do oznaczen roztworu kwasu solnego
wzgledem azotu:

1 cm® HCI (o stezeniu 0,1 mol-dm™) = 0,0014 g N

Na tej podstawie z ilosci 1 cm® roztworu HCI zuzytej do miareczkowania
wylicza si¢ ilo$¢ azotu w oznaczanej probce, nastgpnie, stosujac odpowied-
ni wspolczynnik przeliczeniowy, okresla si¢ zawartos¢ biatka. Opisana meto-
da moze by¢ oznaczany azot pochodzacy z jonow amonowych oraz zwiazkow
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zawierajacych grupy amidowe, aminowe i iminowe, natomiast nie sa oznaczane
azotany, azotyny oraz azot aromatycznych pierscieni heterocyklicznych.

Metoda Sorensena (miareczkowania formolowego) oparta jest na zablo-
kowaniu grup aminowych aminokwasoéw aldehydem mréwkowym, w wyniku
czego traca one swoje wlasciwos$ci, grupa karboksylowa natomiast zostaje od-
blokowana i moze by¢ zmiareczkowana mianowanym roztworem wodorotlenku
sodu. Liczba uwolnionych grup karboksylowych jest rownowazna liczbie zwia-
zanych z formaldehydem grup aminowych.

Metody kolorymetryczne:

®  oparte na wbudowywaniu barwnikéw — polegaja na iloSciowym wbu-
dowywaniu do bialek barwnikow organicznych dodanych w nadmiarze
(oranz G, czern amidowa 10B, Coomassie Blue G-250), w wyniku cze-
go tworza si¢ nierozpuszczalne kompleksy, ktore moga by¢ odwirowane
lub oddzielone przez saczenie od reszty roztworu; mierzy si¢ natgzenie
barwy pozostalego roztworu, zalezne od ilo$ci barwnika niezwiazanego
z biatkiem, ktore jest odwrotnie proporcjonalne do ilosci biatka w ba-
danej probce;

®  biuretowa — polega na oznaczaniu biatek i peptyddéw zawierajacych co
najmniej dwa wigzania peptydowe, ktore tworza w srodowisku alkalicz-
nym barwne kompleksy z jonami miedzi; stgzenie biatka jest proporcjo-
nalne do natg¢zenia fiolkowego zabarwienia roztworu, ktoérego absorpcje
mierzy si¢ przy dtugosci fali 540 nm;

= Lowrego—w pierwszej fazie polega na wywotaniu reakcji biuretowej, po
czym na redukcji kwasow fosforowolframowego i fosforomolibdenowe-
go (odczynnik Folina-Ciocalteu’a) do odpowiednich tlenkow przez miedz
zwiazang z bialkiem oraz tyrozyng i tryptofan, zawarte w biatku; absor-
bancj¢ powstatego niebieskiego roztworu mierzy si¢ przy 750 nm;

Metoda immunoenzymatyczna (ELISA) polega na tworzeniu potaczen
specyficznych przeciwcial z oznaczanym biatkiem oraz odpowiednim enzymem,
ktory reagujac z bezbarwnym substratem, przeprowadza go w barwny zwiazek.
Natgzenie barwy oznacza sig spektrofotometrycznie przez porownanie z roztwo-
rem wzorcowym. Metoda ta pozwala na oznaczenie zarowno zawartosci biatek,
jak i stopnia ich denaturacji.

Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z metoda Kjeldahla oznaczania
zawartos$ci biatka ogotem w wybranych produktach spozywczych.
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Oznaczanie zawartoSci biatka metoda Kjeldahla

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na mineralizacji badanej substancji we wrzacym kwasie
siarkowym. Zwiazki organiczne, w tym takze biatka, zostaja utlenione do CO,
1 H,O; azot zawarty w grupach aminowych bialek uwalnia si¢ w postaci amonia-
ku i wiaze z kwasem siarkowym. Po zalkalizowaniu probki amoniak oddestylo-
wuje si¢ do odbieralnika, gdzie jest on wiazany przez roztwor kwasow borowego
1 odmiareczkowany roztworem kwasow solnego lub siarkowego.

WYKONANIE OZNACZENIA

Mineralizacja na mokro. Do oznaczen nalezy pobra¢ taka probke, by za-
wierala okoto 0,02 g azotu, co w przypadku wigkszosci produktow spozywczych
odpowiada nawazce rzedu 0,5-1,5 g.

Probke produktu odwazy¢ na papierku bezazotowym z doktadnoscia do
0,001 g, a nastepnie wprowadzi¢ do kolby Kjeldahla, dodajac katalizator, 5 cm’
30-procentowego roztworu perhydrolu oraz 15 cm’ stezonego kwasu siarkowego
(d=1,84):
®m  perhydrol — jako czynnik utleniajacy dodawany jest w celu przyspieszenia

procesu spalania, co zapobiega stratom azotu;

m  katalizator (sole miedzi, selenu) — przenosi tlen z kwasu siarkowego na sub-
stancje organiczna;

®  substancje podwyzszajace temperaturg wrzenia (K,SO,, H;PO,) — skracaja
czas mineralizacji;

= kwas siarkowy — dodawany w ilosci 15 cm®-(1 g)' suchej masy, jest gtow-
nym czynnikiem utleniajacym; powinien charakteryzowaé si¢ okreslona
gestoscia, co warunkuje uzyskanie odpowiedniej temperatury spalania (ok.
330°C).

Roéwnolegle z probka badana nalezy przygotowac probke slepa dla stosowanego

zestawu odczynnikow.

Kolbg Kjeldahla wraz zzawarto$cia umiesci¢ nad ptomieniem palnika (rys. 2),
poczatkowo ogrzewajac tagodnie az do momentu, gdy proba przestanie si¢ pie-
ni¢. Nastepnie wylot kolby zamkna¢ szklang chtodniczka napetniona woda, ktora
zapobiega nadmiernemu parowaniu kwasu. Zwigkszy¢ ogrzewanie i prowadzi¢
mineralizacje do momentu, gdy zawarto$¢ kolby bedzie klarowna.

UWAGA: Caly proces spalania prowadzié¢ pod wyciaggiem!

Po zakonczeniu mineralizacji i ostudzeniu probke rozcienczyé 5 cm® wody
destylowanej i przeniesé ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’.
Kolbg Kjeldahla poptuka¢ trzy-cztero-krotnie matymi porcjami wody destylo-
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Rysunek 2. Ustawienie kolby Kjeldahla podczas mineralizacji probki

wanej, za kazdym razem doktadnie przenoszac roztwor do kolby miarowej. Kol-
be uzupenié do 100 cm® woda destylowana (roztwor podstawowy).

Destylacja amoniaku. Destylacj¢ prowadzi si¢ w aparacie Parnasa-Wagne-
ra (rys. 3).

Przed przystapieniem do wlasciwego oznaczenia uruchomic¢ aparat przy za-
mknigtych zaciskach (1, 2), doprowadzajac do wrzenia wodg¢ w wytwornicy
pary wodnej (a). Nastepnie otworzy¢ zaciski dla wyréwnania ci$nienia pomig-
dzy aparatem a otoczeniem 1 wylaczy¢ grzatkg. Do odbieralnika (f) wla¢ okoto
10 cm’ 4-procentowego roztworu kwasu borowego i doda¢ 8 kropli wskaznika
Tashiro. Odbieralnik podstawi¢ pod wylot chtodnicy (d) tak, aby byt on zanu-
rzony w roztworze kwasu. Do kolby destylacyjnej aparatu (c) wprowadzi¢ przez
lejek (e) kolejno: 10 cm® roztworu podstawowego, 3—4 krople fenoloftaleiny,
5-10 cm® wody destylowanej w celu sptukania lejka, a nastepnie, bardzo ostroz-
nie, 10-15 cm’ 30-procentowego roztworu NaOH (do uzyskania czerwonego
zabarwienia w kolbie destylacyjnej). Wilaczy¢ ogrzewanie wytwornicy pary
wodnej (g), zamkna¢ zaciski 1 prowadzi¢ destylacje, az do uzyskania obojgt-
nego odczynu kropel sptywajacych z chtodnicy (sprawdzi¢ papierkiem wskaz-
nikowym). Usuna¢ odbieralnik i wylaczy¢ ogrzewanie. W wyniku przerwania
ogrzewania i ochlodzenia aparatu powstaje w nim podcis$nienie, ktére powoduje
zassanie zawarto$ci kolby destylacyjnej do zbiornika na zlewki (b), skad nalezy
ciecz usunaé przez otwarcie zaciskow. Aparat nalezy przeplukaé, wlewajac do
kolby destylacyjnej okoto 20 cm® wody destylowanej; po zamknieciu zaciskow
woda przepltywa do zbiornika na zlewki.



Cwiczenie 3 27

Rysunek 3. Aparat Parnasa-Wagnera do destylacji amoniaku

m  Wskaznik Tashiro — podczas oddestylowania amoniaku zmienia barwg
z fiotkowej na zielona, poniewaz powstala sol stabego kwasu 1 silniejszej
zasady (jednoboran amonu) tworzy z kwasem borowym uktad buforowy, co
powoduje gwattowny wzrost pH roztworu z 5,0 do ponad 6,0.

Miareczkowanie. Uzyskany ciepty destylat miareczkowa¢ roztworem HCI
o stezeniu 0,1 mol-dm™ wobec wprowadzonego weczesniej wskaznika Tashiro.
Zmiana zabarwienia z zielonej na fiotkowa wskazuje koniec miareczkowania.

Obliczy¢ zawarto$é biatka (B) badanego produktu, w g-(100 g) ', uwzgled-
niajac miano HCl wzgledem azotu, stosowane rozcienczenia oraz indywidualny
wspotczynnik do przeliczania azotu na biatko.

Przy obliczaniu wyniku nalezy:

— uwzgledni¢ warto$¢ proby Slepej,

— przyjac¢ za wynik ostateczny $rednig arytmetyczna z dwoch oznaczen.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

H,SO, stezony (d = 1,84 g-em™)

Perhydrol, 30-procentowy roztwor wodny H,O,

Katalizator, mieszanina K,SO, i CuSO, - 5H,0, Kjeltabs CK

Wskaznik Tashiro (0,2 g czerwieni metylowej rozpusci¢ w 50 cm® 96-procento-
wego etanolu; 0,1 g biekitu metylenowego rozpusci¢ w 150 cm® 50-procen-
towego etanolu; roztwory zmieszac i przesaczy<)
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Fenoloftaleina, 1-procentowy roztwor alkoholowy
NaOH, 30-procentowy roztwor wodny

H;BO;, 4-procentowy roztwor wodny

HCI, roztwor wodny o stezeniu 0,1 mol-dm™

Sprzet i aparatura:
Waga analityczna

Kolby Kjeldahla

Aparat Parnasa-Wagnera
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METODY 0ZNACZANIA ZAWARTOSCI CUKROW BEZPOSREDNIO
REDUKUJACYCH I SACHAROZY W SYROPACH OWOCOWYCH
ORAZ LAKTOZY W MLEKU

Agata Wawrzyniak

Wprowadzenie

Cukrowce okreslane mianem weglowodanow sa zwiazkami wegla, ktorych
0g6lna budowg mozna wyrazi¢ wzorem C,(H,0),. Sa szeroko rozpowszechnio-
nym sktadnikiem zywnosci, a ich dominujacym zrédlem w zywieniu czlowieka
sa produkty pochodzenia ro$linnego.

Zawarto$¢ cukrowcéw w wybranych produktach spozywczych, w g-(100 g)™

czesci jednakowych

[Kunachowicz i in. 2018]:
®  produkty zbozowe —-50,0-80,0
B nasiona roslin straczkowych (suche) —33,0-62,0
= mleko w proszku pelne —40,0
B owoce i warzywa Swieze - 3,0-23,0
®  mleko krowie - 50
B sery twarogowe - 4,0
B jaja kurze cale - 0,6
®  sery podpuszczkowe - 0,1
B migso, ryby - 0,0

Ze wzgledu na budowe chemiczna cukrowce zawarte w produktach spozyw-

czych mozna podzieli¢ na:

= monosacharydy — na przyktad glukoza, fruktoza, galaktoza;

®=  oligosacharydy — zlozone z 2 do 10 jednostek monosacharydow, na przy-
ktad sacharoza, maltoza, laktoza, rafinoza, stachioza;

= polisacharydy — zlozone z wigcej niz 10 jednostek monosacharydéw, na
przyktad skrobia, celuloza, hemiceluloza.

Wyodregbnione zwiazki rdéznia si¢ w znacznym stopniu wiasciwosciami fi-
zykochemicznymi, co decyduje migdzy innymi o ich rozpuszczalnosci i mozli-
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wosci przygotowania probki do ilosciowego oznaczenia poszczegolnych weglo-
wodandw.
Z analitycznego punktu widzenia w$rdd cukrowcoéw wyrdznia sig:
rozpuszczalne w wodzie (mono- i oligosacharydy);
rozpuszczalne na goraco w 2-procentowym roztworze kwasu mineralnego
(skrobia);
®  rozpuszczalne w stezonych roztworach kwasoéw mineralnych (celuloza i jej
pochodne).

Ze wzgledu na zréznicowanie fizykochemiczne cukrowce ogélem sa sktad-
nikiem pokarmowym zywnosci, ktorego nie oznacza si¢ analitycznie, lecz ob-
licza z tak zwanej roznicy:

cukrowce ogdtem = masa probki — (woda + biatko + thuszcze + popiot)

Wsrdd metod oznaczania wybranych grup weglowodanoéw znalazly zasto-
sowanie metody: fizyczne, chemiczne i biologiczne. Podziat ten nie jest jednak
Scisly, gdyz istnieje wiele metod kombinowanych, to jest fizykochemicznych lub
biochemicznych.

Metody fizyczne

Metody densymetryczne oparte sa na pomiarze ggstosci wodnych roztwo-
row za pomoca areometru lub piknometru, ktora to gestos¢ przelicza si¢ za po-
mocg tabel na zawarto$¢ ekstraktu.

Metody refraktometryczne oparte sa na pomiarze wspotczynnika za-
famania §wiatla (refrakcji) przez czasteczki cukru rozpuszczonego w wodzie.
W produktach spozywczych, w ktérych cukry stanowia gtowny sktadnik, stawia
si¢ czgsto znak rownosci migdzy oznaczong zawartoscia cukru a zawartoscia su-
chej masy. W przypadku pomiaru w roztworach zawierajacych, oprocz cukrow,
inne sktadniki rozpuszczalne otrzymane wyniki dotycza ekstraktu ogdlnego.
W przypadku syropow owocowych udziat cukrow w ekstrakcie stanowi 90%.

Metody polarymetryczne wykorzystuja zdolno$¢ skrgcania ptaszczyzny
Swiatta spolaryzowanego przez czasteczki cukréw w roztworze wodnym, w kto-
rych obecne sa asymetryczne atomy wegla.

Metody fizyczne naleza do metod orientacyjnych lub pétilosciowych i moga
by¢ stosowane tylko do oznaczania weglowodandw rozpuszczalnych w wodzie.

Metody chemiczne

Metody miareczkowe (objetosciowe) wykorzystuja wlasciwosci redukuja-
ce cukréw, w stosunku do jonéw miedzi, wynikajace z obecnosci w czasteczkach
cukréw wolnych grup karbonylowych (ketonowej lub aldehydowej). Wtasciwo-
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$ci te maja wszystkie monosacharydy oraz oligosacharydy, na przyktad maltoza
1 laktoza, u ktorych jedna z grup aldehydowych nie wchodzi w sktad wigzania
glikozydowego. Cukry te okresla si¢ pojeciem cukrow bezposrednio redukuja-
cych.

Sacharydy pozbawione wilasciwosci redukujacych poprzez zablokowa-
nie grupy karbonylowej poddaje si¢ hydrolizie kwasowej do monosacharydow
1 oznacza wraz z cukrami bezposrednio redukujacymi jako cukry ogétem. Przy-
ktadem takiego cukru jest sacharoza, w ktorej aldehydowa grupa glukozy oraz
ketonowa fruktozy uczestnicza w tworzeniu wiazania glikozydowego.

Metody miareczkowe nie sa metodami specyficznymi dla cukrow, poniewaz
w produktach spozywczych witasciwosci redukujace w warunkach oznaczania
cukrow wykazuja: aminokwasy (cysteina, kwas asparginowy), biatka, niektore
kwasy organiczne, niektore aldehydy, zasady purynowe i inne.

Do najczgsciej stosowanych metod miareczkowych (objgtosciowych) zali-
cza si¢ metody Lane’a-Eynona i Bertranda.

Metody absorpcyjne (kolorymetryczne) oparte sa na pomiarze absorban-
cji zwiazkow barwnych powstajacych w wyniku reakcji chemicznej cukrow
(najczgsciej monosacharydow) z réznymi odczynnikami chemicznymi. Do naj-
czesciej stosowanych zalicza si¢ metody: antronowa, rezorcynowa i zelazicyjan-
kowa.

Metody chromatograficzne wykorzystuja chromatografi¢ gazowa (GLC)
lub wysokosprawna chromatografi¢ cieczowa (HPLC). Identyfikacj¢ prowadzi
si¢ po rozdziale na odpowiedniej kolumnie chromatograficznej, a ilo§¢ poszcze-
golnych weglowodandow w probee oblicza sig, biorac pod uwage czasy retencji
1 powierzchnie rozdzielonych pikow.

Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z metodami chemicznymi, to
jest metoda Lane’a-Eynona i metoda Bertranda, wykorzystywanymi do ilo$cio-
wego oznaczaniu cukréw bezposrednio redukujacych i sacharozy w wybranych
syropach owocowych oraz laktozy w mleku.

Refraktometryczne oznaczenie zawartosci ekstraktu w wybranym syropie
owocowym

Przed przystapieniem do przygotowania rozcienczen i roztworu podstawo-
wego badanego produktu nalezy wstgpnie oznaczy¢ refraktometrycznie zawar-
tos¢ ekstraktu w syropie, to jest suchej substancji rozpuszczalnej w wodzie.
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WYKONANIE POMIARU REFRAKTOMETRYCZNEGO

Na oczyszczona powierzchnig pryzmatu refraktometru Abbego nanie$¢ parg
kropli syropu. Zamkna¢ refraktometr i odczyta¢ zawartos¢ ekstraktu oraz tempe-
ratur¢ pomiaru. Jezeli temperatura pomiaru jest rozna od 20°C, nalezy wprowa-
dzi¢ odpowiednia poprawke do odczytu. Wynosi ona dla skali cukrowej £0,065
jednostki na 1°C. Dla temperatury pomiaru powyzej 20°C poprawke nalezy do-
da¢, ponizej 20°C zas$ odjac.

Zawarto$¢ ekstaktu przeliczy¢ na zawarto$¢ cukru w syropie, mnozac otrzy-
many wynik przez wspotczynnik 0,9.

Usuwanie substancji interferujacych metoda Carreza

Przed wlasciwym oznaczeniem cukréw w produktach ciektych nalezy
uprzednio usunaé substancje interferujace, to jest biatka, lub substancje niesa-
charydowe o wlasciwosciach redukcyjnych w stosunku do miedzi lub zelaza
oraz substancje, ktore ulegaja przemianom do reduktondw.

Do odbiatczania i klarowania roztworow stosuje si¢ ptyny Carreza I (heksa-
cyjanozelazian potasu) i Carreza II (siarczan cynku) dodane do proby w rownych
objetosciach:

K Fe(CN) + 2ZnSO, —> ZnyFe(CN)g |, + 2K,S0,

Powstajacy w reakcji koloidalny heksacyjanozelazian cynku, opadajac
w formie osadu, porywa za soba zwiazki wielkoczasteczkowe, klarujac probke.

WYKONANIE KLAROWANIA PROBKI

Do roztworu cukru, w trakcie wykonywania rozcienczen, nalezy dodac¢ po
5 cm’ phynéw Carreza I i II, po czym cato$¢ dopetnié w kolbie miarowej woda
destylowana do 200 cm’, wymieszaé, odstawi¢ na 10 minut i przesaczy¢ przez
saczek bibulowy.

Hydroliza (inwersja) oligosacharydow metoda Clergeta-Herzfelda

Po usunigciu zwiazkoéw interferujacych, mozna jedna z przedstawionych
ponizej metod oznaczy¢ bezposrednio zawarto$¢ cukrow prostych redukuja-
cych, po czym wykona¢ analizg zawartosci ,,cukrow ogotem”, to jest sumy cu-
krow bezposrednio redukujacych 1 sacharozy po jej uprzednim zhydrolizowaniu
w $Srodowisku kwasnym do tak zwanego cukru inwertowego, to jest glukozy
1 fruktozy:

C1,H,,0,; + Hy,0 — 9% 2CH,,0,
sacharoza cukier inwertowy
342 2-180=360
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R&znicg pomigdzy zawartoscia cukrow ogotem i bezposrednio redukujacych
przelicza sig na sacharozg, mnozac uzyskany wynik przez wspotczynnik przeli-
czeniowy 0,95 (gdyz stosunek mas molowych sacharozy : glukozy i fruktozy
wynosi jak 342 : 360).

Zmiana stgzenia kwasu w hydrolizowanym roztworze moze powodowaé
niepetny rozklad sacharozy lub rozklad innych oligo- 1 polisacharydoéw. Przedtu-
zenie czasu i podwyzszenie temperatury hydrolizy moze doprowadzi¢ do rozkta-
du produktow inwersji, to jest glukozy i fruktozy.

WYKONANIE HYDROLIZY

Do okolo 80 c¢m?® uprzednio przygotowanego, odbialczonego i klarownego
roztworu cukru dodaé 5 cm” stezonego kwasu solnego (d = 1,19 g-cm™), mie-
szaning podgrza¢ na tazni wodnej i utrzymaé w temperaturze 68—70°C, przez
5 minut. Po schlodzeniu catos¢ zoboje¢tni¢ 30-procentowym wodorotlenkiem
sodu wobec wskaznika fenoloftaleiny i dopeli¢ woda destylowang do 100 cm?,
tak aby otrzymac w kolbie roztwor cukru o stezeniu 0,1-0,4%.

Oznaczenie zawartosci cukrow bezposrednio redukujacych i sacharozy
metoda Lane’a-Eynona

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na bezposrednim miareczkowaniu wrzacej mieszaniny
jednakowych objgtosci ptynéw Fehlinga I i Fehlinga I odpowiednio rozcien-
czonym roztworem badanych cukrow (o stezeniu 0,1-0,4%), po uprzednim od-
bialczeniu i klarowaniu probki oraz ewentualnie przeprowadzonej hydrolizie,
w obecnosci blgkitu metylenowego jako wskaznika odbarwiajacego si¢ po cal-
kowitym zredukowaniu miedzi przez cukier obecny w roztworze:

CuSO, + 2NaOH — Cu(OH), + Na,SO;4

HO—CH—COONa - OH __0O—CH—COONa
| + Cu -  Cu | +2H,0
HO—CH—COOK S OH “~0—CH—COOK
winian Na—K — sdl Seignetta miedziowinian Na—K
_ O—CH—COONa _0 HO—CH—COONa
2Cu | +R—C7 +2H,0 = Cu,0 +2 | +R-COOH
O—CH—COOK SH HO—CH—COOK

cukier redukujacy
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Pomigdzy st¢zeniem roztworu cukru i jego zuzyciem nie ma zaleznosci
liniowej, gdyz zuzyciu wigksze] objgtosci roztworu odpowiada dtuzszy czas
miareczkowania oraz nizsza alkaliczno$¢ $rodowiska, i odwrotnie. Czynniki
te wywieraja wptyw na powstawanie tak zwanych reduktondéw, co ma miejsce
w podwyzszonej temperaturze i srodowisku alkalicznym.

Obecnos¢ soli Seignetta, to jest winianu sodu i potasu, zapobiega wytra-
caniu si¢ wodorotlenku miedzi, co umozliwia prawidlowe przeprowadzenie
redukcji miedzi.

Rozwinigciem metody Lane’a-Eynona jest polecana przez AOAC (Asso-
ciation of Official Analytical Chemists) metoda Munsona i Walkera, polegajaca
na ogrzewaniu roztworu cukréw, w standardowych warunkach, z odczynnikami
Fehlinga, a nastgpnie oznaczeniu wytraconego osadu Cu,O za pomoca miarecz-
kowania manganometrycznego lub jodometrycznego.

WYKONANIE OZNACZENIA

Po wstepnym refraktometrycznym oznaczeniu zawartos$ci ekstraktu w prob-
ce, uwzglednieniu poprawki temperaturowej i przeliczeniu ekstraktu na cukier
odwazy¢ 10 g syropu owocowego z doktadnoscia 0,0001 g do krystalizatora, po
czym wykona¢ rozcienczenia wedlug zaproponowanego schematu:

100 g
10 g — 200 cm’
\2
100 Cl’l’l3 N ptyny Carreza 1+ 11 200 cm3

\L saczenie

X cm3 _>ew. hydroliza 100 Cl’l’l3
(stezenie cukru 0,1-0,4%)

W trakcie wykonywania rozcienczen nalezy doda¢ po 5 cm’ ptynéw Carreza
[ i II w celu odbiatczenia i klarowania probki, po czym catos¢ dopetni¢ woda
destylowana do 200 cm®, wymieszaé, odstawi¢ na 10 minut i przesaczy¢ przez
saczek bibutowy.

Z klarownego wyciagu pobra¢ taki x cm’ roztworu (przeprowadzié¢ ewentu-
alna hydrolize), aby uzyskaé¢ w kolbie miarowej o pojemnosci 100 cm® koncowe
stezenie cukru w granicach 0,1-0,4% i tak przygotowanym roztworem napetni¢
biurete.

Do kolby stozkowej na 250 cm® wlaé po 5 cm’ ptynéw Fehlinga Ii II, a na-
stepnie doda¢ z biurety 15 cm?® roztworu cukréw. Calosé zamieszaé i ogrzewac
nad palnikiem do wrzenia. Po uptywie 2 minut od chwili zagotowania si¢ proby
przystapi¢ do dalszego miareczkowania roztworem cukrow z biurety, nie prze-
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rywajac gotowania. W momencie gdy roztwor w kolbie prawie utraci barwg nie-
bieska, nalezy doda¢ 2-3 krople wskaznika bigkitu metylenowego i zakonczy¢
miareczkowanie w momencie odbarwienia si¢ wskaznika. Nastepnie powtorzy¢
miareczkowanie, dodajac do ptynéw Fehlinga prawie cata, zmniejszona o 1 cm?,
ilo$¢ roztworu cukru zuzyta w pierwszej analizie. Probg zagotowacé i po 2 minu-
tach gotowania dokonczy¢ miareczkowanie wobec wskaznika.

Tabela 2. Obliczanie zawartosci cukrow [mg] oznaczanych metoda Lane’a-Eynona z uzyciem 10 cm?
mieszaniny ptynéw Fehlinga

Zuzycie Cukier inwertowy [mg] Laktoza [mg]
badane-
goroz- | sacha- lg >8 108 | Glukoza | Frukto- | Maltoza
tworu roza sacha- | sacha- | sacha- [mg] |za[mg] | [mg] bezwod- wodzian
cukru |nieobec-| rozy w | rozy w | rozy w na
[cm’] na [100cm’| 100 em® | 100 cm’
15 50,5 49,9 47,6 46,1 49,1 52,2 77,2 64,9 68,3
20 50,9 50,2 47,6 46,1 49,5 52,5 76,8 64,6 68,0
25 51,2 50,4 47,6 46,0 49,8 52,8 76,4 64,5 67,9
30 51,5 50,5 47,7 46,0 50,1 53,2 76,0 64,4 67,8
35 51,8 50,7 47,7 458 50,4 53,4 75,7 64,5 67,9
40 52,0 50,8 47,7 45,6 50,6 53,6 75,4 64,5 67,9
45 52,3 45,4 47,7 454 50,9 53,9 75,2 64,7 68,1
50 52,3 51,0 47,7 45,2 51,1 54,0 75,0 64,9 68,3

Zrédto: Kretowska-Kutas M.: Badanie jakosci produktéw spozywezych. PWE, Warszawa 1993.

