Priloga 8

FIZIKALNO-KEMIJSKE ANALIZE
MESNIH IZDELKOV, MASTI IN OLJA

1. FIZIKALNO-KEMIJSKE ANALIZE MESNIH IZDELKOV, MASTI IN OLJA

1.1 Mesni izdelki
1.1.1 Dolo¢anje vode

Pribor
Aluminijaste ali steklene merilne posode s premerom 5 c¢m in visino 2,5 do 3 cm, s pokrovko.

Postopek

Posode s pokrovko susimo pred uporabo najmanj eno uro pri 105 °C v eksikatorju, ohladimo
in stehtamo (£ 0,0001 g). Vanje hitro damo 3 do 5 g (+ 0,001 g) premeSanega zdrobljenega
vzorca, ki ga s stekleno pal¢ko ¢im bolj enakomerno razsirimo na dnu posode, pokrijemo s
pokrovko in tako stehtamo (+ 0,0001 g). Posode damo v suSilnico s poSevno postavljenim
pokrovom in susimo pri 105 °C 2 do 3 ure. Ko susenje konc¢amo, pokrijemo skledice s po-
krovko, ohladimo v eksikatorju in stehtamo. SuSenje po 30 minutah ponovimo, dokler ne
dosezemo konstantne teze (oziroma dokler se teza pri masc¢obnih izdelkih ne poveca).

Ce je zaradi sestave Zivil to potrebno (visoka vsebina masti in dr.), lahko susimo z dodatkom
peska.

Pribor

1. posoda (kakor pri prejSnjem postopku) s kratko stekleno palcko, ki je na enem koncu
sploscena;

2. s solno kislino opran in izzarjen pesek.

Postopek

Skledico z 20 do 30 g peska in pal¢ko suSimo in stehtamo kakor prej. V posodo damo
priblizno 3 do 5 g (+ 0,001 g) pripravljenega vzorca, zmeSamo s peskom in susimo v susilnici
pri 105 °C do konstantne teze, kot je navedeno pri prejSnjem postopku.

Ko je destilacija koncana, titriramo odve¢no zvepleno kislino z 0,25 n-raztopino natrijevega
hidroksida. Lahko uporabimo tudi Tashirojev indikator.

1.1.2 Dolocanje celotnih beljakovin

A. Makro-postopek

Pribor
1. Plinski gorilnik ali elektri¢ni kuhalnik;
2. Kjeldahlova priprava za destilacijo;
3. Kjeldahlova buca, 500 ml;
4. Erlenmeyerjeva buca, 250 ml;



5. Pergamentni papir (brez dusika) ali celofan;
6. Bireta, 50 ml, 2 (dve);
7. Graduirane pipete, 25, 30 in 50 ml;
8. Steklene kroglice.
Reagenti
1. Koncentrirana zZveplena kislina (d =1,84);
2. Kristalni bakrov sulfat;
3. Kalijev sulfat;
4. 33 %-na raztopina natrijevega hidroksida;
5. 1 %-na etanolna raztopina fenolftaleina ali lakmusov papir;
6. 0,25 n-zveplena kislina;
7. 0,25 n-raztopina natrijevega hidroksida;
8. 0,1 %-na etanolna raztopina metilnega rdecila ali Tashirojev indikator (glej pri
polmikro postopku);
9. Parafin;

10. Parafinsko olje ali oktilalkohol.

Vse kemikalije morajo biti brez dusSika, kar ugotovimo s slepim poskusom. Eventualno
porabo kisline za amoniak z uporabljenimi kemikalijami, ki normalno ni ve¢ja od 0,1 do
0,2 ml 0,25 n-zveplene kisline, vzamemo kot korekturo pri izracunu dusika v vzorcu.

Postopek

Ce je vzorec popolnoma homogen, zados¢a 1 do 1,5 g (+ 0,001 g) kar hitro stehtamo na
poprej tariranem kosc¢ku pergamentnega papirja ali celofana, velikosti 6 x 6 cm. Stehtani
vzorec zavijemo v pergamentni papir ali celofan in damo v Kjeldahlovo buco, dodamo 1 g
bakrovega sulfata, 10 g kalijevega sulfata, 30 ml koncentrirane Zveplene kisline in 1 do 2
stekleni kroglici ali porcelanasti &repinji. Ce se snov moéno peni, lahko dodamo nekaj kapljic
oktilalkohola ali parafinskega olja. Nato jo segrevamo in veckrat premesamo v digestoriju,
najprej na majhnem ognju, ki ga postopoma povecamo, dokler snov popolnoma ne zogleni in
ne postane tekoca. Pri ve¢ji koli¢ini in ¢e je vsebina masti visoka, moramo med seziganjem,
ko vecji del kisline izhlapi, le-to Se dodati. Vsebina v buci in na njenih stenah ne sme biti suh,
ker pride do izgub duSika. Segrevamo ob vretju dokler tekoc¢ina ni bistra in svetlo zeleno-
modra.

Ko se buca ohladi, previdno dodamo 300 ml destilirane vode, 2 kapljici raztopine
fenolftaleina ali lakmusov papir, ostanek 33 %-ne raztopine natrijevega hidroksida na stenah
buce (od uporabljene Zveplene kisline) in koscek parafina, ki preprecuje penjenje ter takoj
spojimo s kondenzatorjem, premesamo in destiliramo. Pred tem pa damo v Erlenmeyerjevo
buco 25 do 50 ml 0,25 n-zveplene kisline in 2 do 3 kapljice raztopine metilnega rdecila.

Ko je destilacija koncana, titriramo odve¢no zvepleno kislino z 0,25 n-raztopino natrijevega
hidroksida. Lahko uporabimo tudi Tashirojev indikator.

B. Polmikro postopek (oziroma kombinacija mikro in polmikro postopka)

Pribor

Merilna buca, 100 ml;

Pipeta, 10 ml (dve);

Graduirana pipeta, 10 ml;

Erlenmeyerjeva buc¢a, 100 ml;

Parnas-Wagnerjeva ali podobna mikro - aparatura;
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6. Mikro bireta, 10 ml, po moznosti avtomati¢na s steklenico;
7. Steklene kroglice.

Reagenti

1. Koncentrirana zveplena kislina (d = 1,84);
Kristalni bakrov sulfat;
Kalijjev sulfat;
30 %-na raztopina natrijevega hidroksida (d = 1,33);
1 %-na etanolna raztopina fenolftaleina;
Tashirojev indikator: 4 deli 0,1 %-ne etanolne raztopine metilnega rdecila in 1 del
0,1 %-ne etanolne raztopine metilenskega modrila premeSamo in hranimo najve¢ 3 mesece
v temni steklenici. Sprememba barve iz zelene v vijoliCasto oziroma modro je zelo lahko
vidna;
7. 0,02 n-raztopine zveplene ali solne kisline pripravimo tako, da razred¢imo
0,1 n-raztopine s sveze prekuhano in ohlajeno destilirano vodo,
8. Nasicena raztopina borne kisline (priblizno 3,5 %-na raztopina).

SARRANE N

Postopek

Ko je vzorec sezgan tako, kot je opisano v makro postopku, prenesemo vso raztopino v
merilno buco, ki drzi 100 ml. Kjeldahlovo buco nekajkrat izperemo z destilirano vodo (brez
dusika), ki smo jo prav tako dodali v merilno buco, napolnimo skoraj do oznacbe in
premeSamo. Ko se ohladi na sobno temperaturo, jo napolnimo do oznacbe in premesamo. Za
destilacijo vzamemo alikvotni del (po velikosti odmerjene koli¢ine in pri¢akovani vsebini
dusika). Na primer: 10 ml prenesemo z lijem nad buco za destilacijo v Parnas-Wagnerjevo
aparaturo za destilacijo. Lij izperemo trikrat z 2 do 3 ml vode, dodamo nato eno kapljico
raztopine fenolftaleina in 10 ml 30 %-ne raztopine natrijevega hidroksida, s §¢ipalko zapremo
gumijasto cev pod lijem in odpremo prehod vodni pari. V Erlenmeyerjevo buco, ki je sedaj
predlozek, odmerimo 10 ml nasi¢ene raztopine borne - kisline. Predlozek postavimo na steklo
tako, da je destilacijska cev aparature potopljena v kislino, nato skozi kondenzator spustimo
vodo in buco segrevamo, da nastane vodna para. Destiliramo 5 minut, nato predlozek
spustimo, destilacijo pa nadaljujemo Se 2 do 3 minute. Cev izperemo z malo vode, vzamemo
buco s stojala in tako titriramo raztopino amonijevega borata iz mikrobirete z 0,02 n-raztopino
zveplene ali solne kisline, dokler se barva ne spremeni. Ko je destilacija koncana, prenechamo
z gretjem. Ko se aparatura ohladi, izpraznimo destilacijsko buco v recipient, ker nastane
vakuum, tako da je spet pripravljena za drugo analizo. Pri uporabi druge aparature postopamo
na ustrezen nacin.

Racun
1 ml 0,25 n-kisline ustreza 3,50 mg dusika
1 ml 0,02 n-kisline ustreza 0,28 mg dusika
Vsebina (surovin) beljakovin = N x 6,25 oziroma drug ustrezen faktor za specialne primere.
Faktorje za obracunavanje je potrebno obvezno navesti.

1.1.3 Dolocanje Cistih beljakovin

Pribor
1. Casa, 200 ml;
Graduiran valj 25 ml (dva);
Lij, O priblizno 8 cm;
Pipeti, 25 ml (dve);
Drug pribor kakor za normalno dolo¢anje dusika po Kjeldahlu.
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Reagenti
1. Raztopina bakrovega sulfata: 60 g kristalnega bakrovega sulfata (CuSO; - 5H,0)
raztopimo v 1 litru vode;
2. Raztopina natrijevega hidroksida: 12,5 g natrijevega hidroksida raztopimo v 1 1 vode;
3. 10 %-na raztopina kalijevega ferocianida;
4. 10 %-na raztopina barijevega klorida;
5. Vsi drugi reagenti, ki so navedeni pri dolocanju dusika po Kjeldahlu.

Postopek

Priblizno 50 g (£ 0,1 g) mesa ali izdelkov posusimo toliko, da jih je mogoce zdrobiti (da
gredo skozi sito z 1 mm odprtinami). Tako posuseno snov stehtamo, da bi mogli dobljene
rezultate preracunati na originalni vzorec; 1 do 2 g (+ 0,001 g) posusene snovi prekuhamo v
¢asi s 30 ml vode in pustimo Se 10 minut v vodni kopeli. Nato dodamo 25 ml raztopine
bakrovega sulfata in z meSanjem 25 ml raztopine natrijevega hidroksida. Pri tem nastaja
zelenkasta usedlina bazi¢nih beljakovinskih soli. Pustimo da se usedlina sesede, nato tekocino
nad njo previdno odlijemo. Usedlino pa nekajkrat dekantiramo z vodo in kon¢no prenesemo
na filtrirni papir. Usedlino na filtru izpiramo z vro¢o vodo, dokler filtrat ne reagira negativno
na baker s kalijevim ferocianidom ali na Zvepleno kislino z barijevim kloridom. Filtrirni papir
mora biti brez dusika, kar ugotovimo s slepim poskusom. Popolnoma izpran filtrirni papir z
usedlino prenesemo v Kjeldahlovo buco, dodamo 25 ml koncentrirane zveplene kisline in
postopek nadaljujemo po Kjeldahlovi metodi.

Racun

Pri izracunu vsebine Cistih beljakovin v originalnem vzorcu moramo upostevati izgubo teze
pri predhodnem suSenju. Vsebino duSika oziroma beljakovin izratunamo tako, kot je
navedeno za dolocanje celotnih beljakovin.

1.1.4 Dolocanje masti

A. Po Weibullu in Stoldtu

Pribor
1. Soxhletova priprava, 150 do 200 ml;

2. Caga, 200 ml;
3. Lij, @12 do 15 cm;
4. Urno steklo, @ priblizno 10 cm (2 kosa);
5. Graduirani valj, 100 ml (dva);
6. Steklena palcka;
7. Filtrirni papir @ 27 cm.
Reagenti

1. Koncentrirana solna kislina (d = 1,19);
2. Petrol eter z vrelis¢em od 50 do 70 °C;

Postopek

V ¢aso, ki drzi 200 ml odmerimo 5 do 10 g (+ 0,01 g) vzorca (oziroma toliko, da vsebina
masti v odmerjenem vzorcu ni vecja kot 2 g) in segrevamo 15 minut s 100 ml vode in 60 ml
koncentrirane solne kisline v vreli vodni kopeli in od ¢asa do ¢asa premeSamo. Medtem ko
meSamo s stekleno palcko, ga segrejemo na azbestni mrezi, da zavre, pokrijemo z urnim
steklom in pustimo da pocasi vre, dokler se beljakovine popolnoma ne razkrojijo, za kar je
potrebno priblizno pol ure. Z vroco vodo, s katero smo izprali urno steklo, razred¢imo Se
vro¢o tekoc€ino in jo filtriramo skozi nagubam vlazni filtrirni papir @ 27 cm. Ostanke na filtru



pazljivo izperemo z vroco vodo, s katero smo predhodno izprali caso v kateri se je kuhala,
dokler filtrat ne reagira ve¢ na klorove ione. Po koncani filtraciji, ko se je voda dobro odcedila
poberemo filtrat skupaj z mastjo in ga damo na urno steklo, na katero smo prej polozili
dvojno plast filtrirnega papirja in suSimo 2 do 4 ure pri 105 °C. Nato damo filtrat skupaj s
podloznim filtrirnim papirjem naravnost v ekstraktor Soxhletove priprave. Urno steklo
izperemo s petrol etrom, ki ga vlijemo v Soxhletovo pripravo. Ekstraktor priprave nato
spojimo s kondenzatorjem in buco, ki smo jo predhodno 1 uro susili s steklenimi kroglicami
pri 105 °C in jo stehtali. 1z zgornjega dela kondenzatorja vlijemo z malim lijem v pripravo
toliko petroletra, da se ekstraktor napolni in ¢ez loncek prelije v buco. Nato nalijemo petrol
eter Se do polovice loncka. Velikost buce in ekstraktorja mora biti v takSnem razmerju, da
celotna koli¢ina topila ne zavzame prostornine, vecje od 3/4 prostornine buce. Nato spustimo
skozi kondenzator precej mocan curek vode, da se para petroletra popolnoma kondenzira, ker
pride sicer do velikih izgub. Ce se to zgodi in za cirkulacijo ne ostane dovolj petroletra, ga
moramo Se dodati.

