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OZNACZANIE KWASOWOSCI

Kwasowos¢ nalezy do podstawowych parametrow decydujgcych o jakosci zywnosci i jest
charakterystyczna dla wiekszosci produktow spozywczych. Zmiany kwasowo$ci mogg dostarczac
informacji o niekorzystnych procesach zachodzgcych w produkcie (np. wskutek nieprawidtowego
wytwarzania lub nieodpowiedniego przechowywania), o jego $wiezosci, a nawet toksycznosci.

Wiekszos¢ kwasdw, ktdre wystepujg w zywnosci (np. kwas mlekowy - w przetworach mlecznych;
kwas jabtkowy, cytrynowy czy winowy - w przetworach owocowo-warzywnych), to kwasy naturalne.
Niektore kwasy sg celowo wprowadzane do produktdéw spozywczych. Powodujg one obnizenie
wartosci pH produktu spozywczego, a w konsekwencji - m.in. spowolnienie procesu oddychania (np.
w kiszonej kapuscie), brgzowienie enzymatyczne oraz reakcje karbonylowo-aminowe. Jony
wodorowe hamujg rozwdj wielu gatunkéw bakterii i drozdzy (najbardziej odporne na obnizenie
odczynu srodowiska sg plesnie), dlatego do réznego rodzaju marynat wprowadza sie kwas octowy, a
do sokow - kwas askorbinowy, czesto rowniez srodki utrwalajgce, np. kwas mlekowy, cytrynowy lub
fosforowy.

Kwasy w produktach spozywczych mogg sie tworzy¢ w rezultacie hydrolizy ttuszczéw (kwasy
ttuszczowe) lub w wyniku fermentacji cukrow (np. kwas mlekowy). Kwasy mogg réwniez powstawacé
podczas psucia sie niektorych produktow (np. kwas octowy).

Kwasowos¢ aktywna (czynna, rzeczywista) jest definiowana jako ujemny logarytm stezenia jonéw

hydroniowych (H30"):

pH = -log [H30]

Kwasowos¢ aktywna zalezy przede wszystkim od mocy kwasu obecnego w roztworze. Mozna ja
oznacza¢ potencjometrycznie lub spektrofotometryczne.

Metoda potencjometryczna nalezy do najdoktadniejszych metod oznaczania stezenia jonéw H30".

Do pomiaréw pH roztworéw wodnych stosuje sie elektrody kombinowane. Sg to zestawy dwoch
elektrod w jednej wspédlnej oprawce, co upraszcza przeprowadzenie pomiaru. Elektrody te sag
stosunkowo odporne chemicznie i pozwalajg na prowadzenie pomiaréw w petnym zakresie wartosci
pH (od 0 do 14), w szerokim przedziale temperatur.

Innym, mato doktadnym, sposobem oznaczania kwasowosci aktywnej jest okreslanie pH na
podstawie zmiany barwy papierka wskaznikowego (np. uniwersalnego) w poréwnaniu ze skalg
wzorcéw lub wynikiem barwienia za pomoca wskaznikdw organicznych, ktérych barwa w danym
zakresie warto$ci pH jest &cisle okreslona.

Metody spektrofotometryczne oznaczania kwasowosci aktywnej polegaja na pomiarze
absorbancji badanego roztworu przy okreslonej dtugosci fali (jesli roztwér jest barwny), a nastepnie -
dodaniu wskaznika alkacymetrycznego i ponownym pomiarze absorbancji. R6znice miedzy wynikami
tych pomiaréw poréwnuje sie z krzywg wzorcowg wykonang na podstawie pomiaru absorbangji
roztworow o znanym pH przy zastosowaniu tego samego wskaznika alkacymetrycznego. Do
oznaczen wykorzystuje sie kolorymetr lub spektrofotometr. Metoda jest rzadko stosowana, poniewaz
wynik pomiaru zalezy od uzytego wskaznika alkacymetrycznego, i nadaje sie jedynie dla roztwordw

jednorodnych.



Kwasowos¢ miareczkowa (potencjalna) jest miarg zawartosci w produkcie spozywczym
substancji chemicznych o charakterze kwasnym, w szczegdlnosci kwasdéw organicznych
i nieorganicznych oraz ich soli ulegajgcych hydrolizie kwasowe;.

Kwasowos$¢é potencjalng mozna oznaczaé przez miareczkowanie alkacymetryczne dwojakiego
rodzaju:

1) z zastosowaniem odpowiednich wskaznikéw alkacymetrycznych (tab. 1) - miareczkowanie
klasyczne,

2) z pehametryczng detekcjg punktu koncowego - miareczkowanie potencjometryczne.

Tabela 1. Wybrane wskazniki alkacymetryczne

Wskaznik Zmiana barwy pH
Oranz metylowy czerwona —> 3,1-4,4
Czerwien metylowa czerwona —> z6ita 4,2-6,3
Tashiro* czerwonofioletowa —> 4,4-5,8
Btekit bromotymolowy z0ita —> niebieska 6,0-7,6
Czerwien krezolowa z0ita —» czerwona 7,2-8,8
Fenoloftaleina bezbarwna —> czerwona 8,3-10,0

* alkoholowy roztwér 0,026% czerwieni metylowej i 0,013% btekitu metylenowego
Zrédto: H. Chmielewski (red.). Encyklopedia techniki. Chemia. WNT, Warszawa
1966.

Kwasowos$¢ lotna jest miarg zawartosci w produkcie spozywczym kwasow ulegajgcych
odparowaniu z parg wodng (kwaséw lotnych).

Pomiar kwasowosci lotnej jest poprzedzony oddestylowaniem lotnych kwaséw z parg wodng. Para
wodna powoduje zmniejszenie preznosci par kwasow, ktérych temperatura wrzenia jest wyzsza od
100°C.

Po destylacji oznacza sie zawarto$¢ kwasow lotnych. Stuzg do tego metody:

1) miareczkowanie alkacymetryczne,
2) metoda spektrofotometryczna,

3) chromatografia gazowa.

Miareczkowanie alkacymetryczne otrzymanego destylatu polega na miareczkowaniu kwaséw
lotnych mianowanym roztworem wodorotlenku sodu wobec wskaznika.

Metoda spektrofotometryczna polega na pomiarze wartosci absorbancji przy dtugosci fali 660 nm
po wywotaniu reakcji barwnej roztworem azotanu(V) lantanu.

W przemysle spozywczym czesto uzywane jest pojecie kwasowosci ogélnej, ktére odnosi sie do
catkowitej zawartosci kwaséw i wodorosoli w 100 g lub 100 cm® produktu. Kwasowo$é ogdlng
przewaznie wyraza sie w stopniach kwasowosci.

Stopien kwasowosci to liczba cm® roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 1 M zuzytego do
zobojetnienia wolnych kwasoéw i wodorosoli zawartych w 100 g lub 100 cm?® produktu.

W réznych branzach przemystu spozywczego spotyka sie tez inne sposoby wyrazania kwasowosci



ogolnej, np.:

- w stopniach Delbriicka [°D] - liczba cm® roztworu tugu sodowego o stezeniu 1 M potrzebna do
zobojetnienia 20 cm® probki (stosowane w przemysle gorzelniczym),

- w stopniach Soxhleta [°S] - liczba cm? roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 0,25 M potrzebna do
zobojetnienia 50 cm® mleka (stosowane w przemysle mleczarskim),

- w stopniach Soxhleta-Henkla [°SH] - liczba cm?® roztworu wodorotlenku sodu
o stezeniu 0,25 M potrzebna do zobojetnienia 100 cm® mleka (stosowane w przemysle
mleczarskim),

- w gramach kwasu na 100 g lub 100 cm?® produktu (stosowane w przemysle owocowo-warzywnym).

Do przeliczenia wyniku na odpowiedni kwas (tab. 2) stuzy wzér:

aemek
=—®©
g

X 100

gdzie:
X - kwasowo$¢ ogolna,
a - objetos¢ roztworu NaOH zuzytego do miareczkowania [cm3],
m - stezenie molowe roztworu NaOH,
g - ilos¢ badanego produktu [g lub cm3],

k - wspotczynnik przeliczeniowy (tab. 2).

Tabela 2. Warto$¢ wspoétczynnika k uzywanego przy przeliczaniu kwasowosci

Przeliczanie wyniku analizy na

Wartosé¢ k
kwas
Winowy 0,075
Jabtkowy 0,067
Cytrynowy 0,064

Zrédto: PN-EN 12147:2000 Soki owocowe i warzywne. Oznaczanie kwasowosci

miareczkowej

Cwiczenia
1. Oznaczanie pH oraz kwasowosci aktywnej sokow owocowych i warzywnych metoda
potencjometryczng (wg PN-EN 1132:1999)

Odczynniki i sprzet:

Roztwory buforowe o wartosci pH w zakresie 3-9
Pehametr

Wykonanie oznaczenia
Srednig prébke laboratoryjng ptynnego lub przecierowego soku owocowego lub warzywnego

doktadnie wymieszac*. Naczynko pomiarowe pehametru napemi¢ takg iloscig badanej prébki, aby



moéc swobodnie zanurzyé elektrody. Po umieszczeniu elektrod w probce wigczyé aparat
i odczyta¢ wartos¢ pH bezposrednio na skali pehametru. Pomiar pH prébki wykonywaé
w temperaturze 20 +2°C”. Przed kazdym pomiarem oraz po zakohczeniu wszystkich pomiaréw
kohAcowki elektrod doktadnie sptukiwaé wodg destylowana.
* Jesli probka zawiera znaczng ilos¢ ditlenku wegla, nalezy ja odgazowaé, wstrzgsajac
probke w zamknietej kolbie stozkowej (od czasu do czasu wyciggajac korek) lub stosujgc

proznie lub ultradzwieki tak dtugo, az gaz przestanie sie wydzielac.

** Jesli pehametr jest wyposazony w urzgdzenie do kompensacji temperatury, pomiar mozna
przeprowadzi¢ w innej temperaturze, lecz zawierajgcej sie miedzy 10 a 30°C. Stosowac¢ sie

do instrukcji obstugi aparatu podanej przez producenta.

Wynik
Za wynik kohcowy przyjg¢ srednig arytmetyczng wynikédw co najmniej dwoch wykonanych

réwnolegle oznaczen.

2. Oznaczanie pH oraz kwasowosci potencjalnej (miareczkowej) mleka (wg PN-68/A-86122)

Odczynniki
Mianowany 0,1 M NaOH, fenoloftaleina
Wykonanie oznaczenia
Do erlenmajerki o pojemnosci 100-150 cm?® pobra¢ 50 cm?® mleka. Dodaé 3-4 krople roztworu
fenoloftaleiny. Miareczkowaé roztworem NaOH do uzyskania rézowego zabarwienia
utrzymujgcego sie co najmniej przez 30 s. Za wynik miareczkowania przyjg¢ srednig arytmetycznag

wynikéw co najmniej dwdch wykonanych rownolegle oznaczen.

Obliczenia

Obliczy¢ kwasowo$¢ mleka w stopniach Soxhleta oraz Soxhleta-Henkla.

3. Oznaczanie pH oraz _kwasowosci miareczkowej sokow owocowych i warzywnych, a takze

miodu, czekolady metoda potencjometryczng

Odczynniki i sprzet
Mianowany 0,1M roztwor NaOH
Pehametr,
Mieszadto magnetyczne
Wykonanie oznaczenia
Zwykle produkty nie wymagaja przygotowania wstepnego, a ich analiza metodg
potencjometryczng jest wykonywana objetosciowo, przy czym wynik analizy wyraza sie
w przeliczeniu na litr prébki.
Produkty zageszczone mozna analizowaé objeto$ciowo po rozciehczeniu.
Jesli probka zawiera znaczng ilos¢ ditlenku wegla, nalezy jg odgazowac, wstrzgsajgc probke

w zamknietej kolbie stozkowej (od czasu do czasu wyciggajgc korek) lub stosujac préznie lub



ultradzwieki tak dtugo, az gaz przestanie sie wydzielaé.

Skatibrowa¢ pehametr, uzywajgc buforéw wedtug instrukcji obstugi. Do zlewki o pojemnosci 150
cm® pobra¢ pipeta 25 cm® probki produktu (niezageszczonego). W przypadku produktu
zageszczonego prébke rozcienczy¢ woda, a do zlewki pobraé 25 cm?® rozcienczonego roztworu.

W przypadku miodu odwazyé 10g produktu i dodaé 10 cm® wody destylowanej.

Nastepnie umiesci¢ elektrode w badanym roztworze uruchomi¢ mieszadtio magnetyczne.
Miareczkowanie, przy ciggtym mieszaniu, prowadzi¢ w nastepujacy sposob (przez caty czas
notujgc odczytane wartosci pH i objetosé roztworu NaOH):

a) do pH = 6 miareczkowac¢ dos¢ szybko,

b) nastepnie do pH = 7 miareczkowac wolniej (po kilka kropel),

c) dalsze miareczkowanie prowadzi¢ po kropli,

d) po osiggnieciu pH = 8,1 miareczkowa¢ nadal wiekszymi porcjami.

Wykorzystujgc dane z miareczkowania potencjometrycznego, narysowaé¢ wykres miareczkowania i
metodg graficzng wyznaczy¢ punkt koncowy miareczkowania, odpowiadajgcy ilosci wodorotlenku
sodu przy pH rownym 8,1.

Miareczkowanie przeprowadzi¢ dwukrotnie.

W przypadku czekolady nalezy w suchej zlewce o poj. 200cm? odwazy¢ 5g (z dokfadnoscig do

0,01g) czekolady, dodaé 100cm? wrzgcej wody destylowanej i catos¢ gotowaé przez 10 minut.
Nastepnie zawarto$¢ zlewki ochtodzi¢ do temp. 20°C i uzupetni¢ wodg destylowang tak, aby ogolna
masa dodanej wody wynosita 100g. Zawiesine rozdrobnionej prébki dokfadnie przesgczyé przez
jakosciowg bibule filtracyjng. Nastepnie odpipetowaé 50cm® przesgczu do zlewki o poj. 100cm?.

Wycigg miareczkowaé pehametrycznie 0,1N roztworem NaOH do uzyskania pH 8,2.

Obliczenia

Kwasowo$é miareczkowg (Cy'), wyrazong w milimolach H* na dm?® produktu, obliczy¢ ze wzoru:

_100eV, ocC
H* V0
gdzie:
V; - objetos¢ roztworu wodorotlenku sodu zuzytego do miareczkowania produktu

nierozcienczonego (w przypadku produktu zageszczonego, ktéry rozcienczano,
przeliczyé V; uwzgledniajac rozcienczenia) [cm?],
V, - objeto$é odmierzonej probki (przed ewentualnym rozcienczeniem) [cm?], z reguty 25 cm?®,

¢ - stezenie molowe roztworu wodorotlenku sodu.

Wynik zaokragli¢ do liczb catkowitych.
Kwasowos¢ miareczkowg przeliczy¢ réwniez na zawartos¢ kwasu w produkcie (w gramach na litr

produktu), mnozac wartos¢ obliczong ze wzoru przez odpowiedni wspoétczynnik podany w tabeli 2.



4. Oznaczanie kwasowosci lotnej przetworéw owocowych i warzywnych oraz czekolady (wg
PN-A-75101/05:1990)
Odczynniki i sprzet

Mianowany 0,1 M roztwér wodorotlenku sodu, fenoloftaleina.
Zestaw do destylacji z parg wodag

Wykonanie oznaczenia

Produkty ptynne (soki naturalne, zalewy, syropy kompotowe) doktadnie wymieszac.
Wytarowaé zlewke o pojemnosci 50 cm® na wadze technicznej i odwazyé w niej 25 g probki
z doktadnoscig do 0,01 g. Produkty geste lub pétgeste jednorodne lub niejednorodne (marmolada,
dzem, przecier, galaretka, pulpa) doktadnie rozdrobni¢ i zhomogenizowaé. Odwazyé¢ tak samo jak
w przypadku produktow ptynnych.
Kolbe stanowigcg generator do wytwarzania pary wodnej napetni¢c do 2/3 objetosci wodag
destylowang, wiozy¢ kilka kawatkéw porowatego materiatu (kamyczkéw wrzennych)
i doprowadzi¢ do wrzenia. Badang probke przenies¢ ilosciowo do kolby destylacyjnej, uzywajgc ok.
50 cm?® wody destylowanej. Ogrzewajgc jednoczes$nie obie kolby, regulowaé przeptyw pary
w taki sposob, aby w poczgtkowym okresie destylacji objetos¢ probki zmniejszyta sie do ok. 50
cm?® i do konca procesu pozostata niezmieniona. Uwazaé, aby probka sie nie przypalita. Destylacje
zakonczyé po otrzymaniu 250 cm® destylatu w odbieralniku. Destylat miareczkowaé roztworem
wodorotlenku sodu az do uzyskania lekko rozowego zabarwienia utrzymujgcego sie przez 30 s
wobec 0,3 cm® roztworu fenoloftaleiny.

