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Analiza zZivil

PREDGOVOR

Pred vami je gradivo Analiza zivil, namenjeno kot Studijsko gradivo 1. letnika pri predmetu
Zivilska kemija z analizo Zivil in 2. letnika za izbirni modul Analiza Zivil. Posamezna
podpoglavja so primerna tudi kot dopolnilno Studijsko gradivo pri predmetu Sestava in
kakovost Zivil s tehnologijami v zivilstvu. Z izdanim gradivom zelim, da Studentje spoznate
teoreticna znanja, ki vam bodo omogocala spoznati, razumeti in izvesti razli¢ne laboratorijske
tehnike kemijske in instrumentalne analize. Pricakujem, da boste pridobili ustrezna znanja, da
se boste kot diplomanti vi§je strokovne Sole lahko vkljucevali k zagotavljanju kakovosti zivil
in varne prehrane.

Gradivo je razdeljeno na §tiri osnovna poglavja:

V prvem delu (poglavji ena in dva) so teoreti¢no obdelane osnove klasi¢nih analiznih metod.
Gravimetricne in volumetri¢ne analizne metode, kljub silovitemu razvoju instrumentalnih
metod in laboratorijski avtomatizaciji, ostajajo v laboratorijih v svoji prvotni obliki ali pa so
posodobljene z vecjo obcutljivostjo. Klasi¢ne analizne metode pogosto sluzijo za umerjanje
sodobnih instrumentalnih metod.

Instrumentalne analizne metode so opisane v tretjem poglavju. Poleg kemijskih principov pri
instrumentalnih metodah izkoris§¢amo Se spremembe fizikalnih lastnosti dolocenega
merjenega sistema. Tako se od uporabnikov instrumentalnih metod, razen osnovnega znanja
iz kemije, zahteva $e znanje iz fizike, z vedno vecjo avtomatizacijo, pa tudi poznavanje osnov
elektronike in racunalnistva. V gradivu so podane osnove instrumentalnih analiznih metod, ki
se najpogosteje uporabljajo v analizi zivil.

V zadnjem delu gradiva (poglavje Stiri) so opisane analizne metode za posamezne sestavine
zivila. Kemijsko je zivilo zmes organskih in anorganskih sestavin. Pri Zivilu govorimo o
hranilni sestavi, ki je veCinoma zmes razli¢nih hranilnih sestavin. Iz koliCine, vrste in
razmerja posameznih hranilnih sestavin pa lahko sklepamo na biolosko in energijsko vrednost
zivila. Zraven hranilnih snovi so v Zivilu Se Stevilne druge sestavine bodisi naravno prisotne
ali dodane med pridelavo ali med tehnoloSkim postopkom. Z natanc¢no analizo zivil Zelimo
zagotoviti ustreznost zivila v smislu varovanja potrosnika, zagotavljanja kakovosti zivil kot
tudi za kontrolo procesa proizvodnje s ¢im manjSim izmetom.

Vprasanja na koncu poglavja naj vam sluzijo kot pomoc¢, da izluscite bistvo; dodatna
navedena literatura pa, da z njeno pomocjo poglobite znanja, kjer je vas interes po znanju

vedji, kot vam ga lahko ponudi visjesolsko gradivo.

Zelim vam uspesen Studij!

Alenka Hmelak Gorenjak






Analiza zZivil

1 GRAVIMETRICNA ANALIZA

Gravimetri¢na analiza je ena izmed najbolj to¢nih in natan¢nih metod makro kvantitativne
analize. Osnova metode je, da analit izlo¢imo iz vzorca in ga stehtamo. V analizi Zivil pogosto
uporabljamo gravimetricne metode (doloc¢anje vode — indirektno s suSenjem, mineralnih snovi
— s sezigom, mascob — z ekstrakcijo z organskim topilom ...).

V analizni kemiji je med gravimetricnimi metodami gotovo najpomembnejSa gravimetri¢na
obarjalna metoda. Pri tej metodi analit selektivno izlo¢imo v obliki netopne oborine in ga po
suSenju oz. zarenju tehtamo.

1.1 POTEK GRAVIMETRICNE ANALIZE

Za izvedbo kvantitativne obarjalne gravimetricne metode niso primerne vse kemijske reakcije,
pri katerih nastanejo teZzko topne oborine. Izpolnjeni morajo biti naslednji pogoji:

- kvantitativna in selektivna reakcija obarjanja,

- netopnost oborine v reakcijski zmesi in raztopini za izpiranje,

- oborina je konstantne, tocno definirane sestave in

- oneciS¢enje oborine z drugimi ioni mora biti ¢im manjSe oz. poznano.