Segrevanje reguliramo tako, da kondenzirane kapljice petroletra padajo tako hitro, da jih
komaj Stejemo, vendar pa ne tee v nepretrganem curku. Ekstrahiramo 2 do 3 ure. Ko je
ekstrakcija konCana, predestiliramo petroleter v vodni kopeli, bu¢ko nato 1 uro susimo pri
105 °C, kar po navadi zado$€a, da dobimo konstantno tezo: to kontroliramo s ponovnim
suSenjem cez pol ure. Susenje lahko pospesimo, ¢e buco susimo v vodoravni legi in e iz nje z
gumijasto pihalko spravimo pare petroletra. Po hlajenju v eksikatorju buco stehtamo in
izraCunamo odstotek masti.

B. Po Grossfeldu

Pribor
1. Erlenmeyerjeve buce po 50, 100 in 250 ml;
Graduirani valj, 25 ml;
Lij za odvajanje, 200 ml;
Pipeta, 25 in 100 ml;
Ly OS5 cm;
Povratni kondenzator, kroglasti ali spiralni;
Preluknjano urno steklo;
Staniol.
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Reagenti
1. Trikloretilen (lahko je tudi tehni¢ni). V vodni kopeli mora popolnoma izhlapeti in biti
znacilnega vonja, ki ne zaudarja po razkroju.
2. Koncentrirana solna kislina (d = 1,19) ali razred¢ena Zveplena kislina (1 + 1).

Postopek

Priblizno 10 g (= 0,01 g) za analizo pripravljenega vzorca stehtamo na tariranem staniolnem
listku in s staniolom prenesemo v buco, ki drzi 250 ml. Dodamo 20 ml koncentrirane solne
kisline, nato segrevamo na malem ognju in od ¢asa do ¢asa premeSamo, dokler se beljakovine
popolnoma ne razkrojijo, izlo¢ena mast pa plava po povrsini. Razkroj je konc¢an, ko v tekocCini
ne plavajo veé¢ kos¢ki tkiva. Cez grlo bude lahko poveznemo ¢aso, lahko pa buco grejemo s
povratnim kondenzatorjem. Sveze meso se lazje razkroji, ¢e namesto solne kisline vzamemo
20 ml zmesi enakih delov vode in koncentrirane Zveplene kisline. V tem primeru moramo po
razkrajanju dodati 20 ml vode, da bi se gostota nastale tekocine zmanjsala, ker mora biti v
nadaljnjem postopku manjsa od gostote trikloretilena.



Ko se zmes shladi na sobno temperaturo, ji s pipeto dodamo tocno 100 ml trikloretilena. Nato
buco spojimo s povratnim kondenzatorjem. Zmes kuhamo 10 minut in jo pustimo, da se
ohladi na sobno temperaturo, ne da bi sneli kondenzator. Zmes nato prelijemo v lij za
odvajanje. Ko se plasti locijo, filtriramo spodnjo (trikloretilensko) plast naravnost skozi
filtrirni papir (@ 6 do 8 cm) v Erlenmeyerjevo buco, ki drzi 100 ml in skozi preluknjano urno
steklo, da preprecimo izhlapevanje trikloretilena.

S pipeto odmerimo od bistrega filtrata tocno 25 ml v suho in stehtano (£ 0,0001 g)
Erlenmeyerjevo bu€o, ki drzi 50 ml. Namesto da odmerimo s pipeto, lahko odmerimo
trikloretilen z merilno buco, ki drzi 25 ml. V tem primeru moramo prazno merilno buco dva
do trikrat izprati s 3 do 5 ml trikloretilena, ki ga prav tako dodamo odmerjeni koli¢ini
trikloretilena v Erlenmeyerjevi buci. V vodni kopeli se predestilira ali izhlapi do suhega stanja
ali z neposrednim gretjem skoraj do suhega. Paziti je treba, da se mast ne prezge, nato pa
trikloretilen susimo v susilnici pri 105 °C $e eno uro. Po hlajenju v eksikatorju ga stehtamo.

Racun
Ce je bil postopek tak, kot je opisano zgoraj, t.j. ekstrahirano s 100 ml, mast pa izloena iz
25 ml trikloretilenskega ekstrakta, potem je:

) . 100 9la
vsebina masti = —

g 2275-a
pri Cemer je:

a - stehtan ostanek - 25 ml trikloretilenskega ekstrakta

g - odmerjena koli¢ina

0,91 - poprecna specificna teza zivalske masti.

Metodo dolocanja masti je treba navesti posebe;j.

1.1.5 Dolocanje natrijevega klorida po Volhardu

Pribor

Kohlrauscheva ali merilna buca, 200 ml;

¢asa, 100 ml;

Graduirani pipeti, 5 in 10 ml;

Pipeta, 20 ml;

Erlenmeyerjeva buca, 200 ml;

Erlenmeyerjeva buc¢a, 250 ml z brusenim zamaskom;
Bireta, 50 ml (dve);

Ly O 7cm.

PN R

Reagenti
1. 0,1 n-raztopina srebrovega nitrata: 16,987 g AgNO; p.a., v 1000 ml raztopine.
Popolnoma suh AgNO3 dobimo s suSenjem pri 220 °C v petnajstih minutah;
2. 0,1 raztopina kalijevega ali amonijevega rodanida: priblizno 0,72 g KCNS ali priblizno
7,61 NH4CNS v 100 ml raztopine. Tocen titer dolo¢imo s titriranjem z 0,1 n-AgNOs po
Volhardu;
3. 10 %-na dusikova kislina;
4. Eter;
5. Nasicena raztopina amonijevega ferisufata (NH4)2SO4 - Fe(SQO4); - 24H,0;
6. Carrezova raztopina:
I. 10 %-na raztopina kalijevega ferocianida: 150 g
K4Fe(CN)g - H,O v 1000 ml,
II. 30 %-na raztopina cinkovega sulfata: 300 g ZnSO, - 7H,0O v 1000 ml.



Postopek

Priblizno 10 g (+ 0,01 g) ¢im bolj zdrobljenega vzorca zmeSamo v majhnem kozarcku z malo
vode, preneseno v Kohlrauschovo buco, ki drzi 200 ml (buca z razSirjenim grlom) ali - Ce te
nimamo - v navadno merilno buco in dodamo tudi vodo, s katero smo izprali kozarcek (vsega
priblizno 100 ml vode). Buco damo v kipeco vodno kopel in v ¢asu 15 minut veckrat
premeSamo. Ko se buca ohladi se balastne snovi z 10 ml Carrezove raztopine po I in II
sesedajo; nato jo dopolnimo do 200 ml in premeSamo. Ko se usedlina sesede, jo filtriramo
skozi nagubani filtrirni papir. Nekaj prvih ml filtrata odstranimo, 20 ml popolnoma bistrega
filtrata (= 1 g vzorca) pa s pipeto nakapljamo v Erlenmeyerjevo buco, ki drzi 250 ml in ima
bruSen zamasek, dodamo 10 ml 10 %-ne duSikove kisline 25 do 50 ml natan¢no odmerjene
0,1 n-raztopine srebrovega nitrata (po pricakovani vsebini soli, ki jo mora biti nekaj vec) in
5 ml etra. To premeSamo in ko se tekocina zbistri, dodamo 5 ml raztopine amonijevega
ferisulfata, ostanek srebrovega nitrata pa ponovno titriramo z 0,1 n-raztopine kalijevega ali
amonijevega rodanida, dokler se ne pokaze obstojna rdeckasta barva. Po porabljeni koli¢ini
srebrovega nitrata se izracuna koli¢ina natrijevega klorida.

1.1.6 Dolocanje nitrata

Pribor
1. Merilna bucka, 200 ml;

2. Graduiran valj, 200 ml;
3. Hehnerjeva ali Nesslerjeva cev, 100 ml (dve);
4. Valj iz nevtralnega stekla, 50 ml (dva);
5. Erlenmeyerjeva buca, 100 in 200 ml;
6. Lij, @ 5 do 6 cm (dva);
7. Porcelanasta skodelica, @ 6 do 8 cm;
8. Graduirane pipete, 1, 2, 5, 20 in 25 ml;
9. Pipeti, 10 in 50 ml.
Reagenti

1. 25 %-na raztopina natrijevega karbonata;

2. Sveze pripravljena raztopina brucina: 0,25 g brucina raztopimo v 100 ml koncentrirane
zveplene kisline, ki mora biti brez dusikove kisline;

3. 0,01 %-na standardna raztopina kalijevega nitrata: 0,10 g KNOj; raztopimo v 1000 ml
vode;

4. 5 %-na raztopina sublimata (zivosrebrov (II) klorid);

5. 2 %-na solna kislina;

6. 10 % zveplena kislina;

7. Karbamid (urea).

Postopek

V merilno buco, ki drzi 200 ml, damo 10 g (+ 0,01) pripravljenega vzorca, dodamo 150 ml
vode in 6 kapljic 25 %-ne raztopine natrijevega karbonata in premeSamo. Nato jo eno uro in
pol pustimo in veckrat pretresemo. Potem jo dopolnimo z vodo do 200 ml, spet premeSamo in
filtriramo. V filtratu dolo¢imo priblizno vsebino nitrata, da bi lahko za kon¢no dolocanje
napravili potrebno razred¢enje, ki ne sme vsebovati ve¢ kot 1 mg KNO; v 10 ml. Enake
prostornine npr. 10 ml mesnega ekstrakta in 10 ml 0,01 %-ne raztopine kalijevega nitrata
zme$amo v valjih, ki drZijo po 50 ml, z dvojno koli¢ino raztopine brucina. Ce je mesni
ekstrakt mocneje obarvan kot raztopine kalijevega nitrata ga moramo razredciti toliko, da
vsebuje manj nitrata kot raztopina za primerjanje.



Nato primesamo 50 ml (eventualno razredCenega) mesnega ekstrakta z isto prostornino zmesi
enakih delov 5 %-ne raztopine sublimata in 2 %-ne solne kisline. Filtriramo skozi dvojni
kvantitativni filtrirni papir. V porcelanasti skodelici meSamo 10 ml bistrega filtrata z 20 ml
raztopine brucina 15 sekund in nato prelijemo v Hehnerjev valj, v katerem je 70 ml vode.
Enako storimo z raztopino kalijevega nitrata, ki jo vlijemo v drug Hehnerjev valj. Ko se
nehajo pojavljati zracni klobucki, premeSamo raztopini v valjih. Iz valja z moc¢neje obarvano
raztopino jo izlijemo toliko, da sta obe raztopini enake barve, kadar jih gledamo od zgoraj. 1z
odcitane viSine stebra raztopine kalijevega nitrata izracunamo vsebino kalijevega nitrata v
mesnem ekstraktu in jo preraCunamo na meso.

Ce vzorec vsebuje nitrite, jih moramo predhodno razkrojiti (ker prav tako reagirajo z
brucinom). Ko se beljakovine sesedejo, kuhamo 15 ml filtrata z 2 ml 10 %-ne zveplene kisline
in 0,3 g karbamida dokler ne nehajo izhajati duSikovi oksidi. To ohladimo, dopolnimo do
20 ml, v 10 ml pa doloc¢imo nitrate, tako kot je opisano.

1.1.7 Dolo¢anje nitrita

Pribor
1. Merilna buca, 100 in 200 ml;

2. Graduirane pipete 1, 5, 10 in 25 ml;
3. Lij@6do 8 cm;
4. Pipeti 10 in 20 ml;
5. Erlenmeyerjeva buca, 100 ml.
Reagenti
1. Nasicena raztopina boraksa Na,B4O7 - 10H,O;
2. Carrezova raztopina II: 300 g cinkovega sulfata ZnSO,4 - 7H,O v 1000 ml vode;
3. Razred€eni amoniak: 1 del 25 %-ne raztopine NH,4 pomeSane s 4 deli vode;
4. Priblizno 0,1 n-solna kislina: 8,6 ml koncentrirane solne kisline v 1000 ml vode;
5. Griessejev reagent

I. 0,6 g sulfanilne kisline in 20 ml ledene ocetne kisline dopolnimo z vodo do 1000 ml,

II. 0,03 g alfa-naftil-amina prekuhamo trikrat z 10 ml vode in filtriramo. Filtrat z
dodatkom 20 ml ledene ocetne kisline dopolnimo z vodo do 100 ml in ga pustimo v dobro
zamasSeni temni steklenici v temi.

Reagent pripravljamo neposredno pred uporabo z meSanjem enakih delov I in II.

Postopek

V merilno buco, ki drzi 200 ml, odmerimo 10 g (+ 0,01 g) dobro homogeniziranega vzorca,
dodamo 5 ml nasi¢ene boraksove raztopine in priblizno 150 ml vroc¢e vode, dobro premesamo
in segrevamo 15 min v kipeci vodni kopeli. Medtem, ko stresamo, takoj dodamo po kapljicah
1 ml Carrezove raztopine II, dobro ohladimo — mast se mora popolnoma strditi — dopolnimo
do oznake z vodo in filtriramo (Ce je to potrebno, dodamo tekocino veckrat v filter).

S pipeto odmerimo v merilno buco, ki drzi 100 ml, 20 ml bistrega filtrata, dodamo napre;j
25 ml razred¢enega amoniaka, nato Se 10 ml 0,1 n-solne kisline (zaporedja dodatkov se je
potrebno brezpogojno drzati) in dopolnimo z vodo do 100 ml. V Erlenmeyerjevo buco, ki drzi
100 ml nalijemo s pipeto 10 ml te raztopine, jo pomeSamo z 10 ml Griessovega reagenta in
pustimo 15 minut v zamasSeni buci pri sobni temperaturi. Intenziteto barve rdee reagencne
raztopine izmerimo s pomoc¢jo fotometra s filtrom S 53 ali s spektrfotometrom pri
530 milimikronih.



Kalibracijska krivulja, izdelana pod temi pogoji je dala s cistim NaNO, ekstinkcijske
vrednosti, ki so navedene v tabeli 1.