Obliczenia

Kwasowos$¢ lotng (X) produktu, w przeliczeniu na kwas octowy, obliczy¢ w pro centach wedtug

wzoru:
X = 0,006 eV 100
m
gdzie:
\% - objetos¢ mianowanego 0,1 M roztworu wodorotlenku sodu [cm3],
m - masa probki [g],

0,006 - ilos¢ kwasu octowego odpowiadajgca 1 cm?® roztworu wodorotlenku sodu o stezeniu 0,1M.
OZNACZANIE ZAWARTOSCI WODY

Jednym z gtéwnych skfadnikéw surowcow i produktéw zywnosciowych jest woda. Jej ilos¢ wywiera
zasadniczy wptyw na wartos¢ odzywczg, jakos¢ i trwatos¢ zywnosci. Zawartos¢ wody
w $rodkach spozywczych jest silnie zréznicowana (tab. 3), a podczas obrdbki technologicznej
i przechowywania produktéw ulega zmianom.

W surowcach i produktach spozywczych woda wystepuje w postaci wolnej lub zwigzane;.

Woda wolna jest rozpuszczalnikiem substancji organicznych i mineralnych, wypetnia wolne

przestrzenie w produktach, bierze udziat w przemianach fizykochemicznych i nie podlega zjawiskom



kapilarnym.

Tabela 3. Zawartos¢ wody w réznych produktach spozywczych

Produkt spozywczy Zawartosé wody [%]
Cukier 0,2
Olej 0,2
Mleko w proszku 4
Masto 16
Wyroby cukiernicze 1-26
Produkty zbozowe 3-45
Mieso i produkty miesne 55-70
Jaja 75
Ryby Swieze 70-80
Warzywa, owoce 80-95
Mleko 85-90
Soki owocowe, napoje 90-95




Woda zwigzana moze wystepowac jako:

- woda higroskopijna (zaadsorbowana), cienkg warstwag powlekajgca zewnetrzne powierzchnie
produktu,

- woda kapilarna, wystepujgca w naczyniach wlosowatych (porach),

- woda krystaliczna, bedaca integralng czescig czgsteczek materiatu,

- woda konstytucyjna, zwigzana chemicznie.

Zawartos¢ wody w produkcie zywnosciowym jest to ilos¢ wody, ktérg mozna w nim oznaczyé za
pomocg dostepnych i wtasciwych metod analitycznych. Z pojeciem zawartosci wody jest zwigzane
pojecie suchej masy. Sucha masa to pozostato$é po usunieciu wody z produktu wtasciwg metoda
analityczng. Z produktu najtatwiej usuwa sie¢ wode wolng i higroskopijng, a najtrudniej - wode zwigzang
chemicznie.

Okreslenie ,sucha masa” powstato stad, ze jej zawarto$¢ najczesciej oznacza sie przez suszenie.
Nalezy jednak mie¢ na uwadze, ze podczas suszenia woda nie jest usuwana w catosci, dlatego wyniki
otrzymywane przy oznaczaniu zawartosci suchej masy (lub wody) mogg byé obarczone pewnym
btedem, ktory zalezy od natury badanego produktu i warunkéw wykonywania oznaczenia. Podczas
suszenia niektérych produktéw usuwana jest z nich nie tylko woda, ale rowniez substancje lotne - wtedy
rzeczywiste oznaczenie dotyczy zawartosci wody i substancji lotnych. Jako przykfad mozna przytoczyé
procedury opisane w polskich normach dla nasion oleistych (PN-EN ISO 665:2004) lub dla olejow i
ttuszczow (PN-EN ISO 662:2001). W przypadku mleka oraz produktow przemystu ttuszczowego mozna
réwniez oznacza¢ suchg mase bezttuszczowa. Zasada tej metody polega na odparowaniu wody z prébki
produktu, np. masta, o znanej masie, ekstrakcji ttuszczu eterem naftowym i oznaczeniu pozostatej masy
(PN-EN ISO 3727-2:2004).

W uproszczeniu, miedzy zawartoscig suchej masy a zawartosciag wody w produkcie istnieje

nastepujgca zaleznosc:
zawartos¢ suchej masy [%] = 100 - zawartos¢ wody [%]

W analityce zywnosci uzywa sie rowniez pojecia suchej substancji (zamiennie z pojeciem suchej

masy) oraz kilku zwigzanych z nig poje¢, takich jak:

- sucha substancja catkowita, oznaczana przez usuniecie wody z produktu okreslong metodg
analityczna,

- sucha substancja rozpuszczalna (sucha pozostatos¢), oznaczana przez odparowanie rozpuszczalnika
z badanej substanciji,

- sucha substancja skorygowana, obliczana przez korekte zawartosci suchej substancji o masy
dodawanych zwigzkow,

- sucha substancja rozpuszczalna w wodzie (ekstrakt), oznaczana refraktometrycznie lub

densymetrycznie.

Metody oznaczania zawartosci wody

Zawartos¢ wody w produktach spozywczych mozna oznaczac réznymi metodami, takimi jak suszenie
termiczne, destylacja azeotropowa, pomiar statej dielektrycznej, pomiar gestosci lub wspdtczynnika
refrakcji, pomiar przewodnictwa elektrycznego, rezonans jgdrowo-magnetyczny, metody chemiczne,

analiza termograwimetryczna.



Suszenie termiczne polega na okresleniu ubytku masy prébki po usunieciu wody podczas suszenia w
warunkach przewidzianych dla danego produktu.

Wiele produktéw zywnosciowych suszy sie w suszarkach w temperaturze 100- -105°C pod ci$nieniem
normalnym (PN-1SO 1442:2000, PN-EN ISO 1666:2000, PN-EN ISO 665:2004, PN-ISO 7513:2004 i in.).
Produkty o mniejszej zawartosci wody oraz nie zawierajgce zwigzkéw termolabilnych sg suszone w
temperaturze 130°C (PN-A-74108:1996, PN-ISO 11294:2002 i in.). W przypadku produktow
zawierajgcych zwigzki wrazliwe na podwyzszong temperature stosuje sie zredukowane cisnienie, co
obniza temperature parowania wody.

Podczas suszenia produktow zawierajgcych duzg ilos¢ biatek, cukréw i dekstryn na ich powierzchni
tworzy sie btona, ktéra utrudnia parowanie wody. Aby zwiekszyC powierzchnie parowania badanej
prébki, miesza sie jg z odpowiednio przygotowanym piaskiem, kulkami szklanymi lub pumeksem (PN-
ISO 1442:2000, PN-EN ISO 3727-1:2004 i in.).

Produkty poétptynne suszy sie dwustopniowo. Wstepnie odparowuje sie je we wrzacej tazni wodnej, a
nastepnie umieszcza w suszarce w temperaturze 100°C. Produkty ptynne, np. mleko, mozna suszy¢ na
zwinietych paskach bibuly filtracyjnej (w celu zwiekszenia powierzchni parowania) najpierw w
temperaturze 60°C, a pézniej w 102°C.

Oznaczanie zawartosci wody przeprowadza sie rowniez w suszarkach wyposazonych
w automatyczng wage, tzw. wagosuszarkach. Sg one szczegdlnie przydatne do wykonywania seryjnych
analiz.

Destylacja azeotropowa (rys. 1) polega na usunieciu wody z badanej probki na drodze destylacji
Z cieczami nie mieszajgcymi sie z woda.

Azeotrop jest to ciekla mieszanina dwoch lub wiecej zwigzkéw chemicznych, ktéra jest
w réwnowadze termodynamicznej z parg nasycong powstajgcg z tej mieszaniny. W metodzie destylaciji
azeotropowej najczesciej stosuje sie ciecze azeotropujgce nierozpuszczalne w  wodzie,
0 gestosci mniejszej od gestosci wody i temperaturze wrzenia wyzszej niz 100°C (np. toluen, t,,=110°C,
lub ksylen, t, = 140°C), ktére po skropleniu zbierajg sie nad warstwg wody w kalibrowanej czesci
odbieralnika. Rozpuszczalniki (szczegdlnie ksylen) powinny by¢ wysycone woda. Zestawy do destylacji
nalezy utrzymywaé w szczegdlnej czystosci, a przed kazdym oznaczeniem aparat trzeba przeptukac
alkoholem i eterem. Metode destylacji azeotropowej stosuje sie do produktéw nie ulegajacych rozktadowi
w temperaturze wrzenia stosowanego rozpuszczalnika. Jej zakres pomiarowy wynosi 0,5-40%.

Polskie normy zalecajg stosowanie metody destylacji azeotropowej do oznaczania zawartosci wody
w produktach owocowych i warzywnych (PN-ISO 1026:2000) oraz w przyprawach (PN-1ISO 939:2001).
Rys 1. Zestaw do destylacji azeotropowej:
1-kolba destylacyjna,
2-odbieralnik,

3-chtodnica zwrotna
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Pomiar stalej dielektrycznej opiera sie na zaleznosci miedzy stalg dielektryczng substancji
a zawarto$cia wody w badanym produkcie. Metoda ta polega na pomiarze wzrostu pojemnosci
elektrycznej kondensatora, miedzy oktadkami ktérego jest umieszczona badana probka. Zawarto$¢
wody w prébce odczytuje sie z wycechowanej skali lub z tablic przeliczeniowych.

Metody densymetryczne, oparte na pomiarach gestosci, polegajg na przygotowaniu roztworu
podstawowego i oznaczeniu jego gestosci, a nastepnie - odczytaniu z tablic zawartosci ekstraktu. Po
oznaczeniu ilosci czeéci nierozpuszczalnych oblicza sie zawarto$¢ wody i suchej substancji.

Metody refraktometryczne, oparte na pomiarach wspétczynnika refrakcji, polegajg na bezposrednim
pomiarze zawarto$ci ekstraktu i obliczeniu zawartosci suchej substancji.

Metody refraktometryczne i densymetryczne majg charakter orientacyjny i sg stosowane do takich
produktéw, jak marmolady, konfitury, dzemy, syropy, miody, pulpy i przeciery.

Pomiar przewodnictwa elektrycznego wykorzystuje zasade, ze wielko$¢ ta jest wprost proporcjonalna
do zawartosci wody. W miernikach stosowanych w tej metodzie czujnikiem sg dwie elektrody, miedzy
ktérymi umieszcza sie probke.

Metoda rezonansu jagdrowo-magnetycznego (lH NMR) wykorzystuje zjawisko pochtaniania energii
pota elektromagnetycznego wysokiej czestotliwosci (w zakresie fat radiowych) przez jadra atomow
wodoru w czgsteczkach wody znajdujgcej sie w badanej probce. Metode cechuje duza doktadnos$¢ i
powtarzalnos¢ wynikdw oraz szeroki zakres pomiarowy: 3-100%.

Metody chemiczne umozliwiajg oznaczenie catkowitej zawartosci wody zaréwno wolnej, jak
i zwigzanej. Najczesciej stosowanymi metodami chemicznymi sg metoda Karla Fischera i metoda
z weglikiem wapnia.

Metoda Karla Fischera polega na bezposrednim miareczkowaniu metanolowego roztworu prébki

odczynnikiem Karla Fischera (metanolowy roztwor jodu, ditlenku siarki i pirydyny). Punkt
réwnowaznikowy miareczkowania oznacza sie przez pomiar potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego
uktadu 1/2I. Ditlenek siarki redukuje stechiometrycznie jod w roztworze metanolu i pirydyny

w obecnosci wody:
H,0+S0,=H,S03
H20 + H2803 +|2 = H2804+ 2 Hl

Miareczkowanie przeprowadza sie w kolbie tréjszyjnej zespolonej z biuretg (np. mikrobiuretg Derona)
i galwanometrem, uzywajgc mieszadta magnetycznego. Warunkiem uzyskania prawidtowych wynikow
jest nieobecnos¢ w produkcie innych substancji, ktére mogtyby reagowac ze sktadnikami odczynnika
Karla Fischera absorbujgcymi jod. Reakcje prowadzi sie w warunkach bezwodnych.

Metode Karla Fischera zalecajg polskie normy dla produktdw hydrolizy skrobi (PN-EN 1SO
5381:2001) oraz dla wyrobéw tytoniowych (PN-ISO 6488:2005).

Metoda z weglikiem wapnia polega na reakcji CaC, z woda;:

CaC, + 2H,0 = Ca(OH)Z + C,H,

i pomiarze ilosci wydzielonego acetylenu w biurecie gazometrycznej nad stezonym roztworem chlorku
potasu (KC1).

Wydzielony acetylen mozna réwniez oznaczy¢ jako acetylenek metalu (Ag, Cu), uzywajgc metod
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wagowych, miareczkowych lub spektrofotometrycznych.
Metoda z weglikiem wapnia nie nadaje sie do analizy produktéw o zawartosci wody mniejszej niz 1%.
Metody termoanalityczne. Wiasciwie przeprowadzone pomiary termoanalityczne produktow
zywnosciowych dostarczajg informacji nie tylko o zawartosci wody i substancji lotnych czy
0 zmianach chemicznych zachodzgcych podczas ogrzewania produktu do okreslonej temperatury, ale
takze o tym, do jakiej temperatury mozna ogrzewac¢ badany produkt bez szkody dla wystepujacych
w nim zwigzkéw chemicznych. W metodach termoanalitycznych okre$long wtasciwos¢ uktadu mierzy sie
jako funkcje zmian temperatury. Obok metod termoanalitycznych opartych na zmianach temperatury
istniejg metody zwigzane ze zmianami masy lub entalpii.
Przyktadem metody termoanalitycznej, za pomocg ktérej mozna oznaczy¢ zawarto$¢ wody, jest analiza

termograwimetryczna (TG), ktéra polega na pomiarze za pomoca termowagi ubytku masy badan

Cwiczenia

1. Oznaczanie zawartosci wody w produktach ptynnych z piaskiem, bez piasku, na zwitkach bibuty

Sprzet i aparatura

Naczynko wagowe z precikiem, piasek, eksykator, suszarka

Wykonanie oznaczenia

Do naczynka wagowego wsypac¢ ok. 20 g specjalnie przygotowanego piasku, wtozy¢ precik szklany,
lub wiozy¢ zwitki bibuty -wstawi¢ do suszarki. Suszy¢é w temperaturze 102 + 2°C przez 1 godz., po
czym naczynko z piaskiem ostudzi¢ w eksykatorze i zwazy¢ (razem z precikiem) z doktadnoscig do
0,0001 g. Do naczyhka nawazy¢ 4 g ciektej probki z doktadnoscig do 0,0001 g. Zawarto$¢ naczynka
doktadnie wymieszac¢ precikiem szklanym. Catos¢ (wraz z precikiem) wstawi¢ do suszarki i od czasu
do czasu (3-4 razy) zawarto$¢ naczyhka wymieszac, aby unikngé zbrylenia suszonej masy. Gdy
zawartos¢ naczynka przyjmie wyglad suchego piasku, suszy¢ w suszarce przez 3 godz. Nastepnie
ostudzi¢ naczynko w eksykatorze i zwazy¢ (razem z precikiem) z dokfadnosciag do 0,0001 g.
Zawartos$¢ ponownie suszy¢ przez 1 godz. i po ostudzeniu zwazy¢. Suszenie uwazac za zakonczone,
jezeli roznica miedzy kolejnymi wazeniami nie bedzie przekraczata 0,001 g.

Obliczenia

Zawartos¢ wody w probce (X), wyrazong w procentach, obliczy¢ wedtug wzoru:

_(b—c)e100
b-a

X

gdzie:
a - masa naczynka z piaskiem i precikiem szklanym [g],
b - masa naczynka z piaskiem, precikiem szklanym i nawazkg probki przed suszeniem [g],

¢ - masa naczynka z piaskiem, precikiem szklanym i nawazka prébki po suszeniu [g].

2. Oznaczanie zawartosci wody w miodzie metoda refraktometryczng (wq IHC 2002)

Sprzet i aparatura
taznia wodna, kolba stozkowa, refraktometr Abbego

Wykonanie oznaczenia
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Ze sredniej probki laboratoryjnej pobrac¢ kilka graméw miodu do kolby stozkowej. Kolbe zamknag¢
korkiem i umiesci¢ w tazni wodnej o temperaturze 50°C. Gdy obecne w miodzie krysztaty catkowicie sie
rozpuszcza, kolbe wraz z prébkg ochtodzi¢ do temperatury 20°C. Zawarto$é kolby dobrze wymieszac.
Tak przygotowang probke miodu nanies¢ na pryzmat refraktometru. Docisngé pryzmaty
i odczekac¢ 2 min, aby wyrdéwnaty sie temperatury ptynu i pryzmatdéw, po czym oswietli¢ pole widzenia.
Naprowadzi¢ linie rozgraniczajgcg jasng i ciemng powierzchnie pola widzenia w sposéb odpowiedni dla
danego typu refraktometru i  odczyta¢  wartos¢  wspdiczynnika  zatamania  Swiatta
z dokfadnoscig do 0,0001.