Jezeli ptyny Fehlinga odbarwiaja si¢ calkowicie juz po wprowadzeniu do
kolby roztworu cukrow w ilosci 15 cm’, nalezy roztwér cukrow rozcienczy¢ co
najmniej trzy-krotnie. Jezeli do miareczkowania zuzywane jest ponad 50 cm’
roztworu cukrow, to konieczne jest zwigkszenie stezenia cukrow 2-3 razy.

Na podstawie liczby zuzytych do miareczkowania centymetréw szescien-
nych roztworu badanego cukru nalezy odczyta¢ z tabeli 2 zawarto$¢ cukru
w tym roztworze. Uwzgledniajac rozcienczenia, obliczy¢ zawartos¢ cukruw 100 g
produktu.

Oznaczenie zawartosci cukrow bezposrednio redukujacych i sacharozy
oraz laktozy metoda Bertranda

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na ilosciowym redukowaniu przez cukry (o st¢zeniu 0,1—
—0,4%) jonéw miedzi Cu®>" do miedzi Cu" w $rodowisku zasadowym (pH =
= 12) i temperaturze wrzenia, po uprzednim usunigciu substancji interferujacych
1 ewentualnie przeprowadzonej hydrolizie:
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CuSO, + 2NaOH — Cu(OH), + Na,SO,

HO—CH—COONa _~ OH __O—CH—COONa
Cu - Cu | + 2H,0
HO—CH—COOK . OH “~O—CH—COOK
winian Na—K — s6l Seignetta miedziowinian Na—K
__ O—CH—COONa 0 HO—CH—COONa
2Cu | +R—C~ +2H,0 - Cu,0 +2 | +R-COOH
™~ O—CH—COOK N H HO—CH—COOK

cukier redukujacy

Wytworzony tlenek miedziawy rozpuszczany jest nastgpnie w roztworze
siarczanu zelazowego i kwasu siarkowego, gdzie zachodzi redukcja soli zelazo-
wej do zelazawej:

Cu,0 + Fe,(SO,); + H,SO, — 2CuS0, + 2FeSO, + H,0

(Cu — utleniana, Fe — redukowane)

Ilo$¢ zredukowanej soli zelazawej oznacza si¢ przez miareczkowanie mia-
nowanym roztworem nadmanganianu potasu:

10FeSO, + 2KMnO, + 8H,S0, — 5Fe,(S0O,); + K,SO, + 2MnSO, + 8H,0

WYKONANIE OZNACZENIA CUKROW BEZPOSREDNIO REDUKUJACYCH I SACHAROZY

Po wstgpnym refraktometrycznym oznaczeniu zawartosci ekstraktu w prob-
ce, uwzglednieniu poprawki temperaturowej i przeliczeniu ekstraktu na cukier
odwazy¢ 10 g syropu owocowego z doktadnoscia 0,0001 g do krystalizatora, po
czym wykona¢ rozcienczenia wedlug zaproponowanego schematu:

100 g

\2
10 g — 200 cm’
\2

100 Cm3 N plyny Carreza 1+11 200 Cm3
\L saczenie
X Cm?a_)ew hydroliza 100 Cl’l’l3
(stezenie cukru 0,1-0,4%)
\2

3 . .
20 cm” ~ miareczkowanie
+ ptyny Bertranda I + II (gotowanie, wirowanie)

+ ptyn Bertranda III (rozpuszczenie osadu)
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W trakcie wykonywania rozcienczen nalezy doda¢ po 5 cm® ptynéw Carreza
I'1 I w celu odbialczenia i klarowania proby, wymiesza¢, po czym catos¢ do-
petnié woda destylowana do 200 cm® i po 10 minutach przesaczy¢ przez saczek
bibutowy.

Nastepnie pobraé taki x cm® roztworu (przeprowadzié ewentualna hydro-
lizg), aby uzyska¢ w kolbie miarowej na 100 cm’ stezenie cukru w granicach
0,1-0,4%.

Odmierzy¢ pipeta 20 cm® wyzej wymienionego roztworu do kolby stozko-
wej o pojemnosci 200 cm®, dodajac po 20 cm® plynéw Bertranda I i II. Cato$é
zagotowac 1 utrzymac¢ we wrzeniu przez 3 minuty, schtodzi¢ 1 przenie$¢ iloscio-
wo do probowek wirowkowych o pojemnosci 100 cm’, poptukujac kolbg woda
destylowana. Roztwoér znad osadu powinien mie¢ zabarwienie niebieskie.

Probowki wywazy¢ parami i odwirowa¢ wytracony Cu,O przy 3000 obro-
tow na minutg, przez 10 minut. Roztwor znad osadu (supernatant) zlac, a tle-
nek miedziawy (osad) rozpusci¢, natychmiast dodajac do probowki wirowko-
wej 20 cm’ ptynu Bertranda I11. Cato$¢ przenies¢ ilosciowo do kolby stozkowej
o pojemnosci 200 cm’, pophukujac probowke woda destylowana i miareczkowaé
0,02 N KMnO, do uzyskania trwatego r6zowego zabarwienia.

Obliczy¢ masg zredukowanej miedzi, mnozac objgto$¢ zuzytego roztworu
KMnO, przez jego miano miedziowe (1 cm’ KMnO, o stezeniu 0,02 mol-dm
odpowiada 6,357 mg jonow miedzi), a nastgpnie z tabeli 3 odszuka¢ odpowiada-
jaca uzyskanemu wynikowi zawarto$é¢ cukru w 20 cm’ roztworu pobranego do
analizy. Uwzgledniajac rozcienczenia, obliczy¢ zawarto$¢ cukru w 100 g pro-
duktu.

Tabela 3. Okreslenie ilosci [mg] glukozy, cukru inwertowego, laktozy i maltozy na podstawie ilosci
oznaczanego tlenku miedzi metoda Bertranda (wg von Fellenberga) w 20 cm® roztworu

Cu Glukoza | . Cukier Laktoza | Maltoza Cu Glukoza | . Cukier Laktoza | Maltoza
[mg] iwertowy [mg] mmwertowy

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
8,9 5,6 4,6 5,1 7,5 35,5 18,7 18,4 24,6 30,0
9,8 6,0 5,1 5,8 8,2 36,4 19,2 18,8 25,2 30,8
10,7 6,4 5,6 6.4 9,0 37,3 19,6 19,3 25,9 31,5
11,5 6,8 6,0 7,1 9,7 38,2 20,0 19,8 26,5 32,3
12,4 7,2 6,4 7,7 10,5 39,1 20,4 20,2 27,2 33,3
13,3 7,7 6,9 8,4 11,2 40,0 20,9 20,7 27,8 33,8
14,2 8,1 7,3 9,0 12,0 40,8 21,3 21,1 28,5 34,6
15,1 8,6 7,8 9,7 12,7 41,7 21,7 21,6 29,1 35,3
16,0 9,0 8,3 10,3 13,5 42,6 222 22,1 29,8 36,1
16,9 9,5 8,7 11,0 14,2 43,5 22,6 22,5 30,4 36,9
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cd. tabeli 3

Cu Glukoza | . Culkier Laktoza | Maltoza Cu Glukoza | . Cukier Laktoza | Maltoza
[mg] inwertowy [mg] inwertowy

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
17,8 9,9 9,2 11,6 15,0 44 4 23,1 23,0 31,1 37,7
18,6 10,4 9,6 12,3 15,7 453 23,5 23,5 31,7 38,4
19,5 10,8 10,0 12,9 16,4 46,2 24,0 23,9 32,4 39,2
20,4 11,2 10,5 13,6 17,2 47,1 24.4 244 33,0 40,0
21,3 11,7 11,0 14,2 17,9 48,0 24,8 249 33,7 40,8
22,2 12,1 11,4 14,8 18,7 48,8 253 253 343 41,6
23,1 12,5 11,9 15,5 19,5 49,7 25,7 25,8 349 42,1
24,0 13,0 12,4 16,2 20,2 50,6 26,2 26,2 35,6 42,4
249 13,4 12,8 16,8 21,0 51,4 26,6 26,7 36,2 43,8
25,8 13,9 13,3 17,5 21,7 52,4 27,1 272 36,9 44.6
26,6 14,3 13,7 18,1 22,4 53,3 27,5 27,6 37,5 45,4
27,5 14,8 14,2 18,7 23,2 54,2 27,9 28,1 38,2 46,2
28,4 15,2 14,7 19,4 23,9 55,1 28,4 28,6 38,8 47.0
293 15,6 15,1 20,0 24,7 55,9 28,8 29,0 39,4 47,7
30,2 16,1 15,6 20,7 254 56,8 29,2 29,5 40,1 48,5
31,1 16,5 16,1 21,3 26,2 57,7 29,7 30,0 40,8 493
32,0 16,9 16,5 22,0 27,0 58,6 30,1 30,4 41,4 50,1
32,9 17,4 17,0 22,6 27,7 59,5 30,6 30,9 42,0 50,8
33,7 17,8 17,4 233 28,5 60,4 31,0 314 42,7 51,4
34,6 18,3 17,9 239 29,2 61,3 31,4 31,8 433 52,3
62,2 31,9 323 44,0 53,2 93,2 47,5 48,5 66,6 80,6
63,0 32,3 32,7 44,6 53,9 94,1 479 49,0 67,2 81,4
63,9 32,8 33,1 453 54,7 95,0 48,4 49,5 67,9 82,2
64,8 332 33,6 45,9 55,5 95,9 48,9 49,9 68,6 83,0
65,7 33,7 34,1 46,6 56,3 96,8 493 50,4 69,2 83,8
66,6 34,1 345 472 57,0 97,7 49,7 50,9 69,9 84,6
67,5 34,5 35,0 479 57,8 98,6 50,2 51,4 70,5 85,3
68,4 35,0 35,5 48,5 58,6 99,4 50,6 51,8 71,2 86,1
69,3 35,4 35,9 49,2 59,4 100,3 51,1 52,3 71,9 86,9
70,2 35,9 36,4 49,8 60,2 101,2 51,5 52,8 72,5 87,7
71,0 36,3 36,8 50,4 61,0 102,1 52,0 53,2 73,2 88,5
71,9 36,8 37,3 51,1 61,8 103,0 52,4 53,7 73,8 89,3
72,8 37,2 37,8 51,8 62,6 103,9 52,9 542 74,5 90,1
73,7 37,6 38,2 52,4 63,3 104,8 53,3 54,7 75,1 90,8
74,6 38,1 38,7 53,1 64,1 105,7 53,8 55,2 75,8 91,7
75,5 38,5 39,2 53,7 64,9 106,6 54,2 55,7 6,5 92,5
76,4 39,0 39,7 54,4 65,7 107,4 54,7 56,1 77,1 93,2
77,3 39,4 40,2 55,0 66,5 108,3 55,1 56,5 71,7 94,0
78,1 39,8 40,6 55,7 67,2 109,2 55,6 57,0 78.4 94,8
79,0 40,3 41,1 56,3 68,0 110,1 56,0 57,5 79,1 95,6
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cd. tabeli 3
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
79,9 40,7 41,6 57,0 68,8 111,0 56,5 58,0 79,8 96,4
80,8 41,2 42,0 57,6 69,7 111,9 56,9 58,5 80,4 97,2
81,7 | 41,6 425 58,2 70,4 || 12,8 | 574 59,0 81,0 | 97,9
82,6 42,1 43,0 58,9 71,2 113,7 57,8 59,4 81,7 98,8
83,5 42,6 43,5 59,5 72,0 114,5 58,3 59,9 82,3 99,5
84,4 43,0 43,9 60,2 72,8 115,4 58,7 60,3 83,0 100,3
85,2 434 44 .4 60,8 73,5 116,3 59,2 60,8 83,7 101,1
86,1 | 43,9 44,8 61,4 | 743 | 1172 | 596 61,3 844 | 101,9
87,0 443 453 62,1 75,1 118,1 60,1 61,8 85,0 102,7
87,9 44,8 45,8 62,8 75,8 119,0 60,5 62,2 85,6 103,5
88,8 452 46,3 63,4 76,6 119,9 61,0 62,7 86,3 104,3
89,7 45,7 46,7 64,0 77,4 120,8 61,5 63,2 87,0 105,1
90,6 | 46,1 47,2 64,6 783 || 121,6 | 61,9 63,7 87,7 | 1059
91,5 46,6 47,6 65,3 79,0 122,5 62,4 64,1 88,3 106,7
92,3 47,0 48,0 66,0 79,8 123,4 62,8 64,6 89,0 107,5
124,3 63,3 65,1 89,1 108,2 || 1554 79,3 81,9 113,0 136,2
125,2 63,7 65,6 90,3 109,1 156,3 79,7 82,4 113,6 137,0
126,1 | 64,2 66,0 91,0 | 1099 | 1572 | 802 82,8 1143 | 137.8
127,0 64,6 66,5 91,6 110,7 || 158,1 80,7 83,3 115,0 138,6
127,9 65,0 67,0 92,2 111,5 159,0 81,1 83,8 115,6 139,4
128,8 65,5 67,5 92,9 112,3 159,8 81,6 84,3 116,3 140,2
129,6 66,0 67,9 93,6 113,0 160,7 82,1 84,7 117,0 141,0
1305 | 66,4 68,4 943 | 113,8 | 161,6 | 82,5 85,2 117,6 | 141,8
1314 66,9 68,9 94,9 114,6 | 162,5 82,9 85,7 118,3 142,6
132,3 67,4 69,3 95,6 115,4 || 1634 83,4 86,2 119,0 1433
133,2 67,8 69,8 96,2 116,2 | 164,3 83,9 86,6 119,7 1442
134,1 | 682 70,3 96,9 | 117,0 | 1652 | 844 87,1 1203 | 145,0
1350 | 68,7 70,8 97,6 | 1178 | 166,1 | 84,8 87.6 121,0 | 1458
135,9 69,2 71,2 98,2 118,6 | 166,9 85,3 88,1 121,7 146,6
136,8 69,6 71,7 98,8 119,4 | 167,8 85,7 88,5 1224 1474
137,6 70,0 72,2 99,5 120,2 || 168,7 86,2 89,0 123,0 148,2
138,5 | 70,5 72,7 1002 | 121,0 || 169,6 | 86,6 89,5 123,7 | 149,0
1394 | 71,0 73,2 100,8 | 121,8 || 170,5 | 87,1 90,0 1243 | 1498
140,3 71,4 73,6 101,5 122,6 || 171,4 87,6 90,4 125,0 150,6
141,2 71,9 74,1 102,2 1234 || 1723 88,0 90,9 125,6 151,4
142,1 72,3 74,6 102,8 124,2 173,2 88,5 91,4 126,3 152,2
143,0 72,8 75,1 103,6 125,0 174,0 88,9 91,9 127,0 153,0
1439 | 732 75,5 1042 | 1258 || 1749 | 89,4 92,3 127,7 | 1538
144,7 73,7 76,0 104,9 126,6 || 175,8 89,9 92,8 128,4 154,6
145,6 74,2 76,5 105,6 1274 || 176,7 90,3 93,3 129,1 1554
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cd. tabeli 3

Cu Glukoza | . Cukier Laktoza | Maltoza Cu Glukoza | . Cukier Laktoza | Maltoza
[mg] inwertowy [mg] inwertowy

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
146,5 74,6 76,9 106,2 1282 || 177,6 90,8 93,8 129,7 156,2
1474 75,1 77,4 106,9 129,0 || 178,5 91,3 94,2 130,4 157,0
148,3 75,6 77,9 107,6 129,8 || 179,4 91,7 94,7 131,1 157,8
149,2 76,0 78,4 108,2 130,6 || 180,3 92,2 952 131,8 158,6
150,0 76,5 78,9 108,9 131,4 | 181,2 92,7 95,7 132,4 159,4
151,1 77,0 79,4 109,6 132,2 || 182,0 93,2 96,2 133,1 160,2
151,8 77,4 79,9 110,6 133,0 || 182,9 93,6 96,6 133,8 161,0
152,7 77,9 80,4 110,9 133,8 || 183,8 94,1 97,1 134,5 161,7
153,6 783 80,9 111,6 134,6 || 184,7 94,5 97,6 135,2 162,5
154,5 78,8 81,4 112,3 1354 | 185,6 95,0 98,1 135,8 163,3
186,5 95,5 98,6 136,5 164,1 || 217,6 | 111,9 116,2 160,1 191,8
187,4 95,9 99,1 137,2 164,9 || 2184 | 1124 116,7 160,7 192,6
188,3 96,4 99,6 137,9 165,7 || 219,3 | 112,8 117,2 161,4 193,4
189,1 96,9 100,1 138,6 166,5 || 220,2 | 113,3 117,7 162,0 194,2
190,0 97,4 100,6 139,3 167,3 | 221,1 | 113,8 118,2 162,7 195,0
190,9 97,8 101,1 140,0 168,0 || 222,0 | 1142 118,7 1634 195,7
191,8 98,3 101,6 140,6 168,8 || 222,9 | 114,7 119,2 164,0 196,5
192,7 98,7 102,1 141,3 169,6 || 223,8 | 115,2 119,7 164,7 197,3
193,6 99,2 102,6 142,0 170,4 || 224,7 | 115,6 120,2 165,1 198,1
194,5 99,7 103,1 142,6 171,2 | 225,6 | 116,1 120,7 166,0 198,9
1954 | 100,1 103,6 1433 172,0 || 226,4 | 116,6 121,2 166,7 199,7
196,2 | 100,6 104,1 144,0 172,8 || 227,3 | 117,0 121,7 167,3 200,5
197,1 | 101,1 104,6 1447 173,6 || 228,2 | 117,5 122,2 168,0 201,3
198,0 | 101,5 105,1 145,4 174,3 || 229,1 | 118,0 122,7 168,7 202,1
199,0 | 102,0 105,6 146,1 175,1 | 230,0 | 118,5 123,2 169,4 | 202,9
199,8 | 102,5 106,1 146,8 175,9 || 230,9 | 119,0 123,7 170,0 203,7
200,7 | 103,0 106,6 147,5 176,7 || 231,8 | 119,4 124,2 170,7 204,5
201,6 | 103,5 107,1 148,1 177,5 || 232,7 | 119,9 124,7 171,3 205,3
202,5 | 103,9 107,6 148,8 178,3 || 233,5 | 1204 125,2 172,0 206,1
203,4 | 1044 108,1 149,4 179,0 || 234,4 | 120,9 125,7 172,6 206,9
2042 | 104,8 108,6 150,1 179,8 || 235,3 | 121,4 126,2 173,3 207,7
205,1 | 1053 109,1 150,8 180,6 || 236,2 | 121,8 126,7 174,0 208,4
206,0 | 105,8 109,6 151,4 181,4 || 237,1 | 1223 127,2 174,7 209,2
206,9 | 106,3 110,1 152,1 182,2 || 238,0 | 122,8 127,8 175,4 | 210,0
207,8 | 106,8 110,6 152,8 183,0 || 238,9 [ 123,3 128,3 176,1 210,8
208,7 | 107,2 111,1 1534 183,3 || 239,8 | 123,7 128,8 176,8 211,6
209,6 | 107,7 111,6 154,1 184,6 || 240,6 | 1242 129,3 177,5 212,4




Cwiczenie 4

41

cd. tabeli 3
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
210,5 | 108,2 112,1 154,8 1854 || 241,5 | 124,7 129,8 178,2 2132
211,3 | 108,6 112,6 155,4 186,2 || 242,4 | 125,2 130,3 178,8 214,0
212,2 | 109,0 113,1 156,1 187,0 | 2433 | 125,6 130,8 179,5 214,8
213,1 | 109,6 13,6 | 156,8 | 1878 | 2442 | 126,1 1313 1802 | 2156
2140 | 110,0 1142 | 157,4 | 188,6 | 2451 | 126,6 131,8 180,9 | 2164
2149 | 110,5 114,7 158,1 189,4 || 246,0 | 127,1 1323 181,6 2172
215,8 | 111,0 115,2 158,7 190,2 || 246,9 | 127,6 132,8 182,3 218,0
216,7 | 1114 115,7 159,4 191,0 || 247,8 | 128,0 133,3 183,0 | 218,8
248,6 | 128,5 133,8 183,6 219,6 || 275,3 | 143,0 149,1 204,4 | 243,6
249,5 | 129,0 1344 | 1843 | 2204 || 2762 | 1434 149,6 | 2052 | 2444
2504 | 129,4 134,9 185,0 221,2 || 277,1 | 143,9 150,1 205,9 2452
251,3 | 129,9 1354 185,7 2220 || 2779 | 1444 150,6 206,6 246,0
2522 | 130,4 135,9 186,4 2228 || 278,8 | 144,9 151,2 207,3 246,3
253,1 | 130,8 136,4 187,1 223,6 || 279,7 | 1454 151,7 208,0 | 247,6
2540 | 1313 1369 | 187,8 | 2244 | 280,6 | 1458 1523 | 208,7 | 2484
2549 | 131,8 1374 188,5 225,1 || 281,5 | 146,3 152,8 209,8 2492
255,7 | 1323 137,9 189,1 2259 || 282,44 | 146,8 153,3 210,2 2499
256,6 | 132,8 1384 189,8 226,7 || 283,3 | 147,3 153,9 210,9 250,7
257,5 | 1332 1389 | 190,5 | 227,5 || 2842 | 1478 1544 | 2116 | 2515
2584 | 133,7 1394 | 191,2 | 2283 | 2850 | 1482 1549 | 2123 | 2523
2593 | 134,2 140,0 191,9 229,1 || 285,9 | 148,7 1554 213,0 253,1
2602 | 134,7 140,5 192,6 2299 || 286,8 | 149,2 155,9 213,7 253,8
261,1 | 135,2 141,0 193,3 230,8 || 287,7 | 149,7 156,5 2144 | 2546
262,0 | 1356 141,5 | 1940 | 231,6 || 288,6 | 150,2 157,0 | 2152 | 2554
262,8 | 136,1 142,0 | 194,7 | 2324 || 289,5 | 150,7 1575 | 2159 | 2562
263,7 | 136,6 142,5 195,4 233,2 || 290,4 | 151,2 158,0 216,6 257,0
264,6 | 137,1 143,0 196,0 234,0 || 291,3 | 151,7 158,6 2173 2578
265,5 | 137,6 143,5 196,7 234,8 11 292,2 | 152,2 159,1 218,0 | 2585
266,4 | 1381 144,0 197,4 235,6 || 293,0 | 152,7 159,6 218,8 2593
2673 | 1385 1445 | 198,1 | 2364 || 293,9 | 1532 160,1 | 219,5 | 260,1
2682 | 139,0 145,0 198,8 237,2 || 294,8 | 153,6 160,7 220,2 260,9
269,1 | 139,5 145,5 199,5 238,0 || 295,7 | 154,1 161,2 220,9 261,6
270,0 | 140,0 146,1 200,2 238,8 || 296,6 | 154,6 161,8 221,6 2624
270,8 | 140,5 146,6 200,9 239,6 || 297,5 | 155,1 162,3 2224 | 2632
271,7 | 141,0 147,1 | 291,6 | 2404 || 2984 | 1556 162,8 | 223,1 | 264,0
272,6 | 141,5 147,6 202,3 241,2 1/ 299,3 | 156,1 163.4 223.8 264,8
273,5 | 142,0 148,1 203,0 242,0 || 300,1 | 156,6 163,9 224.5 265,4
2744 | 142,5 148,6 203,7 242,8 || 301,0 | 157,1 164.,4 2252 266,3

Zrodto: Kretowska-Kutas M.: Badanie jakosci produktow spozywezych. PWE, Warszawa 1993.
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Nalezy pamigtac, ze zaleznosci migdzy iloscia cukru i zredukowanej miedzi
zostaty ustalone empirycznie (przedstawione w postaci tabel) ze wzgledu na nie-
korzystne reakcje uboczne wystgpujace w tym oznaczeniu (powstawanie reduk-
tonow w srodowisku alkalicznym i podwyzszonej temperaturze). Z tego powodu
nalezy Scisle przestrzega¢ warunkow oznaczenia, zwracajac szczegolna uwage
na to, aby wytracony w czasie oznaczenia Cu,O byt pokryty zawsze warstwa
cieczy zapobiegajacej jego utlenieniu tlenem atmosferycznym do CuO.

WYKONANIE OZNACZENIA ZAWARTOSCI LAKTOZY

Z doktadnie wymieszanego mleka odwazy¢ 10 g do zlewki z doktadnoS$cia
0,0001 g, po czym catosc¢ przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci
200 cm’, poptukujac zlewke okoto 100 cm® wody destylowanej:

100 g
10 g— plyny Carreza 1+ 11 200 Cm3
¢ saczenie
20 cm’ (do oznaczenia) ~ miareczkowanie

+ ptyny Bertranda I+ II (gotowanie, wirowanie)

+ ptyn Bertranda III (rozpuszczenie osadu)

Nastepnie wprowadzié¢ do roztworu mleka po 5 cm® ptynéw Carreza 1 i 11
w celu odbiatczenia i klarowania proby, wymieszaé i dopelni¢ woda destylowana
do 200 cm’. Po 10 minutach przesaczy¢ przez saczek bibutowy.

Odmierzy¢ pipeta 20 cm® wyzej wymienionego roztworu do kolby stozko-
wej o pojemnosci 200 cm’ i dalej postepowaé zgodnie z opisem podanym przy
oznaczeniu zawartosci cukréw bezposrednio redukujacych w syropach owoco-
wych.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

Carreza I — 15-procentowy wodny roztwor K,Fe(CN), - 3H,O

Carreza II — 30-procentowy wodny roztwor ZnSO, - 7H,0

Fehlinga I — 69,28 g CuSO, - 5H,0 rozpusci¢ w wodzie destylowanej i uzupetni¢
woda do 1000 cm’

Fehlinga II — 346 g COOK(CHOH),COONa - 4H,0 (winian sodu i potasu) roz-
pusci¢ w wodzie destylowanej, doda¢ 100 g NaOH rozpuszczonego w wo-
dzie, po wymieszaniu uzupetni¢ calos¢ woda destylowana do 1000 cm’

Bertranda I — 40 g CuSO, - 5H,0 rozpusci¢ w wodzie destylowanej i uzupetnié
do 1000 cm’
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Bertranda IT — 200 g COOK(CHOH),COONa - 4H,0O (winian sodu i potasu)
rozpusci¢ w wodzie destylowanej, doda¢ 150 g NaOH rozpuszczonego
w wodzie, po wymieszaniu cato$¢ uzupehi¢ woda destylowana do 1000 cm®

Bertranda I1I — 50 g Fe,(SO), rozpusci¢ w 500 cm® goracej wody destylowane;,
po ochtodzeniu ostroznie dodaé¢ 200 g stezonego H,SO, (d = 1,84 grem™),
cato$é uzupehié woda destylowana do 1000 cm’

Kwas solny stezony (d = 1,19 g-cm™)

NaOH, roztwor wodny 30-procentowy

KMnO,, mianowany roztwor wodny 0,02 mol-dm™

Fenoloftaleina, roztwor alkoholowy 1-procentowy

Biekit metylenowy, roztwor wodny 1-procentowy

Sprzet i aparatura:

Refraktometr Abbego

Waga analityczna

Laznia wodna z termostatem

Kuchenka elektryczna

Palnik Bunsena z trojnogiem

Wirdéwka laboratoryjna z gilzami o pojemnosci 100 cm’
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wa 2018.
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(ZNACZANIE ZAWARTOSCI WLOKNA POKARMOWEGO
W WYBRANYCH PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Maltgorzata Drywien

Wprowadzenie

Z fizjologicznego i zywieniowego punktu widzenia wtokno pokarmowe de-
finiuje sig jako roslinne polisacharydy 1 ligniny, ktore nie sa trawione przez enzy-
my przewodu pokarmowego cztowieka. W jego sktad wchodzi wiele zwiazkow,
w wigkszosci o charakterze wielocukrow, ktorych klasyfikacje przedstawiono na
rysunku 4.