Tabela 1. Kalibracijska krivulja z NaNO,
(n g NaNOy) 10 ml kon¢ne raztopine  E

d
1 0,028
2 0,059
5 0,155
10 0,307
20 0,598
30 0,903
40 1,150
50 1,405

10 ml raztopine vzorca + 10 ml Griessovega reagenta.
Merjenje 15 min potem, ko smo dodali reagent.
Filter: S 53, d = debelina plasti v cm

Med navedenimi vrednostmi je pri od¢itavanju opravljena linearna interpolacija.

1.1.8 Dokazovanje kondenziranih fosfatov

Pribor

Moznar, @ 15 cm s tolkalom;

Lij, @ 10 cm;

Casa, 50 ml;

Pribor za kromatografijo na papirju;

Papir za kromatografiranje S in S 2040 b. gl. ali Whatman §t. 1.

bk W=

Reagenti
1. Topilo: pomesamo 70 ml izopropanola, 20 ml 20 %-ne triklorocetne kisline, 0,3 ml
25 %-nega amoniaka in 10 ml vode. Ker izopropanol hitro izhlapi je priporo€ljivo, da
reagent pripravimo vsak dan znova.
2. Raztopina za razvijanje I: 15 g kristalnega amonijevega molibdata raztopimo v 100 ml
vode in vlijemo v 100 ml dusSikove kisline (d = 1,2).
3. Raztopina za razvijanje II: 0,05 g benzidina raztopimo ob rahlem segrevanju v 5 ml
ledene ocetne kisline. Raztopino razred¢imo z vodo do 100 ml in nato dodamo 10 ml
koncentriranega amoniaka (benzidin deloma kristalizira, raztopina pa je kljub temu
uporabna za razvijanje).
4. Trdna triklorocetna kislina.

Postopek

V mozZnar naribamo 50 g zdrobljenega vzorca s priblizno 10 g trdne triklorocetne kisline in ¢e
je to potrebno z malo vode. Dobljeno raztopino filtriramo, bistri filtrat pa uporabimo za
naraS¢ajoCe kromatografiranje. Postopek traja pri tem nacinu dela priblizno 2 uri. Nato
kromatogram posuSimo s toplim zrakom in ovlaZzimo z raztopino za razvijanje I. Nato
kromatogram susimo pri sobni temperaturi, dokler ne obcutimo vec€ ostrega vonja po dusikovi
kislini. Fosfati se pokazejo kot rumeni madezi, ki se potem, ko jih poskropimo z raztopino za
razvijanje I, obarvajo intenzivno modro. Prisotni ortofosfati se pojavijo takoj za razred¢ilom,
medtem ko se razni kondenzirani fosfati zaustavijo v medprostoru.



1.1.9 Dolocanje skroba (po Grossfeldu)

Pribor
1. Priprava za filtriranje: najprej damo v cevko za filtriranje malo steklene volne in jo
pritisnemo s pal¢ko. Nato z odstranjevanjem damo z vodno sesalko ¢eznjo plast azbesta.
Tako pripravljeno cev pritrdimo s preluknjanim zamaSkom na dovolj Siroko
Erlenmeyerjevo buco tako, da je njen najvecji del v buci.
Za filtriranje lahko uporabimo tudi cev z zalito porozno stekleno plos¢ico (»Jena« 1G3);

Buca, 100 ml;

Merilna buca, 100 ml;

Povratni kondenzator;

Lij, @ 6 cm;

Urno steklo;

Polarimeter.

Nk w

Reagenti
1. 8 %-na etanolna raztopina kalijevega hidroksida;
2. 96 %-ni etanol;
3. 25 %-na solna kislina;
4. Kremenica.

Postopek

V budi, ki drzi 100 ml prelijemo 25 g (+ 0,01 g) ¢im bolj zdrobljenega vzorca s priblizno
50 ml 8 %-ne etanolne raztopine kalijevega hidroksida in segrevamo na vodni kopeli s
povratnim kondenzatorjem in pogosto premeSamo, dokler se vsi delci mesa in masti ne
razkrojijo, kar traja v€asih tudi nekaj ur. Nato vsebino buce prelijemo v navedeno pripravo za
filtriranje in pustimo da prekaplja. Buco izperemo s 96 %-nim etanolom, ki ga prav tako
nalijemo v cev za filtriranje. Neraztopljeni Skrob zelo hitro sedimentira, teko¢ina nad njim pa
je temno rumene barve. Cev pokrijemo z urnim steklom, bu¢o pa damo na vodno kopel, tako
da filtrat pocasi vre. Pustimo, da tekocina ¢im bolje prekaplja, na usedlino pa nalijemo ¢isti
etanol. Dodajanje etanola ponavljamo, dokler kapljice niso popolnoma brezbarvne. Ko je
etanol popolnoma prekapljal vzamemo cev iz buce in jo damo v merilno buco, ki drzi 100 ml.
Skrob prelijemo s 25 %-no solno kislino in preme$amo s stekleno paléko. Pri tem se plast
filtra (¢e ni uporabljen filter s porozno plos¢ico) predre, tako da celotna vsebina cevi preide v
buco. Nato cev Se izperemo s solno kislino. V buco damo za nozevo konico kremenice, jo
dopolnimo s 25 %-no solno kislino do oznacbe, premeSamo in filtriramo skozi suhi filter.
Bister filtrat se v cevi @ 200 (ali 100 mm) polarimetrira. Po opisanem postopku ustreza vsaka
kroZna stopinja 0,99 % Skroba, ¢e se polarimetrira v cevi, dolgi 200 mm.

Pripomba  Pri klobasah, ki vsebujejo kri, pogosto opazimo, da je tezko natan¢no prebrati
stopnjo polarizacije, Ceprav je raztopina prozorna, kar vsekakor povzrocajo razkrojni produkti
hemoglobina. Ker pa je stopnja odklona Skroba zelo visoka, lahko filtrat razred¢imo s solno
kislino toliko, da ga je mogoce od¢itati in to upoStevamo pri izraCunu.

1.1.10 Dolocanje mleka v prahu - iz vsebine laktoze

Pribor
1. Caga, 100 ml (dve);
2. Merilna buca, 200 ml (dve);
3. Lij@ 6 do 7 cm (dva);



Erlenmeyerjeva buca, 200 ml (dve);
Graduirani valj, 150 do 250 ml;
Stekleni filtrirni loncek G4;

Pesek;

Graduirani pipeti, 1, 5 in 10 ml;
Bireta, 50 ml.

A

Reagenti

10 %-na raztopina kalijevega ferocianida,

Raztopina cinkovega sulfata, hladno nasicena,

Fehlingova raztopina I in II,

24 %-na Zveplena kislina: 1 prostornina Zveplene kisline + 4 deli vode,
20 %-na raztopina kalijevega jodida,

0,1 n-raztopina- natrijevega tiosulfata,

1 %-na raztopina Skroba.

Nk W=

Postopek

V majhnem kozar¢ku zmeSamo 10 g (+ 0,01 g) dobro zdrobljenega vzorca s priblizno 10 g
peska in s toliko vode, da nastane redka kasa, ki jo brez izgub prenesemo v merilno buco, ki
drzi 200 ml in dopolnimo do oznacbe z vodo. Bu€o 5 minut tresemo, jo nato damo v kipeco
vodno kopel, kjer ostane 10 minut od trenutka, ko je voda zacela znova vreti.

Med segrevanjem buco nekajkrat pretresemo, nato jo s curkom vode hitro ohladimo in
filtriramo. V drugo merilno buco, ki drzi 200 ml, damo 150 ml filtrata, dodamo 5 ml 10 %-ne
raztopine kalijevega ferocianida in 1 ml hladno nasiCene raztopine cinkovega sulfata, do-
polnimo z vodo do 200 ml in premeSamo. Po 15 minutah filtriramo. V filtratu dolo¢imo
Fehlingovo laktozo in jo preratunamo na originalno snov. Vsebina laktoze ustreza dvojni
koli¢ini prahu iz posnetega mleka.

1.1.11 Dokazovanje umetnega barvila (v vodi topljiva Spiathova barvila)

Pribor
1. Soxhletova priprava za ekstrakcijo;
2. Caga ali skledica, 100 do 150 ml;
3. Lij@6do3cm;
4. Nemastna volna (ekstrahirana z etrom).

Reagenti
1. Petrol eter (nizko vrelisce);

2. 5 %-na raztopina natrijevega salicilata;

3. 10 %-na zveplena kislina;

4. Etanol;

5. Eter;

6. Pesek, opran s solno kislino in izZarjen.
Postopek

Malo ocisc¢enega peska zmeSamo s 30 do 50 g zdrobljenega vzorca. SuSimo v tulcu za
ekstrakcijo v suSilnici 1 do 2 uri pri 100 °C in nato v Soxhletovi pripravi ekstrahiramo s petrol
etrom. Iz ekstrahiranega ostanka v tulcu s segrevanjem odstranimo ostali petrol eter, ostanek
prenesemo Vv ¢aso, ga prelijemo s potrebno koli¢ino 5 %-ne raztopine natrijevega salicilata in
medtem ko pogosto meSamo s stekleno palcko, segrevamo 1 uro v vodni kopeli. Ekstrakt
filtriramo ko je Se topel in ga, Ce je to potrebno Se enkrat na enak nacin titriramo z malo



natrijevega salicilata in filtriramo v prvi filtrat. Ce se filtrat obarva rumeno, pomeni, da v iz-
delku ni umetnega barvila. Ce je filtrat obarvan rde¢e, ga moramo okisati z Zvepleno kislino,
dodati nekaj vlaken nemastne volne in segrevati 1 uro v vodni kopeli. Volno izperemo najpre;j
z vodo, nato pa z etanolom in etrom. Obarvana volna dokazuje navzo¢nost umetnega barvila.
Nujno je, da rdece obarvani ekstrakt preizkusimo z volno, ker samo obarvanje ekstrakta Se ni
dokaz, da je bil izdelek umetno obarvan.

Ce preiskujemo samo ovoj klobas, predhodno susenje ni potrebno, temve¢ ga samo zdrobimo
in ekstrahiramo s petrol etrom neposredno. Ce je potrebno dologiti, katero umetno barvilo je
bilo uporabljeno, nadaljujemo s kromatografijo na papirju.

1.2 Masti in olja
1.2.1 Preiskovanje obstojnosti masti

V steklene skledice (visoke 5 do 10 cm) damo vzorce masti po 50 g in jih pustimo v suSilnici
pri 98 °C (= 0,1 °C), dokler peroksidno Stevilo masti ne prekoraci doloceno vrednost.
Najveckrat pustimo vzorce v suSilnici, dokler peroksidno Stevilo masti ni 5. Rast
peroksidnega Stevila spremljamo z dolocanjem peroksida v dolo€enih ¢asovnih presledkih,
najpogosteje vsakih 5 ur. Cas v urah, ki je potreben, da ostane mast v susilnici pri 98 °C, da se
doseze vrednost peroksidnega Stevila, ki je potrebna, jemljemo kot stabilnost masti.

Posebno je treba biti pozoren, da je skledica, v katero dajemo mast, Cista, ker se tako
izognemo vsaki morebitni pospeSitvi ali pocasnejsi oksidaciji masti zaradi navzo€nosti drugih
snovi, ki lahko vplivajo na rezultat, tudi ¢e so samo njihovi sledovi.

Posebno priporo€ljiva je uporaba te metode pri stabilizaciji masti, kjer se z doloCanjem
obstojnosti pred in po dodajanju antioksidanta lahko preizkusi njegova antioksidacijska moc.

1.2.2 Dolo¢anje vode in hlapnih sestavin
A. Metoda dolocanja vode in hlapnih sestavin v susilnici pri 100 do 105 °C

Pribor
1. Merilna posoda iz stekla ali aluminija, z & 40 do 50 mm in visoka 20 do 30 mm;
2. Eksikator;
3. SuSilnica (elektri¢na, s termoregulatorjem).

Postopek

Merilno posodo najprej susimo 30 minut v suSilnici pri temperaturi od 100 do 105 °C, nato pa
jo ohladimo v eksikatorju in natan¢no stehtamo.

V to posodo odmerimo 3 do 5 dobro premeSanega vzorca vzorca olja in masti in suSimo pri
temperaturi od 100 do 105 °C 30 minut, ohladimo v eksikatorju in stehtamo. SuSenja
ponavljamo, le da naslednja suSenja vzorcev trajajo po 15 minut vse dokler razlike med
dvema zaporednima tehtanjema niso manjse od 0,005 g. Ce se po enem od zadnjih tehtan;
teza povecCa, vzamemo za obracun najmanjso tezo.



B. Dolocanje vsebine vode z destilacijo in organskim topilom

Pribor
1. Priprava za dolo¢anje vode z destilacijo z organskim sredstvom, prikazana na sliki 1, se
sestoji 1z steklenice, ki se segreva, s povratnim kondenzatorjem, ki je z nastavkom spojen
s steklenico; spoji med nastavkom in kondenzatorjem oziroma kondenzatorjem in
steklenico so enaki (lahko jih zamenjamo med seboj) in bruSeni. V nastavku se izbira in
meri kondenzirana voda, po njem se tudi topilo vrne v steklenico. Nastavek je sestavljen iz
graduirane cevi in iz upognjene cevi, s katero je spojen s steklenico. Graduirana cev ima
prostornino 5 ml. Oznacbe celih ml morajo biti numerirane s ¢rto okrog cele cevi, polovica
ml do dveh tretjin obsega, 0,1 ml pa do polovice cevi. Razlika od ozna¢ene prostornine ne
sme biti vecja kot 0,05 ml. Stekleni kondenzator je na spodnjem delu odrezan pod kotom
30 ° na vertikalno os, ko po je spojen z nastavkom je razmak med vrhom in viSino
tekocCine na nastavku 6 do 7 mm pri destilaciji.
2. Naprava za segrevanje je navadno laboratorijska oljna kopel ali elektri¢ni namizni
kuhalnik z termostatom za reguliranje temperature.
3. Bakrena zica, dovolj dolga, da gre skozi kondenzator, na spodnjem koncu zavita v
spiralo. Premer spirale mora biti tak, da pride v graduirano cev in se lahko premika
navzgor in navzdol.

ZUNANJI PREMER 'y
95 DO 127
wn
m
Q
Q
v
) ~
3 | YTT. NorrRANJI PREMER
A B ] ——
O
3 &
2l g .
w o 13- NOTRANJI PREMER
~) 8, ] O € soon
© 2=
N b~ QQ
- | Gl < s
[v 4
)

STEKLENICA X
S60m!