Tabela 5. Procentowa zawartos¢ wody w miodzie w zaleznosci od wartosci

wspotczynnika zalamania swiatta (n éo)

20 Zawartos¢ 20 Zawartosc¢ 20 Zawartosc¢
b wody [%] b wody [%] b wody [%]
1,5044 13,0 1,4940 17,0 1,4840 21,0
1,5038 13,2 1,4935 17,2 1,4835 21,2
1,5033 13,4 1,4930 17,4 1,4830 21,4
1,5028 13,6 1,4925 17,6 1,4825 21,6
1,5023 13,8 1,4920 17,8 1,4820 21,8
1,5018 14,0 1,4915 18,0 1,4815 22,0
1,5012 14,2 1,4910 18,2 1,4810 22,2
1,5007 14,4 1,4905 18,4 1,4805 22,4
1,5002 14,6 1,4900 18,6 1,4800 22,6
1,4997 14,8 1,4895 18,8 1,4795 22,8
1,4992 15,0 1,4890 19,0 1,4790 23,0
1,4987 15,2 1,4885 19,2 1,4785 23,2
1,4982 15,4 1,4880 19,4 1,4780 23,4
1,4976 15,6 1,4875 19,6 1,4775 23,6
1,4971 15,8 1,4870 19,8 1,4770 23,8
1,4966 16,0 1,4865 20,0 1,4765 24,0
1,4961 16,2 1,4860 20,2 1,4760 24,2
1,4956 16,4 1,4855 20,4 1,4755 24,4
1,4951 16,6 1,4850 20,6 1,4750 24,6
1,4946 16,8 1,4845 20,8 1,4745 24,8

Zrédio: S. Bogdanov. Harmonised methods ofthe International Honey Commission.
Bern 2002.

WyniKi
Zawartos¢ wody w procentach odczyta¢ z tabeli 5 na podstawie wyznaczonego wspodtczynnika

refrakciji

3. Oznaczanie wilgotnosci pieczywa za pomoca wagosuszarki

Aparatura

Wagosuszarka

Wykonanie oznaczenia

Wigczy¢ zasilanie elektryczne wagosuszarki na czas przewidziany w instrukcji i sprawdzi¢

wyswietlane sygnaty kontrolne, swiadczace o przygotowaniu aparatu do oznaczania. Zgodnie
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z instrukcjg ustawi¢ odpowiednie parametry suszenia (temperature, czas suszenia lub czas
prébkowania) oraz sposéb wyrazania wyniku. Ze $redniej prébki laboratoryjnej nawazy¢ na szalce
wagosuszarki ok. 2 g pieczywa. Pilnowa¢, aby probka byta réwnomiernie roztozona na szalce.

Wigczy¢ suszarke. Po zakohczeniu suszenia odczyta¢ wyswietlony wynik.

Wynik

Wilgotnos¢ pieczywa odczytaé na wyswietlaczu wagosuszarki. Zaleznie od rodzaju aparatu, wynik
moze by¢ wyrazony jako zawartos¢ wody (%), zawarto$¢ suchej masy (%), zawartos¢ wody
w nawazonej prébce (g) lub w inny sposob.

ej substancji jako funkcji zmian temperatury.

Aktywnos¢ wody

Do podstawowych wskaznikéw jakosci mikrobiologicznej, a tym samym - bezpieczenstwa zywnosci,
nalezy aktywnos¢ wody. Wiasciwos¢ ta jest okreslana przez ilos¢ zawartej w produkcie wody wolnej
(czyli frakcji wody niezbednej drobnoustrojom do ich aktywnosci metabolicznej), ktéra zalezy od rodzaju i
ilosci skfadnikéw rozpuszczonych w fazie wodnej produktu. Poniewaz drobnoustroje tolerujg jedynie
okreslony poziom aktywnos¢ wody, moze by¢ ona podstawg prognozowania wzrostu drobnoustrojow i
okreslania mikrobiologicznej stabilnosci zywnosci. W tabeli 4 przedstawiono zakresy aktywnosci wody
tolerowane przez poszczegdlne rodzaje mikroorganizméw oraz wymieniono przyktady produktéw
zywnosciowych o aktywnosci wody w podanym zakresie.

Ze wzgledu na to, ze woda wolna jest Srodowiskiem wielu reakcji chemicznych i biochemicznych,
aktywnos¢ wody decyduje rowniez o chemicznej stabilnosci zywnosci. Od aktywnosci wody silnie zalezy
przebieg takich proceséw jak ciemnienie nieenzymatyczne lub samoutlenianie lipidow. Determinuje ona
réwniez wiasciwosci fizyczne zywnosci, takie jak tekstura oraz stabilno$é podczas przechowywania.

Aktywnos¢ wody (a,) definiuje sie jako stosunek cisnienia pary wodnej nad produktem

zywnosciowym do ci$nienia pary czystej wody w tej samej temperaturze:

Cem PF (T)

a, ==
100 Py (T)

gdzie:

Cem - wzgledna rownowaga wilgotnosci w atmosferze bedacej w kontakcie z produktem

zywnosciowym,

P:(T) -cisnienie czastkowe lub preznos¢ pary wodnej bedgcej w rownowadze termodynamicznej w
produkcie spozywczym w temperaturze T (utrzymywanej na statym poziomie podczas
pomiaru),

Ps(T) - nasycone ci$nienie czgstkowe lub prezno$é pary nasyconej czystej wody w tej samej
temperaturze T (warto$¢ te mozna odczyta¢ z tablic referencyjnych dla cisnienia pary
wodnej).

Aktywnos¢ wody jest wielkoscig bezwymiarowg (liczba). Dla prébki nie zawierajgcej wody jej wartosé

wynosi 0,0, a dla czystej wody nie zawierajgcej soli jest réwna 1,0.
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Tabela 4. Rodzaje mikroorganizmow tolerujacych okreslony poziom aktywnosci wody oraz

przyktady produktow zywnosciowych o aktywnosci wody w podanym zakresie

Aktywnos Rodzaje mikroorganizmow Przyktady produktow

¢
1,00-0,95| Pseudomonas, Escherichia, Proteus, zywnos¢ Swieza, warzywa,

Shiaella Racillius Clostridium owoce mieso mleka
0,95-0,91|Salmonella, Vibrio parahaemolyticus,|niektore sery, wedliny, szynka

Clostridium  botulinum, Lactobacillus,

0,91-0,87| Micrococcus, niektore drozdze wedliny fermentowane,
(Candida. Torulonsis. Hansenula) SUSzONV Ser.maraarvna
0,87-0,80| wiekszos¢ plesni (w tym toksynogenne | skoncentrowane soki
Penicillium), Staphylococcus ureus, owocowe, mleko
0,80-0,75| bakterie halofilne, dzemy, marmolady, marcepan
nladn: talcovimacnannn = vad—=nin
0,75-0,65| kserofilne plesnie (Aspergillus orzechy, suszone owoce,
chevalieri. Asperaillus candidus) cukier trzcinowv. Zelki
0,65-0,60| osmofilne drozdze (Saccharomyces suszone owoce (do 20%
rouxii). niektére pleSnie (Asoeraillus wilaotnosci) midd
0,60-0,50 _* przyprawy, suchy makaron
0,50-0,40 - proszek jajeczny
0,40-0,30 - ciastka i krakersy suche,
chrunkie nieczvwo
0,30-0,20 - suszone warzywa, proszek
mlecznv

* prak wzrostu mikroorganizmow

Zrédfo: J.A. Fontana, C.S. Campbell. Water actmty. [W:] M.L. Nollet (ed.).
Handbook offood analysis. Vol. 1. Physical characterization and nutrient analysis.
Marcel Dekker, New York - Basel 2004.

Do okreslania aktywnosci wody w produktach zywnosciowych mozna stosowac¢ réznorodne metody
pomiaru, w tym bezposrednie i posrednie okreslanie réwnowagi cisnienia pary wodnej
w systemach zamknietych. Przyktadami tych ostatnich metod sg: bezposredni manometryczny pomiar
cisnienia, pomiar punktu rosy, okreslanie zmian pojemnosci kondensatora lub pojemnosci elektrycznej
elektrolitu, okreslanie wzrostu masy sorbentu, wyznaczanie punktu Zamarzania
w systemie otwartym bez ustalenia rownowagi.

Podstawowe zasady i wymagania dotyczgce fizycznych metod okreslania aktywnos$ci wody

w produktach zywnosciowych podano w normie PN-ISO 21807:2005
OZNACZANIE ZAWARTOSCI EKSTRAKTU

W analityce zywnosciowej przez ekstrakt rozumie sie sume substancji rozpuszczonych w wodzie,
nielotnych z parg wodna, lub suchg substancje rozpuszczalng w wodzie. Wedtug Rozporzgdzenia
Ministra Rolnictwa i Rozwoju Wsi z 02.05.2005 r. (Dz.U. 2005, Nr 88, poz. 748), zawarto$¢ wszystkich

substancji nielotnych to ekstrakt ogdlny. W sktad ekstraktu wchodzg cukry, barwniki, nielotne kwasy
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organiczne, garbniki, substancje mineralne oraz rozpuszczalne substancje azotowe, nie wchodzg
natomiast zwigzki lotne, takie jak alkohol, substancje aromatyczne, ditlenek siarki
i lotne kwasy. Pojecie ekstraktu obejmuje ekstrakt rzeczywisty, bezcukrowy i pozorny.

Ekstrakt rzeczywisty to suma skfadnikdw rozpuszczonych w wodzie, mierzona po oddestylowaniu
zwigzkdw lotnych i uzupetnieniu prébki wodg do pierwotnej objetosci.

Ekstrakt bezcukrowy to réznica miedzy zawartoscig ekstraktu rzeczywistego a sumg cukréw
redukujgcych i sacharozy w prébce.

Ekstrakt pozorny (pozorna zawarto$¢ ekstraktu) to ekstrakt roztworu oznaczony bez usuniecia z
prébki zwigzkéw lotnych, gtéwnie etanolu. Obecnosé w probce alkoholu (i innych substancii lotnych)
powoduje btedy wskutek rozrzedzania srodowiska i zmiany wspotczynnika refrakcji badanego roztworu.

Zawartos¢ ekstraktu w produktach spozywczych oznacza sie¢ densymetrycznie,
refraktometrycznie lub wagowo.

Metody densymetryczne polegajg na oznaczeniu gesto$ci badanego produktu i odczytaniu
zawartosci ekstraktu ze specjalnych tablic. Obecnie do oznaczania gestosci zaleca si¢ réwniez
stosowanie gestosciomierzy oscylacyjnych.

Metoda refraktometryczna opiera sie na pomiarze wspotczynnika zatamania $Swiatta (refrakciji),
bedacego ilorazem predkosci $wiatta w dwdch Srodowiskach réznych wtasciwosciach optycznych.
Wspoitczynnik refrakcji jest liczbowo rowny stosunkowi sinuséw katéw, ktore tworzg promienie: padajgcy
i zalamany z prostg prostopadtg do powierzchni granicznej tych srodowisk.

Teoretyczng podstawe pomiaréw refraktometrycznych stanowig prawa Snelliusa:

I. Promien padajgcy, odbity i zatamany oraz prosta prostopadta do ptaszczyzny rozgraniczajgcej dwa
osrodki w punkcie padania promienia lezg na jednej ptaszczyznie.

Il. Kat odbicia jest rowny katowi padania.

Ill. Stosunek sinusa kata padania do sinusa kata zatamania jest dla danych dwdch osrodkow

wielkoscig statg, zwang wspotczynnikiem zatamania lub wspotczynnikiem refrakcji (ryc. 2).

" ,sino
sin 3
Ofrodek optycznie rzadszy n - wspoélczynnik zatamania §wiatla

o - kat padania
B - kat zatamania
Ofrodek optycznie gestszy

p

Rys. 2. llustracja prawa zalamania swiatta

Wspdtczynnik zatamania sSwiatta zalezy od diugosci fali padajacego swiatta, rodzaju substanciji
i jej stezenia oraz od temperatury srodowiska.
Do pomiaréw zawartosci ekstraktu stosuje sie refraktometry. Odczytu dokonuje sie na skali warto$ci
wspotczynnika zatamania Swiatta lub na skali cukrowej aparatu. Najczesciej stosowane sa refraktometry
typu Abbego, refraktometry zanurzeniowe (immersyjne) oraz refraktometry reczne.

Refraktometr Abbego
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Podczas pomiaru wigzka promieni swietinych zostaje skierowana do pryzmatu gérnego (lub dolnego w
przypadku cieczy o ciemnym zabarwieniu). Jezeli miedzy pryzmatami znajduje sie badany roztwér, to
promien swietlny, wpadajgc przez okienko, zostaje skierowany do pryzmatu gérnego, majgcego matowg
powierzchnie, ktora rozprasza swiatto. Rozproszone promienie przenikajg przez warstewke badane;j
cieczy i trafiajg we wszystkie punkty gtadkiej powierzchni dolnego pryzmatu. Poniewaz badany roztwor
jest osrodkiem optycznie rzadszym od materiatu pryzmatu, promien padajgcy pod katem 90° zatamuje
sie na granicy dwoch osrodkéw pod katem granicznym i rozdziela pole widzenia na czes¢ jasng i ciemna.
Nastepnie, po przejsciu przez pryzmat kierujgcy i zespot pryzmatéw Amiciego, wigzka promieni pada na
obiektyw i zostaje zogniskowana w gérnym okienku pola widzenia okularu. Pole widzenia sktada sie z
dwodch czesci: prostokgtnego okienka z dwiema przekgtnymi i skali z dwiema podziatkami (rys. 3). Na
gornej skali odczytuje sie wartosci wspotczynnika refrakcii, a na dolnej - procentowg zawarto$¢ cukru w

roztworze.

Rys. 3. Pole widzenia w refraktometrze laboratoryjnym RL

Metoda refraktometryczna znajduje szerokie zastosowanie w przemy$le spozywczym przy
oznaczaniu zawartosci m.in. ttuszczow, cukru i alkoholu.

Metoda wagowa jest stosowana jako metoda referencyjna dla napojow spirytusowych
0 zawartosci ekstraktu do 15 g/dm3. Polega na odparowywaniu prébki w tazni wodnej az do catkowitego

usuniecia substanciji lotnych, a nastepnie — wysuszeniu zwazeniu pozostatosci.

Cwiczenia

1. Oznaczanie zawartosci ekstraktu w przetworach owocowych i warzywnych metoda

refraktometryczng

Sprzet i aparatura

Refraktometr laboratoryjny z ultratermostatem

Wykonanie oznaczenia

W przypadku oznaczania zawartosci ekstraktu w produktach plynnych przenies¢ 2-3 krople

bezposrednio ze $redniej probki laboratoryjnej na pryzmat refraktometru. Po docisnieciu pryzmatow
odczeka¢ kilka minut do wyréwnania sie temperatur ptynu i pryzmatéw. Oswietlic pole widzenia,
naprowadzi¢ linie rozgraniczajaca jasng i ciemng powierzchnie pola widzenia w sposéb odpowiedni dla
danego typu refraktometru i odczyta¢ procentowg zawarto$é cukru (z doktadnoscig co najmniej do 0,1)
lub wartos¢ wspodtczynnika zatamania Swiatta (z doktadnoscig do 0,0001). Oznaczenie wykonaé w
temperaturze 20 £5°C*. Cato$¢ postepowania powtérzyé co najmniej raz, uzywajgc nowej prébki tego sa-
mego produktu (po poprzednim odczycie wyczysci¢ pryzmaty).

* Gdy oznaczenie wykonuje sie w temperaturze innej niz 20°C, wprowadzi¢ poprawki:

- dla skali cukrowej - wedtug tabeli 6,

- dla skali wspoétczynnikow zatamania swiatta - 0,00013 na kazdy stopien.
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Przy temperaturze wyzszej od 20°C poprawke nalezy doda¢, a przy nizszej — odjgé.

Tabela 6. Sprawdzanie wskazan refraktometru ze skalg cukrowa do temperatury 20°C.

Temperatura Zawartosé ekstraktu [%]
[°C] 5 10 15 20 30| 40 50 60 70 75
Po prawki odejmowac
15 0,25/ 0,27| 0,31 0,31 0,34| 0,35 0,36| 0,37 0,36| 0,36
16 0,21| 0,23| 0,27 0,27| 0,29, 0,31 0,31| 0,32 0,31| 0,29
17 0,16/ 0,18| 0,20| 0,20| 0,22| 0,23| 0,23| 0,23| 0,20| 0,17
18 0,11| 0,12| 0,14| 0,14| 0,15 0,16 0,16/ 0,15/ 0,12| 0,09
19 0,06/ 0,07| 0,08/ 0,08, 0,08 0,09\ 0,09/ 0,08/ 0,07| 0,05
Poprawki dodawaé
21 0,06/ 0,07| 0,07 0,07 0,07/ 0,07 0,07 0,07 0,07| 0,07
22 0,12| 0,14| 0,14| 0,14| 0,14| 0,14| 0,15| 0,14| 0,14| 0,14
23 0,18/ 0,20| 0,20 0,21| 0,21| 0,21| 0,21| 0,22 0,22 0,22
24 0,24| 0,26| 0,26/ 0,27| 0,28| 0,28| 0,28/ 0,29/ 0,29 0,29
25 0,30| 0,32| 0,32| 0,34| 0,36| 0,36| 0,36| 0,36| 0,36| 0,37
Zrédfo:  PN-A-75101-02:1990/AzI:2002 Przetwory owocowe i warzywne.