WELOKNO POKARMOWE

POLISACHARYDY LIGNINY
I | I (nie sg polisacharydami,
celulozowe niecelulozowe zbudowane z czasteczek
celuloza hemicelulozy fenylopropanu)
pektyny
B-glukany skrobia oporna
gumy fruktany
Sluzy
polisacharydy glonow

Rysunek 4. Klasyfikacja wiokna pokarmowego

Sktadniki widkna (frakcje) pokarmowego charakteryzuja si¢ roznorodnymi
wlasciwosciami chemicznymi, fizycznymi 1 fizjologicznymi, co przyczynito si¢
do kolejnego ich podziatu na dwie podstawowe grupy:
= wlékno rozpuszczalne w wodzie (pektyny, 3-glukany, gumy, §luzy, polisa-

charydy glonow, fruktany);
= wlékno nierozpuszczalne w wodzie (celuloza, hemicelulozy, ligniny, skro-

bia oporna).
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Zawartos$¢ blonnika pokarmowego w wybranych produktach spozywczych,
w g:(100 g)™' czesci jadalnych
[Kunachowicz i Paczkowska 2007, Paczkowska i Kunachowicz 2007]:

rozpuszczalny nierozpuszalny
®  kasza gryczana 0,8 5,1
®  kasza jeczmienna 1,8 4.4
®m  chleb baltonowski 1,1 2,2
= otrgby pszenne 4,0 38,4
®  platki owsiane 3,1 3,8
®  burak czerwony 0.4 1,8
®  fasola sucha 8,0 7,7
m  kapusta biala 1,0 1,5
B marchew 1,7 1,9
B ziemniaki 0,5 1,0
= jabtko 0,5 1,5
® kiwi 0,6 1,5
®  truskawki 0,6 1,2

Zwiazki okreslane mianem witdkna pokarmowego nie sa wchlaniane ani

metabolizowane przez organizm, nie dostarczaja wigc energii oraz zwiazkow
odzywczych. Jednak ich znaczaca rola w regulowaniu procesow zachodzacych
w przewodzie pokarmowym czlowieka, zwiazana w dalszym etapie z ochrona
organizmu przed wieloma groznymi chorobami, przyczynita si¢ do rozwoju me-
tod oznaczania zawarto$ci btonnika pokarmowego w zywnosci.

Aktualnie do oznaczania widkna pokarmowego wykorzystywane sa dwie

grupy metod:

instrumentalne (kolorymetryczne, chromatograficzne) — polegaja na wstep-
nym usunigciu z probki, na drodze trawienia enzymatycznego, skrobi i ni-
skoczasteczkowych cukrow; nastgpnie kolorymetrycznym i chromatogra-
ficznym oznaczeniu cukrow prostych i kwaséw uronowych, wchodzacych
w sktad poszczegolnych frakceji widkna; metody te pozwalaja na uzyskanie
informacji dotyczacych zaré6wno ilo$ci wtdkna pokarmowego, jak i jego na-
tury chemicznej;

enzymatyczno-wagowe — ich zasada opiera si¢ na oddzieleniu wtékna od
pozostatych sktadnikéw zywnosci (thuszczu, bialek, skrobi i cukrow) przez
zastosowanie przemywania i trawienia enzymatycznego, a nast¢pnie wago-
wym okresleniu jego ilosci; w zaleznosci od zamierzonego efektu analiza
moze przebiega¢ wedtug wybranego wariantu A lub B (rys. 5).
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proba badana
\

przemywanie eterem  (w celu usuniecia tuszczu, jesli produkt
zawiera go wiecej niz 6%)

\2
inkubacja z enzymem (rozklad skrobi do zwiqzkow
amylolitycznym rozpuszczalnych w wodzie)
\)
inkubacja z enzymem (trawienie bialek)
proteolitycznym
A/ \I}
dodatek etanolu filtracja
(wytrqcanie wlokna
rozpuszczalnego w wodzie) osad przesacz
2 \’
filtracja dodatek etanolu
(wytrqcanie widkna
rozpuszczalnego)
{
filtracja
2
osad osad
{ {
przemywanie etanolem i acetonem w celu usunigcia niskoczasteczkowych zwiazkow
) \) )

suszenie 1 wazenie; oznaczenie ewentualnej pozostatosci nierozpuszczalnych biatek

oraz popiotu dla skorygowania wyniku

! ! !
wtokno pokarmowe wiokno wiokno
ogoltem nierozpuszczalne rozpuszczalne

Rysunek 5. Schemat metod enzymatyczno-wagowych oznaczania wtdkna pokarmowego w zywnoSci
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Metody enzymatyczno-wagowe sa powszechnie wykorzystywane w anality-

ce zywnosciowej 1 ulegaja ciaglym modyfikacjom dotyczacym:

®  skracania czasu poszczegolnych zabiegow;

®  wprowadzania bardziej efektywnych enzymow lub rezygnacji z nich, jesli
natura produktu na to pozwala;

®  opracowywania szczegdtowych metodologii dla okreslonych grup produk-
tow, a nawet indywidualnych produktow.

Ogdlny schemat analizy zostaje jednak zachowany.

Metody biologiczne wykorzystuja korelacj¢ migdzy strawno$cia suchej
masy, obserwowana u szczurow, lub wzrostem s§winek morskich a iloscia wtokna
pokarmowego w diecie hodowlanej; nie pozwalaja na okreslenie w petni udziatu
frakcji rozpuszczalnych w wodzie.

Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentdw z enzymatyczno-wagowa metoda
AOAC oznaczania wtokna pokarmowego rozpuszczalnego i nierozpuszczalnego
w wodzie, w wybranych produktach spozywczych pochodzenia roslinnego.

Oznaczanie zawartoSci wlokna pokarmowego metoda AQAC

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na trawieniu (ewentualnie odtluszczonej) probki kolejno
termooporna a-amylaza, proteaza i amyloglukozydaza, a nastgpnie, po wytra-
ceniu wtokna rozpuszczalnego, na wagowym oznaczeniu czgs$ci niestrawionych
z rozdzialem na rozpuszczalne i nierozpuszczalne w wodzie.

WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie probki do oznaczen

Probke laboratoryjna badanego produktu suszy¢ 12 godzin w suszarce
o temperaturze 70°C, po czym ostudzi¢ i zmieli¢. Jesli produkt zawiera wig-
cej niz 10% thluszczu, probke przenies¢ do kolby stozkowej, doda¢ heksan
w iloéci 25 cm’® na 1 g materiatlu i calo$¢ wytrzasna¢, a nastgpnie przesaczyc.
Czynno$¢ powtdrzy¢ trzykrotnie, po czym probg wysuszy¢ i wagowo okresli¢
ubytek thuszczu.
Trawienie enzymatyczne

Nawazkg odtluszczonego produktu w ilosci 1 g, z doktadnoscia do 0,0001 g,
przeniesé do kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm®, dodaé 50 cm?® buforu fosfo-
ranowego o pH 6, sprawdzi¢ pH, 1 jesli to konieczne, doprowadzi¢ je do wartosci
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6,0 £0,2. Doda¢ 0,1 cm® Termamylu, po czym kolbe przykry¢ folig aluminiowa
1 umiesci¢ we wrzacej fazni wodnej na 15 minut, mieszajac zawartos¢ co 5 minut.

Jesli do tazni wstawia sig jednoczesnie kilka kolb, to spowo-
duje obnizenie temperatury wody, w zwiazku z tym czas inku-
bacji nalezy wydtuzy¢ do 30 minut.

Po ostudzeniu probki do temperatury pokojowej doda¢ 0,275 N roztwoér
NaOH (ok. 16 cm’) tak, by pH roztworu osiagneto wartoéé 7,5 +0,2. Dodaé
5 c¢m’ roztworu proteazy w buforze fosforanowym. Kolbe przykryta folia alu-
miniowa inkubowa¢ w termostacie (temp. 60°C) przez 30 minut. Do ochtodzo-
nej do temperatury pokojowej probki dodaé 0,325 M roztwor HCI (ok. 10 cm?,
aby pH wynosilo 4,0-4,6), a nastepnie 0,3 cm’ amyloglukozydazy i inkubowaé
w termostacie (temp. 60°C) przez 30 minut. Probke przesaczy¢ przez wysuszo-
ny, zwazony saczek. Kolbe stozkowa wyptukaé 10 cm® goracej wody, po czym
popluczyny przenies¢ na saczek. Filtrat przenie$¢ do wysokiej zlewki 1 zachowac
do dalszych oznaczen.

Oznaczanie wlokna pokarmowego nierozpuszczalnego w wodzie

Osad zebrany na saczku natychmiast przeptukaé¢ dwukrotnie 15 cm’ kazde-
go z odczynnikow (zachowujac kolejnos¢): 78-procentowym etanolem, 95-pro-
centowym etanolem, acetonem.

Zwloka czasowa w przemyciu osadu moze spowodowac jego
pecznienie i wptywaé na koncowy wynik oznaczenia.

Saczek z osadem suszy¢ w temperaturze 105°C przez 12 godzin do stalej
masy, ostudzi¢ i zwazy¢. Masa osadu odpowiada zawartosci blonnika nieroz-
puszczalnego w wodzie.

Oznaczanie wlokna rozpuszczalnego w wodzie

Do zebranego filtratu doda¢ ogrzany do temperatury 60°C 95-procento-
wy etanol (4 objetosci etanolu na 1 objgtosc filtratu) 1 pozostawi¢ na 1 godzing
w temperaturze pokojowej. Nastgpnie roztwor przesaczyC przez wysuszony
oraz zwazony saczek i postgpowac jak w punkcie opisanym wyzej. Masa wysu-
szonego osadu odpowiada warto$ci wtdkna rozpuszczalnego w wodzie (SDF).

Roéwnolegle z probka badana nalezy przygotowac probke Sle-
pa dla stosowanego zestawu odczynnikow.

W obydwu zebranych osadach nalezy oznaczy¢ zawarto$¢
biatka i popiotu.

Zawarto$¢ witokna pokarmowego ogoélem odpowiada sumie witokna roz-
puszczalnego 1 nierozpuszczalnego, po odjeciu pozostalosci bialek i popiotu,
z ewentualnym uwzglednieniem zawarto$ci tluszczu, jesli probke poddano
wstepnemu odttuszczeniu.
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Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

Heksan

Bufor fosforanowy, 0,08 M, pH 6 — rozpusci¢ 1,400 g fosforanu dwusodowego,
bezwodnego Na,HPO, (lub 1,753 g dwuwodnego) oraz 9,68 g fosforanu jed-
nosodowego jednowodnego NaH,PO, (lub 10,94 g dwuwodnego) w okoto
700 cm® wody destylowanej, po czym dopehi¢ do 1000 cm?; sprawdzi¢ pH
za pomoca phametru)

NaOH, 0,275 N roztw6r wodny — rozpusci¢ 11 g NaOH w 700 cm® wody desty-
lowanej, po czym dopetni¢ do 1000 cm”®)

HCI, 0,325 M roztwér wodny — rozcienczyé 325 cm® 1 M roztworu HCI do 1000
cm® woda destylowana

Termamyl (termooporna a-amylaza), roztwor 120L, Novo Nordisk Laboratories

Proteaza, P-3910 for TDF, SIGMA — bezposrednio przed oznaczeniem przygoto-
waé roztwor w buforze fosforanowym o stezeniu 5 mg na 5 cm’

Amyloglukozydaza, A-9913, SIGMA, roztwor

Etanol, roztwoér wodny 98-procentowy

Etanol, roztwor wodny 78-procentowy

Aceton

Sprzet i aparatura:
Waga analityczna
Phametr

Laznia wodna
Suszarka owiewowa
Eksykator
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()ZNACZANIE ZAWARTOSCI TLUSZCZU W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Jadwiga Hamutka

Wprowadzenie

Okreslenie thuszez obejmuje zarowno grupg produktow spozywcezych, jak
1 sktadnikéw pokarmowych. Produkty thuszczowe — nazywane ttuszczami, jak na
przyktad: masto, smalec, margaryna czy tez oleje roslinne, nosza nazwg ttusz-
czé6w widocznych (wydzielonych). Thuszcze bgdace naturalnym sktadnikiem
réznych produktéw spozywczych, na przyktad: migsa i jego przetworow, mleka,
produktéw mlecznych, nazywane sa thuszczami niewidocznymi lub niewydzie-
lonymi. W przecigtnym pozywieniu naszego spoteczenstwa tluszcze widoczne
stanowia okoto 45% spozytego ttuszczu, a thuszcze niewidoczne — okoto 55%.

Oznaczenie zawartosci thuszczu zaliczane jest do grupy analiz podstawo-
wych, niezbgdnych do ustalenia sktadu chemicznego produktow spozywczych.
Ponadto okreslenie zawartosci thuszczu w produktach spozywczych pozwala
wnioskowac o ich wartosci odzywczej, jak rowniez prawidlowosci przeprowa-
dzonych proceséw technologicznych, na przyktad w przetworstwie migsnym,
mleczarskim.

Zawarto$¢ thuszezéw w wybranych produktach spozywcezych, w g-(100 g)™
czesci jadalnych [Kunachowicz i in. 2018]:
®  tluszcze jadalne —70-100

(masto, margaryny, stonina, smalec,

oleje roslinne, oliwa)

= tluszcze stotowe o obnizonej kalorycznosci —45-60
(margaryny ,,niskokaloryczne’)
®  produkty o bardzo duzej zawartosci ttuszczu —25-30

($mietana kremowa, sery zotte, wegorz, metka,
parowki, wafle nadziewane)
= produkty o duzej zawarto$ci thuszczu -10-25
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(wieprzowina, baranina, ges$, kaczka, kietbasy,
sledz, makrela, jaja, sery ttuste, §mietana, twarog ttusty,
pieczywo cukiernicze)
= produkty o matej zawartos$ci thuszczu - 3-10
(poledwica, cielgcina, wotowina, kurczak, indyk,
dorsz, ryby stodkowodne, produkty zbozowe,
mleko pelne, lody, twarozki)
®  produkty o bardzo matej zawartosci thuszczu - 03
(mleko chude, twardg chudy, kefir, jogurt, pieczywo, warzywa, owoce, grzyby)

Thuszcze jako sktadniki pokarmowe, nazywane inaczej lipidami, obejmuja
naturalng grupg zwiazkow organicznych (tluszcze, oleje, fosfolipidy i sterole)
o réznorodnej budowie chemicznej, nierozpuszczalnych w wodzie, a rozpuszczal-
nych w rozpuszczalnikach thuszczowych, takich jak: heksan, eter naftowy, chlo-
roform, benzen, alkohol, aceton i inne. Do grupy tej zalicza si¢ takze pochodne
1 pokrewne im zwiazki. Ttuszcze naturalne sa wielosktadnikowa mieszaning roz-
nych lipidoéw, wsrdd ktorych triacyloglicerole stanowia podstawowy ich sktadnik.

Lipidy dzieli si¢ na trzy zasadnicze grupy:

®m  lipidy proste — estry kwasow tluszczowych i glicerolu (lipidy wtasciwe
— triacyloglicerole, woski);

= lipidy zlozone — zwiazki zawierajace oprocz kwasoéw tluszczowych i alko-
holi rowniez inne sktadniki (fosfolipidy, glikolipidy i inne);

= lipidy pochodne — pochodne lipidow prostych i ztozonych, powstate przede
wszystkim w wyniku hydrolizy, zachowujace ogo6lne wlasciwosci lipidow
(kwasy tluszczowe, alkohole, weglowodory).

Stad tez w analizie Zywnosci termin thuszez surowy rozumie si¢ jako sumg
naturalnych zwiazkow organicznych, takich jak: glicerydy, wolne kwasy ttuszczo-
we, sterole, witaminy i barwniki rozpuszczalne w thuszczach, fosfatydy, woski;
nierozpuszczalnych w wodzie, ktéore mozna wyekstrahowac z produktu rozpusz-
czalnikami organicznymi (heksan, eter naftowy, chloroform, benzen, aceton iinne)
i ktore nie sa lotne w temperaturze 105°C.

Wsrod metod oznaczania zawartosci thuszczu w produktach spozywczych
najszersze zastosowanie znalazly:
= metody ekstrakcyjne (wagowe, np. Soxhleta, Weibulla-Stoldta, refrakto-

metryczne, densymetryczne);

metody objetosciowe (kwasowe, np. Gerbera, bezkwasowe);
= metody instrumentalne wykorzystujace technik¢ odbiciowa w bliskiej

podczerwieni (NIR) lub magnetyczny rezonans jadrowy (NMR).
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Metody ekstrakcyjne

Metody ekstrakcyjno-wagowe polegaja na wydzieleniu z badanej probki
substancji tluszczowej poprzez ekstrakcj¢ za pomoca rozpuszczalnika (eteru,
heksanu, chloroformu lub innego rozpuszczalnika ttuszczowego) i wagowym jej
oznaczeniu.

Metody ekstrakcyjno-wagowe moga polegac na:

ekstrakcji rozpuszczalnikiem w nieokreslonej $cisle ilosci;

ekstrakcji okreslona ilo$cia rozpuszczalnika (np. metoda Grossfelda);

stosowaniu wielokrotnej ekstrakcji ciagtej (np. metoda Soxhleta, metoda

Weibulla-Stoldta, metoda Puzanowa);

Warunkiem doktadnosci metod ekstrakcyjno-wagowych jest stosowanie
odpowiednio przygotowanych odczynnikow. Wykorzystywany do ekstrakcji
eter powinien by¢ wolny od nadtlenkéw, pozbawiony $ladéw wody lub innych
odczynnikow. Ponadto nalezy pamigta¢ o kolejnosci dodawanych odczynni-
kéw zgodnie z opisem metody, w przeciwnym razie moga powsta¢ trudne do
usunigcia emulsje. I tak na przyktad w metodzie Rosego-Gottlieba dodanie ete-
ru naftowego przed eterem etylowym prowadzi do powstania trwatej emulsji,
nierozdzielajacej si¢ nawet po 24 godzinach. Z kolei niezachowanie kolejnosci
dodawania alkoholu powoduje powstawanie ,,ktaczkow”, ktore uniemozliwiaja
ilosciowe wyekstrahowanie thuszczu.

Metody ekstrakcyjno-wagowe naleza do metod czasochtonnych, mimo to
uznawane sg za najdoktadniejsze i stosowane jako metody odwolawcze w sto-
sunku do innych, szybszych, orientacyjnych metod.

Metody ekstrakcyjno-refraktometryczne polegaja na ekstrakcji thuszczu
z badanej probki i oznaczeniu refrakcji otrzymanego wyciagu. Zasada metod
oparta jest na zmianie wspotczynnika zalamania §wiatta rozpuszczalnika zaleznie
od ilo$ci rozpuszczonego w nim thuszczu. Thuszcz obniza wspotczynnik refrakcji
rozpuszczalnika, dlatego tez stosuje si¢ rozpuszczalniki o wysokim wspotczyn-
niku zalamania §wiatta w stosunku do wspolczynnika refrakcji thuszczu.

Metody ekstrakcyjno-refraktometryczne sa szybkie, latwe do wykonania,
tanie, charakteryzuja si¢ duza powtarzalnoscia wynikéw, nadaja si¢ jednak do
oznaczania ttuszczu w produktach zawierajacych nieduze ilosci tego sktadnika.

Metody ekstrakcyjno-densymetryczne polegaja na wyekstrahowaniu
thuszczu z badanej probki i oznaczeniu gestosci wyciagu thuszczowego. Zasada
metody polega na zmianie ggstosci rozpuszczalnika w zaleznosci od ilo$ci roz-
puszczonego w nim thuszczu. Zawarto$¢ thuszczu odczytuje si¢ z krzywych. Jako
rozpuszczalnik najczesciej stosuje si¢ czterochlorek wegla. Ma on duza gestosc,
mata lotnos¢ 1 jest dobrym rozpuszczalnikiem thuszczowym.
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Metody objetosciowe

Metody objetosciowe (butyrometryczne) polegaja na rozpuszczeniu znaj-
dujacych si¢ w probce biatek i substancji towarzyszacych, najczgsciej stgzonym
kwasem siarkowym, rzadziej za pomoca odczynnikow zasadowych i wydziele-
niu frakcji thuszczowej (po uprzednim odwirowaniu) w specjalnym przyrzadzie,
zwanym tluszczomierzem lub butyrometrem. Zawarto$¢ tluszczu w badanej
probee odczytuje sig¢ bezposrednio na wyskalowanej czg$ci butyrometru w stanie
ptynnym na goraco. Znanych jest kilka typéw butyrometréw przystosowanych
do oznaczania zawartosci ttuszczu w roznych produktach (rys. 6).
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Rysunek 6. Rozne typy butyrometréw (ttuszczomierzy): a — do mleka petnego, b — do mleka odtlusz-
czonego, ¢ — do mleka w proszku, d — do $mietany, e — do serow

Sposroéd metod objetosciowych najbardziej popularna jest metoda Gerbera.
Znalazta ona zastosowanie przede wszystkim przy okreslaniu poziomu thuszczu
w mleku, $mietanie, serach, a takze migsie i jego przetworach.

Metody objgtosciowe (butyrometryczne) naleza do najszybszych metod
oznaczania zawarto$ci thuszczu i charakteryzuja si¢ duza prostota wykonania
oznaczenia.

Metody oznaczania zawarto$ci tluszczu w produktach spozywczych maja
wiele wspdlnych lub podobnych etapéw, a mianowicie:
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®  wysuszenie do statej masy (np. metoda Soxhleta) badz hydroliza produktu
(np. metoda Weibulla-Stoldta, metoda Gerbera), utatwiajace wyodrebnienie
substancji thuszczowych;

®m  wydzielenie substancji tluszczowych w procesie ekstrakcji (np. metoda
Soxhleta, metoda Weibulla-Stoldta) lub mechanicznie (metoda Gerbera);

®  oznaczenie wolnej frakeji thuszczowej, tak zwanego tluszczu surowego, na
przyktad wagowo (np. metoda Soxhleta, metoda Weibulla-Stoldta).

Oprdcz oznaczania zawarto$ci thuszczu w produktach spozywczych bardzo
wazne jest okreslenie jego sktadu. Jednym z podstawowych wskaznikow jako$ci
thuszczu w produktach spozywczych jest analiza sktadu kwaséw tluszczowych,
ktoérych kompozycja zalezy od wielu czynnikow (np. procesu technologicznego,
cech genetycznych, warunkow klimatycznych i glebowych).

Oznaczanie kwasow ttuszczowych w produktach spozywczych mozna prze-
prowadzi¢ za pomoca chromatografii gazowej. Wyekstrahowany thuszcz poddaje
si¢ hydrolizie zasadowej, a nastgpnie uwolnione kwasy ttluszczowe przeprowa-
dza si¢ w ich pochodne — estry metylowe. Otrzymane estry rozdziela si¢ metoda
chromatografii gazowej. Na podstawie uzyskanego zapisu, zwanego chromato-
gramem, identyfikuje si¢ poszczegdlne kwasy tluszczowe, a nastgpnie przepro-
wadza ilosciowa oceng sktadu analizowanej mieszaniny.

Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z najczgsciej stosowanymi me-
todami ekstrakcyjno-wagowymi oznaczania zawartosci thuszczu — metoda Soxh-
leta 1 metoda Weibulla-Stoldta oraz metoda objgtosciowa Gerbera.

Oznaczenie zawartosci thuszczu metoda Soxhleta

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na wielokrotnej ciaglej ekstrakcji substancji thuszczowe;j
z rozdrobnionego i uprzednio wysuszonego produktu za pomoca rozpuszczalni-
ka organicznego, odparowaniu rozpuszczalnika i wagowym oznaczeniu substan-
cji thuszczowe;.

Metoda Soxhleta nalezy do najbardziej rozpowszechnionych metod ekstrak-
cyjno-wagowych. Metoda ta polecana jest do oznaczania zawartosci thuszczu
w produktach zawierajacych czyste triglicerydy, nie jest natomiast wskazana
do produktéw, w ktorych tlhuszez wystepuje w postaci potaczen biatkowych lub
w postaci zemulgowanej, a takze do preparatoéw farmaceutycznych.
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Glowne zrodta btedow w metodzie Soxhleta to niedostateczne wysuszenie
probki oraz stosowanie rozpuszczalnikow niepozbawionych wody, a w przypad-
ku eteru etylowego réwniez nadtlenkow. Woda zawarta w probce lub w rozpusz-
czalniku rozpuszcza sole mineralne i inne substancje rozpuszczalne w wodzie
zawarte w produkcie, ktore po przejsciu do wyciagu eterowego i odparowaniu
rozpuszczalnika organicznego zwigkszaja masg¢ suchej pozostalosci traktowane;j
jako tluszcz surowy. Ponadto obecno$¢ wody utrudnia
przenikanie rozpuszczalnika organicznego w glab cza-
steczek produktu i tym samym uniemozliwia catkowite
wyekstrahowanie thuszczow. Nadtlenki z kolei powoduja
wysycenie tlenem nienasyconych kwasow ttuszczowych,
przyczyniajac si¢ do zawyzenia wynikow, szczegdlnie 1
podczas analizy produktéw zawierajacych duze ilosci
tych kwasow.

N

WYKONANIE OZNACZENIA -~

Do naczynka wagowego odwazy¢ okoto 2-3 g pro-
duktu z doktadnos$cia do 0,0001 g i wysuszy¢ w suszarce
w temperaturze 105°C do stalej masy. Nastepnie catos¢
przenies$¢ do porcelanowego mozdzierza, doktadnie utrze¢ r
z taka sama ilo$cia suchego i odtluszczonego piasku,
w celu ulatwienia ekstrakeji, a nastgpnie przenies¢ ilo-
sciowo do gilzy ekstrakcyjnej, wycierajac 2—3-krotnie
mozdzierz i naczynko, w ktorym probka byta suszona,
zwitkami odtluszczonej waty. Wate umiesci¢ w gilzie,
ktoérej dno powinno by¢ rowniez wylozone zwitkiem
waty. Gilzg po doktadnym zamknigciu zwazy¢ z doktad-
noscia do 0,0001 g, po czym umiesci¢ ja w ekstraktorze
aparatu Soxhleta (rys. 7). Polaczy¢ odbieralnik zawiera-
jacy kilka kawatkoéw porcelany z ekstraktorem. Nastgpnie
wla¢ do ekstraktora rozpuszczalnik organiczny (heksan)
w takiej ilodci, aby nastapilo samoczynne jego przelanie
lewarem do odbieralnika, ponadto doda¢ rozpuszczalnika Rysunek 7. Aparat Soxh-
do okoto 1/2 pojemnosci ekstraktora. Polaczyé ekstraktor 16 do oznaczania zawar-

. , . tosci tluszczu: 1 — kolba
z chlodnica i otworzy¢ przeptyw wody. Po sprawdzeniu destylacyjna, 2 — ekstrak-
szczelnosci calej aparatury wlaczy¢ fazni¢ wodna 1 pro- tor, 3 — chtodnica, 4 — rur-
wadzi¢ ekstrakcje przez 3 godziny tak, aby w ciagu 1 go- ka odprowadzajaca opary
dziny doszto do kilku przelewow. W celu sprawdzenia, rozpuszezalnika, 5 — rur-
czy proces ekstrakcji zostal zakonczony, nalezy nanie$c ka  przelewowa (syfon),

e . . 6 — gilza z badana probka,
kroplg $wiezo sptywajacego z ekstraktora heksanu na 7 _ potaczenia na szlify

e o Yo
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ptytke szklana lub bibule filtracyjna. Jezeli po odparowaniu heksanu nie pozo-
staje tlusta plama, oznacza to, iz ekstrakcja thuszczu z proby zostata zakonczona,
w przeciwnym wypadku powinna by¢ kontynuowana w dalszym ciagu. Po za-
konczeniu ekstrakceji, ekstrakty heksanowe przenies¢ do butli na zlewki, a gilzg z
probka umiesci¢ w porcelanowej kuwecie (szalce Petriego) i1 suszy¢ pod wycia-
giem do catkowitego odparowania heksanu, az zapach heksanu nie bedzie wy-
czuwalny! Osuszone gilzy dosuszy¢ przez 20-30 minut w suszarce owiewowej
w temperaturze 105°C do stalej masy, po czym przenie$¢ do eksykatora w celu
ostudzenia, a nastgpnie zwazy¢ gilz¢ z doktadnoscia do 0,0001 g.