Slika 1. Priprava za dolo¢anje vode z destilacijo (mere so v mm)

Topila

Ksilol ali toluol, nasi¢en z vodo najmanj osem dni pred uporabo in zavarovan z vodo do
trenutka uporabe. Pri uporabi topila je potrebno paziti, da je vsa voda odstranjena in da ne
pride v pripravo za destiliranje.



Postopek

Notranjost priprave ocistimo s kromovo Zvepleno kislino, dobro izperemo z vodo in pred
uporabo posuSimo. Koli¢ino vzorca za preskus jemljemo glede na koli¢ino pric¢akovane
vsebine vode:

Pricakovana vsebina vode  Koli¢ina vzorca (priblizno)

manj kot 1 % 200 g
1do5 % 100 g
vec kot 5 % ustrezna manjsa koli¢ina

Stehtan vzorec za preskuSanje prenesemo v steklenico za destilacijo in dodamo toliko ml topila,
kolikor gramov je tezak vzorec, ¢e pa smo imeli manj kot 100 g vzorca, pa dodamo 100 ml topila.
Vsebino s stresanjem premesamo, nato vrzemo vanjo nekaj steklenih kroglic, da bi bilo vrenje
bolj enakomerno. Pripravo sestavimo, graduirano cev pa napolnimo skozi kondenzator s topilom,
dokler se ne zacne prelivati v steklenico za destilacijo. Na vrh kondenzatorja narahlo polozimo
kosem vate, da prepre¢imo kondenzacijo atmosferske vlage v cevi. Steklenico segrevamo toliko,
da predestilira priblizno 100 kapljic kondenzata v minuti. Ko je ve¢ji del vode predestiliran,
povecamo hitrost destiliranja na priblizno 200 kapljic v minuti in nadaljujemo, dokler se voda ne
zbira veC¢ v graduirani cevi. Med destiliranjem pazljivo speremo kapljice vode s sten
kondenzatorja s 5 ml topila. Preostalo vodo v graduirani cevi lahko locimo od ksilola ali toluola s
previdnim premikanjem spiralne bakrene zice skozi kondenzator v graduirano cev. Destiliramo,
dokler se voda, ki se je zbrala v graduirani cevi v teku 30 minut, ne poveca ve¢. Kondezator
izperemo s topilom in pri tem uporabljamo spiralno zico, da izlo¢imo vodne kapljice. Graduirano
cev potopimo v vodo s priblizno 20 °C za najmanj 15 minut, oziroma dokler se plast ksilola ali
toluola ne zbistri, nato pa od¢itamo prostornino izlocene vode.

Racun
Vsebino vode x izra¢unamo po formuli:
100-a
X =
b

%

kjer je:
a — prostornina vode v graduirani cevi v ml,
b — teza vzorca, vzetega za doloCanje vode.

C. Dolocanje vode po temperaturi motnosti (samo za svinjsko mast)

V epruveti previdno stopimo priblizno 10 g masti. Vanjo damo toplomer. Mast segrejemo do
50-52 °C in jo, &e je popolnoma bistra s stresanjem ohladimo na 40 °C. Ce ostane tudi pri tej
temperaturi popolnoma bistra, vsebuje manj kot 0,15 % vode, ¢e pa se skali, je vsebina med
0,15 in 0,20 %. Ce je mast na 52 °C vidno motna in se ne zbistri niti pri 95 °C, je vsebina vode
vecja kot 0,45 %. V tem primeru dolo¢imo koli¢ino vode gravimetri¢no.

Ce je mast pri 95 °C bistra, jo s tresenjem postopoma hladimo dokler se ne skali. Po
temperaturi, na kateri se je mast skalila, od¢itamo vsebino vode po tabeli 2.

Tabela 2. Vsebina vode v masti glede na temperaturo skalitve le-te

Temperatura motnosti (°C) 40,5 53,0 64,5 752 858 90,8 93,5
Vsebina vode % 0,15 020 025 030 035 040 0,45




1.2.3 Dolocanje necistoc¢e (nemastnih sestavin)

Pribor
Loncek za filtriranje s poroznim dnom (npr. "Jena" 3G4), izpran s kislino, vodo in ustreznim
topilom, osuSen 100 do 105 °C, ohlajen in stehtan.

Reagenti
Sveze predestiliran trikloretilen ali petrol-eter, ki je v vodni kopeli izhlapel brez ostanka.

Postopek

V 100 ml topila raztopimo 5 do 10 g olja ali masti (+ 0,01 g) in nekajkrat dobro premesamo v
steklenici ustrezne prostornine. Ko se stopi, filtriramo skozi lon¢ek za filtriranje. Steklenico in
lon¢ek za filtriranje z usedlino izpiramo s topilom, dokler popolnoma ne odstranimo
preostalega olja ali masti (dokler nekaj kapljic filtrata na filtrirnem papirju po izhlapevanju ne
pusca ve¢ mastnega madeza). Takrat lonc¢ek za filtriranje z usedlino susimo pri 105 °C do
konstantne teze (priblizno 30 minut), shladimo in stehtamo. Razlika med dvema dolo¢itvama
ne sme biti vec¢ja kot 0,05 %.

Racun
Vsebino v topilu netopnih sestavin (x) izraCunamo po formuli:
-b)-1
<= (a-b)-100 o
c
kjer je:

a —teza loncka za filtriranje z usedlino v gramih,
b — teza praznega loncka v gramih,
¢ — stehtano olje ali mast v gramih.

1.2.4 Dolo¢anje saponifikacijskega Stevila

Pribor
1. Erlenmeyerjeva buca, 150 in 200 ml;
2. Zra¢ni kondenzator (steklena cev dolga 1 m);
3. Bireta, 50 ml, z gradacijo 0,1 ml;
4. Merilna posodica.

Reagenti
1. 0,5 n-raztopina kalijevega hidroksida v etanolu, pripravljena tako: 30 g kalijevega
hidroksida p.a. raztopimo v 50 do 60 ml destilirane vode in dolijemo 96 vol%-ni etanol do
1000 ml; pustimo ga ¢ez no¢, nato bistro raztopino odlijemo od usedline in vlijemo v
steklenico iz temnega stekla z gumijastim zamaSkom;
2. 0,5 n-raztopina solne kisline;
3. 1 %-na raztopina fenolftaleina v etanolu.

Opomba: Ce da vzorec olja ali masti pri titriranju obarvane milne raztopine, lahko
namesto raztopine fenolftaleina uporabimo kot indikator 2,5 %-no etanolno raztopino
bazi¢nega modrila 6B.



Postopek

Ce vzorec za preiskus ni teko¢, ga stopimo in prefiltriramo, da bi odstranili necisto¢e in
sledove vode. Od izmeSanega vzorca stehtamo (natan¢nost = 0,0001 g) priblizno 2,0 g olja
oziroma masti v Erlenmeyerjevi buci. Nato dodamo s pipeto 25 ml etanolne raztopine
kalijevega hidroksida, steklenico spojimo z zra¢nim kondenzatorjem, postavimo v vodno
kopel in kuhamo najmanj eno uro z obCasnim tresenjem oziroma dokler saponifikacija ni
koncana.

Ob enem pod enakimi pogoji in na enak nacin opravimo slepi preskus, samo brez olja in
masti. Ko je sponifikacija koncana dodamo Se vroci bistri raztopini 0,5 n-raztopino solne
kisline, dokler se barva ne spremeni.

Racun
Saponifikacijsko Stevilo (x) izracunamo po formuli:
<= (a-b)-28,055
c
kjer je:
a — Stevilo porabljenih ml 0,5 n-raztopine solne kisline (HCI) za slepi poskus,
b — Stevilo za vzorec porabljenih ml 0,5 n-raztopine HCI,
c —teza olja in masti v g.

1.2.5 Dolocanje prostih masc¢obnih Kislin

Splos$na pojasnila

koli¢ino prostih mascobnih kislin v olju ali masti lahko izrazimo kot:
- kislinsko S$tevilo,
- kislinsko stopnjo ali
- odstotek oleinske kisline.

Opomba:  Za kokosovo olje in olje iz palmovih peck lahko opravimo obracun tudi na
lavrinsko kislino, za ricinusovo olje na ricinolno ter za palmovo olje na palmitinsko kislino,
kar je potrebno v porocilu posebej navesti.

Kislinsko s$tevilo pove, koliko mg kalijevega hidroksida je potrebno za nevtralizacijo prostih
mascobnih kislin, ki jih vsebuje 100 g olja ali masti.
Odstotek oleinske (lavrinske, ricinolne ali palmitinske) kisline pove v uteznih odstotkih,
koliko je v preizkuSenem olju ene od teh kislin.
Vse te podatke dobimo po enakem postopku za dolocanje, zato lahko preracunamo enega v
drugega.
I ml n-KOH = 56,1 mg KOH,

= 282 mg oleinske kisline,

= 200 mg lavrinske kisline,

= 298 mg ricinolne kisline,

= 256 mg palmitinske kisline.

Dolocanje prostih masc¢obnih kislin
Pribor
1. Erlenmeyerjeva buca, 200 ml;
2. Bireta, 25 ali 50 ml z gradacijo 0,1 ml;
3. Laboratorijska tehtnica, natan¢nosti 0,01 g;
4. Vodna kopel.



Reagenti
1. 0,1 n-vodna raztopina bazi¢nega hidroksida (NaOH ali KOH);
2. Nevtralizirana zmes etiletra in 96 vol%-nega etanola (1:1);
3. 1 %-na raztopina fenolftaleina v 96 vol%-nem etanolu ali 2,5 % raztopina bazi¢nega
modrila 6B v 96 vol%-nem etanolu.

Postopek

V Erlenmeyerjevi buci, ki drzi 200 ml, stehtamo 5 do 10 g olja ali masti (natancnost + 0,01g),
ki jo ¢e ni tekoca, s segrevanjem raztopimo v vodni kopeli, prelijemo s 50 ml nevtralne zmesi
etrovega etanola in pretresemo, nato dodamo nekaj kapljic raztopine fenolftaleina ali
bazi¢nega modrila 6B in titriramo z 0,1 n-raztopino bazi¢nega hidroksida, dokler ne spremeni
barve. Ce se pri titriranju barva skali, dodamo Se 5 do 10 ml zmesi etrovega etanola in
stresamo, da se tekoCina zbistri. Ce je to potrebno, steklenico z vsebino malo segrevamo v
vodni kopeli, shladimo na sobno temperaturo in nato konc¢amo titriranje.

Opomba: Pri titriranju z 0,1 n-vodno raztopino kalijevega hidroksida, mora biti koli¢ina
etanola v zmesi etrovega etanola za 1/5 vec¢ja od koliCine uporabljene 0,1 n-raztopine
kalijevega hidroksida, da bi se izognili hidrolizi mila, ki nastaja pri tem.

Za titriranje temnih olj (pri katerih ni mogocCe dolociti konca titracije) vzamemo vecjo
kolic¢ino topila in raztopino bazi¢nega modrila 6B kot indikator.

Racun
kislinska stopnja = 10-b
a
kislinsko Stevilo = 10-b 0,561
a
. L 10-b
odstotek oleinske kisline = - 0,282
a
. - 10-b
odstotek lavrinske kisline = - 0,200
a
.. . 10-b
odstotek ricinolne kisline = - 0,298
a
.. .. 10-b
odstotek palmitinske kisline = 0,256
a
kjer je:

a — stehtana mast,
b — poraba 0,1 n-raztopine alkalnega hidroksida.

Razlika med vzporednimi titracijami ne sme biti vec¢ja kot 0,1 ml.

Opomba: Ce vsebuje preiskovani vzorec olja ali masti mineralne kisline, jih je potrebno
posebej dolociti, ekvivalentno koli¢ino raztopine 0,1 n-hidroksida pa odbijemo od celotnega
porabljenega hidroksida za nevtralizacijo, iz razlike porabe hidroksidov izraCunamo vsebino
prostih mascobnih kislin.

1.2.6 Dolocanje Whelerjevega peroksidnega Stevila — modificirana metoda po Hadornu,
Bieferju in Suterju

Pribor
1. Erlenmeyerjeva bucka, 100 ml (dve);
2. Graduirane pipete, 1, 10 in 20 ml;
3. Bireta, 10 ml (dve).



Reagenti
1. Zmes ledene ocetne kisline in kloroforma (3 + 2);
2. Hladilno nasi¢ena raztopina kalijevega jodida, sveze pripravljena: 14 g kalijevega
jodida raztopimo v 10 ml sveZe prekuhane in ohlajene vode;
3. 0,01 n-raztopina natrijevega tiosulfata;
4. 1 %-na raztopina Skroba.

Postopek

V Erlenmeyerjevi bucki za 100 ml stehtamo priblizno 1 g masti ali olja s teko¢ino (£ 5 mg).
Pri serijskih analizah, kjer ni nujna najvec¢ja natanc¢nost, zados¢a, da namesto da olje merimo,
vzamemo merilno pipeto, izmerjeno "na izliv" 1,1 ml. Pri tem napaka znaSa najve¢ £ 5 % in
jo lahko pri olju z nizkim peroksidnim Stevilom (po 10) zanemarimo. Dodamo 10 ml zmesi
ledene ocetne kisline in kloroforma, premeSamo in takoj, ko sta mast ali olje enakomerno
raztopljena, z bireto dodamo 0,2 ml raztopine kalijevega jodida. Nato z roko to¢no eno minuto
stresamo, razred¢imo z 20 ml vode, dodamo 0,5 ml raztopine Skroba in takoj titriramo z
0,01 n-raztopino natrijevega tiosulfata. Na analogen nacin opravimo slepi poskus z reagenti,
samo brez olja ali masti.

Racun
(a-b)-5
c

Peroksidno stevilo =

kjer je:

a—ml 0,01 n-Na,S,05 v glavnem poskusu,

b —ml 0,01 n-Na,S,03 v slepem poskusu,

¢ — stehtana koli¢ina.
Opomba: nasiena raztopina kalijevega jodida na zraku ni dolgo obstojna. Cim prej ga
moramo $e svezega uporabiti, njegovo slepo vrednost pa je potrebno od ¢asa do Casa
kontrolirati (priblizno vsako uro). Zaradi tega ni priporocljivo, da dodajamo raztopino
kalijevega jodida s pipeto. Ko ponavljamo vsesavanje raztopine, se ta stalno mesa z zrakom in
postane Ze po kratkem Easu zaradi oksidacije rumena. Ce raztopina kalijevega jodida v bireti
miruje, ostane dlje ¢asa brezbarvna.