Przygotowanie prébek i metody badan fizykochemicznych. Oznaczanie zawartosci

ekstraktu ogélnego

Wynik
Zawartos¢ ekstraktu ogolnego, wyrazong w procentach wagowych, odczyta¢ bezposrednio na skali
refraktometru ze skalg cukrowg lub okresli¢ na podstawie wartosci wspotczynnika zatamania Swiatta

wedtug tabeli 7.

Tabela 7. Procentowa zawartos¢ ekstraktu (sacharozy) w zaleznosci od wartosci

wspélczynnika zatamania swiatta (w”)

Zawartosc¢ Zawartos¢ Zawartosc¢
20 sacharozy 20 sacharozy 20 sacharozy
n D n D n D

[%] [%6] [%6]
1,33299 0 1,35408 14 1,3775 28
1,33443 1 1,35567 15 1,3793 29
1,33588 2 1,35728 16 1,3811 30
1,33733 3 1,35890 17 1,3829 31
1,33880 4 1,36053 18 1,3847 32
1,34027 5 1,36218 19 1,3865 33
1,34176 6 1,36384 20 1,3902 35
1,34326 7 1,36551 21 1,3939 37
1,34477 8 1,36719 22 1,3978 39
1,34629 9 1,36888 23 1,3997 40
1,34783 10 1,37059 24 1,4036 42
1,34957 11 1,3723 25 1,4076 44
1,35093 12 1,3740 26 1,4117 46
1,35250 13 1,3758 27 1,4158 48
1,4200 50 1,4603 68 1,4850 78
1,4243 52 1,4651 70 1,4876 79
1,4286 54 1,4676 71 1,4901 80
1,4329 56 1,4700 72 1,4927 81
1,4373 58 1,4735 73 1,4954 82
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1,4418 60 1,4749 74 1,4980 83
1,4464 62 1,4774 75 1,5007 84
1,4509 64 1,4799 76 1,5033 85
1,4555 66 1,4825 77

2. Oznaczanie zawartosci ekstraktu w produktach ptynnych na podstawie

pomiaru gestosci

A. Metoda areometryczna Sprzet i aparatura

Cylinder miarowy, zestaw areometréw o réznym zakresie pomiaru gestosci

Wykonanie oznaczenia

Badany produkt ptynny* o temperaturze 20°C wla¢ do cylindra w ilosci pozwalajgcej na

swobodne zanurzenie areometru. Suchy, czysty areometr zanurzy¢ w probce tak, aby nie dotykat

Scianek cylindra i zachowat pozycje pionowa. Na skali areometru odczyta¢ gestos¢ ptynu.

* W przypadku produktow ptynnych o zawartosci ekstraktu powyzej 50% oznaczenie przeprowadzi¢

w roztworze rozcienczonym w stosunku wagowym 1:1.

Wynik

Zawartosc ekstraktu ogolnego, wyrazong w procentach wagowych, odczyta¢ z tabeli 8 na podstawie

. i 420
oznaczonej gestosci d,

Tabela 8. Zawarto$é ekstraktu w zaleznosci od gestosci d’) oraz d;°,

Zawartosc¢ Zawartos Zawartosc¢

ekstraktu d228 dfo ¢ dfo ekstraktu dfo

0,

[% wag.] ekstrakt dZZg [% wag.] d228
4.4 1,0172 | 1,015 12,8 1,05168| 1,049 21,2 1,08823 1,08631
4.6 1,0180 | 1,016 13,0 1,05252| 1,050 214 1,08913 1,08721
4.8 1,0188 | 1,017 13,2 1,05337| 1,051 21,6 1,09003 1,08810
5,0 1,0196 | 1,017 13,4 1,05422| 1,052 21,8 1,09093 1,08900
5,2 1,0204 | 1,018 13,6 1,05506 | 1,053 22,0 1,09183 1,08990
54 1,0212 | 1,019 13,8 1,05591| 1,054 22,2 1,09273 1,09080
5,6 1,0220 | 1,020 14,0 1,05677| 1,054 22,4 1,09364 1,09170
5,8 1,0228 | 1,021 14,2 1,05762| 1,055 22,6 1,09454 1,09261
6,0 1,0236 | 1,021 14,4 1,05847| 1,056 22,8 1,09545 1,09351
6,2 1,0244 | 1,022 14,6 1,05933]| 1,057 23,0 1,09636 1,09442
6,4 1,0252 | 1,023 14,8 1,06018| 1,058 23,2 1,09727 1,09533
6,6 1,0260 | 1,024 15,0 1,06404 | 1,059 234 1,09818 1,09624
6,8 1,0268 | 1,025 15,2 1,06190] 1,060 23,6 1,09909 1,09715
7,0 1,0277 | 1,025 15,4 1,06276| 1,060 23,8 1,10000 1,09806
7,2 1,0285 | 1,026 15,6 1,06362| 1,061 24,0 1,10092 1,09897
7,4 1,0293 | 1,027 15,8 1,06448| 1,062 24,2 1,10183 1,09989
7,6 1,0301 | 1,028 16,0 1,06534| 1,063 24,4 1,10275 1,10080
7.8 1,0309 | 1,029 16,2 1,06621| 1,064 24,6 1,10367 1,10172
8,0 1,0317 | 1,029 16,4 1,06707| 1,065 24,8 1,10459 1,10264
8,2 1,0325 | 1,030 16,6 1,06794 | 1,066 25,0 1,10551 1,10356
8,4 1,0334 | 1,031 16,8 1,06881| 1,066 25,2 1,10643 1,10448
8,6 1,0342 | 1,032 17,0 1,06968 | 1,067 25,4 1,10736 1,10540
8.8 1,0350 | 1,033 17,2 1,07055| 1,068 25,6 1,10828 1,10632
9,0 1,0358 | 1,034 17,4 1,07142| 1,069 25,8 1,10921 1,10725
9,2 1,0366 | 1,034 17,6 1,07229| 1,070 26,0 1,11014 1,10818
9,4 1,0375 | 1,035 17,8 1,07317] 1,071 26,2 1,11106 1,10910
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96 1,0383 | 1,036 18,0  [1,07404] 1,072 26,4 1,11200 | 1,11003
9,8 1,0391 | 1,037 18,2 |1,07492] 1,073 26,6 1,11293 | 1,11096
10,0 1,0399 | 1,038 184  [1,07580] 1,073 26,8 1,11386 | 1,11190
10,2 1,0408 | 1,038 18,6  |1,07668] 1,074 27,0 1,11480 | 1,11283
10,4 1,0416 | 1,039 18,8  |1,07756] 1,075 27,2 1,11573 | 1,11376
10,6 1,0424 | 1,040 19,0 [1,07844] 1,076 27,4 1,11667 | 1,11470
10,8 1,0433 | 1,041 19,2 [1,07932] 1,077 27,6 1,11761 | 1,11564
11,0 1,0441 | 1,042 194  [1,08021] 1,078 27,8 1,11855 | 1,11657
11,2 1,0449 | 1,043 19,6  |1,08110] 1,079 28,0 1,11949 | 1,11751
11,4 1,0458 | 1,043 19,8 [1,08198] 1,080 28,2 1,12043 | 1,11845
11,6 1,0466 | 1,044 20,0  |1,08287] 1,080 28,4 1,12138 | 1,11940
11,8 1,0474 | 1,045 20,2 |1,08376] 1,081 28,6 1,12232 | 1,12034
12,0 1,0483 | 1,046 20,4 |1,08465] 1,082 28,8 1,12327 | 1,12128
12,2 1,0491 | 1,047 20,6 |1,08554| 1,083 29,0 1,12422 | 1,12223
12,4 1,0499 | 1,048 20,8 |1,08644]| 1,084 29,2 1,12517 | 1,12318
12,6 1,0508 | 1,048 21,0  |1,08733] 1,085 29,4 1,12612 | 1,12413
29,6 1,1270 [1,1250 33,8 |1,14739 [1,1453 38,0 1,16833 [1,16627
29,8 1,1280 [1,1260 34,0  |1,14837 [1,1463 38,2 1,16934 |[1,16728
30,0 1,1289 [1,1269 342  [1,14936 [1,1473 38,4 1,17036 |[1,16829
30,2 1,1299 [1,1279 34,4  [1,15034 [1,1483 38,6 1,17138 |[1,16931
30,4 1,1308 [1,1289 346  [1,15133 [1,1493 38,8 1,17239 |1,17032
30,6 1,1318 [1,1298 348  [1,15232 [1,1502 39,0 1,17341 |1,17134
30,8 1,1328 [1,1308 350 [1,15331 [1,1512 39,2 1,17443 |1,17236
31,0 1,1337 |1,1317 352  [1,15430 [1,1522 39,4 1,17545 |1,17338
31,2 1,1347 |1,1327 354  [1,15530 [1,1532 39,6 1,17648 |1,17440
31,4 1,1357 |1,1337 35,6 [1,15629 [1,1542 39,8 1,17750 |1,17542
31,6 1,1366 |1,1346 35,8 [1,15729 [1,1552 40,0 1,17853 |1,17645
31,8 1,1376 |1,1356 36,0 [1,15828 [1,1562 40,2 1,17956 |1,17747
32,0 1,1386 |1,1366 36,2 [1,15928 [1,1572 40,4 1,18058 |1,17850
32,2 1,1395 [1,1375 36,4 [1,16028 [1,1582 40,6 1,18162 |1,17953
32,4 1,1405 [1,1385 36,6 [1,16128 [1,1592 40,8 1,18265 |1,18056
32,6 1,1415 [1,1395 36,8 [1,16228 [1,1602 41,0 1,18368 |1,18159
32,8 1,1425 |1,1404 37,0 [1,16329 [1,1612 41,2 1,18472 |[1,18263
33,0 1,1434 [1,1414 37,2  |1,16430 [1,1622 41,4 1,18575 |1,18366
33,2 1,1444 |1,1424 37,4  [1,16530 [1,1632 41,6 1,18679 [1,18470
33,4 1,1454 |1,1434 37,6 |1,16631 [1,1642 41,8 1,18783 [1,18573
33,6 1,1464 |1,1443 37,8 [1,16732 [1,1652 42,0 1,18887 [1,18677

- d§§ gestos¢ wzgledna w temperaturze 20°C dla wzorca o temperaturze 20°C

- dfo gestos¢ wzgledna w temperaturze 20°C dla wzorca o temperaturze 4°C

Zrédto: PN-A-75101-02:1990/AzI:2002 Przetwory owocowe i warzywne. Przygotowanie probek i metody

badan fizykochemicznych. Oznaczanie zawarto$ci ekstraktu ogélnego

B. Metoda piknometryczna

Sprzet i aparatura

Piknometr, taznia wodna

Wykonanie oznaczenia

Zgodnie z zasadami pomiaréw piknometrycznych ustali¢ mase piknometru pustego i z wodg
destylowang, nastepnie piknometr kilkakrotnie poptuka¢ badang probkg. Napetni¢ piknometr badang
prébkg w sposob wtasciwy dla danego typu, przestrzegajac Scisle temperatury 20°C. Jezeli probka

nie jest catkowicie klarowna, przesgczy¢ jg lub odwirowac. Napetniony piknometr zwazy¢é na wadze
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analitycznej.

Obliczenia

Gestos¢ badanej probki (d 22(?) obliczy¢ wedtug wzoru:

m, —m

20
dzo =
m, —m

gdzie:

m - masa pustego piknometru [g],

m; - masa piknometru z badang prébka w temperaturze 20°C [g],

mg - masa piknometru z wodg destylowang w temperaturze 20°C [g].
Wynik

Zawartos¢ ekstraktu ogdlnego, wyrazong w procentach wagowych, odczyta¢ z tabeli na podstawie

. (i 420
oznaczonej gestosei d g

3. Obliczanie zawartosci suchej masy w produktach z pomidoréw na podstawie

oznaczoneqo wspoétczynnika refrakcji
(wg Kretowskiej-Kutas 1993)

Sprzet i aparatura
Refraktometr laboratoryjny, ultratermostat, tkanina stylonowa
Wykonanie oznaczenia

Ze $redniej prébki laboratoryjnej przenies¢ na suchg tkanine stylonowg niewielkg ilos¢ produktu,
wycisng¢ sok. Po odrzuceniu kilku pierwszych kropli umiesci¢ 2-3 krople ptynu na dolnym pryzmacie
refraktometru i docisng¢ pryzmaty. Oswietli¢ pole widzenia. Na skali wspétczynnika refrakciji odczytaé
jego wartos¢ z doktadnoscig do czwartego miejsca po przecinku. Wynik sprowadzi¢ do temperatury
20°C, wprowadzajgc poprawke 0,00013 na kazdy stopien™.
* Gdy oznaczanie wykonuje sie w temperaturze wyzszej od 20°C, poprawke nalezy dodagé, a przy

nizszej - odjgc.

Obliczenia

Zaleznie od przewidywanej zawartosci suchej masy w produkcie zastosowaé odpowiedni wzor
Bigelowa:

- dla produktéw o przewidywanej zawartosci suchej masy ponizej 12%:

s.m. = 4,00 + 691 * (np- 1,3382) + 1029 * (Np-1,3382)>

- dla produktow o przewidywanej zawartosci suchej masy powyzej 12%:
s.m. = 4,54 + 644 « (np - 1,3382) + 959 + (np, - 1,3382)°
gdzie:
s.m. - zawarto$¢ suchej masy [%],
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Nnp - odczytana wartos¢ wspoétczynnika refrakcji.

OZNACZANIE ZAWARTOSCI BIALKA

Biatka sg wielkoczgsteczkowymi polimerami kwaséw a-aminokarboksylowych (aminokwaséw)
potgczonych wigzaniami peptydowymi. W sktad biatek wchodzi ok. 20 aminokwaséw oraz dwa amidy
Wystepujgce w biatkach aminokwasy dzieli sie na: egzogenne (izoleucyna, leucyna, lizyna, metionina,
fenyloalanina, treonina, tryptofan, walina i histydyna), ktére muszg by¢ dostarczane do organizmu
cztowieka, oraz endogenne, ktére organizm moze syntetyzowaé. Sekwencja aminokwaséw w tancuchu
polipeptydowym decyduje o pierwszorzedowej strukturze biatek, a przestrzenne uksztattowanie
tancuchow polipeptydowych - o strukturze drugorzedowej. Ze wzgledu na budowe wyréznia sie biatka
proste, zbudowane jedynie z aminokwasow, oraz biatka ztozone, w sktad ktérych moga takze wchodzi¢
kwasy nukleinowe, barwniki, atomy metali, lipidy lub weglowodany.

Biatka, jeden z podstawowych sktadnikow odzywczych, stanowig gtéwne zrédto zwigzkéw azotowych
w artykutach zywnosciowych. Sg zasadniczym elementem budowy wszystkich tkanek oraz wielu
czynnych biologicznie zwigzkéw (np. hormondw, enzymdw i przeciwciat). Zawartos¢ biatka w produktach
spozywczych (tab. 9) jest jednym z czynnikéw okreslajgcych ich warto$¢ odzywczg. Obok biatek w
zywnosci wystepujg polipeptydy, peptydy oraz wolne aminokwasy, a takze niebiatkowe substancje
azotowe.

Wazng wielkoscig oznaczang w analizie zywnosci jest zawarto$¢ azotu ogoétem, czyli ilos¢ azotu
zawartego we wszystkich substancjach azotowych. Mnozac te wartos¢ przez odpowiedni mnoznik
biatkowy, oblicza sie zawartos¢ biatka surowego (biatka ogétem) w produkcie. Aby oznaczy¢ ilos¢ biatka
strawnego, koryguje sie zawarto$¢ azotu ogétem o zawarto$¢ azotu nierozpuszczalnego po trawieniu z
pepsyng. Zawartos¢ biatka czystego oznacza sie np. metodg Kjeldahla po wytrgceniu biatek z roztworu i
dokfadnym przemyciu osadu.

Oprdécz zawartosci azotu ogétem oznacza sie réwniez zawartos¢ azotu wystepujgcego w réznych
formach, a mianowicie: azotu biatkowego i niebiatkowego, azotu aminowego oraz azotu formylowego.