Z rdznicy masy gilzy przed ekstrakcja i po niej obliczy¢ zawarto$¢ thuszczu
w gramach na 100 g produktu $wiezego. Mozna rowniez obliczy¢ zawarto$¢
thuszczu w probce na podstawie roznicy masy kolby przed ekstrakcja 1 po niej,
po doktadnym jej wysuszeniu.

Oznaczenie zawartosci thuszczu metoda Weibulla-Stoldta

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na hydrolizie potaczen frakcji thuszczowej z innymi sub-
stancjami — przewaznie biatkowym — za pomoca kwasu solnego, oddzieleniu
frakcji thuszczowej od hydrolizatu, wysuszeniu na saczku, wyekstrahowaniu roz-
puszczalnikiem w aparacie Soxhleta i wagowym jej oznaczeniu.

Metoda Weibulla-Stoldta jest modyfikacja metody Soxhleta i jest zalecana
do produktéw, w ktorych thuszcz wystgpuje w postaci potaczen biatkowych lub
w postaci zemulgowanej (mleko, sery, pieczywo, odzywki dla dzieci). Zniszcze-
nie otoczek bialkowych oslaniajacych kropelki ttuszczu umozliwia wydzielenie
substancji thtuszczowe;j 1 ich oznaczenie.

Rozktad zwiazkow thuszczowo-biatkowych moze nastgpowac pod wplywem
hydrolizy probki w roztworach mocnych kwasow lub stabej zasady amonowe;.
Zastosowanie silnych zasad jest niemozliwe z uwagi na hydrolityczny rozpad
glicerydow i powstawanie soli kwasow thuszczowych (mydet) rozpuszczalnych
w wodzie. Jezeli w badanym produkcie wystgpuja wolne kwasy thuszczowe, to
zastosowanie nawet stabej zasady amonowej prowadzi do btednych wynikéw na
skutek powstania mydet amonowych.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do zlewki o pojemnosci 600 cm® odwazyé z doktadnoscia do 0,0001 g wy-
brany produkt, doda¢ wody destylowanej i stgzonego kwasu solnego w ilo$ciach
podanych w tabeli 4 oraz kilka kawalkow pumeksu. Cato$¢ nakry¢ szkietkiem
zegarkowym 1 podgrzewaé poczatkowo na tazni wodnej, mieszajac bagietka
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Tabela 4. Warunki wykonania oznaczenia tluszczu metoda Weibulla-Stoldta w wybranych produktach
spozywczych

Wielkos¢ | 110$¢ i rozcieficzenie HCI Czas
Produkt nawazki H,0 HCl gotowania ekstrakcji
[g] [cm?] [cm®] [min] [h]
Masto 5 115 60 (d=1,19) 20 1

Mleko zaggszczone i inne
produkty mleczarskie
stodzone 10 20 30 (d=1,125) 20 1

Proszek mleczny, maslan-
ka sproszkowana i inne

produkty mleczne suche 20 100 60 (d=1,19) 20 1
Lody i kremy 25 20 30 (d=1,125) 20 2
Odzywki dla dzieci 3-10 33 17 (d=1,19) 60 1
Maki 20 100 60 (d=1,19) 20 1
Pieczywo i makarony 20 100 60 (d=1,19) 20 3
Wyroby cukiernicze 3-5 66 34 (d=1,19) 15 6
Wyroby gastronomiczne 5 20 30 (d=1,125) 15 4

Zrédto: Kretowska-Kutas M.: Badanie jakosci produktow spozywezych. PWE, Warszawa 1993.

w celu niedopuszczenia do zbrylania si¢ produktu, nastgpnie po kilkunastu minu-
tach kontynuowac ogrzewanie bezposrednio na kuchence elektrycznej. Hydroli-
zg prowadzi¢ pod wyciagiem zgodnie z czasem podanym w tabeli 4.

Po zakonczeniu ogrzewania dodaé¢ do proby 160 cm® goracej wody desty-
lowanej, wymiesza¢, a uwolniony thuszcz oddzieli¢ ilo§ciowo na karbowanym
saczku, przemywajac trzykrotnie zlewke 1 szkietko zegarkowe goraca woda.
Saczek przemywac¢ goraca woda do momentu, az woda z plukania przestanie
dawac¢ zabarwienie z papierkiem lakmusowym. Po odcieknigciu nadmiaru wody
przenies¢ saczek lacznie z zatrzymanym thuszczem na plytke Petriego i suszy¢
w suszarce w temperaturze 105°C przez 2-4 godziny. Wysuszony saczek po
ostudzeniu przenies¢ do gilzy ekstrakcyjnej i zakry¢ zwitkiem odtluszczonej
waty, ktora uprzednio dokladnie nalezy zebra¢ resztki thuszczu pozostale na ptyt-
ce Petriego. Catos¢ umiesci¢ w ekstraktorze aparatu Soxhleta i przeprowadzi¢
ekstrakcje (patrz uwagi do metody Soxhleta). Czas trwania ekstrakcji podano
w tabeli 4. Po zakonczeniu ekstrakcji heksan odparowa¢ z kolby, a kolbg z po-
zostalo$cia suszy¢ w suszarce w temperaturze 102—105°C przez 1 godzing. Po
ostudzeniu w eksykatorze kolbg zwazy¢ z doktadnoscia do 0,0001 g.

Z rdznicy masy gilzy przed ekstrakcja i po niej obliczy¢ zawartos¢ thuszczu
w gramach na 100 g badanego produktu.
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Oznaczenie zawartosci thuszczu metoda Gerbera

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na wydzieleniu tluszczu w specjalnym thuszczomierzu
(butyrometrze) po uprzednim rozpuszczeniu otoczek biatkowych emulsji thusz-
czowej za pomoca kwasu siarkowego, odwirowaniu warstwy tluszczowej i od-
czytaniu procentowej zawartosci thuszczu na skali thuszczomierza.

Do wydzielenia tluszczu niezbgdne jest jego uwolnienie z otoczek biatko-
wych, czego dokonuje si¢ przez potraktowanie badanej probki stgzonym kwa-
sem siarkowym (st¢zenie uzaleznione od rodzaju produktu — tab. 5) oraz alkoho-
lem izoamylowym (CsH,;,OH), ktory zmniejsza przyczepnos¢ do szkta i ulatwia
wydzielenie ttuszczu.

Tabela 5. Warunki wykonania oznaczenia tluszczu metoda Gerbera w wybranych produktach

spozywczych
Produkt ﬂusch(;gfrggerza \Xsre(;]gl(:isc Kwas siarkowy (ilo$¢ i stgzenie)
do mlska . 10 cmz; d=1,815-1,825 g~cmj
Mileko do mleka I1em” |20 cm™; d=1,815-1,825 g'em
Mleko odttuszczone 22 ecm’ | (podwéjna ilos¢ alkoholu
odtluszczonego 3
amylowego — 2 cm”)
10 ecm®; d = 1,825 g'cm’3
- Koehlera 5cm® |10 em’; d=1,815-1,825 g-cm’3
Smietana . 3 3 3 .
{ émietanka Hammerschmidta | 5 cm 1§ cm’; d= l,§0 g-cm~ (po rozpuszczeniu
Roedera Sg bialka i dodaniu alkoholu amylowego
uzupehié do kreski)
Mleko w proszku Teicherta 25g |10em’;d=1815gem™
d=1,525-1,530 g-em™ (w takiej iloci, aby
probka pokryta byta kwasem; po rozpusz-
Masto do masta S5g czeniu biatka i dodaniu alkoholu amylo-
wego uzupetni¢ kwasem do gornej kreski
skali)
15 cm®; d = 1,530 g-cm™ (po rozpuszczeniu
Sery i twarogi van Gulika 3g biatka i dodaniu alkoholu amylowego uzu-
peti¢ kwasem do gornej kreski skali)
Migso, konserwy
in‘:;srrz)el;ywqdhny doﬁégigilny S5g 15cm’; d=1,83 gem™
wedliniarskie
Wyrob do $mietan 3 0
ga)s]tron}:)miczne Roedera g ek I5em’d=1,5gem

Zrodto: Kretowska-Kutas M.: Badanie jakosci produktow spozywezych. PWE, Warszawa 1993.
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WYKONANIE OZNACZENIA

Do tluszczomierza odmierzy¢ podana w tabeli 5 ilo§¢ kwasu siarkowego
1 doda¢ badana probke (probki ptynne wla¢ ostroznie po $ciance thuszczomierza,
tak aby nie zmieszaly si¢ z kwasem). Doda¢ 1 cm’® alkoholu izoamylowego, aby
nie zwilzy¢ szyjki thuszczomierza. Doktadnie zamkna¢ thuszczomierz, wkreca-
jac gumowy korek (konieczne zachowanie kolejnosci dodawanych odczyn-
nikow). Calos¢ doktadnie wymiesza¢ — do momentu rozpuszczenia si¢ biatek.
W czasie mieszania gwaltownie wzrasta temperatura mieszaniny, dlatego tez
thuszczomierz nalezy trzymac przez Sciereczke/rekawiczke.

Thuszczomierz umiesci¢ w tazni wodnej (korkiem w dot) o temperaturze
65-70°C na 10-20 minut, podczas ogrzewania kilkakrotnie wstrzasna¢, az do
rozpuszczenia substancji biatkowej. Nastgpnie umiesci¢ thuszczomierz w wirow-
ce Gerbera skala do osi wirdwki i wirowaé¢ 5 minut przy 1000—1200 obrotach
na minutg. Jezeli wiréwka nie jest ogrzewana, po zakonczeniu wirowania thusz-
czomierz wstawi¢ na 5 minut do tazni wodnej o temperaturze 65—70°C. Nalezy
uwazaé, aby skala tluszczomierza byla zawsze skierowana ku gorze i aby
nie zmieszaé rozdzielonych warstw. Odczyta¢ procentowa zawartos¢ thuszczu
w stanie plynnym (na goraco w temperaturze 65°C) na skali thuszczomierza, re-
gulujac poziom tluszczu za pomoca korka. Manipulujac korkiem, nalezy wpro-
wadzi¢ tluszcz do skalowanej czg$ci thuszczomierza, tak aby dolna czgs$¢ stupka
thuszczu siggata zerowej kreski skali lub pokrywata si¢ z inna catkowita podziat-
ka. Jezeli cieczy w tluszczomierzu jest zbyt malo, caty thuszcz nie wchodzi do
skalowanej czgsci thuszczomierza i regulowanie korkiem nie daje rezultatow, na-
lezy doda¢ roztworu kwasu siarkowego, wytrzasa¢ i ponownie wirowac.

Ze skali thuszczomierza odczytuje si¢ bezposrednio procentowa zawartosé
thuszczu w produkcie. Przy oznaczaniu ttuszczu w mleku, produktach mlecz-
nych i wyrobach garmazeryjnych odczytuje si¢ wynik, biorac pod uwage menisk
dolny warstwy thuszczowej, a przy oznaczeniu ttuszczu w mleku odtluszczonym
odczytuje si¢ procent thuszczu wedtug menisku gornego.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

Heksan

Kwas solny stezony (d= 1,19 g-em™ lub d = 1,125 g-cm™ — tab. 4)

Kwas siarkowy stgzony — roztwor o odpowiednim stgzeniu w zaleznos$ci od ro-
dzaju produktu (tab. 5)

Alkohol izoamylowy (d = 0,815 g-cm )

Wata odttuszczona

Piasek odttuszczony
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Sprzet i aparatura:

Suszarka

Eksykator

Aparat Soxhleta

LaZnia wodna (wrzaca) w zestawie do ekstrakcji thuszczu
Kuchenka elektryczna

Waga analityczna

Thluszczomierze Gerbera

Wiréwka Gerbera

LaZnia wodna z termostatem

Gilzy ekstrakcyjne lub twarda bibuta
Saczki $redniej twardosci
Mozdzierz porcelanowy

PiSmiennictwo

KOCJAN R.: Chemia analityczna. Podrecznik dla studentéw. Tom 2. Wydawnictwo Lekar-
skie PZWL, Warszawa 2000.

KRELOWSKA-KULAS M.: Badanie jakosci produktow spozywczych. PWE, Warszawa 1993.

KUNACHOWICZ H., NADOLNA 1., IWANOW K., PRZYGODA B.: Warto$¢ odzywcza
produktow spozywczych i typowych potraw. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warsza-
wa 2018.

NOGALA-KALUCKA M. (red.):Analiza zywno$ci. Wybrane metody oznaczen jako$cio-
wych i ilo§ciowych sktadnikow zywnosci. Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, Poznan 2016.

OBIEDZINSKI M. (red.). Wybrane zagadnienia z analizy zywnosci. Wydawnictwo SGGW,
Warszawa 2009.

Official Methods of Analysis of the AOAC. Wyd. XX. Association of Official Analytical
Chemists, Rockville MD 2016.
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METODY 0ZNACZANIA ZAWARTOSCI POPIOLU W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Agata Wawrzyniak

Wprowadzenie

Proces mineralizacji jest jednym z podstawowych etapow poprzedzajacych
oznaczanie zawarto$ci sktadnikow mineralnych w produktach spozywczych.
Podczas tego procesu zwiazki organiczne, to jest biatka, tluszcze, weglowodany,
zostaja utlenione do dwutlenku wegla, tlenku wodoru i amoniaku, a sktadniki
mineralne sg przeprowadzone bezposrednio do roztworu (mineralizacja ,,na mo-
kro”) lub po rozpuszczeniu popiolu w stezonych kwasach mineralnych (minera-
lizacja ,,na sucho”).

Wsrod metod mineralizacji substancji organicznych (utleniania) mozna wy-
ro6zni€ trzy grupy:
= mineralizacje¢ ,,na sucho” — spopielanie w wysokiej temperaturze;
= mineralizacje¢ ,,na mokro” — utlenianie substancji organicznych za pomo-

ca mocnych kwasow mineralnych, to jest kwasu azotowego, siarkowego

lub nadchlorowego w kolbach Kjeldahla, w temperaturze wrzenia kwasow

(120-330°C), az do uzyskania klarownego roztworu;
= mineralizacj¢ poprzez stapianie préobki produktu z substancjami utle-

niajacymi.

W analizie produktow spozywczych znalazly powszechne zastosowanie
dwie pierwsze metody.

Spopielanie

Popiotem nazywamy pozostatos¢ otrzymana po catkowitym spaleniu (mine-
ralizacji ,,na sucho”) probki badanego produktu spozywczego.

Poziom popiotu w zywnosci jest miarg zawartosci w niej sktadnikow mi-
neralnych niezbednych do normalnego funkcjonowania organizmu cztowieka.
Termin ten nie odpowiada doktadnie pojgciu sktadnikéw mineralnych, poniewaz
w czasie procesu spalania moga ulegac stratom niektore ze zwiazkow (np. chlor-
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ki). Ponadto popiot moze zawiera¢ w swoim sktadzie substancje obce dodawane
celowo (s6l kuchenna) oraz zanieczyszczenia (piasek, srodki chemiczne).

Gtownymi sktadnikami popiotu sa: potas, s6d, wapn, magnez, zelazo, siar-
ka, fosfor i chlor. Inne metale i metaloidy wystgpuja w popiele w mniejszych
ilosciach.

Zawarto$¢ popiolu w wybranych produktach spozywczych, w g-(100 g)™

czesci jadalnych

[Kunachowicz i in. 2017]:
®  otrgby pszenne -6,0
= mleko w proszku pelne -6,0
B pasiona ro$lin straczkowych (suche) —3,0-5,0
B sery podpuszczkowe -3,0-5,0
= wedliny -2,0-5,0
= ryby i przetwory rybne -1,0-2,0
B jajo kurze cate -1,0
B mieso -0,4-1,0
= mleko i przetwory mleczne -0,5-1,0
B przetwory zbozowe -0,2-2,0
B owoce i warzywa Swieze -0,5-1,5
®m  thuszcze -0,2

Badania zawarto$ci popiolu w produktach spozywczych przeprowadza si¢

w celu:

m  okreslenia warto$ci odzywczej produktow (oznaczenie popiotu jest punktem
wyjscia do oznaczenia wystgpujacych w jego sktadzie wybranych sktadni-
kéw mineralnych);
oznaczenia zawarto$ci metali cigzkich (np. kadmu, otowiu);
okreslenia poziomu zanieczyszczen mineralnych zywnosci;
oceny jakos$ci badanych produktéw spozywczych.

Na charakterystyke popiotu sktada si¢ oznaczenie:
®  zawartosci popiotu catkowitego (surowego);
zawartosci popiolu nierozpuszczalnego w 10-procentowego kwasie sol-
nym;
zawartos$ci popiotu czystego;
zawartos$ci popiolu rozpuszczalnego w wodzie;
odczynu popiotu;
jego sktadu mineralnego.

Popiét catkowity (surowy) jest to masa popiotu oznaczonego bezposrednio po
mineralizacji (spopieleniu) probki produktu. Popiot catkowity jest wyznacznikiem
wartosci zywieniowej, moze zawiera¢ tez §lady zanieczyszczen (np. piasku).
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Popidl nierozpuszczalny w 10-procentowym HCI wskazuje gldéwnie na
zawarto$¢ piasku, ktory nie rozpuszcza si¢ w 10-procentowym HCI, okresla czy-
sto$¢ produktu.

Popidl czysty nie zawiera piasku:

popidt surowy — piasek = popiodt czysty

Popidl rozpuszczalny w wodzie jest to frakcja zwiazkéw rozpuszczalnych,
gléwnie soli sodu 1 potasu oraz chlorkow i1 weglanow, wytugowanych z uzyciem
goracej wody destylowanej z popiotu catkowitego, uzyskanego po spopieleniu
probki produktu.

Odczyn popiolu okresla kwasowos¢ (przewaga Cl, P, S — produkty zbo-
zZowe, jaja, migso, ryby) lub alkaliczno$¢ popiotu (wigcej K, Na, Ca, Mg — wa-
rzywa, owoce, mleko) w zaleznosci od tego, ktore z pierwiastkow wystepuja
w produkcie w przewadze. Odczyn ten okresla si¢ metodami alkacymetryczny-
mi, a wynik wyraza si¢ w centymetrach szesciennych kwasu lub zasady potrzeb-
nych do zobojgtnienia popiotu zawartego w produkcie.

Najczesciej stosowany sposob spopielania polega na ogrzewaniu probki pro-
duktu w parowniczkach lub tyglach porcelanowych, kwarcowych badz platyno-
wych, w dostegpie powietrza, zazwyczaj w piecach muflowych.

Podczas mineralizacji ,,na sucho”, w wyzszej temperaturze, istnieje mozli-
wos¢ strat sktadnikéw mineralnych (np. siarki, chlorkéw), dlatego tez proces ten
musi by¢ prowadzony w znormalizowanych warunkach, a istotnymi czynnikami
wymagajacymi kontroli sa: temperatura, czas spalania i stosowane naczynia.

Dla wigkszosci produktow zalecana jest temperatura spopielania 550°C.
W przypadku zb6z i produktéw zbozowych spopielanie prowadzi si¢ w tempe-
raturze 900°C (nie zawieraja chlorkow). Czas spopielania wynosi 16—18 godzin.
Kroétszy czas procesu stosowany jest zwykle do materiatu ro§linnego lub w przy-
padku matych nawazek.

Szybkos¢ mineralizacji zalezy od sktadu badanego materiatu. Trudniej spo-
pielaja si¢ produkty zawierajace duze ilo$ci biatka lub z przewaga pierwiastkéw
kwasotworczych (zawierajace sole tatwo topliwe — chlorki i fosforany). Aby
zapobiec stratom chloru 1 fosforu, nalezy doda¢ przed mineralizacja substancje
alkalizujace, na przyktad octan magnezu.

W przypadku oznaczania w popiele miedzi nalezy unikac tygli kwarcowych,
gdyz tworza one z miedzia kompleksy krzemowo-miedziowe.

Przed przystapieniem do mineralizacji, w celu nadania wigkszej porowato-
Sci spopielanemu materialowi, stosuje si¢ mieszanie probki z czystym piaskiem
lub pumeksem.

Produkty potptynne lub ptynne (np. soki) przed procesem spalania nalezy
zagesci¢ na tazni wodne;j.
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Jezeli spopielanie zachodzi opornie, mozna stosowa¢ dodatek substancji
przyspieszajacych utlenianie sktadnikéw probki. W tym celu tygiel z czgsciowo
spalonymi substancjami organicznymi chtodzi si¢ i dodaje kilka kropel kwasu
azotowego lub nadtlenku wodoru, ciecz odparowuje, a pozostato§¢ wypraza.
Otrzymana probka popiolu ma by¢ wolna od §ladow wegla.

Wstepne zweglanie probki produktu nad palnikiem gazowym nalezy pro-
wadzi¢ przy mozliwie stabym ptomieniu gazu, aby zapobiec stratom substancji
porywanych w postaci pytu przez gaz, ulotnieniu sig czgsci soli (np. chlorkow),
jak tez nie utrudnia¢ dostgpu powietrza do probki.

Wykonanie ¢wiczenia

W ramach ¢wiczenia studenci zapoznaja si¢ z podstawowymi metodami
okreslania zawarto$ci popiotu oraz jego odczynu, w zaleznos$ci od rodzaju bada-
nego produktu spozywczego.

Oznaczenie catkowitej zawartoSci popiotu

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na spopieleniu (mineralizacji ,,na sucho”) prébki produk-
tu w temperaturze 900°C w przypadku produktow zbozowych niezawierajacych
chlorkow lub w temperaturze 550°C w przypadku innych produktow spozyw-
czych, po uprzednim jej zweggleniu.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do tygla porcelanowego lub kwarcowego, uprzednio doprowadzonego
do stalej masy 1 zwazonego, odwazy¢ 4 g jednorodnej probki badanego pro-
duktu spozywczego z doktadnoscia do 0,0001 g. Probke zwegli¢ na kuchence
elektrycznej lub nad ptomieniem palnika pod wyciagiem, po ostudzeniu dodac¢
5 cm’ stezonego kwasu azotowego i odparowaé pod wyciagiem do zakoficze-
nia wydzielania si¢ dymow. Zweglona probke umiesci¢ w piecu muflowym
w temperaturze 550 lub 900°C, w zaleznos$ci od produktu, na 16—18 godzin, az
do uzyskania jasnego, wolnego od sladow wegla popiotu. Po tym czasie probke
przenies¢ do eksykatora i po ochtodzeniu do temperatury pokojowej zwazy¢ na
wadze analitycznej. W celu sprawdzenia skutecznos$ci spopielenia probke prazy¢
dodatkowo przez 30 minut, po czym powtérnie zwazy¢. Rdznica mas oznaczo-
nych w obu wypadkach nie moze przekracza¢ 0,0002 g.

Z ro6znicy mas tygla z popiotem i tygla pustego, po uwzglednieniu wielkosci
nawazki, obliczy¢ zawarto$¢ popiotu catkowitego w 100 g produktu.
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Oznaczenie zawartosci popiolu rozpuszczalnego w wodzie

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na wylugowaniu goraca woda dejonizowana frakcji
zwiazkoéw rozpuszczalnych, gtownie soli sodu i potasu oraz chlorkéw 1 we-
glanow, z popiolu catkowitego, uzyskanego po mineralizacji probki produktu
w temperaturze 550°C.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do tygla z popiotem catkowitym dodaé 10-15 cm’ wody dejonizowanej
1 ogrzewac calos¢ przez 5 minut pod przykryciem. Po doktadnym wymieszaniu
zawarto$¢ tygla przenie$¢ na twardy saczek bezpopiotowy, przemyty uprzednio
woda dejonizowana. Przesacz zbiera¢ do wyprazonej i zwazonej parownicy.
Proces wymywania zwiazkow mineralnych z uzyciem goracej wody dejonizo-
wanej powtorzy¢ trzykrotnie, kazdorazowo poptukujac doktadnie tygiel i osad
na saczku, do uzyskania 40-50 cm’® przesaczu. Po zakonczeniu ekstrakcji pa-
rownicg umiesci¢ we wrzacej fazni wodnej w celu odparowania wody. Probki
dosuszy¢ w suszarce w temperaturze 130°C. Sucha pozostato$¢ prazy¢ w piecu
w temperaturze 550°C przez 30 minut, po czym ostudzi¢ parownice w eksyka-
torze i zwazy¢.

Z rdznicy mas parownicy z popiotem i parownicy pustej, po uwzglednieniu
wielko$ci nawazki, obliczy¢ zawarto$¢ popiotu rozpuszczalnego w 100 g pro-
duktu.

Oznaczenie zawartosci popiolu nierozpuszczalnego w 10-procentowym
kwasie solnym

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na okresleniu masy czgsci popiotu catkowitego, ktora nie
zostaje rozpuszczona w 10-procentowym kwasie solnym.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do tygla z popiotem catkowitym doda¢ 5 cm® 10-procentowego kwasu sol-
nego i ogrzewac cato$¢ przez 15 minut na wrzacej tazni wodnej pod przykryciem.
Po ochtodzeniu zawarto$¢ tygla przenies¢ ilo§ciowo na saczek bezpopiotowy,
z uzyciem goracej wody dejonizowanej, przemywajac kilkakrotnie tygiel i osad
na saczku goraca woda. Osad wraz z saczkiem umiesci¢ w tyglu, catos¢ suszy¢
przez 30 minut w temperaturze 130°C, zwegli¢ i spopieli¢ w piecu muflowym
w temperaturze 920°C do uzyskania jasnego popiotu.
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Z r6znicy mas tygla z popiotem i tygla pustego, po uwzglednieniu wielko-
sci nawazki, obliczy¢ zawarto$¢ popiotu nierozpuszczalnego w 10-procentowym
kwasie solnym w 100 g produktu.

Oznaczenie odczynu popiotu

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na rozpuszczeniu popiotu catkowitego w kwasie siarko-
wym 1 odmiareczkowanie nadmiaru kwasu roztworem zasady.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do tygla z popiolem catkowitym doda¢ doktadnie odmierzona ilos¢ 20 cm’
0,05 mol-dm™ kwasu siarkowego. Catos¢ po doktadnym wymieszaniu przeniesé
z uzyciem goracej wody dejonizowanej do zlewki, po czym ogrzewac przez 15 mi-
nut, utrzymujac roztwor w stanie fagodnego wrzenia. Po schtodzeniu probke mia-
reczkowaé roztworem wodorotlenku sodowego o stezeniu 0,1 mol-dm™ wobec feno-
loftaleiny. Wykonaé probe $lepa, miareczkujac 20 cm® H,SO, roztworem NaOH.

Uzyskany wynik, przekraczajacy 20 cm’ uzytej zasady, Swiadczy o przewa-
dze pierwiastkéw kwasotworczych w badanym materiale, a wynik mniejszy od
20 cm’ — o przewadze pierwiastkow alkalicznych. W pierwszym przypadku wy-
nik nalezy przedstawi¢ jako ilos¢ cm® zasady sodowej o stezeniu 0,1 mol-dm™,
a w drugim jako ilo$¢ cm’ kwasu siarkowego o stezeniu 0,05 mol-dm, potrzeb-
nych do zobojgtnienia popiotu uzyskanego ze 100 g produktu.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

Kwas azotowy stezony (d = 1,14 g-cm )

HCI, roztwor wodny 10-procentowy

H,S0,, roztwér wodny 0,05 mol-dm™

NaOH, roztwor wodny 0,1 mol-dm™
Fenoloftaleina, roztwor alkoholowy 1-procentowy

Sprzet i aparatura:

Waga analityczna

Laznia wodna z termostatem
Kuchenka elektryczna
Palnik Bunsena

Piec muflowy

Eksykator
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(ZNACZENIE ZAWARTOSCI WAPNIA I ZELAZA W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Agata Wawrzyniak

Wprowadzenie

Wedtug obecnych pogladéw do prawidtowego funkcjonowania organizmu
cztowieka niezbgdnych jest co najmniej 17 sktadnikéw mineralnych, do szcze-
gdlnie za$ istotnych naleza wapn i zelazo.