1.2.7 Dolocanje jodnega Stevila - po HanuSu

Pribor
1. Erlenmeyerjeva bucka s steklenim zamaSkom, 300 ml;
2. Bireta, 50 ml z graduacijo 0,1 ml;
3. Posodica za tehtanje vzorcev

Reagenti
1. 10 %-na raztopina kalijevega jodida p.a. (brez jodata);
2. Kloroform p.a.;
3. 0,1 n-raztopina natrijevega tiosulfata;
4. Sveze pripravljena 1 %-na raztopina topnega Skroba;
5. Raztopina jodovega monobromida, ki jo pripravimo tako: 13 g Cistega joda p.a.
raztopimo v 60 ml ledene ocetne kisline, nato pa dodamo 8 g broma, premeSamo in
dopolnimo do 1 litra z isto ocetno kislino ali 20,7 jodovega monobromida p.a. raztopimo v
ledeni ocetni kislini p.a. in raztopino razred¢imo s to kislino do 1000 ml.



Postopek

V posodici za tehtanje vzorcev stehtamo od 0,2 do 0,5 g olja ali masti (+ 0,0002 g), katerih
jodno Stevilo se giblje v mejah do 100, oziroma 0,1 do 0,2 g tiste substance, katere jodno
Stevilo je vec¢je od 100. Posodico damo v suho Erlenmeyerjevo bucko, 300 ml, substanco
razkrojimo z 10 do 15 ml kloroforma, s pipeto dodamo 25 ml raztopine jodovega
monobromida, dobro pretresemo in pustimo v zamaSeni Erlenmeyerjevi bucki v temnem
prostoru 30 minut. Nato dodamo 15 g kalijevega jodida in priblizno 150 ml destilirane vode
ter titriramo z 0,1 n-raztopino natrijevega tiosulfata, dokler barva ni svetlo rumena. Potem
dodamo 1 do 2 ml raztopine Skroba in nadaljujemo titriranje, dokler modra barva ne izgine.
Vzporedno opravljamo na enak nacin slepi poskus samo brez olja ali masti.

Racun
(a-b)-0,01269 '

C

100

Jodno Stevilo =

kjer je:

a — Stevilo za slepi poskus porabljenih ml 0,1 n-raztopine natrijevega tiosulfata;

b — Stevilo za titriranje olja in masti porabljenih ml 0,1 n-raztopine natrijevega
tiosulfata;

¢ — teza stehtanega vzorca olja in masti v gramih 1 ml 0,1 n-Na;S,0; =0,01269 g joda.

1.2.8 Dolocanje razmiljenih snovi

Pribor
1. Erlenmeyerjeva bucka, 200 do 300 ml, s povratnim zra¢nim kondenzatorjem;
2. Lij za odvajanje, 500 ml;
3. Vodna kopel.

Reagenti
1. Etanolna raztopina kalijevega hidroksida, ki jo pripravimo tako: raztopimo priblizno
35 do 40 g kalijevega hidroksida p.a. v 10 ml destilirane vode, razred¢imo do 500 ml z
96 vol%-nim etanolom. Pustimo ga Cez no¢, dekantiramo bistro tekoc¢ino, damo v
steklenico in zamasimo z gumijastim zamaskom.
2. Petrol-eter (vrelisce 40 do 60 °C);
3. Etanol 96 vol%-ni in 50 vol%-ni;
4. Fenolftalein 1 %-na raztopina v 96 %-nem etanolu.

Postopek

V Erlenmeyerjevi bucki stehtamo priblizno 5 g dobro zmeSanega olja ali masti (= 0,1),
dodamo 50 ml etanolne raztopine KOH in nekaj kos$¢kov plovca. Steklenico spojimo s
povratnim zra¢nim kondenzatorjem in pustimo da pocasi vre 1 uro. Nato dodamo 50 ml
destilirane vode in, ¢e je raztopina motna, segrevanje ponovimo.

Po hlajenju pri 20 do 25 °C prelijemo vsebino iz Erlenmeyerjeve bucke v lij za odvajanje.
Steklenico nekajkrat izperemo s petrol etrom, ki ga prav tako prenesemo v lij za odvajanje
tako, da je celoten petrol eter za izpiranje 50 ml. Lij zamaSimo, 1 minuto moc¢no stresamo in
pustimo, dokler plasti ne odstopijo.

Milno raztopino vlijemo v drug lij za odvajanje iste velikosti kot prvi, ponovno dodamo 50 ml
petrol etra, dobro stresemo in pustimo, da plasti odstopijo, nato pa zlijemo milno raztopino v
poprej uporabljeno Erlenmeyerjevo bucko. Petrol etrov ekstrakt iz drugega lija prelijemo
skozi zgornjo odprtino v prvega.



Izlo€eno milno raztopino olja vlijemo znova v drug lij, ponovno dodamo 50 ml petrol etra in
preiskujemo kot prej. Ce nastane pri stresanju milne raztopine s petrol etrom emulzija,
dodamo Se 5 do 10 mi etanola. Spojino treh petrol etrovih ekstraktov operemo s slabo
bazi¢nim 50 %-nim etanolom, nato jih ponovno operemo s 25 %-nega etanola (brez lugov),
da bi odstranili ostanek mila, vse dokler tekoc¢ina za izpiranje, poprej razredéena z dva do
trikrat vecjo koli¢ino vode, ne neha roznato barvati s fenolftaleinom. Izpran petrol etrov
ekstrakt prenesemo v poprej posuseno in stehtano steklenico za destiliranje, predestiliramo
petrol eter, dobljeni ostanek pa susimo pri 100 do 105 °C. Tehtamo po vsakih 15 minutah
suSenja. SuSenje je koncano, ko teza med dvema zadnjima tehtanjema ni vecja kot 0,0002 g.
Iz teze suhega ostanka izraCunamo vsebino razmiljenih snovi.

1.2.9 Dolocanje Bomerjevega diferencnega Stevila

Reagenti
1. Eter,
2. 05 n-raztopina kalijevega hidroksida v etanolu,
3. 25 %-na solna kislina

Priprava gliceridov

Postopek

V casi, ki drzi priblizno 150 ml, raztopimo 50 g stopljene in filtrirane bistre masti v 50 ml etra.
Raztopino pokrijemo z urnim steklom, ohladimo na 15 °C in ob pogostem meSanju pustimo, da
kristalizira. Po 1 uri izsesamo izlo¢eno kristalno kaSo skozi Biichner-jev lij, v katerega damo
filtrirni papir. Cim ve¢ tekodine odstranimo s pritiskanjem s tolkalom ali podobno pripravo.
Kristalno maso nato ponovno razkrojimo v 50 ml etra v isti ¢asi kakor prvikrat in pustimo, da
na enak nacin ponovno kristalizira. Po 1 uri filtriramo na enak nacin kot prvi€ in iz kristalne
kaSe spet odstranimo ¢im veé teko¢ine. Ko so kristali suhi, dolo¢imo talis¢e (glej dalje). Cista
svinjska mast daje po tem postopku gliceride, ki se najpogosteje talijo pri 63 do 64 °C, medtem
ko svinjska mast s primesjo govejega ali ov&jega loja redno daje gliceride z nizjim talis¢em. Ce
je taliS¢e gliceridov pod 61 °C, kristaliziramo $e enkrat, preden zatnemo pripravljati maScobne
kisline, oziroma ponavljamo kristalizacijo na enak nacin, dokler ne dobimo gliceridov s
talis¢em nad 61 °C. Praviloma zado3¢a dvakratna kristalizacija. Ce preizku§amo mehke masti,
ki vsebujejo dosti oleina, iz katerih se gliceridi zelo tezko ali sploh ne izlo¢ajo, podaljsamo
kristalizacijo Se za pol do 1 uro pri nizji temperaturi (5 do 10 °C), ali pa za razkrajanje masti
uporabimo zmes iz 3 do 4 delov etra in enega dela alkohola, ali $e bolje brezvodni aceton. Ce
uporabimo eno izmed zadnjih dveh raztopin za prvo kristalizacijo, je druga kristalizacija vedno
z etrom, da bi zagotovo odstranili gliceride oleinske kisline.

Priprava mas¢obnih kislin

Postopek

Iz enega dela gliceridov, dobljenih na zgoraj opisani nacin, izlo¢imo mascobne kisline. Pri tem je
posebej pomembno, da ima tisti del gliceridov, iz katerega izlocamo mascobne kisline,
popolnoma enako sestavo kot del gliceridov, za katerega doloamo taliSce. V ta namen najprej
razdrobimo 0,1 do 0,2 g gliceridov v majhnem moZnarju v popolnoma homogen prah. Priblizno
polovico tega namilimo v majhnem kozarcu z 10 ml 0,5 n-raztopine alkoholnega kalijevega
hidroksida, s 5 do 10 minutnim kuhanjem na mrezici ob moc¢nejSem vrenju. Nato prenesemo
milno raztopino s 100 ml vode v lij za odvajanje. Raztopini, ki mora biti popolnoma bistra,
dodamo 3 ml 25 %-ne kisline, premeSamo, da se masc¢obne kisline sprostijo in stresamo s 25 ml
etra. Ko plasti popolnoma odstopijo, pustimo spodnjo vodno raztopino, etrovo plast pa peremo
dvakrat s 25 ml vode. Vodno plast vsakokrat pustimo da odtece, etrovo raztopino pa po drugem
pranju filtriramo skozi suhi filtrirni papir v majhen kozarec. Nato eter izhlapi v vodni kopeli,
preostale mascobne kisline pa se susijo pol do 1 uro pri 100 °C. Po hlajenju mascobne kisline
zdrobimo v fin homogen prah v kozarcu z nozem ali spatulo, ali v skledici z majhnim tolkalom.




Dolocanje taliS¢a

Postopek

Da bi dosegli zanesljive rezultate je nujno, da dolocamo taliS¢e gliceridov in njihovih
mascobnih kislin pod popolnoma enakimi pogoji. To najbolje dosezemo z istocasnim
dolo¢anjem taliS¢a obeh snovi. Prvo dolocanje talis¢a gliceridov je bilo samo informativno, da
smo ugotovili, ali je ponovna kristalizacija potrebna ali ne. TaliS¢e dolo¢amo smotrno z
uporabo toplomera, z lestvico od 40 do 70 °C in razdelitvijo, na desetinke stopin;j.

Talis¢e dolo¢imo v cevkah iz tankega stekla enake debeline, v obliki ¢rke U z notranjim
premerom priblizno 0,75 mm. En krak cevke je pri odprtini razsirjen kot lij. Skozi razsirjeno
odprtino vsujemo prah, ki ga s pomocjo platinaste Zice (¢e je nimamo pa s pomocjo tenke vlecene
steklene palcke) po moznosti potisnemo navzdol. Iz prahu nastane strnjen stebri¢, visok 2 do
3 mm, ki je 0,5 do 1 cm nad upognjenim delom cevke. V eno cevko za dolocanje taliS¢a damo
glicerid, v drugo pa (vendar ne v drugi krak iste cevke) - njegovo prosto mascobno kislino. Nato
pritrdimo prazne krake cevk z majhnim gumijastim prstanom (ko$¢ek gumijaste cevi, Sirok 1 mm)
na toplomer tako, da sta stebricka prahu v visini rezervoarja z zivim srebrom. Toplomer s
cevkama damo v ¢aSo, ki drzi 200 ml, v kateri je koncentrirana zveplena kislina ali parafinsko
olje. Zivo srebro in kapilare morajo biti v sredini teko¢ine (konci kapilar morajo biti izven nje).
Nato zatnemo postopoma segrevati. Od 50 °C navzgor smemo poviati temperaturo samo za 1,5
do 2 °C v eni minuti. Teko¢ino za segrevanje moramo nenehno mesati s toplomerom, ki je
pritrjen tako, da ga je mogoce premikati, da bi bila temperatura segrevane tekocine popolnoma
enakomerna. Za taliSCe Stejemo temperaturo, pri kateri postanejo substance popolnoma bistre.
Dolocanje taliS¢a moramo ponoviti z novim poskusom na enak nacin. V dveh poskusih se ne sme
razlikovati za vec kot 0,2 °C, za nadaljnji obracun pa vzamemo srednjo vrednost obeh preizkusov.
Ce je stebri¢ Zivega srebra v toplomeru, ki gleda iz tekogine velik, upostevamo za talis¢e
korekturo tako, kot je oznac¢eno pri doloCanju talis¢a masti.

Ko taliS¢e gliceridov ozna¢imo s Tg, njihovih masfobnih kislin s Tk, diferenco taliS¢
(Tg - Tk) z d, imajo gliceridi s talis¢em med 61 °C do vklju¢no 65 °C naslednje razmerje:
Tg+2d=71.

Ce je vrednost za Tg + 2d manj$a od 71 je s tem dokazano, da je preiskovani vzorec vseboval
goveji loj ali njemu podobne masti (npr. ov¢ji loj, hidrogenirano olje).

Pri gliceridih s taliS¢em med 60 in 61 °C ne sme biti razlika med taliS¢i njithovih mascobnih
kislin manjSa od 5 °C. Pri gliceridih s taliS¢em od 61 do 65 °C ne sme biti razlika pri Cisti
svinjski masti manjSa kot je navedeno v tabeli 3, pri gliceridih s taliS¢em od 65 do 68,5 °C pa
ne sme biti manjSa od 3 °C.

Tabela 3. Razlika tali§¢ mascobnih kislin pri Cisti svinjski masti

Talis¢e  Razlika  Talis¢e Razlika TalisS¢e Razlika Talis¢e Razlika
gliceridov  taliS¢  gliceridov  taliS¢ gliceridov  taliS¢ gliceridov  talis¢

61,0 5,0 62,0 4,5 63,0 4,0 64,0 3,5
61,1 4,95 62,1 4,45 63,1 3,95 64,1 3,45
61,2 4,9 62,2 4,4 63,2 3,9 64,2 3.4
61,3 4,85 62,3 4,35 63,3 3,85 64,3 3,35
61,4 4,8 62,4 4,3 63,4 3.8 64,4 3.3
61,5 4,75 62,5 4,25 63,5 3,75 64,5 3,25
61,6 4,7 62,6 4,2 63,6 3,7 64,6 3,2
61,7 4,65 62,7 4,15 63,7 3,65 64,7 3,15
61,8 4,6 62,8 4,1 63,8 3,6 64,8 3,1

61,9 4,55 62,9 4,05 63,9 3,55 64,9 3,05




Ce pride do razlik, manjsih kot je navedeno za posamezne gliceride, §tejemo, da je dokazana
primes loja. Ce je vrednost za Tg + 2d samo malo nad ali pod 71, je potrebno $e enkrat iz etra
prekristalizirati gliceride. IzloCenim gliceridom in na enak nacin izloCenim mas¢obnim
kislinam ponovno dolo¢imo talii¢e. Ce je tudi sedaj vrednost za Tg + 2d manjsa od 71,
Stejemo, da je primes govejega ali ov¢jega loja dokazana.