Tabela 9. Srednia zawarto$¢ biatka wybranych produktach spozywczych

Produkt spozywczy Zawartos¢ biatka [%]
Owoce 0,4-1,7
Mleko 3,0
Warzywa 0,7-4,7
Przetwory zbozowe 3,2-12,6
Przetwory miesne 10,1-25,0
Jaja 12,5
Orzechy 14,4-16,0
Mieso 15,6-21,5
Warzywa strgczkowe 21,0-24,0
Sery podpuszczkowe 22,0-29,5
Mleko w proszku 27,0
Soja 34,9

Azot biatkowy i niebiatkowy sg frakcjami azotu ogdtem w produkcie. Metody stosowane do
oznaczania tych dwdch frakcji polegajg na wytrgceniu biatek z badanego roztworu, oddzieleniu osadu i

oznaczeniu ilo$ci azotu w osadzie i przesgczu. Do wytrgcania biatek stosuje sie jony metali ciezkich
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(Cu(ln), Fe(lln), Pb(l), Cd(l)), kwasy (fosforo(V)-wolframowy, metafosforowy(V), trichlorooctowy), tanine,
70-procentowy roztwor alkoholu, podwyzszong temperature. Azot oznaczony w osadzie to azot biatkowy,
a oznaczony w przesgczu to azot niebiatkowy. Oznaczanie zawartosci azotu biatkowego i niebiatkowego
w mleku opisujg normy PN-EN I1SO 8968-4:2004 oraz PN-EN ISO 8968-5:2004. Zgodnie z tymi normami,
biatka sg wytrgcane z roztworu kwasem trichlorooctowym, a zawartos¢ azotu w osadzie lub przesgczu
jest oznaczana metodg Kjeldahla.

Azot aminowy wystepujgcy w grupie funkcyjnej -NH, oznacza sie metodg Van Slykea, ktéra polega
na reakcji kwasu azotowego(lll) z I-rzedowymi alifatycznymi grupami aminowymi. Wydzielajgcy sie azot
jest oznaczany manometrycznie w specjalnym aparacie.

Azot aminokwasowy oznacza sie metodg formolowg Sérensena, polegajaca na zablokowaniu
aldehydem mréwkowym grup aminowych aminokwaséw i miareczkowym oznaczeniu grup
karboksylowych. W celu stacenia biatek do prébki dodaje sie roztwér BaCl,. Nastepnie przeprowadza sie
dwuetapowe miareczkowanie probki roztworem wodorotlenku sodu wobec fenoloftaleiny.
W pierwszym etapie nastepuje zobojetnienie prébki, a w drugim - oznaczenie grup karboksylowych.
Mnozac liczbe formolowa (ij. liczbe centymetréw szesciennych 0,1 M NaOH zuzytego w drugim etapie
do zmiareczkowania 100 cm® prébki) przez wspotczynnik 1,4, otrzymuje sie zawarto$¢ azotu
aminokwasowego w badanej prébce.

Zawartosc¢ biatka w produkcie mozna oznacza¢ metodami bezposrednimi lub posrednimi.
Bezposrednie metody oznaczania zawartosci biatka

Metody bezposrednie obejmujg refraktometryczne, nefelometryczne Iub spektrofotometryczne
oznaczenie zawartosci biatek znajdujacych sie w roztworze albo wagowe oznaczenie wytrgconego
osadu (biatka) z roztworu.

Do najczesciej stosowanych bezposrednich metod oznaczania zawartosci biatka naleza;:

- metoda biuretowa,

- metoda Lowryego,

- metody oparte na wbudowaniu barwnikéw,

- metoda immunoenzymatyczna,

- metody spektrofotometrii w zakresie nadfioletu,
- metoda formolowa,

- metody oparte na zjawisku selektywnego pochtaniania promieniowania w zakresie podczerwieni.

Metoda biuretowa opiera sie na zjawisku tworzenia przez biatka i peptydy barwnego kompleksu z
jonami miedzi (Cu®*). Reakcja zachodzi w $rodowisku alkalicznym, a intensywno$é fiotkowego
zabarwienia powstatego kompleksu jest proporcjonalna do stezenia biatka. Pomiar absorbancji
kompleksu wykonuje sie przy diugosci fali 540 nm. Metoda pozwala na analize prébek o zawartosci
biatka do 4%.

Metoda Lowry’ego obejmuje pomiar absorbancji (przy dtugosci fali 750 nm) barwnego kompleksu
powstatego w wyniku dwéch reakcji: przytgczania jondw miedzi (Cu2+) do wigzan peptydowych (reakcji
biuretowej) i redukcji odczynnika fosfo- romolibdeno-fosforowolframowego (Folina-Ciocalteu) przez
tyrozyne i tryptofan obecne w biatku. Metode mozna stosowa¢ w przypadku roztwordw nie zawierajgcych
fenoli. Ze wzgledu na duzg czutosc¢ stosuje sie jg do probek o matej zawartosci biatka.

Metody oparte na wbudowaniu barwnikéw polegajg na ilosSciowym wbudowaniu w biatka niektorych
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barwnikow, takich jak oranz G, czerh amidowa 10B lub Coomas-sie Blue G-250, dodanych w nadmiarze.
Biatko i barwnik w okreslonych warunkach, ponizej punktu izoelektrycznego biatka, reagujg ilosciowo,
tworzgc nierozpuszczalne kompleksy, ktére mozna rozdzieli¢ przez sgczenie lub wirowanie. Natezenie
barwy supernatantu zalezy od ilosci barwnika nie zwigzanego z biatkiem.

Metoda immunoenzymatyczna polega na tworzeniu potgczen specyficznych przeciwciat z
analizowanym biatkiem oraz odpowiednim enzymem. Natezenie barwy kompleksu powstatego wskutek
reakcji enzymu z bezbarwnym substratem poddaje sie analizie spektrofotometrycznej. Metoda ta
pozwala réwniez okresli¢ stopierh denaturacji biatek.

Metody spektrofotometrii w zakresie nadfioletu polegajg na pomiarze absorbancji aminokwaséw
aromatycznych: fenyloalaniny, tryptofanu i tyrozyny.

Metoda formolowa, stosowana do oznaczania zawartosci biatka w mleku, polega na miareczkowym
oznaczeniu ilosci jonéw wodorowych uwolnionych podczas reakcji formaldehydu z resztami zasadowymi
aminokwaséw. Oznaczenie prowadzi sie dwuetapowo. Na pierwszym etapie miareczkuje sie probke
wodorotlenkiem sodu wobec fenoloftaleiny do pH > 8,3 — zostajg wtedy zobojetnione wszystkie skfadniki
o charakterze kwasowym, w tym wolne grupy a-aminowe aminokwasow. Nie ulegajg zobojetnieniu grupy
g-aminowe lizyny, gdyz zachowujg one forme zjonizowang az do pH = 9,8. Na drugim etapie dodaje sie
roztwor formaldehydu, wskutek czego nastepuje przemiana grup g-aminowych lizyny —NH2 w grupy -
N=CH2 i uwolnienie jonéw wodorowych. Uwolnione jony wodorowe miareczkuje sie mianowanym
roztworem wodorotlenku sodu wobec fenoloftaleiny. Poniewaz udziat aminokwasow, w tym lizyny, w
biatku mleka jest staly, dlatego ilos¢ jondw wodorowych uwolnionych po dodaniu formaldehydu jest

proporcjonalna do ilosci biatka w prébce.

Posrednie metody oznaczania zawartosci biatka

Metody posrednie obejmujg oznaczenie zawartosci azotu, a nastepnie obliczenie zawartosci biatka za
pomocg odpowiednich mnoznikéw biatkowych. Powszechnie stosowany mnoznik biatkowy wynosi 6,25,
a zostat wyznaczony na podstawie przecigtnej zawartosci azotu w biatkach, ktéra wynosi 16% (100:16 =
6,25). Poniewaz biatka wystepujgce w zywnosci zawierajg rozne ilosci azotu, stad
w niektérych przypadkach stosuje sie inne mnozniki. W tabeli 10 podano $rednig zawartos¢ azotu

i odpowiadajgce jej mnozniki biatkowe dla wybranych produktéw spozywczych.

Tabela 10. Srednia zawartosé azotu w biatkach oraz mnozniki biatkowe dla

wybranych produktéw spozywczych

Produkt spozywczy |Srednia zawarto$é azotu Mnoznik biatkowy
Z6hko jaja 14,97 6,68
Mleko i jego przetwory 15,66 6,38
Mieso 16,00 6,25
Jeczmien, kukurydza, 16,67 6,00
Zyto, pszenica, owies, 17,54 5,70
Orzeszki ziemne 18,18 5,50

Do posredniej metody oznaczania zawartosci biatka nalezy:

- metoda Kjeldahla.
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Metoda Kjeldahla (1883 r.) jest metodg klasyczng, najczesciej stosowang do oznaczania zawartosci
azotu ogoétem. Oprocz azotu zawartego w biatkach mozna nig réwniez oznacza¢ jony amonowe oraz
inne zwigzki zawierajgce grupy amidowe, aminowe i imidowe. Metodg tg nie oznacza sie natomiast
azotanow(lll) i (V) ani azotu zawartego w pierscieniach heterocyklicznych. Ogoélne wytyczne dotyczgce
oznaczania zawartosci azotu w zywnosci podaje norma PN-A-04018:1975/ /Az3:2002. W szczegdlnosci,
metoda Kjeldahla jest zalecana do oznaczania zawartosci azotu w mleku (PN-EN I1SO 8968-1:2004 i PN-
EN I1SO 8968-2:2004), sokach owocowych i warzywnych (PN-EN 12135:2001), skrobi i produktach
pochodnych (PN-EN ISO 3188:2000) oraz w zbozach i nasionach roslin strgczkowych (PN-EN ISO
20483:2007).

Oznaczanie zawartosci biatka metodg Kjeldahla skifada sie z trzech etapéw:

1) mineralizacja prébki,
2) oddestylowanie amoniaku,

3) miareczkowanie.

Mineralizacia probki odbywa sie w stezonym kwasie siarkowym(VI) (wolnym od azotu) w
temperaturze wrzenia tego kwasu. Podczas mineralizacji zwigzki organiczne utleniajg sie do ditlenku
wegla i wody, a zawarty w nich azot wydziela sie w postaci amoniaku, tworzgc w srodowisku kwasu
siarczan(VI) amonu:

2H,S0,=2S0,+2H,0 + O,

COOH

R — CH + 0,= XCO, + yH,0 + zNH;

NH,

2NH3+H;S04 = (NH,),SO,

Mineralizacje przeprowadza sie w obecnosci katalizatorow, ktére przyspieszajg utlenianie, przenoszac
tlen z kwasu siarkowego(VI) do zwigzku organicznego (katalizatory Hg, Cu, Se, CuO, HgO, CuSO0,,
Hg,S04, P,0s) lub podnoszac temperature spalania (K,S04, Na,S0,). Bardzo dobre efekty daje tzw.
mieszanina selenowa (Na,S04, Hg,S04, CuS0,4, Se). Aby unikngé strat azotu, trzeba kontrolowaé ilos¢
dodawanego katalizatora. Spalanie przeprowadza sie w kolbach Kjeldahla nad palnikiem gazowym lub
w piecu elektrycznym. Mineralizacje uwaza sie za zakohczong, gdy ciecz w kolbie stanie sie bezbarwna
lub - w przypadku uzycia mieszaniny selenowej - zielonkawa. Nastepnie do kazdej z prob dodaje sie
75cm® wody destylowanej i pozostawia sie je do wystygniecia.

Oddestylowanie amoniaku

Po zmineralizowaniu prob poddawano je destylacji z parg wodna. W obecnosci 40% NaOH prowadzono
destylacje amoniaku powstatego z polaczen azotowych zawartych w biatku
do odbieralnika zawierajacego 25 cm® 4% kwasu borowego i 4-5 kropli wskaznika Tashiro. Nastepnie
odmiareczkowywano uwolniony amoniak za pomoca mianowanego 0,IN roztworu HCIl. Rownocze$nie

wykonywano probe $lepa, tj. mineralizowano (15 cm® stezonego kwasu siarkowego w obecnosci katalizatora,

26



nastepnie oddestylowywano i miareczkowano w takich samych warunkach jak dla proby badanej).
Oznaczenie wykonywano w co najmniej dwdch powtorzeniach. Miareczkowanie odbywa si¢ w obecnos$ci

wskaznika Tashiro, ktory w srodowisku kwasnym jest amarantowofioletowy, a w zasadowym - zielony.

Zawarto$c¢ biatka w przeliczeniu na suchg mase obliczano zgodnie ze wzorem:

(T —B)-14,007-100-100-N -5,7
m-S.S.

A=

gdzie:
A — zawartos¢ biatka [% s.s.],
T — objetos¢ 0,1N mianowanego roztworu HCI zuzyta do miareczkowania badanej proby [cm3],
B - objeto$é 0,1N mianowanego roztworu HCl zuzyta do miareczkowania proby $lepej [cm?],
s.s. — zawartos¢ suchej substancji w badanej skrobi pszennej [%],
m — masa badanej préby [mg],
5,7 — wspotczynnik przeliczeniowy ilosci azotu w skrobi pszennej na ilos¢ substancji

biatkowych,

N — miano roztworu kwasu solnego uzytego do miareczkowania (doktadnie 0,1N).

H3BO3 + NH3 Hzo = NH4HzBO3 + HZO

NH4H;BO; + HCI = NH,CI + H3BO3

Inne metody badania biatek

Oprdécz bezposrednich i posrednich metod oznaczania zawarto$ci biatka, w analizie zywno&ci
wykorzystuje sie tez inne metody badania biatek, takie jak:
- spektrometria w zakresie sredniej podczerwieni,
- oznaczanie sktadu aminokwasowego,

- elektroforeza.

Spektrometria w zakresie sredniej podczerwieni. Analizatory pracujgce w zakresie s$redniej
podczerwieni sg urzadzeniami do szybkich, rutynowych analiz mleka. Pozwalajg na jednoczesne
oznaczenie zawartosci biatka, ttuszczu i laktozy w mleku. Po homogenizacji probki mleka mierzy sie, za
pomoca spektrometru w podczerwieni, ilo§¢ promieniowania zaabsorbowanego przez:

- drugorzedowe grupy amidowe wigzan peptydowych przy dtugosci fali ok. 6,5 uym (oznaczanie
zawartosci biatka),

- grupy karbonylowe wigzan estrowych glicerydéw przy dtugosci fali ok. 5,7 ym lub przez grupy -CH
przy dtugosci fali 3,5 ym (oznaczanie zawartosci ttuszczu),

- grupy hydroksylowe laktozy przy dtugosci fali ok. 9,6 pm.

Ogodlne wytyczne oraz wymagania dotyczgce analizatoréw w zakresie $redniej podczerwieni opisano
w normie PN-ISO 9622:2006.

Oznaczanie sktadu aminokwasowego biatek. Najwazniejszym czynnikiem determinujgcym warto$é
odzywczg biatka jest jego skfad aminokwasowy, a w szczegdlnosci zawartos¢ aminokwasow
egzogennych. Oznaczanie skfadu aminokwasowego biatek polega na przeprowadzeniu hydrolizy

(kwasowej, zasadowej lub enzymatycznej) biatek zawartych w produkcie, a nastepnie rozdzieleniu
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aminokwaséw w hydrolizacie. Do identyfikacji i iloSciowych oznaczen stosuje sie metody
chromatograficzne: chromatografie cienkowarstwowg, jonowymienng, gazowg (po przeprowadzeniu
aminokwasoéw w ich lotne pochodne) oraz wysokosprawng cieczowg (HPLC).

Elektroforeza jest zjawiskiem ruchu czasteczek obdarzonych fadunkiem elektrycznym (jonéw)
w polu elektrycznym o okreSlonym gradiencie potencjalu wzgledem nieruchomego osrodka
dyspersyjnego. Podstawe metod elektroforetycznych stanowig réznice szybkosci i kierunku migraciji
czgstek koloidalnych w polu elektrycznym. W wyniku dziatania pola elektrycznego jony lub czgstki
0 wzbudzonym tadunku wedrujg do odpowiedniego bieguna. Szybkos¢ wedrowania jondw jest funkcjg
wielkosci i znaku tadunku elektrycznego tych czgsteczek, czyli ruchliwosci elektroforetycznej. Na ukfad
elektroforetyczny sktadajg sie: substancja rozdzielana, nosnik, roztwér przewodzacy i elektrody
podigczone do zrédta pradu. Nosnik (np. bibuta, zel krzemionkowy, skrobia) bierze udziat w procesie
dzieki swym witasnosciom adsorpcyjnym. Elektroforeza znajduje szerokie zastosowanie praktyczne nie
tylko do wykrywania i identyfikacji biatek oraz aminokwaséw, ale takze enzymoéw, tluszczéw, kwaséw

nukleinowych, witamin i hormonow.