Wapii

Wapn jest pierwiastkiem nalezacym do grupy makroelementow, dostarcza-
nym do diety gtoéwnie z mlekiem 1 jego przetworami 1 z tych tez produktow jest
najlepiej absorbowany.

Wykorzystanie wapnia z diety zalezy od formy chemicznej i obecnosci
W pozywieniu substancji wptywajacych na jego rozpuszczalnos¢. Niskie pH,
obecno$¢ aminokwasoéw zasadowych, laktozy, kwasow organicznych, a takze
obecno$¢ witaminy D i odpowiedni stosunek wapnia do fosforu zwigkszaja jego
wykorzystanie.

Zawarto$¢ wapnia w wybranych produktach spozywczych, w mg:(100 g)™
czesci jadalnych
[Kunachowicz i in. 2018]:

®  sery podpuszczkowe —400-1300
= mleko, przetwory mleczne, sery twarogowe — 50-200
B jajo kurze cate - 50

= maki, pieczywo, kasze do - 50

B npasiona ro$lin straczkowych (suche) — 50-250
B migso i przetwory migsne, ryby - 5-50

B owoce i warzywa Swieze —do 100

Nalezy zaznaczy¢, ze produkty roslinne, mimo duzej niekiedy zawartosci
w nich wapnia, nie sa dobrym zrodtem tego sktadnika ze wzglgdu na obecno$¢
takich substancji, jak: fityniany, szczawiany i btonnik, utrudniajacych wyko-
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rzystanie sktadnikow mineralnych. Na gorsze wykorzystanie wapnia wptywaja
takze: wyzsze pH, obecnos¢ ttuszczu, jak tez duza zawartos¢ fosforu w racji
pokarmowe;.
Wapn z dziennej racji pokarmowe;j jest absorbowany na poziomie 30-40%.
Wsréd metod oznaczania wapnia najszersze zastosowanie znalazly cztery
nizej opisane metody.

Metoda manganometryczna (objetosciowa) — wapn znajdujacy si¢ w roz-
tworze zmineralizowanej probki produktu, pod postacia chlorku wapniowego,
wytraca si¢ w Srodowisku kwasnym pod wptywem dodanego szczawianu amo-
nowego, tworzac szczawian wapniowy. Po rozpuszczeniu szczawianu wapnio-
wego w kwasie siarkowym miareczkuje si¢ wolny kwas szczawiowy roztworem
nadmanganianu potasowego i oblicza ilo$¢ zwiazanego z nim wapnia:

2KMnO, + 5C,0,Ca + 8H,S0, — K,SO, + 2MnSO, + 10CO, + 8H,0 + 5CaS0,

Metoda ta nalezy do metod klasycznych, jest dos¢ pracochtonna, nie wyma-
ga skomplikowanej aparatury i oznacza si¢ stosunkowo duza precyzja.

Metoda kompleksometryczna z wersenianem dwusodowym (objgtos-
ciowa) polega na miareczkowaniu wapnia w zmineralizowanej probce produktu
roztworem wersenianu dwusodowego w obecnosci wskaznika mieszaniny mu-
reksydowej, ktorego barwa zmienia si¢ od szaror6zowej do niebieskofioletowe;.

Oznaczenie wapnia metoda kompleksometryczna utrudnia ewentualna obec-
no$¢ w roztworze metali cigzkich, mogacych tworzy¢ z mureksydem kompleksy
barwne oraz duza czuto$¢ metody na obecno$¢ szczawianéw, fosforanow, ktore
tworza ze wskaznikiem silniejsze kompleksy niz kompleks oznaczanych katio-
ndéw, a roztwor nie zmienia zabarwienia nawet po dodaniu nadmiaru wersenianu;
jak tez stosunkowo trudny do uchwycenia koncowy punkt miareczkowania.

Metoda fotometrii plomieniowej polega na pomiarze w roztworach zmi-
neralizowanej probki natgzenia promieniowania emitowanego przez wzbudzone
atomy wapnia w ptomieniu palnika. Okreslenie zawarto$ci wapnia w probie od-
bywa si¢ na podstawie odczytu z krzywej wzorcowej. Metoda ta wymaga usunig-
cia jonéw interferujacych, a szczegodlnie fosforandw poprzez dodatek roztworu
kompleksujacego, na przyktad azotanu cyrkonu, lub usunigcia wyzej wspomnia-
nych zwiazkdéw na jonitach.

Metada atomowej spektrofotometrii absorpcyjnej (ASA) polega na po-
miarze absorpcji promieniowania lampy katodowej przy dlugosci fali rezonan-
sowej 422,7 nm przez wolne atomy wapnia znajdujace si¢ w roztworze probki
wprowadzonej do plomienia palnika acetyleno-powietrznego w formie rozpy-
lonej. Mierzona absorpcja jest proporcjonalna do st¢zenia danego pierwiastka.
Zawarto$¢ wapnia w probie odczytuje si¢ na podstawie krzywej standardowe;.
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Interferencja jonéw fosforanowych usuwana jest przez stosowanie dodatku soli
strontu lub lantanu do badanych roztwordéw. Metoda ta zalecana jest ze wzgledu na
selektywno$¢ oznaczen, duza czuto$¢ oraz szybko$¢ przeprowadzanych analiz.

Telazo

Zelazo jest do$¢ szeroko rozpowszechnionym w naturze mikroelemen-
tem, jednak jego wykorzystanie z dziennej racji pokarmowej jest stosunko-
wo mate i wynosi $rednio 10%, w produktéw pochodzenia roslinnego od
1 do 5%, natomiast w przypadku migsa, w ktérym wystepuje gtownie w postaci
hemowej (mioglobina, hemoglobina), do 30%.

Absorpcja zelaza nichemowego zalezy w duzej mierze od sktadu diety. Na
obnizenie jej wplywa obecnos¢ fityniandw, szczawianow, tanin, fosforanow, za-
sadowe pH, niektdre biatka roslinne, wysoki poziom thuszczu, obecnos¢ wapnia,
cynku, kadmu i manganu. O zwigkszeniu wykorzystania za$ decyduje obecnos¢
kwasu askorbinowego, kwasu foliowego, tak zwany meat factor — czynnik wy-
stepujacy w biatkach mig$niowych, oraz niektore aminokwasy (histydyna, L-cy-
steina) i obecno$¢ miedzi.

Zawartos$¢ zelaza w wybranych produktach spozywczych, w mg:(100 g)‘1

czesci jadalnych

[Kunachowicz i in. 2018]:
®  watroba wieprzowa -19,0
®  otrgby pszenne - 15,0
m  76ltko jaja kurzego -7,0
B npasiona ro$lin straczkowych (suche) —5,0-8,0
®  maki, pieczywo, kasze -1,0-4,0
B jaja kurze cale -2,0
B migso i wedliny -1,0-3,0
B owoce i warzywa Swieze -0,5-2,0
®  ryby i przetwory rybne -0,2-1,5
= mleko i przetwory mleczne -0,1-1,0

Do oznaczania zelaza zaleca si¢ metode atomowej spektrofotometrii absorp-
cyjnej i metody kolorymetryczne.

Metoda atomowej spektrofotometrii absorpcyjnej (ASA) polega na po-
miarze absorpcji promieniowania lampy katodowej przy dlugosci fali 248,3 nm
przez wolne atomy zelaza znajdujace si¢ w roztworze zmineralizowanej probki
wprowadzonej do ptomienia w formie rozpylonej. Zawarto$¢ zelaza w probie
odczytuje si¢ na podstawie krzywej standardowe;.
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Metody kolorymetryczne oparte sa na oznaczeniach jonow zelazowych
(Fe3+), to jest metoda rodankowa i metoda z kwasem sulfosalicylowym, oraz
na oznaczeniach jondw zelazawych (Fe’"), to jest metoda z orto-fenantroling
i metoda z 2,2-dwupirydylem.

Czesciej do oznaczen zelaza stosowane sa metody oparte na oznaczeniu jo-
noéw zelazawych (Fe’") ze wzgledu na:
®  wigksza trwatos¢ utworzonych barwnych kompleksow w czasie;
®  odporno$¢ zelaza zwiazanego w barwnych kompleksach na utlenianie;
= maty wpltyw substancji obecnych w roztworze na oznaczenie;
= pH roztworu oznaczanego powyzej 4 zapobiega interferencji fosforanow,

szczawianow czy fluorkow.

Wykonanie ¢wiczenia

W ramach ¢wiczenia studenci zapoznaja si¢ z kolorymetryczna (orto-fenan-
trolinowa) metoda oznaczania Zelaza oraz kompleksometrycznga metoda ozna-
czania wapnia.

Sktadniki mineralne, czyli te pierwiastki, ktore pozostaja po mineralizacji
probki produktu, oznacza si¢ w produktach spozywczych po uprzednim spopie-
leniu probki (mineralizacja ,,na sucho”) i rozpuszczeniu otrzymanego popiotu
w kwasach lub po bezposrednim utlenieniu substancji organicznych mocnymi
kwasami mineralnymi (mineralizacja ,,na mokro”).

Przygotowanie probki popiotu do oznaczen wapnia i zelaza

W celu przygotowania zmineralizowanej probki produktu do oznaczenia
w niej zawartos$ci sktadnikow mineralnych nalezy otrzymany popiot catkowity
(éwiczenie 7) rozpuscié w 5 cm’ stezonego kwasu solnego, cato$¢ odparowaé nad
ptomieniem palnika pod wyciagiem do sucha, a nastgpnie ponownie rozpuscic¢
w 5 cm’ stezonego kwasu solnego i odparowa¢ do potowy objetosci. Zawarto$é
tygla przeniesé ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’ i uzupetnié
do kreski woda dejonizowana, uzyskujac roztwor podstawowy.

Oznaczanie zawartosci zelaza metoda orto-fenantrolinowa

Z.ASADA METODY

Wykonanie pomiaru absorbancji utworzonego barwnego potaczenia orto-
-fenantroliny z jonami zelazawymi (Fe*"), po uprzedniej redukcji jonow zela-
zowych (Fe®") chlorowodorkiem hydroksyloaminy, w $rodowisku stabo kwa-
snym (pH 4). Intensywnos$¢ powstatego zabarwienia mierzy si¢ przy dtugosci
fali §wietlnej 510 nm.
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WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie krzywej standardowej (wzorcowej)

Do pigciu kolb miarowych o pojemnos$ci 50 cm’ pobra¢: 0,2; 0,4; 0,6; 0,8
i 1,0 cm’ przygotowanego roztworu standardowego zelaza (co odpowiada ilosci
20-100 pg zelaza w poszczegdlnych kolbach). Nastepnie do wszystkich kolb
dodaé po 2 cm® 10-procentowego roztworu chlorowodorku hydroksyloaminy;
a po kilku minutach 10 cm® buforowego roztworu octanu sodowego i 2 cm’ 0,1-
-procentowego roztworu orto-fenantroliny, po czym catos¢ dopeti¢ woda dejo-
nizowana do kreski.

Wykona¢ probg odczynnikowa, tak zwana Slepa.

Pomiar absorbancji przeprowadzi¢ po uptywie okoto 1 godziny (trwalos¢
zabarwienia okoto 24 godzin) przy dlugosci fali §wietlnej 510 nm. Wykresli¢
krzywa standardowa.

Oznaczenie zawartosci Zelaza w badanej probce

Z roztworu podstawowego zmineralizowanej probki produktu pobraé taka
ilo§¢ roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 50 cm’, ktéra zawierataby okoto
40 ng zelaza (zakres odczytu z krzywej standardowej 0—100 pg Fe na 50 cm’).
Dalej postgpowac jak przy sporzadzaniu krzywej standardowej, dodajac odpo-
wiednio chlorowodorek hydroksyloaminy, bufor octanowy i orto-fenantroling
w odpowiednich ilosciach.

Pomiar absorbancji wykona¢ po 1 godzinie wobec proby slepej odczynni-
kowej.

W razie zmgtnienia badanego roztworu po dodaniu buforu octanowego nale-
zy zamiast niego dodac¢ 10 cm’ 10-procentowego roztworu cytrynianu sodowego
1 dalej postgpowac jak wyzej. Pomiar absorbancji wykona¢ nie wcze$niej niz po
3 godzinach.

Zawartos¢ zelaza odczyta¢ z krzywej standardowej, a nastepnie, uwzgled-
niajac odpowiednie rozcienczenia, poda¢ w miligramach na 100 g badanego pro-
duktu.

Oznaczanie zawartoSci wapnia metoda kompleksometryczna

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na miareczkowaniu wapnia w zmineralizowanej prob-
ce produktu roztworem wersenianu dwusodowego (sola sodowa kwasu etyle-
nodwuaminoczterooctowego) w obecnosci wskaznika mieszaniny — mureksydu
1 zieleni naftolowej, ktorego barwa zmienia si¢ od szaror6zowej do niebiesko-
fioletowe;.

Dziatanie wskaznika polega na tworzeniu w obecnosci NaOH barwnego
kompleksu mureksydu z wapniem (Cal"). Miareczkowanie tego kompleksu wer-
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senianem (H,Y*") daje w punkcie rownowaznikowym zmiang barwy zwiazana
z ,,wyparciem” mureksydu (I") z kompleksu z wapniem 1 z utworzeniem kom-
pleksu wersenianu z wapniem (CaY?):

Cal' + H,Y* M2 Cay* + 2H + T
barwa barwa
szarorozowa niebieskofioletowa

Zielen naftolowa dodana do wskaznika utatwia uchwycenie zmian barwy.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do kolby stozkowej o pojemnosci 100 cm® pobraé taka ilo§é¢ roztworu pod-
stawowego zmineralizowanej probki produktu, aby zawierata 40-200 pg wap-
nia, po czym dodaé do 10 cm® wody dejonizowanej. Cato$é alkalizowaé 1,6 cm’
roztworu NaOH o stezeniu 2 mol-dm™.

Probe miareczkowa¢ wobec 50 mg dodanego wskaznika mianowanym
roztworem wersenianu sodowego o stezeniu 0,001 mol-dm™. Jeden cm’® wer-
senianu sodowego o stezeniu 0,001 mol-dm > odpowiada 0,04008 mg jondéw
wapnia.

Zawartos¢ wapnia w badanych produktach wyrazi¢ w gramach na 100 g
produktu, uwzgledniajac rozcienczenia.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

Kwas solny stezony (d = 1,19 g-em™)

Standardowy roztwor zelaza — odwazy¢ 0,7023 g soli Mohra (NH,),Fe(SO,),
i utlenié¢ zelazo, dodajac 5 cm’® 3-procentowego roztworu nadtlenku wodoru;
nadmiar nadtlenku wodoru roztozy¢ przez ogrzewanie na tazni wodnej; po
ochtodzeniu cato$¢ dopetnié¢ woda dejonizowana do 1000 cm® (1 cm® roz-
tworu zawiera 100 pg Fe)

H,0,, roztwor wodny 3-procentowy

Chlorowodorek hydroksyloaminy, roztwor wodny 10-procentowy (przechowy-
wacé w butelce z ciemnego szkta w temp. 5°C)

Octanowy roztwor buforowy — 41,5 g bezwodnego octanu sodowego cz.d.a. wysu-
szonego w temperaturze 100°C rozpuscié¢ w 500 cm® wody dejonizowane;j

Orto-fenantrolina, roztwor wodny 0,1-procentowy (przechowywaé w butelce
z ciemnego szkta w temp. 5°C)

NaOH, roztwér wodny 2 mol-dm ™

Wersenian sodowy, roztwér wodny 0,001 mol-dm

Wskaznik — 0,20 g mureksydu i 0,50 g zieleni naftolowej utrze¢ z 50 g NaCl
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Sprzet i aparatura:

Palnik Bunsena

Eksykator

Spektrokolorymetr lub spekrofotometr, dlugos¢ fali 510 nm
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()ZNACZANIE ZAWARTOSCI MAGNEZU I MIEDZI W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Agata Wawrzyniak

Wprowadzenie

Magnez

Magnez jest najwazniejszym, obok potasu, kationem wewnatrzkomorko-
wym, aktywujacym okoto 300 enzymow, jest pierwiastkiem nalezacym do grupy
makroelementow.

Przecigtna absorpcja magnezu z diety wynosi 30—40%. Glownym zroédtem
tego sktadnika sa produkty roslinne (zbozowe oraz ziemniaki).

Zawarto§¢ magnezu w wybranych produktach spozywcezych, w mg-(100 g)™
czeSci jadalnych
[Kunachowicz i in. 2017]:

®  otrgby pszenne —490

®  kakao 16%, proszek —420

= migdaly -270

®  kasza gryczana —218

B npasiona ro$lin straczkowych (groch, fasola) — 125-170
®  orzechy — 90-180
®m  czekolady — 54-165
®  produkty zbozowe (zaleznie od wymiatu) — 10-100
B migso i przetwory migsne - 10-36
= ryby i przetwory rybne — 12-45
B jajo kurze cate - 12

®  mleko i przetwory mleczne - 830
B warzywa §wieze - 10-50
B owoce $§wieze - 240

Przyswajalno$¢ magnezu ogranicza duza zawartos$¢ thuszczu w diecie (two-
rzenie si¢ mydetl magnezowych) oraz obecno$¢ celulozy, hemicelulozy, fitynia-
now, tanin, szczawianow, jak tez zwigkszone ilosci wapnia i1 fosforu. Obecno$¢



76 A. Wawrzyniak

biatka i laktozy przyczynia si¢ do wzrostu wykorzystania tego pierwiastka ze
spozywanej diety. Witamina D odgrywa natomiast znacznie mniejsza rolg we
wchtanianiu magnezu niz w przypadku wapnia.

Wsrdéd metod oznaczania magnezu zastosowanie znalazty metody: wagowa,
kompleksometryczna, kolorymetryczna, fotometrii plomieniowej i atomowej
spektrofotometrii absorpcyjnej (ASA).

Metoda wagowa, jako wyjatkowo pracochtonna, jest obecnie rzadko sto-
sowana.

Wada metody kompleksometrycznej jest konieczno$¢ usuwania substancji
interferujacych (gtownie aniondw fosforanowych 1 kationdéw wapnia) oraz za-
chowanie odpowiedniego stezenia jonow wodorowych, a takze stabo widoczna
1 powolna zmiana barwy w punkcie rownowaznikowym pomimo stosowania
roznych wskaznikow, takich jak mureksyd czy czern eriochromowa.

Metody kolorymetryczne oznaczania magnezu naleza do metod mato spe-
cyficznych i wymagaja wybiorczego oddzielenia magnezu od innych pierwiast-
kéw. W tym celu stosuje si¢ usuwanie fosforanéw na jonitach, zwiazki chelatuja-
ce magnez czy roztwory kompensacyjne zawierajace interferujace jony. Metody
te stosowane sg z uwagi na rdzne wyposazenie aparaturowe laboratoriow i brak
koniecznosci posiadania kosztownej aparatury badawcze;j.

Zastosowanie metody fotometrii plomieniowej do oznaczenh omawianego
pierwiastka wymaga pozbawienia badanego roztworu jondw interferujacych,
a szczegoblnie fosforandow poprzez dodanie roztworu kompleksujacego lub usu-
nigcie wyzej wymienionych zwiazkow na jonitach.

Metoda atomowej spektrofotometrii absorpcyjnej znajduje wspotczesnie
coraz szersze zastosowanie z uwagi na duza czuto$¢, szybkos$¢ i prostot¢ ozna-
czenia oraz powtarzalnos¢ wynikow. Czynnikiem ograniczajacym zasig¢g stoso-
wania tej metody jest konieczno$¢ posiadania specjalnej aparatury. Interferencja
anionow fosforanowych, kationéw wapniowych czy szczawianéw usuwana jest
poprzez zastosowanie soli strontu czy lantanu.

Miedz

Miedz zaliczana jest do pierwiastkow z grupy mikroelementéw. Podobnie
jak w przypadku magnezu, gtownym zrdédtem miedzi w naszej diecie sa produk-
ty roslinne (zbozowe i ziemniaki).

Zawarto$¢ miedzi w wybranych produktach spozywezych, w mg-(100 g)™
cze$ci jadalnych
[Kunachowicz i in. 2017]:

®  orzechy laskowe -1,29

B npasiona ro$lin straczkowych (suche) —0,48-1,20
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= podroby -0,35-1,00
®m  otrgby pszenne, zarodki pszenne -0,95

®m  czekolady -0,50-0,60
®  produkty zbozowe —-0,06-0,40
B jajo kurze cate —-0,06

B migso i przetwory migsne, ryby -0,02-0,25
= mleko, przetwory mleczne -0,01-0,07
B warzywa i owoce Swieze -0,01-0,19

Wykorzystanie miedzi z przeci¢tnej diety ksztaltuje si¢ u ludzi zdrowych na
poziomie 50% 1 zalezy migdzy innymi od skladu diety oraz postaci chemicznej,
w jakiej miedz wystegpuje.

Wochtanianie miedzi z dieta obniza zwigkszona podaz zelaza lub cynku, gdyz
pierwiastki te wspotzawodnicza o miejsca absorpcji. Fruktoza i kwas askorbino-
wy, z uwagi na wlasciwosci redukujace, moga powodowac przeksztatcenie mie-
dzi w posta¢ trudniej absorbowanego jonu miedziawego. Przyswajanie miedzi
obniza si¢ takze w obecnosci zwigkszonej ilosci siarczkéw, molibdenu, kadmu
oraz fitynianoéw. Z kolei miedz w potaczeniu z niskoczasteczkowymi zwigzkami
organicznymi, na przyktad z niektérymi aminokwasami, jest lepiej absorbowana
niz w formie siarczanu miedzi.

Do oznaczania miedzi zaleca si¢ metody: kolorymetryczne, polarograficzna
1 atomowej spektrofotometrii absorpcyjnej (ASA).

Do najczgsciej stosowanych metod kolorymetrycznych naleza metody
dwutiokarbaminianowa i ditizonowa, charakteryzujace si¢ duza czutoscia i se-
lektywnoS$cia oznaczenia. Metody te wymagaja jednakze wykonania czynnosci
wstepnych zwiazanych z oddzieleniem miedzi od pozostatych pierwiastkow
obecnych w badanym roztworze.

Metoda polarograficzna, rejestrujaca falg polarograficzna miedzi w roztwo-
rze zmineralizowanej probki, wymaga zastosowania odpowiedniego elektrolitu
podstawowego. Najczesciej stosowane sa rodanek potasowy, chlorek amonowy,
bufor octanowy oraz kwasny ftalan potasowy. Zastosowanie roztworu ftalanu
potasowego pozwala na rOwnoczesne oznaczenie w badanej probce oprocz mie-
dzi rdwniez cynku, po usunigciu zelaza z roztworu poprzez uzycie ditizonu jako
srodka kompleksotworczego.

Do metod znacznie szybszych i nowocze$niejszych nalezy metoda atomo-
wej spektrofotometrii absorpcyjnej, ktora umozliwia bezposredni pomiar mie-
dzi w roztworze zmineralizowanej probki ze wzgledu na nieistotny wptyw takich
pierwiastkow, jak: sod, potas, wapn czy magnez.

Wybdr metody oznaczenia miedzi w produktach spozywczych uzalezniony
jest od wyposazenia danego laboratorium.



78 A. Wawrzyniak

Wykonanie ¢wiczenia

W ramach ¢wiczenia studenci zapoznaja si¢ z metodami kolorymetryczny-
mi, to jest z metoda z zdlcienia tiazolowa wykorzystywana do oznaczenia ma-
gnezu oraz metoda ditiokarbaminianowa stosowana do oznaczenia miedzi.

Analiz¢ przeprowadza si¢ w roztworze popiotu uzyskanego ze spopielenia
probek produktow spozywczych w temperaturze nieprzekraczajacej 500°C (mi-
neralizacji ,,na sucho”) lub w roztworze uzyskanym z bezposredniego utlenienia
substancji organicznych mocnymi kwasami mineralnymi w kolbach Kjeldahla
(mineralizacji ,,na mokro”).

Przygotowanie probki popiotu do oznaczen magnezu i miedzi

W celu przygotowania zmineralizowanej probki produktu do oznaczenia
w niej zawartos$ci sktadnikow mineralnych nalezy otrzymany popiodt catkowity
(éwiczenie 7) rozpuscié w 5 cm® mieszaniny stezonego kwasu solnego i kwasu
azotowego, calo$¢ odparowac nad plomieniem palnika pod wyciagiem do su-
cha, a nastepnie ponownie rozpuéci¢ w 5 cm® mieszaniny stezonych kwasow
i odparowa¢ do potowy objetosci. Zawartos¢ tygla przenies¢ ilosciowo do kolby
miarowej na 100 cm® i uzupehié¢ do kreski woda dejonizowana, uzyskujac roz-
twor podstawowy.

Oznaczenie zawartoSci magnezu metoda kolorymetryczna z zélcienia
tiazolowa

Z.ASADA METODY

Wykonanie pomiaru absorbancji barwnego zwiazku powstatego na skutek
reakcji wodorotlenku magnezu z z6lcienia tiazolowa. Intensywnos$¢ powstatego
zabarwienia mierzy si¢ przy dtugosci fali S$wietlnej 540 nm.

Trwatos$¢ 1 intensywno$¢ potaczenia zalezne s od sposobu alkalizowania
proby, obecnosci innych jondéw w roztworze, temperatury roztworu i czasu po-
miaru. W celu zwigkszenia trwatosci zabarwienia dodaje si¢ hydroksyloaming,
a stosowana skrobia jako koloid ochronny zapobiega zmgtnieniu roztworu wsku-
tek koagulacji wodorotlenku magnezowego. W celu wyeliminowania interferen-
cji jondw obecnych w badanej probce uzywa si¢ roztworu kompensacyjnego
sktadajacego si¢ z roztworu soli: chlorku wapnia, siarczanu glinu, siarczanu ma-
gnezu, fosforanu potasu.
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WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie krzywej standardowej (wzorcowej)

Do kolb miarowych o pojemnosci 50 cm’ odmierzy¢ kolejno: 1,0; 2,0; 3,0;
4,0; 5,0 cm’ roztworu roboczego magnezu, zawierajacego w 1 cm’® 25 ug pier-
wiastka (co odpowiada ilosci 25-125 ng Mg w poszczegdlnych kolbach). Do
kazdej z kolb dodaé kolejno: 1 cm® 5-procentowego roztworu hydroksyloaminy,
5 cm’ mieszaniny 2-procentowego roztworu skrobi i roztworu kompensacyjnego
przygotowanej w stosunku objgtosciowym (v/v) 1 : 1, 1 em® 0,1-procentowego
roztworu zokcieni tiazolowej, 5 cm’ roztworu wodorotlenku sodowego o stezeniu
2,5 mol-dm . Calo$¢ uzupehic¢ woda dejonizowang do kreski, wymiesza¢. Po 20
minutach zmierzy¢ absorbancj¢ przy dlugosci fali 540 nm wobec proby slepej
odczynnikowej, zawierajacej wodg dejonizowanag zamiast standardu. Wykresli¢
krzywa standardowa.

Oznaczenie zawartosci magnezu w badanej probce

Z roztworu podstawowego zmineralizowanej probki produktu odmierzy¢
do kolby miarowej o pojemnosci 50 cm’® objeto$é roztworu zawierajaca oko-
to 75 pg magnezu (zakres odczytu z krzywej standardowej 0-125 pg Mg na
50 cm’). Dalej postepowacé jak przy sporzadzaniu krzywej standardowej, dodajac
kolejno wymienione ilo$ci odczynnikow. Po uptywie 20 minut wykona¢ pomiar
absorbancji w odniesieniu do réwnolegle przygotowanej proby slepej odczynni-
kowej.