1.2.10 Dolocanje Reichert-Meisslovega Stevila

Pribor
1. Polenskejeva aparatura, sestavljena tako:
a) bu¢a z ravnim dnom, 300 ml, iz nevtralnega, odpornega stekla (dve),
b) specialni nastavek za destilacijo,
c) Liebigov kondenzator, dolg 52 cm, dolzina plas¢a 30 cm, z varnostnim
prstanom;
. Azbestna plosc¢a z izrezom @ 6,5 cm;
. Casa, 100 ml;
. Visoka ¢asa, 1000 ml, ali visok lonec;
. Graduirani pipeti, 2 in 5 ml;
. Graduirani valji, 25, 50 in 100 ml;
. Merilna buca, 100 do 110 ml, (dve);
. Steklen lij, @ 5 cm (dva);
. Pipeta 100 ml (dve);
10. Toplomer do 100 °C;
11. Erlenmeyerjeva buca, 200 ml (Stiri);
12. Bireta, 50 ml.

O 0 1N DN K WIN

Reagenti
1. 50 %-na raztopina kalijevega hidroksida (100 g kalijevega hidroksida raztopimo v
100 ml vode, pustimo, da se karbonat sesede, nato pa odlijemo bistro tekoc¢ino);
2. Glicerin;
3. Razred¢ena Zveplena kislina (25 ml koncentrirane kisline v 1 litru);
4. 1 %-na alkoholna raztopina fenolftaleina (nevtralna);
5. 0,1 n-raztopina natrijevega hidroksida;
6. Plovec v prahu.

Postopek

V budi iz nevtralnega stekla, ki drzi 300 ml, stehtamo 5 g (+ 0,01 g) masti. Nato dodamo 2 ml
50 %-nega kalijevega hidroksida (brez ogljikovega dioksida) in 4 ml glicerina. Ob nenehnem
meSanju saponificiramo, segrevamo na slabem ognju, dokler tekocina ne postane popolnoma
bistra, ponavadi po 5 minutah. Ko se tekoc¢ina shladi na 80 °C do 90 °C, dodamo 90 ml
prekuhane vode priblizno iste temperature. Raztopina mora biti brezbarvna ali rumenkasto
obarvana, sicer ni uporabna za preizkusanje (navadno dajo Zarke in pokvarjene masti temno
raztopino). V buco nato dodamo 50 ml raztopljene Zveplene kisline, malo plovca v prahu
(0,6 do 0,7 g) in raztopino takoj destiliramo v predpisanem aparatu. Destilat prestrezemo v
merilno buco, ki drzi 110 ml. Buca za destilacijo stoji na azbestni plos¢i, z izrezom 6,5 cm in
se segreje na prostem plamenu. Se pred za¢etkom destiliranja uravnamo plamene plina tako,
da v 19 do 21 minutah dobimo 110 ml destilata. Destilat shladimo, toda ne sme biti niti topel
niti hladen, temve¢ mora kapljati s temperaturo 20 do 23 °C. Ko predestiliramo 110 ml,
plamen odstranimo, posodo z destilatom pa takoj nadomestimo z merilnim valjem, ki drzi
25 ml.



Buco z destilatom damo ¢im globlje v vodo s 15 °C in hladimo brez meSanja 10 minut. Nato
jo zamaSimo, obrnemo S§tiri do petkrat brez moc¢nejSega stresanja in filtriramo skozi suh in
gladek filtrirni papir s premerom 8 cm, 100 ml filtrata filtriramo z dodatkom 4 kapljic 1 %-ne
nevtralne alkoholne raztopine fenolftaleina in z 0,1 n-natrijevega hidroksida do rdeckaste
barve. Na enak nacin opravimo slepi poskus brez masti.

Racun
Reichert-Meisslovo Stevilo = 1,1 (a-b)

(pomnozimo z 1,1 ker od 110 ml filtrata vzamemo za titracijo 100 ml).
kjer je:
a = poraba ml 0,1 n-natrijevega hidroksida, za glavni poskus;
b = poraba ml 0,1 n-natrijevega hidroksida za slepi poskus.

Primer

Stehtano surovo maslo = 5,00 g

Za nevtralizacijo 100 ml destilata je porabljeno 24,80 ml 0,1 n-natrijevega hidroksida.

Za slepi poskus je porabljeno 0,13 ml 0,1 n-natrijevega hidroksida.

Iz tega izraCunamo porabo za 110 ml destilata = 27,28 ml 0,1 n-natrijevega hidroksida. Tore;j:
Reichert-Meisslovo Stevilo =27,28 - 0,13 = 27,15

1.2.10.1 Dolocanje Polenskejevega Stevila

Pribor
1. Ves pribor, ki je naveden za dolo¢anje Reichert-Meisslovega Stevila;
2. Erlenmeyerjeva buca, 100 ml.

Reagenti
1. 90 %-ni nevtralni alkohol;
2. 1 %-na alkoholna raztopina fenolftaleina (nevtralna);
3. 0,1 n-raztopina natrijevega hidroksida.

Postopek

Doloc¢anje Polenskejevega Stevila se nadaljuje po doloanju Reichert-Meisslovega Stevila. Na
filtru je ze najvecji del netopnih kislin, toda majhen del je Se ostal v cevi za hlajenje, v
predlozku s 110 ml in v predloZzenem valju, ki drzi 25 ml. Da popolnoma odstranimo topne
kisline, izperemo najprej cev za hlajenje, predlozek, valj in filter trikrat s 15 ml vode. Sele ko
se predhodno nalita voda popolnoma odcedi, lahko v filter dolijemo vode.

Ko je izpiranje z vodo koncano, damo lij na ¢isto buco, ki drzi 100 ml, nato pa trikrat
ponovimo izpiranje na enak nacin s 15 ml nevtralnega 90 %-nega alkohola t.j. izperemo cev
za hlajenje, obe posodi za prestrezanje destilata in filter. V alkoholnem filtratu so sedaj
raztopljene tiste masCobne kisline, ki se v vodi ne topijo. Z dodatkom 3 kapljic raztopine
fenolftaleina titriramo z 0,1 n-natrijevega hidroksida do jasne rdeckaste barve.

Racun

Polenskejevo Stevilo = Stevilo porabljenih ml 0,1 n-natrijevega hidroksida.

Razlika med dvema vzporednima analizama pri dolo¢anju Polenskejevega Stevila ne sme biti
vecja:

Pri Polenskejevem Stevilu do 2 za 10 %

" " " " nad2do5za8%

" " " " nad 5do 10 za 5 %

" " " " nad 10 za 4 %



Razliko v obeh konstantah pri nekaterih masteh kaze tabela 4.

Tabela 4. Reichert-Meisslovo Stevilo in Polenskejevo Stevilo za nekatere vrste masti

Vrsta masti Reichert-Meisslovo Polenskejevo
Stevilo Stevilo

Surovo maslo 23,3-30,1 1,5-3,0

Kokosova masc¢oba 6,8 - 7,7 16,8 - 17,8

Oleomargarin 0,5 0,53

Svinjska mast 0,35 0,5

Loj 0,55 0,56

1.2.10.2 Ugotovitve iz Reichert-Meisslovega in Polenskejevega Stevila

Reichert-Meisslovo in Polenskejevo Stevilo sta v doloCenem razmerju. Z rasto¢im Reichert-
Meisslovim Stevilom se poveca Polenskejevo Stevilo za priblizno 1,2 pri surovem maslu z
Reichert-Meisslovim $tevilom 20 vse do 3,0 pri surovem maslu z Reichert-Meisslovim
Stevilom 30. V glavnem je Polenskejevo S$tevilo priblizno 1/10 Reichert-Meisslovega.
Razmerje teh vrednosti je prikazano v tabeli 5.

Tabela 5. Razmerje med Reichert-Meisslovim in Polenskejevim Stevilom

Reichert-Meisslovo Ustrezno Najvecje dovoljeno
Stevilo Polenskejevo Stevilo Polenskejevo Stevilo
20-21 1,3-14 1,9
21-22 1,4-1,5 2,0
22-23 1,5-1,6 2,1
23-24 1,6 -1,7 2,2
24 -25 1,7-1,8 2,3
25-26 1,8-1,9 2,4
26 - 27 1,9-2,0 2,5
27-28 2,0-22 2,7
28 -29 22-25 3,0
29 -30 2,5-3,0 3,5
30 -31 3,0-3,5 4,0
31-32 3,5-4,0 4,5
32-33 4,0 -4,5 5,0

Ko Polenskejevo stevilo presega najvecjo dovoljeno mejo sklepamo, da surovo maslo, ki smo
ga preiskovali, vsebuje primeSano kokosovo ali palmino mascobo.

1.2.11 Dolocanje Kirschnerjevega Stevila

Pribor
1. Polenskejeva aparatura;
2. Lij, @ priblizno 5 cm;
3. Graduirana pipeta, 25 ml;
4. Graduirani valj; 150 do 200 ml;
5. Erlenmeyerjeva buca, 200 ml;
6. Bireta, 50 ml.



Reagenti
1. Srebrov sulfat, zdrobljen v fini prah;
2. Razredcena zveplena kislina: 25 ml koncentrirana H,SO4 v 1 litru vode;
3. Plovec v grobem prahu;
4. 0,1 n-raztopina natrijevega hidroksida;
5. 1 %-na etanolna raztopina fenolftaleina (nevtralna).

Postopek

Titrirano teko¢ino po dolocitvi Reichert-Meisslovega Stevila dopolnimo z vodo do 130 ml,
dodamo 0,5 g srebrovega sulfata in pustimo medtem, ko v€asih premeSamo, najmanj 1 uro v
temnem prostoru, kjer ga nato filtriramo skozi suh filtrirni papir. V buco za destilacijo damo
120 ml filtrata, dodamo 25 ml razred¢ene Zveplene kisline in priblizno 0,1 g plovca ter
destiliramo 110 ml od tega pa 100 ml titriramo kot pri doloc¢anju RM Stevila.

Racun
Kirschnerjevo Stevilo=a - 1,19
kjer je:
a = porabljeno Stevilo ml 0,1 n-natrijevega hidroksida.

1.2.12 Dolocanje Stevila maslene kisline

A) Postopek I (makro)

Pribor
1. Buca z ravnim dnom, 500 ml iz nevtralnega, odpornega stekla (dve);
2. Graduirani valj, 250 ml;
3. Stekleni lij, @ 7 do 9 cm (dva);
4. Graduirana pipeta, 10 ml (dve);
5. Pipeta, 25 ml (dve);
6. Pribor za doloc¢anje Reichert-Meisslovega Stevila.

Reagenti
1. Raztopina kalijevega hidroksida (d =1,5); 750 g KOH raztopimo v 1 litru vode;
2. Glicerol (d = 1,26);
3. 10 %-na raztopina kalijevega sulfata (nasicena) (d = 1,08);
4. Razredcena Zveplena kislina (1 + 3);
5. Raztopina kokosovega mila: 100 g kokosove mascobe previdno namilimo z 100 ml
glicerola in 40 ml KOH v merilni bu¢i, ki drzi 1000 ml, iz nevtralnega stekla, dokler se ne
neha peniti in raztopina ne postane bistra. Po ohladitvi pod 100 °C jo razred¢imo z vodo
do oznake;
6. Cista izzarjena kremenica;
7. Plovec v prahu;
8. 0,1 n-raztopina natrijevega hidroksida;
9.1 %-na etanolna raztopina fenolftaleina.

Postopek

Priblizno 5 g (= 0,0001 g) filtrirane mas¢obe namilimo v buci, ki drzi 300 ml, z 2 ml
kalijevega hidroksida in 10 ml glicerola nad odprtim slabim ognjem, pri cemer buco ves Cas
obra¢amo, dokler tekoc¢ina ne postane bistra. Potem kratek Cas stoji, nato teko¢ino ohladimo
pod 100 °C 1in Se topli dodamo 150 ml raztopine kalijevega sulfata, ¢im bolj tocno odmerjene
v graduiranem valju in ohladimo na 20 °C. Nato s stresanjem zaporedoma dodamo 5 ml
zveplene kisline, 10 ml raztopine kokosovega mila in 0,5 g kremenice, pustimo 10 minut ob



pogostem mesSanju in filtriramo skozi suh, naguban filtrirni papir v Erlenmeyerjevo buco. V
buco, ki drzi 500 ml damo 125 ml bistrega filtrata, dodamo 50 ml vode in malo plovca s
Polenskejevo aparaturo predestiliramo v merilno bu¢o natan¢no 110 ml v 20 minutah. Destilat
kvantitativno ob izpiranju z malo vode prenesemo v buco, ki drzi 200 ml (brez filtriranja) in
titriramo z 0,1 n-raztopino natrijevega hidroksida s fenolftaleinom do rdeckaste barve.

Enako opravimo slepi poskus z vsemi uporabljenimi reagenti, toda brez maslene mascobe.

Racun

Razlika med porabljenim Stevilom ml 0,1 n-NaOH pri glavnem in slepem poskusu;
pomnozena s faktorjem 1,40 da Stevilo maslene kisline pri ¢emer moramo upoStevati
popravek 0,1 n-NaOH in stehtano koli¢ino, ¢e ni bila to¢no 5,000 g. Iz Stevila maslene kisline
(a) in saponifikacijskega Stevila (b) dobimo odstotek maslene masc¢obe (x) po empiri¢ni
formuli

X=5,09-a-0,085 " (b—200)

v kateri je za saponifikacijo Stevilo ¢istega surovega masla in drugih mas¢ob (razen kokosove)
vzeta vrednost 200.