Cwiczenia
1. Oznaczanie zawartosci biatka w mleku metoda formolowa
(wg Klepackiej 1997)

Odczynniki

0,1 M roztwér wodorotlenku sodu, 40% roztwor formaldehydu rozcienczony wodg w stosunku 1:1 i

zobojetniony, 2% alkoholowy roztwér fenoloftaleiny

Wykonanie oznaczenia

Do kolby stozkowej o pojemnosci 50 cm?® odmierzy¢ 10 cm® mleka. Miareczkujgc, zobojetni¢ mleko
0,1 M roztworem NaOH wobec kilku kropli fenoloftaleiny. Nastepnie dodac¢ 4 cm?® zobojetnionego 40-
procentowego roztworu formaldehydu i dalej miareczkowa¢ roztworem wodorotlenku sodu do

ponownego wystgpienia rézowego zabarwienia.

Obliczenia
Zawartosc¢ biatka ogdtem (X), wyrazong w procentach, obliczy¢ wedtug wzoru:

X=ae1,92
gdzie:
a - liczba cm® 0,1 M NaOH zuzytego do drugiego miareczkowania,
1,92 - wspdtczynnik przeliczeniowy (1 cm® 0,1 M NaOH odpowiada 1,92 g biatka w 100g probki).
W celu oznaczenia zawartosci kazeiny zastosowac wspoétczynnik przeliczeniowy rowny 1,47.

2. Oznaczanie zawartosci biatka w produktach spozywczych metoda Kjeldahla

Odczynniki i aparatura

Mieszanina selenowa (siarczan(VI) sodu - 90%, siarczan(VI) rteci(l) - 7%, siarczan(VI) miedzi(ll) -
1,5%, selen - 1,5%), stezony kwas siarkowy(Y1) (d = 1,84 g/cm?®), mianowany 0,05 M roztwér kwasu
siarkowego(VI), wskaznik Tashiro (alkoholowy roztwér 0,026%  czerwieni metylowej

i 0,013% btekitu metylenowego), 40% roztwdr wodorotlenku sodu, mianowany 0,1 M roztwér HCI.
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Aparat firmy TECATOR
Wykonanie oznaczenia
Zasada oznaczenia polega na mineralizacji substancji biatkowych obecnych w badanych

skrobiach za pomocg stezonego kwasu siarkowego 95% (o d=1,84 g/lcm® w aparaturze
do mineralizacji firmy TECATOR (Szwecja), a nastepnie oddestylowaniu i miareczkowaniu amoniaku
wydzielonego ze zwigzkdéw biatkowych.
Probke o masie okoto 1,5-2,0 g =z doktadnoscia do 0,0001 g przenoszono ilo§ciowo
do kolby mineralizacyjnej i dodawano 20 cm® stezonego kwasu siarkowego. Mineralizacje probek
prowadzono w obecnosci katalizatora (mieszanina selenowa) w temperaturze 400°C. Nastepnie do kazdej z
prob dodaje sie 75cm’ wody destylowanej i pozostawia si¢ je do wystygniecia. Po zmineralizowaniu préb
poddawano je destylacji z parag wodng. W obecnosci 40% NaOH prowadzono destylacje amoniaku
powstalego z potaczen azotowych zawartych w biatku do odbieralnika zawierajacego 25 cm® 4% kwasu
borowego i 4-5 kropli wskaznika Tashiro. Nastepnie odmiareczkowywano uwolniony amoniak za pomoca
mianowanego 0,1N roztworu HCI. Réwnoczesnie wykonywano prébe Slepa, tj. mineralizowano (15 cm?®
stezonego kwasu siarkowego w obecnosci katalizatora, nastepnie oddestylowywano i miareczkowano w
takich samych warunkach jak dla proby badanej). Oznaczenie wykonywano w co najmniej dwodch
powtorzeniach.

Zawarto$c¢ biatka w przeliczeniu na suchg mase obliczano zgodnie ze wzorem:

(T - B)-14,007-100-100- N -5,7
m-S.S.

A=

gdzie:
A — zawartos¢ biatka [% s.s.],
T — objetos¢ 0,1N mianowanego roztworu HCI zuzyta do miareczkowania badanej proby [cm?],
B - objetos¢ 0,1N mianowanego roztworu HCI zuzyta do miareczkowania préby slepej [cm?],
s.s. — zawartos¢ suchej substancji w badanej skrobi pszennej [%],
m — masa badanej proby [mg],
5,7 — wspotczynnik przeliczeniowy ilosci azotu w skrobi pszennej na ilos¢ substancji

biatkowych,

N — miano roztworu kwasu solnego uzytego do miareczkowania (doktadnie 0,1N).

OZNACZANIE ZAWARTOSCI SACHARYDOW

Weglowodany (sacharydy, cukrowce) sg zwigzkami organicznymi zbudowanymi z wegla, wodoru i
tlenu. Sktad chemiczny wiekszosci tych zwigzkéw mozna wyrazi¢ ogdlnym wzorem C,(H,O),
w ktérym stosunek liczby atoméw wodoru do tlenu jest taki sam jak w wodzie. Biorgc pod uwage budowe
chemiczng, wyrdéznia sie cukry proste (monosacharydy) oraz cukry zlozone, ktére
w zaleznosci od wielko$ci czasteczki dzieli sie na kilkocukrowce (oligosacharydy, w tym disacharydy) i
wielocukrowce (polisacharydy).

Weglowodany wystepujg gtdwnie w organizmach roslinnych. Sg podstawowym sktadnikiem
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odzywczym i gtbwnym materiatem zapasowym oraz wzmachiajgcym komorki i tkanki roslinne.
Weglowodany rozpuszczalne stanowig przewazajacg cze$¢ substancji wchodzacych w sklad ekstraktu

bezazotowego.

Cukry proste

Pod wzgledem chemicznym cukry proste sg wieloalkoholami z grupg aldehydowg (aldozy) lub
ketonowg (ketozy). Zwigzki te zawierajg co najmniej jeden asymetryczny atom wegla i dlatego sg
optycznie czynne, tzn. majg zdolno$¢ skrecania ptaszczyzny Swiatta spolaryzowanego. Zaleznie od
liczby atoméw wegla w czasteczce monosacharydy dzieli sie na triozy, tetrozy, pentozy, heksozy,
heptozy itd. Najbardziej rozpowszechnione wsréd nich sg heksozy (glukoza, fruktoza, galaktoza,
mannoza).

Do najwazniejszych heksoz w produktach spozywczych nalezy glukoza, znana réwniez jako cukier
gronowy. Wystepuje ona w stanie wolnym i zwigzanym. W stanie wolnym glukoza wystepuje w owocach
i miodzie, a w formie zwigzanej - jako komponent oligo- lub polisacharydéw. W zywych organizmach
glukoza odgrywa wazng role jako materiat energetyczny. Szczegdlng role  pei
w procesach oddychania i w procesach fermentacyjnych.

Innym cukrem prostym nalezgcym do ketoheksoz jest fruktoza, znana rowniez jako cukier owocowy.
W stanie wolnym wystepuje w owocach, miodzie i nektarze kwiatéw, a w postaci zwigzanej - w
sacharozie, rafinozie oraz inulinie.

Galaktoza wystepuje przede wszystkim w stanie zwigzanym jako czes¢ skladowa laktozy, rafinozy
oraz tluszczéw ztozonych. Jest tez sktadnikiem zwigzkéw wielkoczgsteczkowych, takich jak agar i Sluzy.

Mannoza wystepuje w postaci zwigzanej w hemicelulozie oraz innych gumach. W stanie wolnym w
matych ilosciach znajduje sie w roslinach, np. pomaranczach.

Ryboza jest sktadnikiem kwasow rybonukleinowych (RNA), roznych koenzymoéw i nukleotyddw.

Arabinoza jest sktadnikiem substancji pektynowych, gumy arabskiej i hemiceluloz.

Ksyloza jest gtébwnym sktadnikiem ksylanéw wystepujgcych obok celulozy jako wypetnienie $cian
komorkowych.

Cukry proste sg dobrze rozpuszczalne w wodzie.

Cukry zlozone
Oligosacharydy

Najbardziej rozpowszechnionym cukrem zlozonym jest sacharoza (Ci,H»,0:;) Ten disacharyd
stanowi gtéwny sktadnik suchej masy korzeni burakéw cukrowych i todyg trzciny cukrowej. Czgsteczka
sacharozy jest zbudowana z glukopiranozy i fruktofuranozy potgczonych wigzaniem 3-1,2-glikozydowym.
Sacharoza nie wykazuje mutarotacji i nie ma witasciwosci redukujgcych. Pod wptywem kwaséw lub
enzymu inwertazy sacharoza ulega hydrolizie na glukoze i fruktoze. Mieszanine glukozy i fruktozy w
réwnych ilosciach nazywa sie cukrem inwertowanym lub inwertem. Nazwa ta wywodzi sie od zjawiska
inwersji (hydrolizy sacharozy). Wodny roztwor sacharozy skreca ptaszczyzne swiatta spolaryzowanego w
prawo, natomiast roztwor cukru inwertowanego - w lewo. Po hydrolizie sacharozy zachodzi wiec zmiana

kata skrecania ptaszczyzny $wiatla spolaryzowanego. Obrazuje to schemat:

C1oH2501; + H0 = CgHy206 + CgH1206
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sacharoza glukoza fruktoza
[0]2) =+66,5° [0]%) =+52,7° [o] 3 = -92,4°
cukier inwertowany
[a] 3= -20,5°

Innym disacharydem obecnym w réznych produktach spozywczych jest maltoza, znana jako cukier
stodowy. Powstaje z rozpadu skrobi i glikogenu.
Do disacharydoéw nalezy réwniez laktoza, czyli cukier mlekowy. Po hydrolizie rozktada sie na

galaktoze i glukoze. Laktoza fatwo ulega przemianie w kwas mlekowy.

Polisacharydy

Polisacharydy sg przewaznie zbudowane z heksoz lub pentoz, tworzg fancuch skfadajacy sie z reszt
monosacharydow potgczonych wigzaniami o-glikozydowymi. Na przyktad, skrobia, celuloza,
i glikogen sg zbudowane z reszt glukozowych, a inulina jest zbudowana z reszt fruktozowych. Ze
wzgledu na duzg mase czgsteczkowg polisacharydy zalicza sie do zwigzkéw wielkoczgsteczkowych.
Hydroliza polisacharydéow prowadzi do powstania z nich cukrow prostych. Polisacharydy nie

rozpuszczaja sie w wodzie (celuloza) albo tworzg z nig roztwory koloidalne (skrobia).

Metody oznaczania mono- i oligosacharydow

Do ilosciowego oznaczania cukréw stosuje sie metody chemiczne, fizyczne i biologiczne, ponadto
istnieje wiele metod kombinowanych, np. fizykochemicznych.

Metody chemiczne oznaczania zawartosci cukréw opierajg sie na wtasnosciach redukujgcych,
jakie wykazujg cukry bezposrednio redukujgce oraz cukry redukujgce po hydrolizie. Majg one zdolnosc¢
redukowania pewnych zwigzkéw (np. soli metali ciezkich) w Srodowisku alkalicznym. Wiasciwosciami
redukujgcymi odznaczajg sie wszystkie cukry proste oraz te kilkocukry, w ktérych wystepuje wolny
hydroksyl pétacetalowy, a wiec maltoza i laktoza. Chcac oznaczyé metodami redukcyjnymi cukry
ztozone, pozbawione wiasnosci redukujgcych, nalezy je uprzednio podda¢ hydrolizie do cukréw
prostych.

Chemiczne metody oznaczania cukréw redukujgcych réznig sie gtownie rodzajem stosowanego
srodka utleniajgcego. W wiekszosci z nich do utleniania wykorzystuje sie zasadowy roztwér soli
miedzi(ll), a wytrgcony w reakcji tlenek miedzi(l) oznacza sie ilosciowo. Innymi srodkami utleniajgcymi
uzywanymi do ilosciowego oznaczania cukrow sg heksacyjanozelazian(lll) potasu (zelazicyjanek
potasu), jod, sole rteci(ll), kwas pikrynowy, kwas molibdenowy(VI) i inne zwigzki ulegajace redukcji w
Srodowisku stabo zasadowym.

Poniewaz wiasciwosci redukujgce wykazujg réwniez inne zwiagzki, np. biatka czy niektdre kwasy
organiczne, ich obecnos¢ zawyza wyniki oznaczania zawartosci cukréow. Do usuwania substancji
przeszkadzajgcych stosuje sie najczesciej sole metali ciezkich, np. octan otowiu(ll), azotan(V) rteci(ll),
kwas fosforomolibdenowy.

Roztwory przeznaczone do oznaczania zawartosci sacharydéw klaruje sie metodg Carreza, stosujgc

dwa ptyny: roztwér Carreza | i roztwér Carreza ll.
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» Roztwor Carreza |: 15-procentowy roztwoér wodny K4;Fe(CN)g

+ Roztwor Carreza Il: 30-procentowy roztwor wodny ZnSO,
Po dodaniu do roztworu cukru obu ptynéw w jednakowych objetosciach zachodzi reakcja:
2 ZnSO,+ K4Fe(CN)6 = anFe(CN)Gl + 2 K,SO,

W wyniku reakcji powstaje koloidalny heksacyjanozelazian(ll) cynku, ktéry opadajgc na dno,
adsorbuje zwigzki wielkoczgsteczkowe, oczyszczajgc w ten sposéb roztwor cukru. Do usuwania
substancji barwnych uzywa sie wegla aktywnego lub soli otowiu.

W analizie zywnosci sacharydy zawierajgce grupy karbonylowe oznacza sie jako cukry
bezposrednio redukujace, inaczej zwane cukrami redukujgcymi przed inwersjg. Sacharydy nie majgce
wlasciwosci redukujgcych (grupa karbonylowa jest zablokowana) sg poddawane hydrolizie do
monosacharydéw i oznaczane jako cukry ogétem, inaczej - cukry po inwersji. Najczesciej rozumie sie
przez to sume glukozy, fruktozy i sacharozy w badanym produkcie.

Réznice miedzy zawartoscig cukréw ogotem a zawartoscig cukrow bezposrednio redukujgcych
przelicza sie na sacharoze, mnozac te réznice przez wspoéiczynnik przeliczeniowy (0,95), ktory jest
ilorazem masy molowej sacharozy (342) i sumy mas czasteczek glukozy i fruktozy (360).

Inwersje, w ktorej hydrolizie ulega prawie wytgcznie sacharoza, okresla sie jako krotkg, a inwersje, w
ktérej hydrolizuje réwniez maltoza - jako dtuga.

Inwersje (hydrolize) sacharozy najczesciej przeprowadza sie metodg Clergeta- -Herzfelda. Metoda
polega na ogrzewaniu roztworu sacharozy w srodowisku kwasu solnego (do 70 cm?® wyciggu dodaje sie
5 cm® stezonego kwasu solnego) przez 5 min w temperaturze 68-70°C. Po hydrolizie roztwér jest
ochtadzany, a nastepnie zobojetniany wodorotlenkiem sodu wobec oranzu metylowego (oznaczanie
cukréw metodami chemicznymi prowadzi sie w Srodowisku alkalicznym). Nalezy Scisle przestrzegacé
warunkow hydrolizy, gdyz zmiana stezenia kwasu w hydrolizowanym roztworze moze sta¢ sie powodem
btedbw na  skutek niecatkowitego  rozktadu  sacharozy lub  rozktadu innych  di-
i polisacharydow. Podobnie przedtuzenie czasu i podwyzszenie temperatury hydrolizy moze
doprowadzi¢ do rozktadu produktéw inwersiji.

Istnieje wiele chemicznych metod oznaczania cukrow redukujgcych:

- metoda Bertranda,
- metoda Luffa-Schoorla,

- metoda Lane-Eynona,

Metoda Bertranda polega na przeprowadzeniu w roztworze alkalicznym redukcji soli miedzi cukrem i
oznaczeniu miedzi w wydzielonym tlenku miedzi(l). Oznaczanie miedzi polega na utlenieniu tlenku
miedzi (I) w wyniku redukcji jonu Zzelaza(lll) do jonu Zzelaza(ll) i na oznaczeniu soli zelaza(ll)
manganometrycznie. Badany roztwor cukru redukujgcego gotuje sie z mieszaning roztworéw Bertranda |
i Bertranda II.

« Roztwér Bertranda 1:40 g siarczanu(VI) miedzi(ll) (CuS04 « 5 H,0) rozpusci¢ w kolbie miarowej

o pojemnosci 1000 cm®.