Zawarto$¢ magnezu odczytac z krzywej standardowej, a nastgpnie, uwzgled-
niajac odpowiednie rozcienczenia, poda¢ w miligramach na 100 g badanego pro-
duktu.

Oznaczenie zawartosci miedzi metoda kolorymetryczna
ditiokarbaminianowa

ZASADA METODY

Wykonanie pomiaru absorbancji barwnego polaczenia miedzi z dietyloditio-
karbaminianem sodu (Na-DDTK) przy pH 8,5 w obecnosci soli dwusodowej
kwasu wersenianowego (EDTA-Na) jako substancji chelatujacej, po uprzedniej
ekstrakcji kompleksu karbaminianowego czterochlorkiem wegla. Intensywnosé
powstatego zabarwienia zmierzy¢ przy dhugosci fali Swietlnej 435 nm.

W celu usunigcia wplywu pierwiastkow przeszkadzajacych w oznaczeniu,
tworzacych barwne kompleksy karbaminianowe (zelazo, mangan, cynk), stosuje
si¢ jako srodek maskujacy wersenian sodowy, ktory w srodowisku winianowym
lub cytrynianowym przy pH 8-9 tworzy z tymi pierwiastkami bezbarwne pota-
czenia.
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WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie krzywej standardowej (wzorcowej)

Do rozdzielaczy o pojemnosci 100 cm’ odmierzy¢: 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0;
5,0 cm’ roztworu roboczego standardu miedzi (co odpowiada ilosci 0,20—50 pg
Cu w poszczegdlnych kolbach) i dopetnié¢ do 25 cm® roztworem kwasu siarko-
wego o stezeniu 1 mol-dm . Do kazdego rozdzielacza dodaé: 10 cm® roztworu
cytrynianowo-wersenianowego i 2 krople 0,1-procentowego roztworu bigkitu
tymolowego, a nastgpnie kroplami dodawac¢ roztwér wodorotlenku amonowego
o stezeniu 6 mol-dm™ do zmiany zabarwienia na zielone lub niebieskozielone.
Calo$¢ ochtodzié i dodaé 1 cm® 1-procentowego roztworu dietyloditiokarbami-
nianu sodowego i 15 cm’ czterochlorku wegla, po czym wytrzasaé energicznie
przez 2 minuty, pozostawiajac do rozdzielenia si¢ warstw. Przesaczy¢ warstwe
czterochlorkowa przez zwitek waty do probowki i zmierzy¢ absorbancje przy
dtugosci fali 435 nm w odniesieniu do préby $lepej odczynnikowej, zawierajace;j
wodg dejonizowang zamiast standardu. Wykresli¢ krzywa standardowa.

Oznaczenie zawarto$ci miedzi w badanej probce

Z roztworu podstawowego zmineralizowanej probki produktu odmierzy¢
do rozdzielacza o pojemnosci 100 cm’ objetos¢ roztworu zawierajaca okoto
25 ug miedzi (zakres odczytu z krzywej standardowej 0—-50 pg Cu) i uzupetnic¢ do
25 cm’® roztworem kwasu siarkowego o stezeniu 1 mol-dm>. Nastepnie dodaé
10 cm’ roztworu cytrynianowo-wersenianowego i postgpowaé dalej jak przy
sporzadzaniu krzywej standardowej, dodajac kolejno wymienione ilosci odczyn-
nikow. Pomiar absorbancji wykona¢ w odniesieniu do przygotowanej rownole-
gle proby slepej odczynnikowe;.

Zawarto$¢ miedzi odczyta¢ z krzywej standardowej, a nastepnie, uwzgled-
niajac odpowiednie rozcienczenia, poda¢ w miligramach na 100 g badanego pro-
duktu.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:
Kwas solny stezony (4= 1,19 g-cm ™)
Kwas azotowy stezony (d = 1,14 g-cm™)

Standardowe roztwory magnezu:

A — roztw6r podstawowy — 0,250 g metalicznego magnezu rozpusci¢ w 10 cm®
kwasu solnego o gestosci d = 1,19 g-em™; catosé dopetni¢ woda dejonizo-
wana do objetosci 250 cm® (1 cm’ roztworu zawiera 1 mg Mg)

B — roztwér roboczy — 25 cm ™ roztworu podstawowego rozcienczy¢ woda dejo-
nizowana w kolbie miarowej do objetosci 1000 cm’ (1 cm” roztworu zawiera

25 ug Mg)
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Hydroksyloamina, roztwor wodny S-procentowy

Skrobia, roztwor wodny skleikowany 2-procentowy

Roztwor kompensacyjny —rozpuscic¢ 5,51 g CaCl, - 6H,0; 0,74 g Al,(SO,); - 18H,0;
0,418 g MnSO, - 4H,0; 0,97 g K;PO, w 1000 cm’ wody dejonizowanej
z dodatkiem 10 cm’ stezonego kwasu solnego (4 = 1,19 g-ecm™)

Mieszanina roztworu skrobi 1 roztworu kompensacyjnego — zmieszac po 250 cm’
obydwu odczynnikow

Zbkcien tiazolowa (tytanowa), roztwér wodny 0,1-procentowy (trwato$¢ roztwo-
ru okoto 1 tygodnia)

NaOH, roztwor wodny 2,5 mol-dm™

Standardowe roztwory miedzi:

A —roztwor podstawowy — 0,3928 g CuSQO, - 5H,0 przenies¢ ilosciowo do kolby
miarowej o pojemnosci 100 cm’, doda¢ 4 cm® 10-procentowego kwasu siar-
kowego i dopehi¢ woda dejonizowana do kreski (1 cm’ roztworu zawiera
1 mg Cu)

B — roztwér roboczy — 5 cm® roztworu podstawowego rozcienczy¢ woda dejoni-
zowana w kolbie miarowej do objgtosci 50 em’ (roztwor posredni); nastep-
nie 5 cm’ roztworu posredniego rozcienczyé roztworem kwasu siarkowego
o stezeniu 1 mol-dm™ w kolbie miarowej do objetosci 50 cm® (1 cm’ roz-
tworu zawiera 10 pg Cu)

H,S0,, roztwér wodny 1 mol-dm™

Cytrynianowo-wersenianowy roztwor — rozpusci¢ 20 g dwuzasadowego cytry-
nianu amonowego i 5 g soli dwusodowej kwasu wersenianowego w wodzie
dejonizowanej i uzupehi¢ woda do objetosci 100 cm?; usunaé $lady mie-
dzi, wytrzasajac z 1 cm® roztworu Na-DDTK i 10 cm® czterochlorku wegla;
ekstrakcje powtarza¢ do uzyskania po wytrzasaniu bezbarwnej fazy cztero-
chlorku wegla

Bigkit tymolowy, roztwor 0,1-procentowy — rozpuscic 0,1 g biekitu tymolowego
w wodzie, doda¢ roztwor wodorotlenku sodowego o stezeniu 0, 1 mol-dm,
az do zmiany zabarwienia na niebieskie, uzupehic catos¢ woda dejonizowa-
na do 100 cm’®

Amonu wodorotlenek, roztwoér wodny 6 mol-dm™, oczyszczony od §ladow mie-
dzi (patrz cytrynianowo-wersenianowy roztwor)

Dietyloditiokarbaminian sodu (Na-DDTK), roztwér 1-procentowy przesaczo-
ny przez zwitek oczyszczonej waty bawelnianej, przygotowa¢ kazdorazo-
wo do analiz roztwor $wiezy; watg baweliana oczysci¢ ze sladow metali
przez trawienie jej w ciagu kilku godzin cieptym kwasem solnym o stgzeniu
0,2 mol-dm; nastegpnie odsaczyé na leku Biichnera, przemywa¢ woda dejo-
nizowana do zaniku kwasnej reakcji przesaczu

Czterochlorek wegla, wolny od metali



82 A. Wawrzyniak

Sprzet i aparatura:

Spektrokolorymetr lub spekrofotometr, dtugos¢ fali 435 oraz 540 nm
Palnik Bunsena
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(ZNACZANIE ZAWARTOSCI CHLORKOW W PRODUKTACH
POMIDOROWYCH ORAZ SOKU Z KISZONEJ KAPUSTY
I KISZONYCH 0GORKOW

Agata Wawrzyniak

Wprowadzenie

Chlor, gléwny anion przestrzeni pozakomorkowych jest pierwiastkiem na-
lezacym do grupy makroelementow, ktorego zrodlem w naszej diecie jest przede
wszystkim so6l kuchenna, wedliny oraz sery podpuszczkowe.

Zawarto$¢ chlorkow (w przeliczeniu na NaCl) w wybranych produktach
spozywezych, w mg:(100 g)' czesci jadalnych [Kunachowicz i in. 2016]:

= ryby wedzone —3000

®  sery podpuszczkowe —1650-3000
®  ogorki kiszone —1500-3500
= wedliny, przetwory migsne —1150-3100
®  mleko w proszku —1250-1650
®  kapusta kiszona —1200-2500
B pieczywo —1000-1200
® 5ok pomidorowy - 600

®  koncentraty pomidorowe — 250-500
®  mleko, napoje mleczne — 115-250
B jajo kurze cate - 250

B migso, podroby, ryby swieze - 30-300
B npasiona ro$lin straczkowych (suche) — do 100

B warzywa §wieze — do 170
B owoce §wieze — do35

Chlor spozywany z catodzienna racja pokarmowa uczestniczy w regulacji
gospodarki wodnej i rownowagi kwasowo-zasadowej. Gospodarka chlorem
w organizmie jest §cisle powigzana z jonem sodowym, ktérego spadkowi lub
wzrostow1 stgzenia w osoczu towarzysza takie same zmiany stgzenia jonu chlor-
kowego.
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W produktach spozywczych s6l wystepuje jako naturalny sktadnik lub jako
dodatek do zywnosci dozowany podczas przemystowego jej przetwarzania ze
wzgledu na poprawe cech organoleptycznych produktu, jak rowniez na udowod-
nione wlasciwos$ci konserwujace i1 funkcjonalne.

Chlor i chlorki w produktach spozywczych oznacza si¢ metodami objetos-
ciowymi, do ktorych naleza metody Volharda i Mohra.

Metoda Volharda polega na dodaniu w nadmiarze azotanu srebra do za-
kwaszonego kwasem azotowym roztworu chlorkow:

NaCl + AgNO; — NaNO; + AgCl|

Nadmiar azotanu srebra odmiareczkowuje si¢ rodankiem sodu lub potasu
w obecnosci siarczanu zelazowo-amonowego jako wskaznika:

AgNO; + KSCN —> AgSCN + KNO,

Nadmiar rodanku potasu reaguje z Fe(IlI), powodujac w punkcie rownowaz-
nikowym powstawanie jasnoceglastego kompleksu.

Zaleta metody Volharda jest mozliwo$¢ miareczkowania chlorkow w srodo-
wisku kwasnym.

Metoda Mohra oparta jest na argentometrycznym miareczkowaniu chlor-
kéw w srodowisku obojetnym azotanem srebra w obecno$ci chromianu potaso-
wego jako wskaznika:

NaCl + AgNO; — NaNO; + AgCl |,

Po wytraceniu si¢ chlorku srebra nadmiar azotanu srebra reaguje z chromia-
nem srebra, dajac brunatnoczerwone zabarwienie:

2AgNO; + K,CrO, — Ag,CrO, + 2KNO;,

Wazne jest, aby odczyn roztworu podczas przebiegu reakcji byl odczynem
obojetnym. W roztworze kwasnym jony wodorowe reaguja z jonami CrO,”,
w wyniku czego powstaja jony HCrO, i Cr,0,>". Powoduje to zmniejszenie ste-
zenia jonow CrO,”, a przy nizszych pH moze w ogdle nie powstawaé osad do-
brze rozpuszczalnego w srodowisku kwasnym Ag,CrO,, co wplywa na btedny
wynik analizy:

2Cr0,> +2H" - Cr,0.* + H,0

W roztworach silnie alkalicznych (pH > 10,5) nastgpuje wytracanie osadu
Ag,0 wczesniej niz Ag,CrOy:

2Ag" +20H — Ag,0 + H,0
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Wykonanie ¢wiczenia

W ramach ¢wiczen studenci zapoznaja si¢ z metoda Mohra oznaczania
chlorkow. Zawarto$¢ soli kuchennej w ocenianym produkcie spozywczym jest
to zawarto$¢ chlorkow, oznaczonych jako jon chlorkowy, ktore nastgpnie zostaja
przeliczone i wyrazone jako chlorek sodu — NaCl.

Oznaczanie zawartosci chlorkow metoda Mohra

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na miareczkowaniu chlorkdw azotanem srebra w $rodo-
wisku obojetnym w obecnos$ci chromianu potasu jako wskaznika.

WYKONANIE OZNACZENIA

Do czystej, suchej zlewki o pojemnosci 150 cm® odwazy¢ 10 g badanego
produktu z doktadnoscia 0,0001 g, po czym dodaé okoto 40 cm® wody dejonizo-
wanej. Catos¢ dokladnie wymiesza¢ bagietka i pozostawi¢ w spokoju na 5 mi-
nut. Nastgpnie zawarto$¢ zlewki miareczkowa¢ NaOH o stezeniu 0,1 mol-dm,
w obecnos$ci papierka lakmusowego jako wskaznika, do zobojg¢tnienia. Zobo-
jetniony roztwor przeniesé ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm®
i uzupetni¢ woda dejonizowana do kreski. Po wymieszaniu roztwor przesaczy¢
przez saczek bibutowy. Pierwsza frakcje przesaczu odrzuci¢. Z uzyskanego prze-
saczu odmierzy¢ pipeta 10 cm® do kolby stozkowej, dodaé¢ 1 cm’® 5-procentowe-
go roztworu chromianu potasu jako wskaznika i miareczkowa¢ mianowanym
roztworem azotanu srebra o stezeniu 0,1 mol-dm™, do chwili osiagnigcia czer-
wonopomaranczowego zabarwienia miareczkowanego plynu.

Na podstawie wyniku miareczkowania, uwzgledniajac st¢zenie zuzytego
do miareczkowania azotanu srebra i rozcienczenie badanego soku w roztworze
miareczkowanym, obliczy¢ procentowa zawarto$¢ chlorku sodu w badanym pro-
dukcie.

Jeden cm’® 0,1-molowego roztworu AgNO; odpowiada 5,85 mg NaCl lub
3,55 mg Cl.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

NaOH, roztwér wodny 0,1 mol-dm™

AgNO,, mianowany roztw6r wodny 0,1 mol-dm™
K,CrO,, roztwor wodny S5-procentowy
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Sprzet i aparatura
Waga analityczna
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(DZNACZANIE ZAWARTOSCI WITAMINY A W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Jadwiga Hamutka

Wprowadzenie

Pojecie witamina A rozumie si¢ jako wszystkie zwiazki wykazujace aktyw-
no$¢ biologiczna retinolu (forma alkoholowa witaminy A), do ktorych, oprocz
retinolu, zalicza sig: retinal, estry retinylu (octowy i palmitynowy), kwas retino-
wy. Wystepuja one wytacznie w produktach pochodzenia zwierzgcego.

Zawarto$¢ witaminy A (retinolu) w wybranych produktach spozywczych,
w ng-(100 g)" czesci jadalnych [Kunachowicz i in. 2018]:

®  watroba wolowa — 14400

B watroba wieprzowa — 13000

B watrobki drobiowe -9300

®  masto, margaryny —600-900
®  sery podpuszczkowe —210-500
B sery twarogowe - 5-80
B jaja kurze cale -270

®  mleko w proszku pelne —200

= $mietana — 75250
= ryby i przetwory rybne - 0-200
= mleko krowie — 1540
= jogurty, kefiry - 14-25

Zawarto$¢ witaminy A w produktach podaje si¢ w nastepujacych jednost-
kach: pg, mg lub ekwiwalentach retinolu, przy czym: 1 ekwiwalent retinolu=1 pg
retinolu. Dawniej wyrazano ja w jednostkach migdzynarodowych (j.m.), przy
czym:

1 j.m. = 0,3 pg retinolu

1 j.m. = 0,344 ng octanu retinylu

1 j.m.= 0,535 pg palmitynianu retinylu
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Witamina A nalezy do zwiazkow labilnych, ulegajacych zniszczeniu pod
wptywem tlenu, promieni stonecznych, obecnosci katalizatorow (np. §ladow
miedzi) w wysokiej temperaturze, ponadto jest tatwo utleniana przez nadtlenki
kwasow thuszczowych.

Do oznaczania witaminy A w zywnos$ci stosowane sa metody chemiczne,
wsrod ktorych najczesciej stosowane bywaja metody:

— spektrofotometrii w zakresie nadfioletu,

—  fluorymetryczne,

—  kolorymetryczne (z trichlorkiem antymonu, kwasem trifluorooctowym

lub trichlorooctowym),

— wysokosprawnej (wysokocisnieniowej) chromatografii cieczowe;j

(HPLC).

Postepowanie analityczne podczas oznaczania witaminy A obejmuje nasteg-
pujace etapy:
= Zmydlanie probki jest pierwszym procesem oznaczania. Proces ten ma

na celu roztozenie glicerydow do zwiazkdéw rozpuszczalnych w wodzie, to
jest glicerolu i soli potasowych kwasow ttuszczowych (mydet) oraz rozktad
polaczen biatkowo-witaminowych. Witamina A, karotenoidy i sterole za-
chowuja swoje pierwotne wlasciwosci fizykochemiczne, tworzac tak zwana
frakcje zwiazkoéw niezmydlajacych sig, ktora mozna nastgpnie wyekstraho-
wac rozpuszczalnikami organicznymi. Mimo ze najkorzystniejsze jest zmy-
dlanie probki bezposrednio wodorotlenkiem potasowym, to czg¢sto zaleca si¢
uprzednie wyekstrahowanie tluszczu z suchego materialu (np. w aparacie
Soxhleta), a nastgpnie przeprowadzenie hydrolizy (zmydlania). Do zmydla-
nia stosuje si¢ przewaznie 50-procentowy roztwor wodorotlenku potasowe-
go w ilosci 0,5 cm® KOH na 1 g probki, a przy tluszczach 1 cm® na 1 g;
do produktow mieszanych (np. racji pokarmowych) roztwor tugu powinien
by¢ bardziej st¢zony. Ilos¢ dodawanego do zmydlania alkoholu absolutne-
go powinna wynosi¢ dwukrotnie wigcej niz masa probki, a przy thuszczach
kilkakrotnie wigcej. Stosunek roztworu KOH do alkoholu w wielu analizach
wynosi 1 : 10. Czas zmydlania wynosi od 10 do 60 minut zaleznie od cha-
rakteru badanego produktu.

Ze wzgledu na whasciwos$ci witaminy A zmydlanie nalezy prowadzi¢ w at-

mosferze azotu, czgsto z zastosowaniem przeciwutleniaczy (hydrochinon,

pirogallol itp.).
= Ekstrakcje¢ witaminy A z frakcji niezmydlajacej si¢ mozna przeprowadzié¢
za pomoca eteru naftowego lub heksanu.

Dalszy tok postgpowania uzalezniony jest od rodzaju wybranej metody.
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Metody spektrofotometryczne polegaja na pomiarze absorbancji all-trans
alkoholowej postaci witaminy A w roztworze alkoholu izopropylenowego przy
dhugosci fali 325 nm. Absorbancja przy tej dlugosci fali jest wprost proporcjo-
nalna do st¢zenia witaminy A. Metody te odnosza sig jedynie do wolnej, alkoho-
lowej postaci witaminy A w roztworze alkoholu izopropylenowego i nie moga
by¢ stosowane do bezposredniego oznaczania jej estrow (gdyz widmo absorpcji
estrow witaminy A w nadfiolecie nie jest identyczne z widmem dla wolnej po-
staci alkoholowej witaminy A), chyba ze po zastosowaniu procesu zmydlania.
Maksimum absorpcji estrow witaminy A w alkoholu izopropylenowym znajduje
si¢ miedzy 3261 328 nm.

Metody spektrofotometryczne nie nadaja si¢ do oznaczania witaminy A
w produktach spozywczych, lecz sa bardzo przydatne migdzy innymi do spraw-
dzenia czysto$ci i zawartosci witaminy A w roztworach standardowych oraz do
preparatow farmaceutycznych i1 koncentratow.

Metody fluorymetryczne wykorzystuja zjawisko emisji zotto-zielonej flu-
orescencji przez witaming A pod wplywem wzbudzenia promieniowaniem UV
(330-340 nm). Swiatlo emitowane jest przy dlugosci fali 480 nm. Metody te
wymagaja przygotowania krzywych standardowych dla retinolu w heksanie przy
dhugosci fali 480 nm i ustaleniu poprawki na fluorescencje fytofluenu. Przygo-
towanie proby wymaga uprzedniego zmydlenia 1 ekstrakcji. Metody te znajduja
szczegolne zastosowanie do oznaczen witaminy A w mleku i produktach mlecz-
nych, poniewaz nie zawieraja one przeszkadzajacego w oznaczeniu fytofluenu.

Metody kolorymetryczne wykorzystuja reakcje barwne, jakie daje witami-
na A z takimi zwiazkami, jak: trichlorek antymonu (reakcja Carra-Price’a) lub
kwasy trichloro- i trifluorooctowy (kwasy Lewisa) w roztworach chloroformu,
chlorku metylenu lub chlorku etylenu. Metodami kolorymetrycznymi oznacza
si¢ zarOwno izomery trans, jak i cis.

Wsrod metod kolorymetrycznych najbardziej rozpowszechniona jest reakcja
Carra-Price’a z trichlorkiem antymonu.

Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) polega na
zmydleniu probki, ekstrahowaniu witaminy A eterem naftowym, a nast¢pnie
oznaczeniu jej zawartosci za pomoca HPLC w ukladzie faz odwroconych z de-
tektorem UV/VIS. Mozliwe jest rowniez przeprowadzenie analizy z uzyciem
detektora fluorymetrycznego.
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Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z metoda kolorymetryczna (re-
akcja Carra-Price’a) oraz metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(HPLC) oznaczania witaminy A w produktach spozywczych.

Oznaczanie zawartosci witaminy A metoda kolorymetryczna
z wykorzystaniem reakcji Carra-Price’a

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na pomiarze absorbancji powstalego barwnego zabar-
wienia, jaki daje witamina A z trichlorkiem antymonu (SbCl;) przy dtugosci fali
620 nm.

W metodzie tej wystepuja pewne niedogodnosci, takie jak:
= krotkotrwate zabarwienie, ktore zmusza do wykonania pomiaru w ciagu

5-10 sekund po dodaniu odczynnika;
®  obecnos¢ substancji interferujacych, ktore wystepuja zwykle razem z wita-

mina A i powoduja nietypowe zabarwienie z SbCl; lub hamowanie rozwoju

barwy (gtownie karotenoidy, sterole);

obecnos¢ sladow wody i alkoholu, powodujacych zmegtnienie probys;
= wlasciwosci korozyjne trichlorku antymonu.

WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie krzywej standardowej (wzorcowej)

Odwazy¢ 34,4 mg standardu octanu retinylu (z doktadnoscia 0,0001 g)
i rozpuscié w 100 cm?® chloroformu. Z tego pobraé 10 cm? i rozcienczy¢ chloro-
formem do 100 cm’. Nastepnie pobraé kolejno: 2; 4; 6; 8 i 10 cm® do probowek
miarowych o pojemnosci 10 cm® i uzupetnié do 10 cm® chloroformem. Z tych
roztwordéw pobra¢ do kuwet po 0,1 cm’ roztworu, co odpowiada: 0,6; 1,2; 1,8;
2,4; 3,0 pg retinolu. Nastepnie doda¢ 2—3 krople bezwodnika kwasu octowe-
g0 oraz pipeta z szybkim wyplywem 1 cm® 25-procentowego chloroformowego
roztworu trichlorku antymonu. Natychmiast (w ciagu 5—8 sekund) wykona¢ po-
miar absorbancji przy dtugosci fali 620 nm w kolorymetrze wobec proby slepej
(chloroform z 2-3 kroplami bezwodnika kwasu octowego).

Wykresli¢ krzywa standardowa.

Jako standard mozna stosowa¢ réwniez inne st¢zone preparaty olejowe za-
wierajace syntetyczny palmitynian retinylu lub retinol.
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Oznaczenie zawarto$ci witaminy A w badanej prébce
= Zmydlanie probki

Do kolbki stozkowej z korkiem na szlif o pojemnosci 100 cm® nawazy¢
okoto 1 g masta lub margaryny z doktadnoscia do 0,0001 g. Nastgpnie doda¢ do
proby 10 cm’ alkoholu absolutnego i 2 cm® 50-procentowego roztworu wodoro-
tlenku potasowego. Cato§¢ wymieszaé¢ i umiesci¢ na wrzacej tazni wodnej pod
chtodnica powietrzna dtugosci okoto 1 m. Doprowadzi¢ azot przez otwor chtod-
nicy. Ogrzewac¢ do wrzenia, az do calkowitego sklarowania proby (ok. 30 min).
Po zakonczeniu procesu zmydlania probke schtodzi¢ do temperatury otoczenia.

®m  Ekstrakcja

Po zakonczeniu zmydlania schtodzony hydrolizat badanej proby przenies¢
do rozdzielacza, poplukujac kolb¢ woda destylowana w ilosci 20 cm’ i dodaé
okoto 20 cm’ heksanu. Hydrolizat ekstrahowa¢ przez 2 minuty, lagodnie wy-
trzasajac probe, aby zapobiec powstaniu emulsji uniemozliwiajacej rozdzie-
lenie si¢ warstw; nalezy przy tym, co pewien czas, otwiera¢ korek rozdzielacza
w celuwypuszczenia par heksanu. Po zaprzestaniu wytrzasania pozostawic probke
w spokoju do chwili rozdzielenia si¢ warstw — gornej heksanowe;j i dolnej wodne;.
Nastepnie zla¢ warstwe wodna do drugiego rozdzielacza, a heksanowa pozosta-
wi¢ w pierwszym. Ekstrakcjg¢ witaminy A z warstwy wodnej powtorzy¢ jeszcze
dwukrotnie heksanem kazdorazowo w ilo$ci okoto 20 cm’, zbierajac frakcje hek-
sanowe w pierwszym rozdzielaczu. Potaczone ekstrakty heksanowe przemywac
w rozdzielaczu kilkakrotnie woda destylowana, az do zaniku alkalicznego od-
czynu popluczyn, co mozna sprawdzi¢, dodajac do popluczyn kilka kropel
I-procentowego roztworu fenoloftaleiny. Po catkowitym wyplukaniu wodoro-
tlenku potasowego przesaczy¢ ekstrakt heksanowy przez saczek sredniej twardo-
$ci z natozong warstwa bezwodnego siarczanu sodu (okoto 0,5 cm grubosci), do
cylindra miarowego z korkiem na szlif o pojemnosci 100 cm® (w celu osuszenia
ekstraktu heksanowego ze sladow wody), poptukac saczek heksanem 1 odczytaé
w cylindrze objetos$¢ otrzymanej frakcji heksanowe;.