Tocnost metode je v veliki meri odvisna od pravilnega postopka obarjanja in ravnanja z
oborino.

Gravimetri¢na analiza poteka v naslednjih korakih:

Priprava raztopine
Obarjanje

Rast kristalov
Filtracija

Izpiranje oborine
Susenje ali (in) Zarenje
Tehtanje

[zraCun

XN R =

1. Priprava raztopine
Pri pripravi raztopine upoStevamo pogoje, ki morajo biti izpolnjeni za kvantitativno analizo.
Raztopina mora biti ustrezno razred¢ena, da se zmanjSa pojav soobarjanja. V nekaterih
primerih uravnavamo tudi pH raztopine, saj se lahko topnost oborine v raztopinah z vecjo
koncentracijo vodikovih ali hidroksidnih ionov pove¢a zaradi reakcije kationa ali aniona z H"
in OH’ ioni iz raztopine.

2. Obarjanje
Potek obarjanja mora biti takSen, da se tvorijo ¢im vecji kristali, ki se hitro filtrirajo in dobro
izpirajo. Reagent za obarjanje zato dodajamo pocasi in reakcijsko zmes meSamo tako, da se
reagent enakomerno porazdeli po raztopini, nastane le malo jeder in se oborina izlo¢i v obliki
vecjih kristal¢kov. Na velikost delcev oborine vplivata Se temperatura raztopine in hitrost



mesanja.

3. Rast kristalov
Po zacetni fazi obarjanja sledi faza rasti kristalov. Iz majhnih kristalov zrastejo veliki kristali.
Pri nepravilnem obarjanju pa imamo v raztopini veliko manjsih kristalov (velikosti od 1 do
100 pm), ki jih zelo tezko lo¢imo z obicajnimi filternimi sredstvi iz oborine.

4. Filtracija
Poteka hitro in enostavno, ¢e je oborina izlo¢ena v obliki velikih kristalov.

5. Soobarjanje in izpiranje oborine
Proces nastajanja oborine spremljajo pojavi soobarjanja, ki povzro¢ajo oneciscenje oborine z
drugimi ioni iz raztopine. Vzrok za soobarjanje je lahko adsorpcija topnih primesi na oborino
ali okluzija — vkljucevanje drugih ionov v oborino. Adsorpcijo prepre¢imo z izpiranjem
oborine, obicajno z destilirano vodo. Okluzijo pa prepre¢imo z obarjanjem iz razredCenih
raztopin.

6. SuSenje in Zarenje oborine
Ce se pri reakciji izlo¢i oborina znane in stehiometri¢ne sestave, jo po filtraciji samo osu§imo
in stehtamo. Ce pa sestava ni znana ali obstojna (veZe vlago ali ogljikov dioksid iz ozra¢ja), jo
po susSenju Se prezarimo.

1.2 GRAVIMETRICNI IZRACUN

Pri gravimetricnem izraCunu moramo uposStevati, da analit ni identiCen tehtani oborini.
IzraCunati moramo maso iskanega analita iz mase oborine. Pri tem si pomagamo z
gravimetri¢nim faktorjem, ki predstavlja razmerje med molsko maso analita in molsko
maso oborine, pri katerem izena¢imo Stevilo molov analita in oborine:

e M analita (g/mol) a
" M oborine (g/mol) b

Primer:

Ce dolo¢amo Cl, v vzorcu in ga oborimo kot AgCl, je teza Cl,, ki jo dobimo iz 1 g AgCl,
enaka:

gCl, = mAgCl . (MCl/MAgCl) . (%)

M(Cl,) (g/mol) 1
M (AgCl) (g/mol) 2

gCl, =m AgCl-

= mAgCl . f




g Cl,
=1 Cl-0.2473¢g -
gAg g o AgCl

Pogosto nas pri gravimetri¢ni analizi zanima odstotek analita v zatehtanem vzorcu:

Analiza zZivil

) m analita
% analita=——-100%
m vzorca

Maso analita dobimo iz mase zatehtane oborine in gravimetri¢nega faktorja:

m analita=m oborine - f 1z tega sledi, da je

) m oborine - f
% analita=— - 100%
m vzorca

Primer:

Zatehtamo 1.52 g vzorca in v njem dolo¢amo % Mn in Mn,Os. Masa tehtane oborine Mn3;O4

je 0.126 g.