« Roztwdr Bertranda II: 200 g winianu sodu i potasu (NaKH,C,0s * 4H,0) rozpusci¢ w ok. 600 cm® wody

destylowanej w kolbie miarowej o pojemnosci 1000 cm?®, dodaé 150 g wodorotlenku sodu
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rozpuszczonego w ok. 250 cm® wody destylowanej i uzupetni¢ woda destylowang do kreski.
Zmieszanie roztwordw Bertranda | i Il z roztworem cukru redukujgcego prowadzi do szeregu reakcji.
Pierwsza z nich jest reakcja siarczanu(VI) miedzi(ll) z wodorotlenkiem sodu:
CuSO, + 2NaOH = Na,S0O, + Cu(OH),
Powstaty wodorotlenek miedzi(ll) reaguje z winianem sodu i potasu, tworzac rozpuszczalny

w wodzie miedziowinian sodu i potasu:

HO — CH — COONa O — CH — COONa
/
Cu(OH), + = Cu | + 2H,0
HO — CH — COOK ™\ 0 —CH — COOK

Roztwér cukru na gorgco redukuje powstaty miedziowinian sodu i potasu do tlenku miedzi(l):

O — CH — COONa
R — CHO +2Cu | +2H,0=
™\ 0 — CH — COOK

HO — CH — COONa

=R — COOH + Cu,0 + 2
HO ~—CH = COO0OK

Przebieg reakcji nie ma charakteru scisle stechiometrycznego, lecz zalezy od warunkéw, w jakich te
reakcje zachodzg, dlatego do obliczenia wynikow stosuje sie tablice.

Po dodaniu roztworu Bertranda |l nastepuje utlenienie miedzi jedno wartosciowej (Cu”) w Cu,0 do
miedzi dwuwartosciowej (Cu2+) i przejscie powstatej soli do roztworu.

«  Roztwér Bertranda Ill: 50 g siarczanu(VI1) zelaza(lll) (Fe,(S0,)3) rozpusci¢ na gorgco w ok. 500
cm?® wody destylowanej z dodatkiem 200 g kwasu siarkowego(VI) (d= 1,84 g/cm3), nie dopuszczajgc do
wrzenia.

Jon zelaza(lll) jest jednoczes$nie redukowany do jonu zelaza(ll) wedtug reakcii:
Cu,0 + Fe,(S0y)3 + H,SO4 = 2 CuSO,4 + H0 + 2FeSO,
llos¢ soli zelaza(ll) oznacza sie przez miareczkowanie mianowanym roztworem manganianu(VIl)

potasu:
2 KMnO,4 + 10 FeSO, + 8H,S0,= K,SO,+ 5 Fez(SO4)3 + H,0 + 2 MnSO,

Z ilosci zuzytego do miareczkowania roztworu manganianu(VIl) potasu oblicza sie ilo$¢ miedzi
zredukowanej podczas oznaczenia, przyjmujac, ze 1 cm® 0,02 M roztworu KMnO, odpowiada 6,357 mg
Cu. Nastepnie z tabeli (tab. 11) odczytuje sie liczbe miligraméw oznaczanego cukru odpowiadajgcy ilosci
miedzi zredukowanej. Po odczytaniu ilosci cukru z tabeli oraz uwzglednieniu rozcienczenia prébki oblicza

sie procentowg zawartos¢ cukru w prébce.

Metoda Luffa-Schoorla, podobnie jak metoda Bertranda, wykorzystuje wiasciwosci redukujace
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cukrow. Reakcja zachodzi w $rodowisku zasadowym (pH ok. 9,5) w temperaturze wrzenia.
W metodzie tej wodorotlenek sodu zastgpiono weglanem sodu, a winian sodu i potasu - kwasem
cytrynowym. W srodowisku zasadowym sacharydy redukujg siarczan(VI) miedzi(ll) do tlenku miedzi(l).
Wprowadzenie do roztworu jodku potasu i kwasu siarkowego(VI) powoduje wydzielenie sie jodowodoru
(HJ). Ulega on reakcji z nie zredukowanym przez sacharydy siarczanem(VI) miedzi(ll), w wyniku czego
powstaje jodek miedzi (I). Nadmiar jodku (z dodatku KJ) odmiareczkowuje sie tiosiarczanem(VI) sodu.
llo$¢ zredukowanej miedzi oznacza sie bezposrednio za pomocg metod jodometrycznych, a zawartosé
cukrow redukujgcych odczytuje sie z tablic na podstawie ilosci tiosiarczanu(Yl) sodu zuzytego do
miareczkowania. Przebieg reakcji pokazujg wzory:

2 CuSOy4 +4 KJ =2 K;SO4 + Cuyd; +J;

J, + 2Na,S,03 = 2NaJ + Na,S,04

Metoda Lane-Eynona polega na redukcji na gorgco alkalicznego roztworu soli miedzi(ll) przez
bezposrednie miareczkowanie roztworem cukrow redukujgcych w obecnoséci btekitu metylenowego jako
wskaznika. Btekit metylenowy ulega odbarwieniu w srodowisku zasadowym dopiero po catkowitym
zredukowaniu miedzi. Bardzo wazne jest utrzymywanie mieszaniny w stanie wrzenia podczas

miareczkowania. Reakcje przebiegajg w nastepujgcy sposob:

CuS0O, + 2 NaOH = Na,S0O, + Cu(OH),

HO ==TH ~—=T00Na / O — CH — COONa

Cu(OH), + = Cu | + 2H,0
HO — CH — COOK N0 = CH — COOK

O — CH — COONa

R— CHO +2Cu | + 2HO=
N —CH — COUK

HO — CH — COONa
= Cu,0 +2 | + R— COOH
HO — CH — COOK

Tabela. 11. llo$é cukru inwertowanego w zaleznosci od ilosci miedzi zredukowanej podczas
oznaczania metoda Bertranda

llo$¢ miedzi llos¢ cukru llo$¢ miedzi llo$é cukru
[mg] inwertowanego [mg] [mg] inwertowanego [mg]
20 9,70 45 22,42
21 10,20 46 22,94
22 10,70 47 23,47
23 11,20 48 24,00
24 11,70 49 24,53
25 12,20 50 25,06
26 12,71 51 25,59
27 13,22 52 26,12
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28 13,72 53 26,66
29 14,23 54 27,19
30 14,73 55 27,72
31 15,24 56 28,25
32 15,75 57 28,78
33 16,25 58 29,31
34 16,67 59 29,84
35 17,27 60 30,38
36 17,77 61 30,92
37 18,28 62 31,46
38 18,78 63 32,01
39 19,30 64 32,55
40 19,80 65 33,09
41 20,32 66 33,63
42 20,84 67 34,17
43 21,37 68 34,72
44 21,89 69 35,26

Metody spektrofotometryczne opierajg sie na pomiarze absorbancji zwigzkéw barwnych powstajgcych
w wyniku reakcji chemicznej sacharydéw z réznymi odczynnikami chemicznymi, np. kwasem
pikrynowym, antronem lub kwasem 3,5-di- nitrosalicylowym (DNS).
Metody fizyczne oznaczania zawartosci cukréw dzielg sie na kilka grup:
- metody densymetryczne - oparte na zaleznosci miedzy gestoscig cieczy a zawarto$cig w niej
sacharydu,
- metody refraktometryczne - polegajgce na pomiarze wspotczynnika zatamania Swiatta przez
czgsteczki sacharydow,
- metody polarymetryczne - wykorzystujgce zdolnos$¢ skrecania ptaszczyzny swiatta spolaryzowanego
przez czgsteczki sacharydow,
- metody chromatograficzne: wysokosprawna chromatografia cieczowa (high-per- formance liguid
chromatography; HPLC) oraz chromatografia gazowa (gas chro- matography-, GC).
Metody chromatograficzne mozna stosowac, jezeli w badanym roztworze nie znajdujg sie
substancje interferujgce.
Sacharydy, jako zwigzki nielotne, przed oznaczeniem metodg GC muszg by¢ przeprowadzone
w lotne pochodne trimetylosililowe (TMS). W tym celu prowadzi sie ich sililacje, uzywajgc mieszaniny
ztozonej z heksametylodisilazanu, trimetylo- chlorosilanu i pirydyny. Do oznaczania stosuje sie detektor
ptomieniowo-jonizacyjny (flame ionisation detector; FID).
W metodzie HPLC do detekcji sacharydéw stuzy detektor refraktometryczny (re- fractive index
detector; RID). Identyfikacje prowadzi sie po rozdziale sktadnikéw probki w odpowiedniej kolumnie
chromatograficznej, biorgc pod uwage czasy retencji, a ilos¢ poszczegdinych cukréw w probce oblicza

sie na podstawie pola powierzchni rozdzielonych pikow.

Metody biologiczne polegajg na przeprowadzeniu fermentacji alkoholowej poszczegdlnych
cukrow pod wptywem drozdzy, a nastepnie iloSciowym oznaczeniu produktéw fermentaciji, tj. alkoholu
lub ditlenku wegla.

Metody fermentacyjne stosuje sie m.in. do okreslania zawartosci cukru w surowcach dla przemystu
fermentacyjnego, przy czym wyniki wyraza sie czesto liczbg litréw alkoholu absolutnego, jakg mozna
uzyska¢ ze 100 kg surowca. Na przyktad, w gorzelnictwie wydajnosé procesu w skali technicznej

w stosunku do wydajnosci teoretycznej wynosi srednio 88-92%.
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Metodami fermentacyjnymi mozna réwniez w przyblizeniu oznaczyé rézne rodzaje cukrow
wystepujacych w mieszaninie. W tym celu stosuje sie rézne gatunki drozdzy, bakterii lub plesni, majgce

specyficzne dziatanie fermentacyjne, co umozliwia odfermentowanie odpowiednich cukréw.
Cwiczenia

1. Oznaczanie zawartosci cukrow w soku metoda Lane-Eynona
(wg PN-A-75101/07:1990)

Odczynniki

Roztwory Carreza | i Il, kwas solny (d = 1,19 g/cm®), roztwory Fehlinga | i Il, btekit metylenowy, oranz

metylowy, 20% roztwér wodorotlenku sodu

Wykonanie oznaczenia

Przygotowanie roztworu

Do kolby miarowej o pojemnosci 250 cm?® odmierzy¢ pipetg 25 cm?® soku, czekolady, miodu, dzemu 5-
10g, (podang ilos¢ nalezy uzgodni¢ z prowadzgcym ¢Ewiczenie) i doda¢ od 25 do 100 cm?® wody
destylowanej (podang ilo$¢ nalezy uzgodni¢ z prowadzgcym ¢wiczenie) . W celu wytrgcenia biatka dodac
do kolby 2,5 cm?® roztworu Carreza |, cato$é wymieszac i odstawic¢ kolbe na 5 min. Nastepnie dodac¢ 2,5
cm roztworu Carreza ll, wymieszaé i dopehié¢ do kreski wodg destylowang. Po uptywie 15 min roztwor
przesagczy¢ przez fatdowany sgczek do suchego naczynia. 25 cm?® przesgczu otrzymanego po
odbiatczeniu odmierzy¢ pipetg do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’, uzupeti¢ wodg destylowang do

kreski i wymieszaé. Przeprowadzenie krotkiej inwersji (w celu oznaczenia zawartosci cukrow ogoétem)

Do kolby stozkowej o pojemnosci 100 cm?® odmierzy¢ pipetg 25 cm?® odbiatczonego przesaczu i dodaé
ok. 4 cm® kwasu solnego. Aby wykona¢ inwersje, dodaé wode destylowang do objetosci 50 cm?®, po czym
zawartos¢ kolby ogrzaé w tazni wodnej do temperatury 68-70°C i utrzymywaé te temperature przez 5
min. Po uplywie tego czasu ciecz szybko schtodzi¢ do temperatury 20°C, doda¢ 3 krople oranzu
metylowego, zobojetniaé 20-procentowym roztworem wodorotlenku sodu az do zmiany zabarwienia.
Nastepnie przelaé ptyn do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm’®, ponownie doprowadzi¢ do temperatury

20°C i uzupetni¢ wodg do kreski.

Oznaczenie cukrow bezposrednio redukujgcych

1. Pierwsze miareczkowanie (o0znaczenie orientacyjne)

Oznaczenia to ma na celu przekonanie sie, jakg ilos¢ badanego roztworu nalezy ogrzewaé

z roztworem Fehlinga.

Napetni¢ biurete kolankowg badanym roztworem. Do kolby stozkowej o pojemnosci 100 cm?®

odmierzyé 5 cm® roztworu Fehlinga | oraz 5 cm® roztworu Fehlinga Il, ogrzaé do wrzenia. Doda¢ 2-3

krople roztworu btekitu metylenowego i, utrzymujgc zawartos¢ kolby w stanie spokojnego wrzenia,

miareczkowa¢ badanym roztworem, dodajgc z biurety roztwér porcjami az do zaniku barwy

niebieskiej.

» Roztwér Fehlinga I: 69,98 g CuS04-5H,0 rozpusci¢ w 1000 cm?® wody destylowanej.

« Roztwor Fehlinga II: 348 g winianu sodu i potasu (NaKH,C40s * 4 H,0) rozpuscié w 700 cm® wody
destylowanej, a nastepnie doda¢ 100 g NaOH rozpuszczonego w ok. 200 cm® wody destylowanej

i po wymieszaniu uzupetni¢ wodg do kreski.
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2. Drugie miareczkowanie (oznaczenie wtasciwe)
Do drugiej kolby stozkowej odmierzyé po 5 cm? roztworow Fehlinga | i Il. Doda¢ z biurety badany
roztwér w ilosci o 1-2 cm® mniejszej niz zuzyta przy miareczkowaniu orientacyjnym. Ogrzac
zawartos¢ kolby do wrzenia i gotowac przez 2 min. Po tym czasie dodac 2-3 krople roztworu btekitu
metylenowego i zakonczy¢ miareczkowanie w ciggu 3 min, dodajgc badany roztwdér kroplami az do

zaniku barwy btekitu metylenowego.

Obliczenia

Z tabeli 12 odczyta¢c mase cukrow redukujgcych (wyrazonych jako cukier inwertowany)
odpowiadajgcg objetosci badanego roztworu zuzytego do miareczkowania roztworéw Fehlinga. Obliczy¢
procentowg zawartos¢ cukru w soku, uwzgledniajgc rozcienczenie probki.

Zawartosc cukrow w soku wyrazi¢ w gramach nal00g lubna 1 dm? produktu.

Tabela 12. Masa cukru inwertowanego redukujacego 10 cm® roztworu
Fehlingalill (5cm®+5 cm3) w zaleznosci od objetosci roztworu uzytego do

miareczkowania

Objetosé Masa cukru Objetosé Masa cukru
roztworu [cm®] |inwertowanego [mg]| roztworu [cm®] | inwertowanego
15 50,5 33 51,7
17 50,7 35 51,8
19 50,8 37 51,9
21 51,0 39 52,0
23 51,1 41 52,1
25 51,2 43 52,2
27 514 45 52,3
29 51,5 47 52,4
31 51,6 49 52,5

Zrédto: PN-A-79011-5:1998 Koncentraty spozywcze. Metody badar. Oznaczanie

zawartosci cukrow

2. Oznaczanie zawartosci cukrow w koncentracie spozywczym metoda Luffa-

Schoorla
(wg PN-A-79011-5:1998)

Odczynniki, sprzet i aparatura
Jodek potasu, kwas solny (d = 1,19 g/cm®), roztwor Luffa, 25% roztwor kwasu siarkowego(VI), 0,1M
roztwor tiosiarczanu(VI) sodu, 10% roztwér wodorotlenku sodu, roztwory Carreza | i Il, 1% roztwor

skrobi rozpuszczalnej, 0,1% roztwoér oranzu metylowego

taznia wodna z termoregulacja, zestaw do sgczenia

Wykonanie oznaczenia

Przygotowanie roztworu podstawowego

W zlewce o pojemnosci 50 cm® odwazyé ok. 5,0 g produktu z doktadnosciag do 0,001 g. Probke
przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o pojemnosci 200 cm®, uzywajgc niewielkiej ilosci wody
destylowanej ogrzanej do temperatury 30°C. (W przypadku produktéw niejednorodnych wytrzgsac

przez ok. 0,5 godz.) Dodaé po 5 cm?® roztworéw Carreza | i Il, doktadnie wymieszaé, odstawi¢ na 15
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min i dopetni¢ wodg do kreski. Zawarto$¢ kolby przesgczy¢ przez fatdowany sgczek do suchej kolby
stozkowej, odrzucajgc pierwsze krople przesaczu. Otrzymuje sie w ten sposob roztwér A.

Przeprowadzenie krotkiej inwersji Do kolby stozkowej o pojemnosci 100 cm?® odmierzy¢ pipetg 20 cm?®

roztworu podstawowego (A), doda¢ 5 cm® kwasu chlorowodorowego i wymieszaé. Aby wykonac
inwersje, zawarto$¢ kolby ogrzaé w tazni wodnej do temperatury 68-70°C i utrzymywaé te
temperature przez 5 min. Po uptywie tego czasu ciecz szybko schtodzi¢ do temperatury 20°C, doda¢
3 krople oranzu metylowego, zobojetnia¢ 10-procentowym roztworem wodorotlenku sodu az do
zmiany zabarwienia. Nastepnie przela¢ ptyn do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm?®, ponownie
doprowadzi¢ do temperatury 20°C i uzupetni¢ wodg do kreski. Otrzymuje sie w ten sposéb roztwor B.