Pripomba  Stevilo maslene kisline je pri masleni ma3obi priblizno 20, pri kokosovi
mas&obi priblizno 0,9. Ce je stehtano manj kot 5 g, je §tevilo maslene kisline nekaj ve&je pri
masleni in kokosovi mascobi, ¢e pa je stehtano vec, je to Stevilo malo manjSe pri kokosovi
mascobi, pri masleni mascobi pa Se manjse.

B) Postopek II (polmikro)

Pribor
1. Erlenmeyerjeva buca, 50 in 100 ml;
2. Graduirane pipete, 1, 5 in 20 ml;
3. Beckelovi cecki 11 in 12,5 ml;
4, Caga 25 ml;
5. Bireta 25 ml;
6. Stekleni lij @ 5 do 6 cm.

Reagenti
1. Etanolna raztopina kalijevega hidroksida: 40 ml 47 %-ne vodne raztopine kalijevega
hidroksida in 40 vode dopolnimo s 96 %-nim etanolom do 1 litra,
2. Glicerol (d = 1,23),
3. Nasicena raztopina kalijevega sulfata (10 %-na, d = 1,08),
4. Razredcena zveplena kislina (1 + 3),
5. Raztopine kokosovega mila: kot pri makro postopku,
6. 7 in 9 kot pri makro postopku,
7. 0,01 n-raztopina natrijevega hidroksida.



Postopek

V Erlenmeyerjevi buci, ki drzi 50 ml, segrejemo 500 do 550 mg masti s 5 ml etanolne
raztopine kalijevega hidroksida do slabega vretja, ko se mast stopi pa dodamo 1 ml glicerola.
Kuhamo dalje do moc¢nejSega penjenja. Nato damo buco v suSilnico, kjer ostane 1 uro v
vodoravni legi. Po suSenju takoj dodamo, medtem ko moc¢no stresamo, s pipeto 15 ml
nasicene raztopine kalijevega sulfata, pustimo, da se ohladi na 20 °C in dodamo vsakokrat ob
stresanju 0,5 ml razredCene Zveplene kisline, 1 ml raztopine kokosovega mila in 0,1 g
ocis¢ene kremenice. Filtriramo skozi naguban filtrirni papir @ 10 cm (npr. S. in S. §t. 588) v
Beckelovo cevko, dokler filtrat ne pride do oznacbe 12,5 ml. Nato ga prelijemo v
Erlenmeyerjevo buco, ki drzi 100 ml, izperemo s 5 ml vode, dodamo plovec v grobem prahu,
destiliramo 11 ml v predlozku, prelijemo v ¢aso in titriramo z 0,01 n-natrijevim hidroksidom s
fenolftaleinom kot indikatorjem. Isto¢asno opravimo slepi poskus s 500 mg kakavovega
masla.

Racun
Razlika med porabljenim S$tevilom ml 0,01-n-NaOH pri glavnem in slepem poskusu,

pomnozena s faktorjem iz tabele 6, da Stevilo maslene kisline.

Tabela 6. Faktorji za izraCunavanje maslene kisline

Stehtano Faktor Stehtano Faktor Stehtano Faktor Stehtano Faktor
mg mg mg mg

500-501 1,40 510-513 1,37 522-525 1,34 534-537 1,31
502-505 1,39 514-517 1,36 526-529 1,33 538-541 1,30
506-509 1,38 518-521 1,35 530-533 1,32 542-545 1,29

546-550 1,28

1.2.13 Dolocanje niklja (Ni) v hidrogeniziranih masc¢obah

Postopek doloc¢anja niklja obsega:
1) seziganje vzorca;
2) pridobivanje pepelne raztopine;
3) dolocanje niklja v vzorcu,
4) izdelavo kalibracijske krivulje.

Seziganje vzorca

Reagent
1) Magnezijev nitrat (Mg (NOs), - 6 H,0) p.a.

Postopek

V porcelanskem lon¢ku, ki drzi 50 ml (50 x 55) stehtamo priblizno 10 do 30 g dobro
premesanega vzorca (odvisno od pri¢akovanega Ni) in posusimo v suSilnici pri 105 °C. Nato
dodamo 0,2 do 0,3 g Mg(NO3), in previdno segrevamo na majhnem ognju. Ko se vzorec
segreje do temperature plameniséa, se plini vhamejo. Med gorenjem loncek pocasi segrevamo
tako, da olje nenehno gori s sajastim plamenom visokim 3 do 5 cm. Zgorevanje traja 2,5 do
3 ure. Ostanek zarimo dalje v elektri¢ni peci na 500 °C do konstantne teze.



Pridobivanje pepelne raztopine

Reagenti
1. 50 %-na dusikova kislina p.a;
2. koncentrirana raztopina amoniaka p.a;
3. 1 %-na raztopina amoniaka p.a.

Postopek

Ohlajenemu pepelu dodamo 1 do 2 ml 50 %-ne duSikove kisline in pocasi segrevamo na
gorilniku. Dekantiramo v ¢aso, ki drzi 100 ml. Izpiranje ponovimo nekajkrat z 1 do 2 ml
50 %-ne dusikove kisline, da se nikelj popolnoma raztopi. Pepelno raztopino nevtraliziramo s
koncentrirano raztopino NH4OH z indikatorskim papirjem.

Nevtralno ali slabo bazi¢no raztopino prefiltriramo (filtrirni papir Schleicher & Schiill ali
filtrirni papir, izpran s kislino) v merilno buco, ki drzi 50 ml, filtrirni papir operemo z
1 %-nim amoniakom, filtrat pa dopolnimo do oznacbe z bidestilirano vodo.

Dolodanje niklja v vzorcu

Reagenti
1. 10 %-na limonska kislina p.a. (hranimo jo na ledu);
2. Nasic¢ena bromova voda p.a., vsakokrat sveZe pripravljena;
3. Dimetilglikoksin p.a. 1 %-na raztopina v 95 %-nem etanolu,
4. Koncentrirana raztopina NH4OH p.a.;
8. NISO4 : 7H20 p.a.

Postopek

Po pri¢akovanem niklju vlijemo s pipeto 5 do 20 ml pepelne raztopine v merilno buco, ki drzi
50 ml in jo razred¢imo z bidestilirano vodo na priblizno 25 ml. Nato dodamo 2 ml 10 %-ne
raztopine limonske kisline in po kapljicah sveze pripravljeno, nasi¢eno bromovo vodo, ob
nenehnem stresanju, dokler se ne pokaze jasna rumena barva in dodamo nato Se 2 kapljici.
Zatem dodamo 5 ml koncentriranega amonijevega hidroksida in 2 ml etanolne raztopine
dimetilglikoksina dobro premesamo in dopolnimo z bidestilirano vodo do oznacbe. V 10 do
30 minutah fotometriramo s slepim poskusom pri 455 milimikronih v kiveti s @ 1 cm.

Priprava kalibracijske krivulje

Stehtamo natanc¢no 4,78 g NiSO, - 7H,0 p.a. in raztopimo v bidestilirani vodi. Dodamo 1 ml
H,SO,4 koncentrirane p.a. in dopolnimo do 1 litra. S pipeto vlijemo 10 ml te raztopine v
merilno buco, ki drzi 1 liter in dopolnimo do oznacbe z bidestilirano vodo. Kalibracijsko
krivuljo pripravimo tako, da standardno raztopino razredéimo do raznih koncentracij niklja v
mejah od 20 do 180 mikrogramov.

Raztopine za fotometriranje pripravimo v merilnih bucah, ki drze 50 ml. V buco vlijemo s
pipeto doloc¢eno koli¢ino standardne raztopine in razred¢imo z bidestilirano vodo na priblizno
25 ml. Dalje postopamo tako, kot je opisano pri preiskovanju vzorca.

Rezultate merjenja ekstinkcije standardne raztopine vnesemo v tabelo ali diagram.

Z uporabo tehnike najmanjSih kvadratov lahko izracunamo enacbo linearne regresije na
ustaljen nacin.

Koli¢ino niklja v preiskovanem vzorcu dolo¢imo s pomocjo kalibracijskega diagrama ali
tabele za standard, upostevajo¢ vrednost slepega poskusa kot tudi vsa razred¢enja, ki smo jih
opravili v preiskovanem poskusu.

V navadi je, da se rezultat izkaze kot koli¢ina Ni v mikrogramih na gram vzorca.



1.2.14 Dolocanje taliS§¢a masti - metoda v zaprti kapilari

Talis¢e masti dolo¢amo v kapilarnih cevkah s tankimi stenami, s premerom 1 mm, dolgimi pa
10 cm. Na enem koncu polnimo zaprto kapilarno cev tako, da odprti konec nekajkrat
pritisnemo v dobro premesan vzorec masti, stebricek masti, ki je v cevki, pa s tanko izvleCeno
palcko, ki lahko gre v kapilarno cevko, potlac¢imo. Vzorec lahko pripravimo tudi tako, da oba
konca odprte in segrete kapilarne cevke potopimo v raztopljeno mast, vzamemo potrebno
koli¢ino masti in nato en konec kapilare zamagimo. Ce preizkus pripravljamo na tak$en nacin
mora biti kapilarna cevka z mastjo preden zacnemo dolocati taliS¢e, na hladnem prostoru
(najbolje na ledu) 15 do 24 ur.
Stebricek masti v kapilarni cevki mora biti visok 10 do 20 mm, odvisno od velikosti
Zivosrebrnega rezervoarja v toplomeru.
Kapilaro pritrdimo na toplomer z gumijastim prstanom, tako da je stebri¢ek masti v viSini
Zivosrebrnega rezervoarja. Toplomer s kapilaro zamasimo, damo v prazno SirSo epruveto, ki
je s S¢ipalko pritrjena na stojalo. Epruveta mora biti potopljena v SirSo ¢aSo z vodo. Vodo
pocasi ob stalnem meSanju (meSalka je iz Zice) segrevamo, da se temperatura poveca v eni
minuti najve¢ za 1 °C. Za talis¢e Stejemo temperaturo na kateri postane stebriCek masti
popolnoma prozoren in bister. Za merjenje moramo uporabiti natancen toplomer, ki je
razdeljen na 0,2 °C.
Ce za dolocanje talii¢a ne uporabljamo skrajsanih toplomerov moramo, da bi bile meritve
natancne, upostevati popravek za zivosrebrni stebricek, ki je izven tekocine, po naslednji
formuli:
T=t+n(t—1t)-0,000154

kjer je:

T - popravek talisca,

t - odcCitano taliScCe,

n - dolzina zivosrebrnega stebricka, ki je izven tekoc¢ine v temperaturnih stopinjah,

t; - srednja temperatura zraka, ki jo izmerimo z drugim toplomerom tako, da ga drzimo pri

sredini zivosrebrnega stebricka, ki je izven tekocine.

1.2.15 Dolocanje antioksidantov (galati in NDGA)

Pribor
1. Liji za odvajanje, 125 ml;
2. Graduirani valji, 50 ml;
3. Merilne buce, 25 ml;
4. Pipete, 1,2 in 5 ml.

Reagenti
1. Petrol-eter (vrelis¢e od 40 do 60 °C), bromovo §tevilo pod 1;
2. Cisti metanol, brez aldehidov;
3. Izo-amil alkohol;
4. Ferosulfat;
5. Natrijev-kalijev-tartrat;
6. 1 %-na vodna raztopina fero sulfata in 0,5 % tartrata;
7. Natrijev acetat, 1 %-na vodna raztopina.



Postopek

V 50 ml petrol-etra raztopimo 10 g masti ali olja, nato ekstrahiramo z 20 ml, nato pa Se s 4 ml
metanola. Spojene ekstrakte zmesamo v liju za odvajanje, dodamo 1 ml vode in metanolno
raztopino vlijemo v merilno buco, ki drzi 25 ml.

V lij za odvajanje dodamo na 5 ml ekstrakta 0,5 ml raztopine ferosulfat-tartrata in 20 ml
raztopine natrijevega acetata. Zmes pretresemo in po 10 minutah dodamo 10 ml zmesi
izoamilalkohol : petrol-eter (1:1). Po dekantaciji se spodnja plast lo¢i in ekstrahira z novo
koli¢ino zmesi izo-amil-alkohol : petrol-etra. 1z spojenih ekstraktov odstranimo vodo in nato
prelijemo v buco, ki drzi 25 ml. Da dobimo bistro raztopino, dodamo 2 ml metanola in
dopolnimo z izo-amil-alkoholom.

Opti¢no gostoto te raztopine merimo pri 550 milimikronih glede na izo-amil-alkohol, to je E.
Slepi poskus opravimo brez dodatka raztopine ferosulfat-tartrata, to je E,.

Za kalibriranje je potrebna raztopina Cistega galata znane koncentracije (5 mg v 100 ml
metanola). Vzamemo 5 ml te raztopine in jo obdelamo tako, kot je poprej opisano: to je
opti¢na gostota Et.

Vsebino galata dobimo po formuli:

E-E, Pt-5

E, 10-p

vsebina galata (mg %) = ,
kjer je:

p = teza vzorca (masti) v gramih,

Pt = teza Cistega galata v 5 ml metanolne raztopine, v gramih.

Natan¢nost
Priblizno 5 % relativne vrednosti.

Pripomba  Askorbinska, limonska in fosforna kislina prepretujejo dolocanje. Ce je
prisoten kaksSen nizji galat (etil ali propil), ga lahko ekstrahiramo z vodo in dolo¢amo direktno
v vodni raztopini, dodamo reagent (0,5 ml) in do 25 ml dopolnimo z raztopino natrijevega
acetata. Nato izmerimo opti¢no gostoto pri 530 milimikronih.

A. Metode z 2,6 diklorkinonklorimidom

Ta metoda modro obarva BHA (max. pri 610 - 620 milimikronih) in rde¢e obarva NDGA
(max, pri 430 milimikronih) in PG (pri 435 milimikronih). Metodo v glavnem uporabljamo za
dolo¢anje BHA.

Pribor
1. Liji za odvajanje, 250 ml;
2. Graduirani valji, 100 ml;
3. Merilne buce z brusenim zamaskom, 10, 125 in 200 ml;
4. Pipete 1, 2 in 5 ml;
5. Whatman papir §t. 54.