®m  Okreslenie zawarto$ci B-karotenu w probce

Jezeli uzyskany ekstrakt heksanowy ma barwe zo6tta, nalezy przed ozna-
czeniem witaminy A okres§li¢c w nim st¢zenie B-karotenu. W tym celu przeniesé
10 cm® ekstraktu do probowki kolorymetrycznej i zmierzy¢ absorbancje roz-
tworu przy dtugosci fali 450 nm wobec heksanu. Otrzymana warto$¢ przeliczy¢
na zawartos¢ B-karotenu w 100 g produktu, postugujac si¢ krzywa standardowa
i uwzgledniajac schemat rozcienczen.
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®  Pomiar zawarto$ci witaminy A

Do kolbki stozkowej na szlif o pojemnosci 50 cm® pobraé 1/4 uzyskanego
ekstraktu heksanowego i odparowac do sucha w atmosferze azotu na tazni wodnej
lub w wyparce prozniowej rotacyjnej. Suchg pozostatos$¢ rozpusci¢ natychmiast
w 1 cm® chloroformu (tak aby roztwor zawieral 1,5-4,5 pg retinolu w 1 cm?).
Nastepnie pobraé 0,1 cm® chloroformowego roztworu witaminy A do kuwety
kolorymetrycznej, dodaé 2-3 krople bezwodnika kwasu octowego oraz 1 cm’
25-procentowego chloroformowego roztworu trichlorku antymonu i natych-
miast zmierzy¢ absorbancje¢ przy dtugosci fali 620 nm wobec proby slepej (chlo-
roform i bezwodnik kwasu octowego).

Zawarto$¢ witaminy A odczyta¢ z krzywej wzorcowej, a nastgpnie po
uwzglednieniu wspotczynnika rozcienczen poda¢ w mikrogramach na 100 g
produktu.

Oznaczanie zawartosci witaminy A metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej (HPLC)

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na zmydleniu, a nast¢pnie wyekstrahowaniu mieszani-
na heksanuo witaminy A oraz oznaczeniu zawartosci retinolu z uzyciem HPLC
w uktadzie faz odwroconych z detektorem UV/VIS.

Przygotowanie roztworu standardu

Odwazy¢ 25 mg standardu all-trans retinolu i rozpuscié w 50 cm® metano-
lu absolutnego. Roztwoér podstawowy rozcienczy¢ metanolem, tak aby zawar-
to$¢é retinolu w 1 cm?® wynosita: 0,5; 1,0; 5,0; 10,0; 20,0 pug. Z roztworow wzor-
cowych pobraé¢ po 20 ul i nanie$¢ na kolumng chromatograficzna, a nastgpnie
dokona¢ pomiaru zawartosci retinolu w temperaturze pokojowej przy dlugosci
fali 326 nm, stosujac jako mieszaning rozwijajaca metanol zmieszany z woda
w stosunku objetosciowym 95 : 5.

Wykresli¢ krzywa wzorcowa w uktadzie pole powierzchni pikow standar-
dow a zawarto$¢ witaminy A.

WYKONANIE OZNACZENIA

= Zmydlanie

Do kolbki stozkowej na szlif o pojemnosci 100 cm® odwazyé 4 g marga-
ryny z doktadnoscia do 0,0001 g, doda¢ 30 cm’ etanolu i 100 mg hydrochi-
nonu. Wymiesza¢, a nastgpnie ustawi¢ na wrzacej tazni wodnej pod chtodnica
zwrotna. Ogrzewac przez 10 minut pod azotem, po czym przez chtodnicg wla¢
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3 cm’ 50-procentowego roztworu KOH. Prowadzié¢ zmydlanie przez 30 minut.
Po zmydleniu prébke schtodzi¢ pod strumieniem wody i przenie$¢ do rozdziela-
cza o pojemnosci 250 cm’, poplukujac kolbe woda destylowana.

= Ekstrakcja

Zmydlony hydrolizat ekstrahowaé trzykrotnie 20-30 cm’ heksanu. Pota-
czone ekstrakty heksanowe przemywac¢ woda destylowana do zaniku reakcji
alkalicznej z fenoloftaleina. Ekstrakt heksanowy przesaczy¢ przez saczek Sred-
niej twardosci z nalozona warstwa bezwodnego siarczanu sodu okoto 0,5 cm
grubos$ci. Heksan odparowa¢ do sucha w atmosferze azotu na fazni wodnej lub
W wyparce prozniowej, a sucha pozostatos¢ rozpusci¢ w takiej ilosci metanolu,
aby roztwor zawierat 5-10 pg retinolu w 1 cm’.

= Wykonanie oznaczenia

Po odpowietrzeniu mieszaniny rozwijajacej i ustabilizowaniu si¢ jej prze-
ptywu na kolumng nanies$¢ 20 ul roztworu badanej probki. Jako mieszaning roz-
wijajaca stosowac roztwor metanolu i wody zmieszanych w stosunku objgtoscio-
wym 95 : 5.

Pomiaru zawartosci retinolu dokona¢ przy dtugosci fali 326 nm.

Analiz¢ iloSciowa przeprowadzi¢ na podstawie pordwnania otrzymanego
pola powierzchni piku do krzywej wzorcowej, uwzgledniajac wspotczynnik roz-
cienczen.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

Alkohol etylowy 99,8%

KOH, roztwor 50-procentowy

Heksan

Metanol spektralnie czysty

Hydrochinon

Eluent — 95% metanolu i 5% wody

Azot sprezony

Chloroform

Fenoloftaleina, roztwor 1-procentowy w alkoholu etylowym

Siarczan sodu bezwodny (Na,SO,)

Bezwodnik kwasu octowego cz.d.a.

Trichlorek antymonu — 25-procentowy roztwor w chloroformie osuszonym nad
bezwodnym siarczanem sodu



94 J. Hamutka

Sprzet i aparatura:

Waga analityczna

Laznia wodna

Spektrokolorymetr lub spektrofotometr, dlugos¢ fali 620 nm.
Aparat HPLC
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(ZNACZANIE ZAWARTOSCI KAROTENOIDOW 0 AKTYWNOSCI
WITAMINY A W WYBRANYCH PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Jadwiga Hamutka

Wprowadzenie

Karotenoidy o wiasciwosciach witaminy A sa nazwa opisowa dla wszyst-
kich karotenoidow wykazujacych aktywnos¢ biologiczna -karotenu.

Obecnie znanych jest ponad 500 naturalnych barwnikow karotenoidowych,
przy czym tylko kilkadziesiat z nich (okoto 50) ma aktywnos$¢ biologiczna. Sa
to karotenoidy, ktore w swej czasteczce zawieraja przynajmniej jeden pier§cien
[-jononu. Przy czym najaktywniejszy sposrdod nich jest -karoten.

Karotenoidy sa zwiazkami szeroko rozpowszechnionymi w §wiecie roslin.
Zrédtem karotenoidéw dla naszego organizmu sa zotte, pomaranczowe i czerwo-
ne warzywa oraz owoce, jak tez zielone liscie warzyw. Zwierzgta nie maja zdol-
no$ci syntetyzowania karotenoidoéw, ale moga wchtania¢ i gromadzi¢ barwniki
dostarczane z pasza. Stad tez niektére produkty pochodzenia zwierzgcego, na
przyktad: mleko, masto, jaja, zawieraja niewielkie ilosci karotenoidow.

B-karoten sktada si¢ z dwu pierscieni B-jononu potaczonych tancuchem po-
lienowym, a pozostale karotenoidy — tylko z jednego, stad tez wykazuja one
polowe aktywnosci biologicznej -karotenu.

W organizmie czlowieka -karoten zostaje przeksztalcony w witaming A.
Teoretycznie z jednej czasteczki 3-karotenu moga powsta¢ dwie czasteczki re-
tinolu. Praktycznie proces ten przebiega ze znacznie mniejsza wydajnoscia. Po-
nadto mata przyswajalnos¢ karotenoidow z produktow roslinnych powoduje, ze
przyjmuje sig, iz B-karoten wykorzystywany jest jako witamina A w 1/12 ilosci
spozytej, a pozostate karotenoidy — w 1/24.

Zawarto$¢ B-karotenu w wybranych produktach spozywczych, w nug-(100 g)™
czesci jadalnych [Kunachowicz i in. 2018]:
= marchew -9900
®  warzywa o duzej zawarto$ci 3-karotenu —2000-5500
(koperek, dynia, papryka czerwona, szczypiorek,
szczaw, szpinak, bo¢wina, jarmuz, natka pietruszki)
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®  warzywa o $redniej zawartosci B-karotenu  — 600—1500
(szparagi, pomidor, kapusta pekinska, por,
brokuty, satata, cykoria)

B owoce o $redniej zawarto$ci -karotenu —600-2300
(brzoskwinia, papaja, morela, mango)

B sery podpuszczkowe — 100400

®  jaja kurze cate -270

= mleko w proszku pelne —200

®  $mietana — 50-190

B sery twarogowe - 3-60

= mleko krowie, jogurty, kefiry — 10-25

Barwniki karotenoidowe mozna podzieli¢ na dwie gtowne grupy:

karoteny — weglowodory karotenoidowe o ogdlnym wzorze C,oHsq, do kto-
rych zalicza si¢ migdzy innymi a-, B- i y-karoteny oraz likopen;

ksantofile — hydroksylowe pochodne karotenow, migdzy innymi B-krypto-
ksantyna, luteina i zeaksantyna.

Wspdlna cecha budowy wszystkich karotenoidoéw jest tancuch alifatyczny

z grupami metylowymi i uktadem sprzg¢zonych wigzan podwdjnych. Koncowe
grupy tancucha alifatycznego sa zroznicowane. Uktad sprz¢zonych wiazan po-
dwdjnych jest odpowiedzialny za intensywnos$¢ zabarwienia tych zwiazkow (od
zo6ttego do czerwonego), a grupy koncowe — za ich aktywno$¢ biologiczna, wia-
sciwosci adsorpcyjne oraz rozpuszczalnos¢. Dwie ostatnie wlasciwosci stanowia
podstawe rozdziatu tych zwiazkow.

Karotenoidy wystepujace w produktach spozywczych wykazuja nastgpu-

jace wlasciwosci fizykochemiczne, ktore nalezy uwzgledni¢ podczas ich ozna-
czania:

sa rozpuszczalne w thuszczach;

sa tatwo rozpuszczalne w eterze naftowym, eterze etylowym, chloroformie,
benzenie, heksanie, a trudno rozpuszczalne w alkoholu (zwtaszcza karo-
teny);

sa wrazliwe na utlenianie, autooksydacjg i §wiatto;

sa oporne na dziatanie podwyzszonej temperatury w atmosferze beztlenowej
z wyjatkiem zmian stereoizomerycznych;

maja charakterystyczne widmo absorpcji z r6znym maksimum, zaleznie od
stosowanego rozpuszczalnika organicznego.
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Zawartos¢ B-karotenu w produktach spozywczych podaje si¢ w nastepuja-

cych jednostkach: pg, mg, oraz ekwiwalentach retinolu, przy czym:

1 réwnowaznik retinolu = 12 pg B-karotenu (pochodzacych z produktow
naturalnych diety)

1 rownowaznik retinolu = 24 pg a-karotenu i (lub) B-kryptoksantyny (po-
chodzacych z produktow naturalnych diety)

Oznaczanie zawartosci karotenoidéw w surowcach i produktach spozyw-

czych, jako zwiazkow barwnych, przeprowadza si¢ metodami spektrofotome-
trycznymi po rozdziale metoda adsorpcyjnej chromatografii kolumnowe;j. Postg-
powanie analityczne obejmuje nastgpujace etapy:

ekstrakcje¢ oznaczanych karotenoidow (ewentualne zmydlanie proby)
— podstawowa czynnoscia w analizie karotenoidow jest ich ekstrakcja z ba-
danego materialu. Do ekstrakcji stosuje si¢ zwykle eter naftowy, heksan,
chloroform. Na ogét nalezy unikaé stosowania podwyzszonej temperatury
w oznaczaniu karotenoidow. Jednakze istnieja produkty, na przyktad o duze;j
zawartos$ci thuszczu, produkty mleczne, mieszane (roslinno-zwierzgce), dla
ktorych konieczne jest zmydlanie na goraco. Ekstrakcja na goraco wptywa
na rozpad tkanki i na zmydlenie tluszczéw, utatwiajac w ten sposéb calko-
wite pozyskanie barwnika.

rozdzial na kolumnie chromatograficznej — najczgsciej stosowana metoda
rozdzielania roznych karotenoidéw jest chromatografia kolumnowa. Ro6z-
nice w budowie poszczegdlnych barwnikow pozwalaja na rozwinigcie na
kolumnie wyraznych sfer adsorpcji z zastosowaniem odpowiedniego ad-
sorbentu i mieszanin eluujacych. Z réznych stosowanych adsorbentéw do
rozdziatu karotenoidow najlepszy jest tlenek magnezu i celit, zmieszane
w stosunku 1 : 3, z zastosowaniem do wymywania eteru naftowego z 2—5-
-procentowym dodatkiem acetonu. Pozwala to na dobre oddzielenie karo-
tenéw od ksantofili i chlorofilu. Do produktow pochodzenia zwierzgcego
oraz mieszanych, zawierajacych oprocz karotenoidow takze witaming A,
zaleca si¢ stosowanie tlenku glinu, a do eluowania, oprocz eteru naftowego
z 2-5-procentowym dodatkiem acetonu, takze heksan.

kolorymetryczne oznaczenie karotenoidéw w eluentach heksanowych,
a nastgpnie ich przeliczenie na zawartos¢ w badanej probie.

Inna metoda, pozwalajaca na rozdziat karotenoidow jest metoda wysoko-

sprawnej (wysokoci$nieniowej) chromatografii cieczowej (HPLC).
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Wykonanie ¢wiczenia

W ramach ¢wiczenia studenci zapoznaja si¢ z kolorymetryczng metoda
oznaczania karotenoidow w produktach spozywczych po rozdziale na kolumnie
chromatograficzne;.

Oznaczenie zawartosci -karotenu i sumy karotenoidéw z zastosowaniem
chromatografii kolumnowej

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na pomiarze, przy dtugosci fali §wietlnej 450 nm, absor-
bancji heksanowych roztworéw B-karotenu i pozostatych karotenoidow wyizo-
lowanych za pomoca adsorpcyjnej chromatografii kolumnowe;.

WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie krzywej standardowej (wzorcowej)

Odwazy¢ 50,0 mg krystalicznego standardu [B-karotenu z doktadnoscia
0,0001 g i rozpusci¢ w 500 cm’ heksanu. Z tego pobra¢ 10 cm’ i rozcienczyé
heksanem do 250 cm’. Nastepnie pobra¢ kolejno: 1; 2; 4; 6; 8 cm® roztworu do
probowek miarowych o pojemnosci 10 cm’ i uzupetnié do 10 cm® heksanem.
Z tych roztworéw pobra¢ do kuwet po 1 cm® roztworu heksanowego (co odpo-
wiada: 0,4; 0,8; 1,6; 2,41 3,2 ug B-karotenu) i dokona¢ pomiaru absorbancji przy
dhugosci fali 450 nm wobec proby slepej — heksanu.

Wykresli¢ krzywa standardowa.

Oznaczenie zawartosci f-karotenu i sumy karotenoidow w badanej préobie
m  Ekstrakcja

Na szkietku zegarkowym odwazy¢ 1-2 g (z doktadnoscia do 0,0001 g) do-
ktadnie wymieszanej probki i przenies¢ do mozdzierza. Doda¢ okoto 10 g bez-
wodnego siarczanu sodu. Zawarto$¢ mozdzierza uciera¢ do uzyskania jednorod-
nej, suchej masy, po czym cato$¢ przenies¢ ilosciowo do kolbki stozkowej na
szIif o pojemnosci 100 cm® . Do kolbki doda¢ 30 cm® heksanu, kolbg zamknaé
doszlifowanym korkiem 1 jej zawarto$¢ wytrzasa¢ przez mniej wigcej 5 minut
w celu wyekstrahowania karotenoidow. Kontynuowa¢ ekstrakcje proby przez
wymywanie kolejnymi porcjami heksanu ($rednio po 20 cm’), az do uzyska-
nia bezbarwnego ekstraktu eterowego (4—5 razy). Zebrane ekstrakty heksano-
we przesaczy¢ przez saczek sredniej twardos$ci z natozong warstwa bezwodnego
siarczanu sodu (okoto 0,5 cm grubosci w celu osuszenia ekstraktu heksanowego
ze sladow wody) do cylindra miarowego z korkiem na szlif o pojemnosci 100
cm’. Odczytaé calkowita objetos¢ uzyskanego ekstraktu, potowe przeniesé do
kolby stozkowej na szlif o pojemnosci 100 cm’ i odparowaé¢ w atmosferze azotu
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na tazni wodnej lub w wyparce prozniowej rotacyjnej. Sucha 1
pozostatos¢ natychmiast rozpusci¢ w 2 cm’ heksanu i kolbke
zamkna¢ korkiem.

wo ¢zl

®  Przygotowanie kolumny chromatograficznej (rys. 8)
Kolumng (lejek Allihna) umocowac¢ do statywu. Na dno
wprowadzi¢ zwitek waty, nastgpnie bezwodny siarczan sodu
(warstwa okoto 0,5 cm) oraz wsypa¢ porcjami do wysokosci -
8—10 cm adsorbent — tlenek glinu zawierajacy 5% wody (nie
ubijajac mocno bagietka). RoOwnomierne utozenie adsorbentu
w kolumnie warunkuje rowne potozenie i wymywanie pasm
karotenoidow. Na wierzch adsorbentu nanies¢ 0,5-centymetro-
wa warstwe bezwodnego siarczanu sodu. Kolumneg przemy¢
porcja dokladnie osuszonego z wody heksanu (20-30 cm®),
. . . Y . . Rysunek 8. Kolumna
uwazajac, aby nie dopusci¢ do zapowietrzania kolumny, co chromatograficzna:
uniemozliwiatoby prawidtowy rozdziat. a— wata, b — Na,SO,

®  Rozdzial na kolumnie chromatograficzne;j bezwodny, ¢ —adsor-

Na wierzch kolumny, gdy czg$¢ haksanu znajduje bent

si¢ jeszcze nad adsorbentem, nanie$¢ ostroznie po $cian-

kach przygotowany uprzednio ekstrakt heksanowy (2 cm’) i poczekaé¢ do
momentu jego wchtonigcia. Kolbe stozkowa przeptuka¢ mata porcja heksa-
nu i rowniez nanie$¢ na kolumng. Rozwija¢ chromatogram eluentem — hek-
sanem z 3-procentowym dodatkiem acetonu. Obserwowac przesuwanie si¢
barwnych pasm ku dotowi. W chwili gdy silnie pomaranczowe pasmo [3-ka-
rotenu osiggnie poziom waty, pod kolumng podstawi¢ cylinder miarowy
na szlif o pojemnosci 25 cm’ i kontynuowa¢ wymywanie do chwili zebra-
nia catego pasma. Calo$¢ uzupeli¢ heksanem, tak aby st¢zenie B-karotenu
w prébce wynosito 0,5-3,0 pg-em . Zawartos¢ cylindra wymieszaé i przystapi¢
do pomiaru kolorymetrycznego.

®=  Pomiar zawartosci B-karotenu oraz sumy karotenoidow

Zmierzy¢ absorbancje roztworu heksanowego -karotenu przy dtugosci fali
450 nm wobec heksanu jako proby slepej. Zawartos¢ B-karotenu odczytaé z
krzywej wzorcowej. Uwzgledniajac wspotczynnik rozcienczen, podaé zawarto$¢
-karotenu w mikrogramach na 100 g badanego produktu.

Roéwnoczesnie zmierzy¢ absorbancje sumy karotenoidow (w drugiej po-
towie ekstraktu heksanowego) przy dtugosci fali 450 nm wobec heksanu jako
proby slepej. Zawarto$¢ sumy karotenoidow odczyta¢ z krzywej wzorcowe;,
a nastepnie, po uwzglednieniu wspotczynnikdéw rozcienczen, poda¢ w mikrogra-
mach na 100 g badanego produktu.
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Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:

Heksan

Azot sprezony

Siarczan sodu bezwodny (Na,SO,)

Adsorbent — tlenek glinu z 5-procentowym dodatkiem wody
Roztwor acetonu w eterze naftowym, 3-procentowy

Sprzet i aparatura:

Waga analityczna

Laznia wodna

Butla z azotem z zaworem redukcyjnym

Spektrokolorymetr lub spektrofotometr, dtugos¢ fali 451 nm
Lejek Allihna

Mozdzierz porcelanowy
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()ZNACZANIE ZAWARTOSCI RYBOFLAWINY W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Maltgorzata Drywien

Wprowadzenie

Ryboflawina (witamina B,, laktoflawina, ovoflawina) nalezy do zwiazkow
zwanych flawinami, jest rozpuszczalna w wodzie. W organizmie tworzy dwie
formy koenzymatyczne — mononukleotyd flawinowy (FMN) i dwunukleotyd fla-
winoadeninowy (FAD).

Roztwory wodne ryboflawiny wykazuja intensywna zo6ttozielona fluorescen-
cjg, co zostalo wykorzystane w metodach jej oznaczania. Najbardziej charakte-
rystyczna cecha tej witaminy jest jej wrazliwos¢ na $wiatto:

_ UV,pH<7 '
ryboflawina ——— lumichrom

~ UV,pH>7 ) )
ryboflawina ——— lumiflawina

Ryboflawina jest zwiazkiem termostabilnym i wykazuje duza odpornos¢ na
dziatanie ciepta w procesie obrobki kulinarnej, jednak obserwuje si¢ duze jej
straty, spowodowane fotolabilno$cig. Dziatanie §wiatta stonecznego powoduje
znaczne zmniejszenie warto$ci witaminowej produktow spozywczych.

W produktach spozywczych ryboflawina wystgpuje w formie wolnej lub
zwigzane] z kwasem fosforowym lub z kwasami fosforowym 1 adenylowym,
a z kolei obie te formy moga by¢ polaczone ze specyficznymi biatkami. Jej przy-
swajalnos¢ jest wigksza z produktow pochodzenia zwierzecego, co najprawdo-
podobniej jest spowodowane trwatoscia kompleksoéw flawinowych w roslinach.

Zawarto$¢ ryboflawiny w wybranych produktach spozywczych,
w mg-(100 g)™' czesci jadalnych [Kunachowicz i in. 2018]:

B mleko krowie 3,5% -0,17

®  mleko w proszku petne -1,35

B sery twarde -0,35-0,42



102 M. Drywien

®  jaja —0,542

B migso i przetwory migsne —-0,08-3,33
= ryby i przetwory —-0,04-0,33
B przetwory zbozowe -0,02-0,18
B warzywa §wieze -0,03-0,29
®  rosliny straczkowe suche -0,19-2,4
B owoce Swieze -0,02-0,10

Do oznaczania ryboflawiny w zywno$ci moga by¢ wykorzystywane nasteg-
pujace metody: lumiflawinowa, fluorymetryczna, HPLC i polarograficzna.

Metoda lumiflawinowa polega na przeksztalceniu ryboflawiny w lumifla-
wing (7,8,10-trimetyloizoaloksazyng) w srodowisku alkalicznym pod dzialaniem
swiatla (fotoliza), a nastgpnie pomiarze jej niebieskiej fluorescencji.

Metoda fluorymetryczna oparta jest na pomiarze zéttozielonej fluorescencji
ryboflawiny, uprzednio uwolnionej z potaczen biatkowo-fosforanowych. Fluore-
scencja zalezy zarowno od pH roztworu, jak i koncentracji witaminy. Maksymal-
na intensywno$¢ fluorescencji wystgpuje w zakresie pH 6-7, ale mierzona jest
w zakresie pH 3-5, kiedy jest stata i stosunkowo niezalezna od wptywu substan-
cji interferujacych. Natgzenie fluorescencji jest wprost proporcjonalne do stgze-
nia witaminy w badanym roztworze. Oznaczenie przebiega w trzech etapach:
®m  ckstrakcja witaminy — ma na celu uwolnienie ryboflawiny z potaczen biat-

kowych i fosforanowych poprzez zastosowanie hydrolizy kwasowej i enzy-

matycznej;

®  utlenianie substancji interferujacych — stosowane w celu usunigcia substan-
cji wykazujacych fluorescencj¢ w zakresie zblizonym do fluorescencji rybo-
flawiny, zakldcajacych pomiar;

®  pomiar fluorymetryczny — dokonywany jest przed chemiczna redukcja rybo-
flawiny i po niej tak, aby z r6znicy tych wartosci okresli¢ faktyczne stezenie
witaminy w roztworze.

W zaleznos$ci od dostepnej aparatury odczytu fluorescencji mozna dokony-
wac z krzywej wzorcowej lub przy uzyciu standardu wewnetrznego, to znaczy
stosujac dodatek czystej ryboflawiny, dodawanej w Scisle okreslonej ilosci do
probki rownolegtej do badane;.

Metoda HPLC stanowi potaczenie techniki fluorymetrycznej z chromato-
graficzna. Polega na wstgpnym uwolnieniu ryboflawiny z potaczen biatkowych
i fosforanowych, a nastgpnie ilo§ciowym jej oznaczeniu z uzyciem wysoko-
sprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwroconych z detektorem
fluorymetrycznym;

Metody polarograficzne sa szczegdlnie przydatne do oznaczania rybofla-
winy w obecnosci innych witamin, bez koniecznosci jej wyodrgbniania i oczysz-
czania.
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Wykonanie ¢wiczenia

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z fluorymetryczna metoda ozna-
czania zawartos$ci ryboflawiny (witaminy B,) w mleku i jaju w proszku, produk-
tach zbozowych oraz straczkowych suchych.

Oznaczanie ryboflawiny metoda fluorymetryczna

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na uwolnieniu witaminy z polaczen biatkowych oraz fos-
foranowych, utlenieniu substancji interferujacych oraz na pomiarze zo6ttozielonej
fluorescencji przy dlugosci fali $wiatta wzbudzajacego 450 nm oraz dlugosci fali
pomiaru $wiatta emitowanego 524 nm.

WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie krzywej wzorcowej
= Przygotowanie proby standardowej do kalibracji fluorymetru

Do probowki pobraé¢ 5 cm’ roboczego roztworu standardowego ryboflawiny
(5 pg witaminy), dodaé¢ 5 cm® 0,1 M HCl i 1 cm® lodowatego kwasu octowego,
wymieszaé. Okoto 5 cm’ przygotowanego roztworu przeniesé ilosciowo do ku-
wety fluorymetrycznej i wykalibrowa¢ aparat na 100% fluorescencji, uwzgled-
niajac warto$¢ fluorescencji dla proby slepej, przygotowanej jak wczesniej bez
roztworu ryboflawiny.

®  Przygotowanie roztworé6w wzorcowych

Przygotowac rownolegle dwie serie prob.

Z roztworu roboczego ryboflawiny pobra¢ do probdéwek kolejno: 0,5; 1,0;
1,5: 2,0; 2,5; 3,0; 4,0; 5,0 cm’, co odpowiada: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 4,0;
5,0 ug witaminy. Warto$ci wzorcowe wprowadzi¢ do pamigci komputera. Kazda
prébe dopetni¢ 0,1 M roztworem HCI do 10 cm?, nastepnie dodaé po 1 cm® lodo-
watego kwasu octowego, wymieszac¢. Mierzy¢ fluorescencj¢ prob przy Ag, = 450
nm i Ag, = 524 nm w aparacie wykalibrowanym wobec proby standardowe;.

Oznaczanie zawarto$ci ryboflawiny
m  Ekstrakcja witaminy

Do kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm® nawazy¢ z doktadnoscia do 0,01 g
probke produktu zawierajaca 15-50 pg ryboflawiny i dodaé 75 cm® 0,1 M roz-
tworu HCl (uwolnienie ryboflawiny z polaczen biatkowych). Catos¢ zhomo-
genizowac i umiesci¢ we wrzacej tazni wodnej na 30—60 minut. Po tym cza-
sie probke schtodzi¢ do temperatury 50°C i doda¢ 5 cm’ roztworu enzymu
Taka-diastaza (uwolnienie ryboflawiny z potaczen fosforanowych). Zawartos¢
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kolby doktadnie wymiesza¢ i pozostawi¢ probke w termostacie w temperaturze
45°C na 2 godziny. Po zakonczeniu hydrolizy enzymatycznej schlodzi¢ prob-
ke do temperatury otoczenia, po czym przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej
o pojemnosci 100 cm’ i dopehi¢ woda dejonizowana do kreski. Dokladnie wy-
mieszang zawiesing przesaczy¢ przez karbowany saczek o $redniej szybkos$ci
saczenia do kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm®, przy czym pierwsza frakcje
przesaczu odrzuci¢. Uzyskany ekstrakt jest materiatem do dalszych badan.