Oznaczanie cukrow

Do kolby stozkowej o pojemnosci 250 cm? wrzucié kilka kawatkow porcelany lub szkta, odmierzyé
pipetg 25 cm?® roztworu Luffa. Dalej postepowac nastepujaco:

— w przypadku oznaczania cukréw bezposrednio redukujgcych odmierzyé pipetg 10 cm? roztworu A
i dodaé 15 cm® wody;

— w przypadku oznaczania cukréw ogétem odmierzy¢ pipetg 20 cm?® roztworu B i dodaé 5 cm® wody;

— jednoczesnie w analogiczny sposéb przeprowadzi¢ prébe $lepg, z tym ze do kolby z roztworem Luffa

zamiast badanego roztworu doda¢ 25 cm?® wody.

— Kolbe ogrzewac, w ciggu 2 min doprowadzajgc zawartos¢ kolby do wrzenia. Utrzymywa¢ w stanie
tagodnego wrzenia przez 10 min, po czym kolbe z zawartoscig szybko schtodzi¢ pod biezgcg wodg do
temperatury pokojowej. Do schtodzonego roztworu doda¢ 3 g jodku potasu, nastepnie bardzo
ostroznie (ze wzgledu na silne pienienie sie roztworu) doda¢ kroplami 25 cm? roztworu kwasu
siarkowego(VI). Zawartos¢ kolby miesza¢ do chwili, az przestanie sie pieni¢, po czym miareczkowaé
roztworem tiosiarczanu(VI) sodu do uzyskania jasnozoéttego zabarwienia. Pod koniec miareczkowania
doda¢ 1 cm?® roztworu skrobi i miareczkowaé do przejscia barwy niebieskiej w kremowa. Réznica
miedzy iloscig tiosiarczanu(Vl) sodu zuzytego w probie Slepej a iloscig Na,S,0; zuzytego
W oznaczaniu wiasciwym (wyrazona w cm® 0,1 M roztworu tiosiarczanu(VI) sodu) odpowiada ilosci

miedzi zredukowanej przez cukry bezposrednio redukujgce.

— « Roztwér Luffa: Rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego w 100 cm® wody destylowanej. Nastepnie rozpuscié
388 g krystalicznego weglanu sodu (Na,C03-10H,0) lub 143,7 g bezwodnego weglanu sodu (Na,C03) w
300-400 cm® goracej wody destylowanej. Potaczyé oba roztwory, powoli wlewajac roztwor weglanu sodu
do roztworu kwasu cytrynowego, wymiesza¢. W 100 cm® wody destylowanej rozpusci¢ 25 g siarczanu(VI)
miedzi(ll) (CuS0,-5H,0) i doda¢ do poprzedniego roztworu, a po schtodzeniu uzupemi¢ roztwédr woda

destylowana do objetosci 1 dm®,
Obliczenia

Z tabeli 13 odczyta¢ zawarto$¢ cukru inwertowanego odpowiadajaca objetosci roztworu tiosiarczanu(VI) sodu
zuzytego do miareczkowania. Przeliczy¢ cukier inwertowany na sacharozg, uwzglgdniajac wspotczynnik

przeliczeniowy 0,95.

38



Tabela 13. Zawartos¢ cukrow redukujacych w zaleznosci od zuzycia 0,1M roztworu tiosiarczanu

(VI) sodu w oznaczeniu metoda Luffa-Schoorla

Zawartos¢ cukru [mg]
Roéznica* objetosci 0,1 M
roztworu Na2S203 [cm3] glu'ko;a, fruktoza, laktoza maltoza
cukier inwertowany

1 2,4 3,6 3,9
2 4,8 7,3 7,8
3 7,2 11,0 11,7
4 9,7 14,7 15,8
5 12,2 18,4 19,6
6 14,7 22,1 23,5
7 17,2 25,8 27,5
8 19,8 29,5 315
9 22,4 33,2 35,5
10 25,0 37,0 39,5
11 27,6 40,8 43,5
12 30,3 44,6 47,5
13 33,0 48,4 51,6
14 35,7 52,2 55,7
15 38,5 56,0 59,8
16 41,3 59,9 63,9
17 44,2 63,8 68,0
18 47,1 67,7 72,2
19 50,0 71,7 76,5
20 53,0 75,7 80,9
21 56,0 79,6 85,4
22 59,1 83,9 90,0
23 62,2 88,0 -

Zrédto: PN-A-79011 -5:1998 Koncentraty spozywcze. Metody badari. Oznaczanie zawartos$ci cukrow

OZNACZANIE ZAWARTOSCI POPIOLU | SKEADNIKOW MINERALNYCH

Zwigzki mineralne w produktach zywno$ciowych wystepujg w postaci nieorganicznej (jako tlenki,

weglany, siarczany, krzemiany i chlorki) oraz w réznych potgczeniach organicznych, np. z biatkami

i lipidami. Chcac oznaczy¢ catkowitg zawartos¢ sktadnikow mineralnych w produkcie, nalezy usung¢

Z niego substancje organiczne, np. poprzez spopielenie (mineralizacje ,na sucho”). Produkt pozostaty po

catkowitym spaleniu tych substancji w warunkach, w jakich nie rozktadajg sie chlorki, nosi nazwe

popiotu. W skfad popiotu wchodzg sktadniki mineralne: makroelementy (Ca, P, K, Cl, Na, Mg, S)

i mikroelementy, jak rowniez zanieczyszczenia w postaci piasku lub kurzu, a takze pozostatosci celowo

dodawanych substancji obcych (np. dodatkéw do zywnosci). Zawartos¢ i sktad popiotu zalezy od rodzaju

produktu (tab. 14).
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Tabela 14. Zawartos¢ popiotu ogétem i niektorych makroelementéw w

wybranych produktach spozywczych

Produkt spozywczy Zawartos¢ Na K Ca P
nobiotu [rn 0Ll [rn 0Ll [rn 0Ll [rne0ll
Mleko 0,7 44-45 |139-141 [118-120 85-86
Mleko w proszku 6,3 357 1392 1062 765
Sery dojrzewajgce 3,0-5,4 [598-1368| 81-119 | 386-937 | 183-587
Owoce $wieze 0,3-0,8 1-5 62-336 4-40 19-33
Warzywa 0,4-2,4 2-80 121-695 | 6-193 12-102
Nasiona roslin 3,0-3,9 19-30 [937-1188| 57-163 | 388-437
Mieso 0,4-11 34-128 | 249-395 3-18 145-213
Przetwory miesne 2,3-5,0 [530-1504| 145-314 | 11-21 89-240
Zboza i przetwory zbozowe| 0,2-6,0 2-1160 | 51-1121 | 3-119 47-1276
Z6tko jaja 1,7 52 127 147 587

Zrédto: H. Kunachowicz, I. Nadolna, B. Przygoda, K. Iwanow. Tabele sktadu i

warto$ci odzywczej zywno$ci. PZWL, Warszawa 2005.

Wybrane metody oznaczania sktadnikéw mineralnych

Oznaczanie zawartosci chlorkéw

Metoda Mohra (PN-A-7510-10:1990) polega na miareczkowaniu roztworu zawierajgcego jony
chlorkowe mianowanym roztworem azotanu(V) srebra (miareczkowanie argentometryczne) wobec jonéw
chromianowych(VI). Podczas miareczkowania jako pierwszy wytrgca sie chlorek srebra,
a nastepnie chromian(VI) srebra, ktéry nadaje roztworowi brunatnoczerwone zabarwienie:

Cl + Ag" = AgCl|
Cro? +2Ag" = Ag,Cro,]

Metode te mozna stosowaé do produktéw bezbarwnych lub stabo zabarwionych, w zakresie wartosci
pH miedzy 6 a 10. Miareczkowanie azotanem(V) srebra mozna rdéwniez przeprowadzi¢
potencjometrycznie. Metode te zalecajg polskie normy dla sokéw owocowych i warzywnych (PN-EN
12133:2001), skrobi (PN-EN ISO 5810:2002), migsa i przetworéw migsnych (PN-ISO 1841-2:2002) oraz
serow (PN-EN 1SO 5943:2006).

Metoda Volharda (PN-90/A-75101/10) polega na wytrgceniu jondw chlorkowych w Srodowisku
kwasnym za pomocg nadmiaru mianowanego roztworu azotanu(V) srebra, a nastepnie
odmiareczkowaniu nadmiaru dodanego azotanu(V) srebra za pomocg tiocyjanianu amonu lub potasu
w obecnosci atunu Zelazowo-amonowego (NH4Fe(S04), « 12H,0) jako wskaznika, az do otrzymania
rézowoczerwonego zabarwienia roztworu:

Cl + Ag" = AgCl|
SCN + Ag" = AgSCN|
2SCN + NH,Fe(S0,), = Fe(SCN); + NH +2 S0 2
Metode Volharda zaleca polska norma PN-ISO 1841-1:2002 dla migsa i przetworéw miesnych.

Badang prébke ekstrahuje sie gorgcg wodg, nastepnie strgca sie biatka, po przesgczeniu dodaje sie

azotanu(V) srebra, a jego nadmiar odmiareczkowuje sie tiocyjanianem potasu.
Metody potencjometryczne polegajg na zmierzeniu réznicy potencjatdow, jaka wystepuje miedzy
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dwiema elektrodami chlorosrebrowymi, z ktérych jedna jest zanurzona w roztworze wzorcowym

0 znanym stezeniu jonéw Cl, a druga - w roztworze badanym.
Metody spektrofotometryczne polegajg na zwigzaniu jonami Hg 5* chlorkéw zawartych w badanym

roztworze, usunieciu difenylokarbazonem nadmiaru rteci i pomiarze absorbancji przy dtugosci fali 552
nm.

Metoda analizy przeptywowo-wstrzykowej (flow injection analysis; FIA) polega na oznaczeniu
chlorkéw w przeptywie z uzyciem jonoselektywnej elektrody chlorkowej jako detektora i 0,1 M roztworu
KNO; jako strumienia nosnego w spirali reakcyjnej. W warunkach analizy przeptywowo-wstrzykowej
wysokos¢ piku, ktory jest sygnatem pochodzacym od detektora, jest proporcjonalna do stezenia analitu
po czasie jego pobytu w spirali reakcyjnej przed osiggnieciem stanu réwnowagi przez uktad. Stezenie
chlorkéw odczytuje sie z odpowiednio sporzgdzonej krzywej kalibracyjnej.

Metoda nefelometryczna, stosowana do prébek bezbarwnych, polega na pomiarze stopnia
zmetnienia koloidowego osadu chlorku srebra po dodaniu do badanej prébki, zakwaszonej kwasem
azotowym(V), azotanu(V) srebra. Nastepnie porownuje sie stopieh zmetnienia badanej probki ze

stopniem zmetnienia zawiesin wzorcowych.
Cwiczenia

1. Oznaczanie zawartosci chlorkéw w mleku

Odczynniki i sprzet
Roztwory Carreza | i ll, 10% roztwér chromianu(VI) potasu, 0,1 M roztwor
azotanu(V) srebra

Wykonanie oznaczenia

Do kolby miarowej o pojemnosci 250 cm?® odmierzy¢ 25 cm?® sredniej prébki laboratoryjnej mleka.
Dodaé¢ 100 cm® wody i po 5 cm® ptynéw Carreza | i Il. Uzupemni¢ wodg destylowang do kreski,
energicznie wymieszac, odstawi¢. Po uptywie 10 min zawarto$¢ kolby przesgczyé. Pobra¢ 100 cm?®
klarownego przesaczu i doda¢ do niego 1 cm?® 10% roztworu chromianu (VI) potasu. Zmiareczkowaé

0,1M roztworem azotanu(V) srebra do uzyskania pomaranczowego zabarwienia.

Obliczenia

Zawartosc¢ chlorkéw (X), wyrazong w procentach (w/w), obliczy¢ wedtug wzoru:

_ae3546
100—d

gdzie:
a - objetos¢ 0,1 M roztworu azotanu(V) srebra zuzytego do miareczkowania [cm3],

d - gestos¢ mleka w temperaturze 20°C (zmierzona piknometrem lub areometrem),

3,546 - wspotczynnik przeliczeniowy (1 cm® 0,1 M roztworu azotanu(V) srebra odpowiada 3,546 mg
Cl)
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2. Oznaczanie zawartosci chlorkéw w pieczywie

Zasada oznaczenia polega na miareczkowaniu wyciggu wodnego wyrobu roztworem AgNO;

wobec K,Cr,05 jako wskaznika.

Do kolby stozkowej o poj. 200cm’® odwazy¢ z doktadnoscig do 0,01 g ok. 25 g prébki, doda¢ 100
cm?® gorgcej wody destylowanej, wymieszaé i ogrzaC¢ na wrzgcej tazni wodnej przez 15 min. Nastepnie
kolbe z zawartoscig ochtodzi¢ do temp. pokojowej i przeniesé ilosciowo do kolby miarowej o poj. 200cm?,
uzupetni¢ wodg do kreski i wymiesza¢. Zawartos¢ kolby przesgczy¢ przez fatdowany sgczek do suchej
zlewki. Pipetg pobraé 20cm®, wprowadzi¢ do kolby stozkowej o poj. 100cm?®, dodaé 5 kropel roztworu
K,Cr,O; i miareczkowa¢ 0,1 n roztworem AgNO; do chwili wystgpienia trwatej barwy
pomaranczowoceglastej.

W przypadku wyrobéw o kwasnym smaku, roztwér po ochtodzeniu zobojetni¢ roztworem NaOH
wobec papierka wskaznikowego.

Zawarto$¢ chlorku sodowego (X) obliczy¢ w % korzystajgc z wzoru:

_ ax0,005845xV x10000
cxbx (100 —w)

X

w ktorym:

a — objetosc¢ scisle 0,1n roztworu AgNO; zuzytego do miareczkowania (w cm3),

V- objetos¢ kolby uzytej do przygotowania wodnego wyciggu z migkiszu pieczywa (w cm?),
¢ - masa prébki (w g),

b — objetos¢ badanego wodnego wyciggu uzytego do miareczkowania (w cm’®),

0,00585 - ilos¢ NaCl odpowiadajgca 1 cm?® 0,1n roztworu AgNO;3 (w g),

w-wilgotnos¢ produktu (w %).
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Analiza wybranych produktéw spozywczych

1. Produkty przemystu owocowo-warzywnego

1.a) Analiza dzemu, marmolady, koncentratu pomidorowego, kremogenéw itp.

W otrzymanych produktach oznaczyc:

a) zawartos¢ wody metodg (suszarkowg -—str. 13), (suszarkowg z piaskiem str.13) oraz na
wagosuszarce str.14),

b) aktywnos¢ wody (str.15),

c) pH oraz kwasowosc¢ (str.5, 8),

d) cukry redukujgce i ogétem metodg Lane-Eynona (str.35),

e) zawartos¢ biatka metoda Kiejdahla (str.28 ).

1.b) Analiza sokéw owocowych

W otrzymanych produktach oznaczyc¢:

a) ekstrakt (str.18)

b) aktywnos¢ wody (str.15),

c¢) pH, kwasowos¢ (str.5 ),

d) cukry redukujgce i ogétem metodg Lane-Eynona (str. 35),
e) zawartos¢ biatka metoda Kiejdahla (str.28 ).

f) gestos¢é metodg piknometryczng i areometryczng (str. 20).

2. Analiza miodu

W otrzymanych produktach oznaczyc:

a) zawartos¢ wody metodg (suszarkowg -—str. 13), (suszarkowg z piaskiem str.13) oraz
refraktometrycznie str.14),

b) aktywnos$¢é wody (str.15),

c) pH oraz kwasowosc¢ (str. 6),

d) cukry redukujgce i ogétem metodg Lane-Eynona (str. 35),

3. Analiza mleka

W otrzymanych produktach oznaczyc:

a) zawarto$¢ wody metodg (suszarkowg —str. 13), (suszarkowg z piaskiem str.13 ) oraz (suszarkowg
na zwitkach bibuty str.13),

b) aktywnos¢é wody (str.15),

¢) pH oraz kwasowosc¢ 0gdlng (str.6),

d) biatko metodg Kieldahla i formolowg (str. 28 ),

e) zawartos¢ chlorkow (str. 41)

4. Analiza pieczywa

W otrzymanych produktach oznaczyc¢:

a) zawartos¢ wody metodg (suszarkowg —str. 13) oraz na wagosuszarce str.14),

b) aktywno$¢ wody (str.15),
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c¢) pH oraz kwasowosc¢ (str. ),
d) biatko metodg Kieldahla (str. 28 ),

e) zawartos¢ chlorkéw (str.42)

5. Analiza czekolady

W otrzymanych produktach oznaczyc:

a) zawartos¢ wody metodg (suszarkowg —str. 13), (suszarkowg z piaskiem str. 13)
b) aktywnos¢ wody (str.15),

c¢) pH oraz kwasowosc¢ ogdlng i lotng (str.6,8 ),

d) zawarto$¢ cukréw ogétem metodg Lane-Eynona (str. 35)

e) biatko metodg Kieldahla (str.28),
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