Reagenti
1. 2,6 diklorkinonklorimid, 0,01 %-na raztopina v sveze destiliranem absolutnem etanolu;
2. Puferska raztopina: 2 %-na raztopina natrijevega borata (Na,B40; . 10H,0);
3. Zmes iz enega prostorninskega dela petrol-etra, z vrelis¢em od 30 do 60 °C in trije
prostorninski deli petrol-etra z vreliS¢em od 10 do 100 °C, izperemo z 1/10 prostornine
zveplene kisline z vodo in nato z 1 %-no raztopino kalijevega hidroksida ter kon¢no
predestiliramo;



4. 72 %-ni etanol, ki ga dobimo iz absolutnega, sveze destiliranega etanola s kalijevim
permanganatom (0,1 %-nim) in kalijevim hidroksidom (0,2 %-nim).

Postopek

Priblizno 1 g masti raztopimo v 50 ml petrol-etra, pripravljenega tako, kot je opisano zgoraj, v
liju za odvajanje. To meSamo 3 minute s 25 ml 72 %-nega etanola, kar ponovimo trikrat; nato
opravimo cetrto ekstrakcijo s 50 ml etanola ob eno-minutnem mesanju. Vse ekstrakte spojimo
in dopolnimo do 125 ali 200 ml ter filtriramo skozi Whatman papir $t. 54.

S pipeto nakapljamo 1 do 6 ml ekstrakta, glede na predvideno koli¢ino v merilno buco, ki drzi
10 ml, dodamo 2 ml reagenta, premeSamo, nato pa dodamo 2 ml puferske raztopine.
Pripravimo slepi poskus, ki vsebuje 6 ml 72 %-nega etanola in reagenta.

Po 15 minutah izmerimo absorbcijo pri 620 milimikronih, glede na slepi poskus.

Koli¢ino BHA izracunamo s primerjanjem s kalibracijsko krivuljo, ki je izdelana z enakim
antioksidantom ali isto zmesjo izomer (3-BHA da absorbcijo petkrat mo¢nejSo od 2-BHA).
Beerov zakon lahko uporabimo v mejah od 10 do 50 mikrogramov.

Natan¢nost
1 do 2 % relativne vrednosti.

1.2.16 Dokazovanje antioksidantov BHA, BHT, DG, OG, PG

A. Ekstrakcija antioksiadantov iz olja

To ekstrakcijo opravimo v Erlenmeyerjevi bucki, ki drzi 300 ml z bruSenim zamaskom, v
elektricnem mesalniku.

Olju, ki vsebuje antioksidante, dodamo 100 ml 96 %-nega etanola in stresamo 1 uro. Nato
vsebino Erlenmeyerjeve buce prelijemo v lij za odvajanje in potem ko plasti odstopijo,
alkoholni ekstrakt skozi majhen lij in s topilom ovlazen filtrirni papir filtriramo v merilno
buco, ki drzi 100 ml. Dobljeni ekstrakt ozna¢imo kot ekstrakt A.

Ekstrakcijo ponovimo z drugih 100 ml cistega topila na enak nacin. Dobljeni ekstrakt
oznacimo kot: ekstrakt B.

V prvem ekstraktu (A) ekstrahiramo galate, BHA v prvem (A) in drugem (B) dokler ne
moremo BHT na ta nacin popolnoma ekstrahirati iz olja.

BHT lahko popolnoma ekstrahiramo iz olja z ekstrakcijo s pomoc¢jo pregrete vodne pare
(250 °C).

B. Izlocanje antioksidantov

Aparatura in reagenti

. Steklene plos¢e debele 3 mm, s plos¢ino 20 x 20 cm;
. Kromatografske kadi;

. Steklene brizgalke;

. Elektri¢ni mesalnik;

. Steklena aparatura za destilacijo topil;

. Mikropipete za kromatografijo (10 ml);

. Graduirani valji z bru§enim zamaskom, 10 ml;

. Ravne plasti¢ne Zlice in plasti¢na folija;

. Stahlov silikagel G;

10. Precisceni etanol p.a. 96 % (preciscevanje opravimo z destilacijo v stekleni aparaturi, z
dodatkom 1 g KOH in 0,5 g KMnOy4 s 500 ml etanola);
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11. 72 %-ni etanol p.a.;

12. 95 %-ni metanol p.a.;

13. 75 %-ni metanol p.a.;

14. Petrol-cter;

15. Parafinsko olje;

16. 2,6 diklorkinonklorimid (DCQC), 0,5 %-na raztopina v etanolu.

Postopek
IzloCanje fenolnih antioksidantov na tanki plasti je sestavljeno iz naslednjih operacij:

1) Priprava tanke plasti

Pred uporabo moramo plos¢o dobro oprati najprej v detergentu, nato v navadni vodi,
destilirani vodi in kon¢no izprati z etanolom.

Adsorbens pripravimo za uporabo tako, da je razmerje med silikagelom G, t. j. adsorbensom
invodo 1 :2,5.

Stehtamo 20 g silikagela, postopoma dodamo 50 ml vode in mo¢no stresamo nekaj minut. Ko
dodamo vso vodo, meSamo zmes 1 uro v mesalniku.

Tako pripravljen adsorbens za pripravo tanke plasti mora pred uporabo stati najmanj 24 ur.
Tanka plast je pripravljena z nanasanjem adsorbensa na stekleno plosco, v debelini 0,3 mm.
Tako pripravljeno plos¢o susimo na zraku 15 minut in nato 20 minut v suSilnici pri
temperaturi 110 °C.

Po hlajenju plos¢e impregniramo z zmesjo parafinskega olja in petrol-etra (1 : 9) v
kromatografskih kadeh. Impregniramo 3/4 plosc¢e tj. 15 cm od roba plosce.

2) Kromatografija na tanki plasti

Kromatografske kadi napolnimo s 95 %-nim metanolom in pokrijemo s steklenimi plos¢ami,
da bi bil zrak v kadi nasi¢en s topilom.

V kadi mora biti toliko topila, da je plos¢a za kromatografijo potopljena do 0,5 cm.

Raztopino antioksidantov nanaSamo na plosc¢o z mikropipeto, ki ima top vrh, da se ne bi
poskodovala plast silikagela. Nanasati zacnemo 3 cm od spodnjega roba plas¢e. Na plosco
nanesemo nekaj pik, ki so oddaljene med seboj 2 do 3 cm. Kadar gre za dvodimenzionalno
kromatografijo, zmes antioksidantov nanesemo v eni piki in kromatografiramo v dveh
smereh.

Plos¢o z nanesenimi antioksidanti damo v kad zaradi razvijanja, ki traja nekaj ur t, j. dokler
razkrojilo ne doseZe viSino 15 cm od roba plosce.

Plosce vzamemo iz kadi in jih nato su§imo na zraku.

3) Razvijanje s kromatografom

Suhe plosce poSkropimo z ustreznim razvijalcem. Galati niso razviti na plos¢i s Skropljenjem
z razvijalom, ker so Ze sami obarvani, kar omogoca njihovo locitev.

BHA in BHT poskropimo z DCQC-jem. Antioksidant BHA da modro barvo, ki se takoj
pokaze in mora takoj odstraniti ker se hitro Siri in ¢e dalj ¢asa stoji, spremeni v temnejSo
barvo. Antioksiciant BHT se pokaZe kot rumen madeZ s temnim robom Sele 10 minut po
Skropljenju. Madezi BHT so obstojni dalj ¢asa.

Zmes antioksidantov kromatografiramo v dveh smereh: prvi dan se vrsi kromatografija v eni
smeri in kromatogram nato susi, drugi dan pa v drugi smeri.

Tako dosezemo fiksiranje galatov, BHA in BHT pa sta $la v drugo smer, kar omogoc¢a njuno
izloCanje iz galatov.
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Slika 2. Kromatogram zmesi antioksidantov v etanolu /-BHA, 2-BHT, 3-DG, 4-0OG, 5-PG

1.2.17 Razlikovanje rastlinskih in Zivalskih mas¢ob - Bomerjeva in Fitcsterolova
acetatna metoda

Reagenti:
1. 1 %-na raztopina digitonina v etanolu;
2. 200 g kalijevega hidroksida raztopimo v 70 %-nem etanolu in dopolnimo do 1 litra;
3. 25 %-na solna kislina;
4. Kloroform;
5. Anhidrid ocetne kisline;
6. 50 %-ni etanol;
7. Absolutni etanol.

Postopek

1) IzloCanje sterina z digitoninom

V pokriti ¢asi ali buci, ki drzi 500 ml, saponificiramo 50 g masti ali olja s 100 ml etanolnega
kalijevega hidroksida. Saponificiramo v kipeci vodni kopeli s pogostim meSanjem v teku
30 minut. Po koncani saponifikaciji, kar spoznamo po tem, da na povrSini ne plavajo mastne
kapljice, razred€¢imo raztopino z enako prostornino vroce vode. Nato dodamo 50 ml 25 %-ne
solne kisline, da sprostimo iz mila masc¢obne kisline. Segrevanje nadaljujemo dokler se
mascobne kisline ne zberejo na povrsini, v obliki oljne plasti. Nato Se vroce filtriramo skozi
lij za vroco filtracijo in skozi gost in gladek filtrirni papir. Da bi preprecili prehajanje motne
tekocine, nalijemo najprej do polovice filtra vroc¢o vodo, ko pa ta odtece, dolijemo tekocino z
mascobnimi kislinami. Ko je vodna plast odtekla, prebodemo filter s stekleno palcko,
mascobne raztopljene kisline pa filtriramo skozi drugi suhi filter, spet v lij za segrevanje in
¢aSah, ki drze 200 ml. Prefiltrirane mascobne kisline morajo biti bistre. Nato jih segrejemo pri
70 °C ter pri tem ob mesSanju s pal¢ko dodamo v tankem curku 25 ml 1 %-ne etanolne
raztopine digitonina. Temperatura zmesi v vodni kopeli je ves ¢as 70 °C; zmes od ¢asa do
asa preme$amo. Takoj ali po doloenem &asu se digitonin-steridi sesedejo. Ce se v 1 uri e
niso sesedli Stejemo, da je bil poskus na fitosterin negativen oziroma da rastlinsko olje ni
prisotno. Ce je nastala usedlina, dodamo po 1 uri $e vedno topli zmesi 20 ml kloroforma in
takoj filtriramo skozi mali in predhodno segreti Biichnerjev lij z gostim filtrirnim papirjem ali
skozi lon¢ek s porozno plos¢ico (ki je pred tem segret). Sesedek takrat izperemo s 5 do 10 ml
toplega kloroforma in nato nekajkrat z etrom. Filter z usedlino sus§imo 10 minut na 100 °C in
ponovno izperemo z etrom, da popolnoma odstranimo Se eventualne ostanke mascobnih
kislin. Nato ponovno susimo na 100 °C.




2) Dokazovanje fitosterina

Digitonin-steridi so na filtru v obliki kot papir tanke plasti. Posnamemo jih s filtra, prenesemo
v epruveto, v katero smo dali glede na njihovo koli¢ino 3 do 5 ml anhidrida ocetne kisline. V
epruveto damo cev za hlajenje in segrevamo, da raztopina vre 10 minut. Nato dodamo Se v
vroco raztopino Stirikratno koli¢ino 50 %-nega etanola in hladimo tako da damo epruveto v
hladno vodo. Po 15 minutah filtriramo sterinacetat skozi mali filter in nekajkrat izperemo s
50 %-nim etanolom. Izprano usedlino na filtru raztopimo v majhni koli¢ini etra, ki jo
prefiltriramo v majhno stekleno skledico kjer izhlapi in postane suha. Suhi ostanek raztopimo
v 1 ml vrocega absolutnega etanola. Ko se shladi, prefiltriramo sesedene kristale z
vsesavanjem skozi mali filter, po moznosti s platinastim stozcem, ki ima na vrhu veliko
Stevilo majhnih luknjic. Filtriramo lahko tudi skozi mali (mikro) filtrirni loncek. Sesedene
kristale prekristaliziramo na enak nacin Se dva ali trikrat. Po tretji kristalizaciji damo kristalno
kaSo na kroznik iz neglaziranega porcelana, pritisnemo s filtrirnim papirjem, da se posusi in
vsakokrat dolo¢imo tali§¢e na ustaljen na¢in. Ce se kristali (fitosterin-acetat) pri 116 °C
(korig.) Se ne topijo, lahko ratunamo, da so bile v preiskovani masti rastlinske mascobe, ¢e pa
se topijo pri 117 °C (korig.) ali visji temperaturi, je dodatek rastlinskih mascob dokazan ker se
sterini Zivalskih mas¢ob topijo pod oznaceno temperaturo.

Kristalizacijo fitosterinov opravimo lazje takole:

Posuseni fitosterin acetat raztopimo v ¢im manjsi koli€ini vro¢ega absolutnega etanola. Nato
dodamo 2 kapljici vode, ¢e pa se raztopina skali, jo segrejemo, da bi se zbistrila. Nato ob
stalnem meSanju s stekleno palcko snov kristalizira. Kristali se zbirajo na majhnem gladkem
filtru, nato jih dvakrat izperemo z hladnim absolutnim etanolom, susimo 30 minut na 100 °C
in nato dolo¢imo tali¢e. Ce je bilo prvo talii¢e pod 117 °C, se kristali ponovno kristalizirajo
iz absolutnega etanola in spet dolo¢imo talisce.

Zivalske mas&obe vsebujejo 0,1 do 0,5, ribja olja do 2 % holesterola medtem ko rastlinske
mascobe vsebujejo 0,1 do 1,2 % fitosterina.

Pripomba  Holesterol-acetat se topi pri 114,3 °C (korig.) taliS¢e fitosterinacetata pa je
najmanj za 10 °C vi§je, npr. acetat stigmasterina se topi pri 141 °C, sterin-acetat iz kokosove
masti pri 129 °C, iz lanenega olja pa pri 129,8 °C. Ce je zadnja frakcija kristala pri 116 °C
popolnoma bistro raztopljena, gre za cisti holesterol. To pomeni, da je preiskovana mast
zivalskega izvora, brez primesi rastlinskih mas¢ob.

Ce je med dolodanjem talii¢a stebriek Zivega srebra v toplomeru izven tekodine za
segrevanje, je treba opraviti popravek temperature tako, kot je opisano pri dolo¢anju talis¢a
masti.

Uporabljeni digitonin moramo pred prvo uporabo kontrolirati tako da napravimo poskus s
50 g zivalske mascobe, ki ji dodamo 2 g rastlinskega olja. S tem poskusom moramo dobiti
sterinacetate s taliS¢em nad 116 °C.