Utlenianie substancji interferujacych

Oznaczenie prowadzi¢ dla dwoch probek rownolegle.

Do dwoch probowek oznaczonych odpowiednio B (probka badana) i W
(probka wygaszona) odmierzy¢ pipeta po 10 cm’® uzyskanego wezeéniej ekstrak-
tu oraz doda¢ po 1 cm’ lodowatego kwasu octowego i doktadnie wymieszaé. Na-
stepnie doda¢ po 0,5 cm’ 3-procentowego roztworu KMnQO,, calo§¢ wymieszac
i dokladnie po 2 minutach wprowadzié po 0,5 cm® 3-procentowego roztworu
H,0, w celu odbarwienia probek. Wydzielajacy si¢ tlen nalezy usunac¢, wstrzasa-
jac energicznie zawarto$¢ probowek, az do chwili, gdy przestanie sig pienic.

Obecnos¢ pecherzykow tlenu moze w duzym stopniu zaktocic
pomiar; moze dochodzi¢ do wytracania si¢ osadu MnO,, po-
wodujacego zmgtnienie, wowczas nalezy probki odwirowac
lub przesaczy¢.

Do probki W doda¢ okoto 0,02 g ditionianu sodu w celu wygaszenia fluore-
scencji ryboflawiny, wymieszac.

= Pomiar fluorymetryczny

Do kuwet fluorymetrycznych, oznaczonych odpowiednio B i W przenies¢
po 5 cm’ badanych roztwordéw i mierzy¢ fluorescencje w aparacie wykalibro-
wanym na 100% wobec proby standardowej, przy dtugosci fali wzbudzajacej
Apx =450 nm i Ag,, = 524 nm.

Korzystajac z wezesniej wbudowanej do pamigci komputera krzywej wzor-
cowej, odczyta¢ uzyskane wartosci fluorescencji w postaci mikrogramow rybo-
flawiny, uwzgledniajac wspotczynnik rozcienczen. Z roznicy wartosci dla probek
B 1 W obliczy¢ rzeczywista zawarto$¢ ryboflawiny w probce badanej. Ostateczny
wynik wyrazi¢ w miligramach ryboflawiny na 100 g produktu.

Wyposazenie laboratoryjne

Odczynniki:
UWAGA: do przygotowania odczynnikow stosowaé wylacznie wode de-
jonizowana!
HCI, 0,1 M roztwoér wodny — odwazke analityczna zawierajaca 0,1 mola HCI
doda¢ powoli do H,O i dopetni¢ do 1000 cm®
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Podstawowy roztwor standardowy ryboflawiny (100 pg na 1 cm’) — z wysu-
szonej w suszarce przez 24 godziny ryboflawiny odwazy¢ 0,01 g witaminy,
rozpusci¢ w 0,1 M HCI i dopetni¢ do 100 cm®; przechowywaé w lodowce
(trwatos¢ 1 rok)

Roboczy roztwér ryboflawiny (1 pg na 1 cm?) — z podstawowego roztworu stan-
dardowego ryboflawiny pobra¢ 1 cm® do kolby miarowej na 100 cm’ i do-
petni¢ do kreski 0,1 M HCI);

NaC,H;0,, 2,5 M roztwor wodny — 205 g bezwodnego octanu sodu rozpuscic¢
w wodzie i dopetni¢ do 1000 cm®

Roztwor enzymu Takadiastaza (SIGMA A-6211) — bezposrednio przed oznacze-
niem przygotowaé roztwor w 2,5 M octanie sodu, o stezeniu 0,3 g na 5 cm®

CH;COOH, lodowaty, cz.d.a.

KMnO,, 3-procentowy roztwoér wodny — 3 g nadmanganianu potasu rozpuscic
w wodzie i dopemi¢ do 100 cm?, przesaczyé, przygotowywaé w dniu ozna-
czenia

H,0,, 3-procentowy roztwér wodny — rozcienczyé 1 ecm® perhydrolu do 100 cm?
woda

Na,S,0, (ditionian sodu), cz.d.a.

Sprzet i aparatura:

Waga analityczna

Laznia wodna

Termostat

Wiréwka

Fotofluorymetr Kontron Instruments z oprogramowaniem komputerowym
SFM25
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(ZNACZANIE ZAWARTOSCI WITAMINY C W WYBRANYCH
PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

Maltgorzata Drywien

Wprowadzenie

Okreslenie witamina C obejmuje dwa zwiazki — kwas L-askorbinowy oraz
kwas L-dehydroaskorbinowy, bedacy utleniona forma pierwszego. Kwas askor-
binowy jest szeroko rozpowszechniony w $§wiecie roslin i zwierzat, jedynie czto-
wiek, matpa, §winka morska, nietoperze owocozerne oraz ptaki wroblowate maja
genetycznie uposledzona zdolnos¢ jego syntezy z D-glukozy lub D-galaktozy.

Kwas L-askorbinowy zawiera grupy dienolowe, ktére sa odpowiedzialne za
jego wiasciwosci redukujace oraz kwasowe. W obecnosci tlenu bardzo tatwo
ulega utlenieniu do formy dehydro-, a proces ten przyspieszaja takie czynniki,
jak: zasadowe $rodowisko, jony Cu®" i Fe'", a dodatkowo nasila wzrost tempera-
tury. Tlen wzmaga dziatanie oksydazy kwasu askorbinowego, ktora jest natural-
nie zawarta w niektorych produktach spozywczych, na przyktad w ogorku.

O (0] O
/ Va Va
C C C—OH
\ | \
C—OH 0O, C=0 C=0 COOH
I 0o —— | 0 +H,0 \ +0, COOH |
C—OH — C=0 — c=0 —— \ + H—C—OH
\ —2H | | +H,0 COOH |
H—C— | H—C —— H—C—OH HO— C—H
\ | \ |
HO —C—H HO —C—H HO —C—H CH,OH
\ | \
CH,OH CH,OH CH,OH
kwas L-askorbinowy kwas kwas kwas kwas
L-dehydroaskorbinowy 2,3-diokso-L-gulonowy szczawiowy L-treonowy

Witamina C jest stabilna, zarowno w produktach spozywczych, jak i w
przetworach. Stopniowe jej straty nastepuja dopiero w momencie zetknigcia sig
z tlenem z powietrza (rozdrabnianie produktow, otwarcie opakowania). Przy
oznaczaniu jej zawarto$ci w produktach spozywczych stosuje si¢ wigc ekstrak-
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cje lub rozcienczanie probek z uzyciem roztworow kwaséw (metafosforowego,
szczawiowego, solnego), ktore hamuja procesy oksydacyjne.

Zawartos$¢ witaminy C w wybranych produktach spozywczych,
w mg-(100 g)™ czeSci jadalnych [Kunachowicz i in. 2018]:

= mleko, jogurty -1,0-2,8
B ryby Swieze -0,0-2,0
B bocwina -34,0

= brokuly - 83,0

®  brukselka -94.0

®m  papryka czerwona  — 144,0

B ziemniaki -14,0

®  orejpfrut —40,0

®m  jabtko -9,2

" kiwi —-59,0

B porzeczki czarne —182,6

®  truskawki - 66,0

® Sliwki -52

W analityce zywnos$ci do oznaczen zawartosci witaminy C stosuje si¢ dwie,
ponizsze podstawowe metody.

Metoda miareczkowa Tillmansa z modyfikacja Pijanowskiego oparta
jest na redukujacych wilasciwosciach kwasu L-askorbinowego w stosunku do
2,6-dichlorofenoloindofenolu (odczynnik Tillmansa) — barwnika, ktéry spetnia
tez funkcje indykatora, odbarwiajac si¢ po zredukowaniu:

kwas + 2,6-dichlorofenoloindofenol — kwas + leuko-
L-askorbinowy L-dehydroaskorbinowy barwnik

Niedogodnoscia oryginalnej metody Tillmansa byl to, ze kwas dehydro-
askorbinowy nie byl oznaczany, gdyz nie reaguje z odczynnikiem Tillmansa.
Opracowano wigc procedurg polegajaca na wezesniejszym zredukowaniu za po-
moca H,S, kwasu L-dehydroaskorbinowego (modyfikacja Pijanowskiego) i tym
samym oznaczeniu catkowitej zawartosci witaminy.

Metoda ta nastr¢cza jednak dodatkowe trudnosci — w produktach roslinnych
obecne sa zwiazki, ktére wykazuja rowniez whasciwosci redukujace (barwniki
antocyjanowe, reduktony biatkowe i cukrowe, SO,, Fe*"). Powoduje to koniecz-
no$¢ szybkiego zmiareczkowania badanych roztwordow, powinowactwo bowiem
tych reduktonéw do odczynnika Tillmansa jest mniejsze i wymagaja one dhuz-
szego czasu reakcji niz kwas askorbinowy. Inna mozliwoscia unikania tych trud-
nosci jest przeprowadzenie kilku miareczkowan, z ktérych kazde pozwala na
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wyeliminowanie innych reduktonéw i okreslenie zawartos$ci kwasu askorbino-
wego z roznicy ich wynikoéw. Ponadto w przypadku roztworow silnie zabarwio-
nych stosuje si¢ miareczkowanie 2,6-dichlorofenoloindofenolem w obecno$ci
rozpuszczalnika organicznego (benzen, chloroform, nitrobenzen, ksylen). Barw-
niki antocyjanowe nie rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalniku organicznym, odczyn-
nik Tillmansa za$ si¢ rozpuszcza; nadmiarowa kropla odczynnika przechodzi do
warstwy rozpuszczalnika, zabarwiajac go na rdzowo.

Metoda fluorymetryczna polega na utlenieniu kwasu L-askorbinowego do
L-dehydroaskorbinowego, ktory tworzy fluoryzujacy kompleks z o-fenylenodia-
ming. Natg¢zenie fluorescencji jest wprost proporcjonalne do stgzenia witaminy
w badanym roztworze. Metoda ta pozwala na okreslenie sumy kwasow askorbi-
nowego 1 dehydroaskorbinowego, nawet jesli wystgpuja w niewielkiej ilosci. Na
wynik oznaczenia nie maja wptywu barwniki antocyjanowe ani reduktony.

Metody tej nie mozna stosowaé do ZywnoS$ci przetworzonej — smazonej
w glebokim thuszczu (frytki, czipsy), zawiera ona bowiem dehydroreduktony lub
dehydroredukcyjne kwasy, ktore powoduja zawyzenie wynikow analizy.

Oznaczenie przebiega w trzech etapach:
®  ekstrakcja witaminy — ,,wyptukanie” witaminy z probki produktu (jesli ma

on posta¢ stata) lub rozcienczenie (jesli ma posta¢ ptynna), z uzyciem mie-

szaniny roztworow kwasoéw metafosforowego i octowego, ktéra jednocze-
$nie zapobiega utlenianiu przez jony miedzi i zelaza, denaturuje i wytraca
biatka, dzigki czemu inaktywuje enzymy;

®  utlenienie kwasu L-askorbinowego do formy dehydro- przez zastosowanie
wytrzasania z wgglem aktywowanym;

®  pomiar natgzenia fluorescencji chinoksaliny — kompleksu kwasu dehydro-
askorbinowego z o-fenylenodiaming dokonywany na dwoch réwnolegtych
probkach, z ktorych w jednej kwas dehydroaskorbinowy zostat skomplek-
sowany z uzyciem kwasu borowego (proba o wygaszonej fluorescencji wi-
taminy) tak, by z roznicy wartos$ci dla obu prob okresli¢ faktyczne stgzenie
witaminy w roztworze.

Wykonanie ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentow z metodami oznaczania wita-

miny C — miareczkowa Tillmansa w modyfikacji Pijanowskiego oraz fluoryme-
tryczna, w owocach, warzywach oraz ich przetworach.
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Oznaczanie calkowitej zawarto$ci witaminy C metoda miareczkowa
Tillmansa w modyfikacji Pijanowskiego

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na wstgpnym zredukowaniu siarkowodorem kwasu
L-dehydroaskorbinowego do kwasu askorbinowego, a nastgpnie odmiareczkowa-
niu go 2,6-dichlorofenoloindofenolem o barwie niebieskiej w srodowisku kwa-
snym. W wyniku redukcji 2,6-dichlorofenoloindofenolu przez kwas askorbinowy
w punkcie rownowaznikowym nadmiar wprowadzonego 2,6-dichlorofenoloin-
dofenolu wywotuje pojawienie si¢ rozowego zabarwienia.

WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie probki

Nawazke¢ produktu wynoszaca okoto 100 g zhomogenizowaé lub rozetrze¢
w mozdziezu z 200-300 cm’® 3-procentowego roztworu kwasu szczawiowego.
Z otrzymanej jednorodnej zawiesiny odwazy¢ do kolby miarowej o pojemnos$ci
100 cm® okoto 1040 g tej probki, zawierajacej 2—3 mg witaminy C, po czym do-
pemi¢ do kreski 3-procentowym roztworem kwasu szczawiowego. Jesli badany
produkt ma konsystencjg¢ ptynna, odwazy¢ 10 g do kolby miarowej o pojemnosci
100 cm® i dopemi¢ do kreski 3-procentowym roztworem kwasu szczawiowe-
go. Po doktadnym wymieszaniu przesaczy¢ probe, odrzucajac pierwsza frakcje
(35 cm?). Zebrany przesacz chronié¢ przed dostgpem powietrza i §wiatta.

Redukcja kwasu L-dehydroaskorbinowego (modyfikacja Pijanowskiego)
Do kolby miarowej o pojemnosci 25 cm’ pobraé 10 cm?® przesaczu i dodaé
kolejno 3,5 cm’ 0,5 M roztworu kwasu siarkowego oraz 1,75 cm® 1 M roztworu
siarczku sodu. Zawartos¢ kolby wymieszac¢ i pozostawi¢ na 10—-15 minut bez
dostepu $wiatta. Nastepnie, bardzo ostroznie, wprowadzié¢ do kolby 2,5 cm® 1 M
alkoholowego roztworu chlorku rteci (odezynnik toksyczny). Kolbg dopetnié
do kreski woda destylowana i cato§¢ wytrzasa¢ kilkadziesiat sekund, po czym
przesaczy¢ przez karbowany saczek, odrzucajac pierwsza frakcje (2-3 cm?).

Miareczkowanie
®m  (QOkreslenie miana roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu

Zmiareczkowaé 5 cm’ zakwaszonego roztworu standardowego kwasu
L-askorbinowego o stezeniu 0,15 mg na 1 cm® odczynnikiem Tillmansa. Za wy-
nik przyjac sredniq z trzech oznaczen 1 wyrazi¢ go w miligramach kwasu askor-
binowego na 1 cm® 2,6-dichlorofenoloindofenolu.

Do kolby stozkowej o pojemnosci 100 cm® pobra¢ 5-10 cm® klarownego
roztworu i miareczkowa¢ mianowanym 0,001 M roztworem 2,6-dichlorofeno-
loindofenolu do momentu pojawienia si¢ rézowego zabarwienia probki, kto-
re utrzyma si¢ przez mniej wigcej 10 sekund. Oznaczenie szybko powtérzyc,
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dodajac do probki prawie cata potrzebng ilos¢ odczynnika Tillmansa i powoli
miareczkowa¢ do pojawienia si¢ trwalego zabarwienia.

Znajac objetos¢ zuzytego do miareczkowania odczynnika Tillmansa i jego
miano wzgledem kwasu askorbinowego, obliczy¢ zawarto$¢ witaminy C w mili-
gramach na 100 g analizowanego produktu.

Oznaczanie witaminy C metoda fluorymetryczna

Z.ASADA METODY

Oznaczenie polega na utlenieniu kwasu L-askorbinowego do L-dehydro-
askorbinowego i przeprowadzeniu reakcji z o-fenylenodiaming, w ktorej wyniku
powstaje fluoryzujacy kompleks. Jego natezenie mierzy si¢ przy dtugosci fali
Swiatta wzbudzajacego 365 nm oraz dlugosci fali pomiaru §wiatta emitowanego
430 nm.

WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowanie krzywej wzorcowej
= Przygotowanie proby standardowej do kalibracji fluorymetru

Do kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm® pobra¢ 100 cm’ roboczego
roztworu standardowego kwasu askorbinowego i wytrzasa¢ z 2 g wegla akty-
wowanego, przesaczy¢. Do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm®, zawieraja-
cej 5 cm’ roztworu octanu sodu, pobraé 5 cm’ przesaczu, dopetnié¢ do kreski
woda dejonizowana, wymiesza¢. Pobra¢ 2 cm’ (10 pug witaminy C) roztworu do
probowki, doda¢ 5 cm?® roztworu o-fenylenodiaminy, wymiesza¢ i pozostawié
w ciemnym miejscu na 35 minut. Nastepnie okoto 5 cm’ przygotowanego roz-
tworu przenie$¢ do kuwety fluorymetrycznej i wykalibrowac aparat na 100% flu-
orescencji, uwzgledniajac warto$¢ dla proby $lepej, przygotowanej jak wczesniej
bez roztworu kwasu askorbinowego.
®  Przygotowanie roztworéw wzorcowych

Przygotowac rownolegle dwie serie prob.

Z roztworu roboczego kwasu askorbinowego (100 pg na 1 cm®) pobraé do
kolb miarowych o pojemnosci 100 cm’ kolejno: 10; 20; 40; 60; 100 cm’, po
czym dopei¢ do kreski mieszanina ekstrahujaca. Kazda z prob przenies¢ do
oddzielnej kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm®, dodaé po 2 g wegla aktywo-
wanego, nastgpnie wytrzasnac¢ i przesaczy¢. Do kolb miarowych o pojemnosci
100 cm’, zawierajacych po 5 cm?® roztworu octanu sodu i po 75 cm® wody de-
jonizowanej, pobra¢ po 5 cm’ przygotowanych przesaczow i dopei¢ do kreski
woda dejonizowana. Z poszczegolnych roztworéw wzorcowych pobiera¢ kolejno
do probéwek po 2 cm®, po czym dodaé po 5 cm® o-fenylenodiaminy i pozostawié
w ciemnym miejscu. Proby zawieraja odpowiednio: 1; 2; 4; 6; 10 pg witaminy C,
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ktoére to wprowadzi¢ do pamigei komputera. Po 35 minutach mierzy¢ fluorescen-
cj¢ prob przy Ag, =365 nm1i Ag, =430 nm w aparacie wykalibrowanym wobec
proby standardowe;.

Oznaczanie zawarto$ci witaminy C
m  Ekstrakcja witaminy

Owoce 1 warzywa. Nawazke produktu, zawierajaca okoto 5 mg witaminy C,
zhomogenizowaé z 50 cm® mieszaniny ekstrahujacej i przeniesé¢ ilosciowo, po-
plukujac mieszanina ekstrahujaca, do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’.
Zawarto$¢ kolby doprowadzi¢ do pH 1,2 wobec bigkitu tymolowego, postugujac
si¢ mieszaning zakwaszajaca, po czym kolbg uzupetni¢ do kreski mieszaning
ekstrahujaca i wymieszac.

Zakres zmiany barwy btekitu tymolowego: pH = 2,8 — barwa
z6Ma; pH = 1,2 — barwa czerwona.

Soki. Nawazke produktu, zawierajaca okoto 5 mg witaminy C, przenies¢ do
kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’, poptukujac mieszanina ekstrahujaca. Do-
prowadzi¢ pH roztworu do 1,2, stosujac wczesniej opisang procedurg, po czym
cato$¢ uzupetni¢ do kreski mieszaning ekstrahujaca i wymieszac.

W przypadku produktow silnie zabarwionych przy ustalaniu
pH nalezy postuzy¢ si¢ papierkami wskaznikowymi.

m  Utlenianie kwasu L-askorbinowego

Zawarto$¢ kolby miarowej przenie$¢ do kolby stozkowej z korkiem na szlif,
o0 pojemnosci 250 cm’, dodaé okoto 2 g wegla aktywowanego, wytrzasaé okoto
5 minut, po czym przesaczy¢ przez twardy saczek, odrzucajac pierwsza frakcje
(3-5 cm?).
®  Pomiar fluorymetryczny

Prébka wygaszona (W). Do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’, zawie-
rajacej 5 cm’ roztworu kwasu borowego w octanie sodu, pobraé 5 cm® weze$niej
uzyskanego przesaczu i pozostawi¢ na 15 minut, mieszajac co pewien czas. Na-
stgpnie uzupehi¢ do kreski woda dejonizowana i wymieszac.

Probka badana (B). Do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’, zawierajacej
5 cm’ roztworu octanu sodu i okoto 75 cm® wody dejonizowanej, pobra¢ 5 cm’
uzyskanego wczesniej przesaczu, uzupetni¢ do kreski woda dejonizowana i wy-
mieszac.

Do probowek, oznaczonych odpowiednio W i B (po dwie na kazda probke),
pobraé po 2 cm’ analogicznych roztworéw, dodaé po 5 cm® roztworu o-fenyleno-
diaminy, doktadnie wymiesza¢ i pozostawi¢ w ciemnym miejscu na 35 minut.
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Do kuwet fluorymetrycznych (W i B) pobraé po 5 cm® odpowiednich roz-
tworow 1 mierzy¢ fluorescencj¢ w aparacie wykalibrowanym na 100% wobec
proby standardowej, przy Ag, = 365 nm i Ag,, =430 nm.

Korzystajac z wczes$niej wbudowanej do pamigci komputera krzywej wzor-
cowej, odczyta¢ uzyskane wartosci fluorescencji witaminy C w mikrogramach,
uwzgledniajac wspotczynnik rozcienczen. Z roznicy wartosci dla prob B 1 W ob-
liczy¢ rzeczywista zawartos¢ witaminy C w badanej probce. Ostateczny wynik
wyrazi¢ w miligramach witaminy C na 100 g produktu.

Wyposazenie labaratoryjne
Odczynniki

®  Metoda Tillmansa w modyfikacji Pijanowskiego

Kwas szczawiowy, 3-procentowy roztwor wodny — 30 g kwasu szczawiowego
rozpusci¢ w wodzie i dopeié do 1000 cm?

2,6-dichlorofenoloindofenol, 0,001 M roztwor wodny — 250 mg indofeno-
lu rozpusci¢ w 700 cm® goracej wody destylowanej, zawierajacej 200 mg
NaHCO;; po rozpuszczeniu barwnika schtodzi¢ roztwor i dopeli¢ do
1000 cm?; przesaczy¢é do butelki z ciemnego szkta

H,S0,, 0,5 M roztwor wodny — odmierzyé 28 cm® 96-procentowego kwasu siar-
kowego o gestosci 1,84 grem™ do 500 cm® wody destylowanej, ostudzié
i uzupehi¢ woda do 1000 cm’

Na,S, 1 M roztwér wodny — 75 g Na,S rozpusci¢ na goraco w 200 cm® wody
destylowanej, schlodzi¢ i po przeniesieniu do kolby miarowej o pojemnosci
250 cm® dopetnié¢ do kreski

HgCl,, 1 M roztwor alkoholowy — 27,15 g chlorku rteciowego rozpusci¢ w 96%
akoholu etylowym, przenie$¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci
100 cm’ i uzupehic do kreski alkoholem etylowym

Roztwér standardowy kwasu L-askorbinowego o stezeniu 0,15 mg-cm

Bflekit tymolowy — rozpusci¢ 0,1 g wskaznika, roztartego w mozdzierzu porce-
lanowym, w 10,75 cm’® 0,02 M roztworu NaOH i rozcienczy¢ do 250 cm’
woda destylowana

= Metoda fluorymetryczna

UWAGA: Do przygotowania odczynnikéw stosowaé wylacznie wode
dejonizowang!
Mieszanina ekstrahujaca — odwazy¢ 30 g kwasu metafosforowego, zawierajace-
20 34% HPO; i 59% NaPO;; rozpusci¢ w 80 cm’ lodowatego kwasu octowe-
20 1 500 cm® H,0, dopeti¢ do 1000 cm® woda; przesaczyé i przechowywacé
w lodowce (trwatos¢ 2 tygodnie)
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Mieszanina zakwaszajaca — przygotowaé roztwor 15 g HPO; w 40 cm’ lodowa-
tego kwasu octowego i rozcienczyé do 500 cm® 0,5 M roztworem H,SO,,
catos¢ przesaczy¢

Podstawowy roztwor standardowy kwasu askorbinowego (1 mg na 1 cm?) — od-
wazy¢ 0,1 g kwasu L-askorbinowego, uprzednio wysuszonego w eksyka-
torze nad kwasem siarkowym w ciemno$ci przez 24 godziny; rozpuscic¢
w mieszaninie ekstrahujacej i dopetnié¢ do 100 cm®; przygotowywaé w dniu
analizy

Roboczy roztwoér standardowy kwasu askorbinowego (100 pg na 1 cm®) — z pod-
stawowego roztworu standardowego kwasu askorbinowego pobra¢ 25 cm’
do kolby miarowej o pojemnosci 250 c¢m?® i dopehié¢ do kreski mieszaning
ekstrahujaca

CH,COONa - 3H,0 — rozpusci¢ 500 g uwodnionego octanu sodu w 1000 cm®
wody dejonizowanej; w przypadku stosowania bezwodnego octanu — nawa-
zy¢ 302 g soli

H;BO;, 3-procentowy roztwoér w octanie sodu — rozpusci¢ 3 g kwasu borowego
w roztworze octanu sodu, uzupetnié¢ do 100 cm’; przygotowywaé bezposred-
nio przed analiza

Chlorowodorek o-fenylenodiaminy, 0,02-procentowy roztwor wodny — odwa-
zyé 20 mg o-fenylenodiaminy do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’,
bezposrednio przed uzyciem uzupetni¢ do 100 cm’ woda dejonizowana ;
odczynnik nietrwaty — chroni¢ przed swiattem

Wegiel aktywowany przemyty kwasem solnym — do 200 g wegla aktywowanego
wprowadzié¢ 1000 cm® roztworu kwasu solnego, rozcienczonego w stosun-
ku: 1 czes¢ HCl i 9 czesci wody dejonizowanej; calos¢ ogrza¢ do wrzenia
1 saczy¢ pod ci$nieniem na lejku Biichnera; nastgpnie pluka¢ dwukrotnie po
1000 cm® wody dejonizowanej, osaczyé i wysuszyé w temperaturze 110—
—120°C

Sprzet i aparatura:

Waga analityczna

Homogenizator laboratoryjny

Wytrzasarka do probowek

Fotofluorymetr Kontron Instruments z oprogramowaniem komputerowym
SFM25



114 M. Drywien

Pismiennictwo

BALL G.F.M.: Vitamins in foods. Analysis, bioavailability and stability. CRC Press 2005.

KRELOWSKA-KULAS M.: Badanie jako$ci produktow spozywczych. PWE, WARSZAWA
1993.

KUNACHOWICZ H., NADOLNA I., INANOW K. PRZYGODA B.: Warto$¢ odzywcza
produktéow spozywczych i typowych potraw. Wydawnictwo Lekarskie PZWL, Warsza-
wa 2018.

NOGALA-KALUCKA M. (red.): Analiza zywno$ci. Wybrane metody oznaczen jako$cio-
wych i ilo§ciowych sktadnikoéw zywno$ci. Wydawnictwo Uniwersytetu Przyrodniczego
w Poznaniu, Poznan 2016.

NOLLET L.M.L: Handbook of food analysis. Physical characterization and nutrient analy-
sis. Marcel Dekker, New York 2004.

Official Methods of Analysis of the AOAC. Wyd. XX. Association of Official Analytical
Chemists, Rockville MD 2016.










<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /SyntheticBoldness 1.000000
  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002000d>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002000d>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /GRE <>
    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002000d>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e000d>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