M(Mn,0,) 3

% Mn,O; =0.126 g- 100%
M(Mn,0,)-152¢ 1

—0.126 g —219 3 100%=8.58 %

2288-152¢g 1
% Mn =0.126 g-— M3 4000,
M(Mn,0,)152¢ 1

—0.126g—4% 3 100% =597 %

2288-152¢ 1




Slika 1: Tehnika prenasanja oborine na filter papir
Vir: Gary, 1994, 666

Slika 2: Analizna tehtnica

Vir: http://en.wikipedia.org/wiki/Gravimetric_analysis (2. 6. 2009)
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1.4 POVZETEK IN VPRASANJA ZA SAMOEVALVACIJO ZNANJA

Osnova gravimetricne metode je, da analit, ki ga dolo¢amo, izlo€imo iz vzorca (raztopine) in
ga stehtamo. Princip gravimetriCne obarjalne metode je obarjanje analita s pomocjo
obarjalnega reagenta in tehtanje izloCene oborine. Metoda poteka v veC korakih. Masa
tehtane oborine ni identi¢na masi analita. Maso analita dobimo s pomoc¢jo gravimetricnega
izrauna.

- Navedite pogoje, ki morajo biti izpolnjeni za izvedbo gravimetri¢ne obarjalne metode.

- Nastejte faze dela gravimetri¢ne obarjalne metode.

- Navedite moZne napake metod in kako jih prepre¢imo.

- IzraCunajte maso analita, ¢e smo dolocali zelezo s pomocjo gravimetricne obarjalne
metode in stehtali oborino Fe,Os, ki je znaSala 0,5452g. Koliko % Fe se nahaja v
vzorcu, ¢e smo ga za analizo zatehtali 3,4125 g?

- Radunske primere kemijskega racunanja (gravimetri¢na analiza) poi$éite v naslednji
literaturi:

- Sodja Bozi¢, J. Kemijsko racunanje: ucbenik. Ljubljana: Drzavna zalozba Slovenije,
1990.

- Sodja Bozi¢, J. Kemijsko racunanje: zbirka nalog. Ljubljana: Drzavna zalozba
Slovenije, 1991.



2 VOLUMETRIJA

Osnovni postopek pri volumetri¢ni analizi imenujemo titracija. Titracija je nepogresljiva
metoda tudi pri analizi Zivil. V Zivilih pogostokrat dolo€amo s titracijo vsebnost kislin,
kislinsko stopnjo, kvar mascob, vsebnost vitamina C, trdoto vode ...

Spada med najbolj pogosto uporabljene analiticne metode, predvsem zaradi hitrosti in
enostavnosti analiticnega postopka. Danes se v laboratorijih z velikim Stevilom analiz
uporablja avtomatska titracija. Titracija je avtomatizirana pri doloCanju konca titracije
(ekvivalentne tocke), ki se lahko dolo¢a na razli¢ne nacine (tudi s pH-metrom). Kadar se
dopolnjuje z obcutljivimi instrumentalnimi tehnikami, je primerna tudi za dolo¢anje nizjih
koli¢in vsebnosti analitov v vzorcu.

2.1 OSNOVNI PRINCIP TITRACIJE

Med titracijo poteka kemijska reakcija med naSim vzorcem (analitom) in raztopino, katere
koncentracija ja znana — imenujemo jo standardna raztopina, pogosto tudi titrant.
Standardno raztopino obicajno nalijemo v bireto. Poznati moramo stehiometricno razmerje
(kemijsko reakcijo) med analitom in titrantom in po koncani titraciji (imamo znan volumen
titranta in analita) lahko izraCunamo koncentracijo nasega analita.

2.1.1 Pogoji za izvedbo titracije

1. Reakcija med analitom in titrantom mora biti definirana in poznana.
2. Reakcija mora biti hitra. Vecina ionskih reakcij poteka zelo hitro.
3. Ne smejo potekati stranske reakcije.

4. Konec reakcije mora biti jasno zaznaven (s pomocjo indikatorja, spremembo barve
standardne raztopine, merjenjem pH-vrednosti ...)

5. Ekvivalentna tocka je takrat, ko v reakciji dodamo ekvivalentno (stehiometri¢no)
koli¢ino titranta — to je obenem konec kemijske reakcije. Kon¢na to€ka titracije pa je
takrat, ko detektiramo konec titracije. Konc¢na tocka titracije se mora ujemati z

ekvivalentno tocko titracije.

6. Reakcija mora potekati kvantitativno.
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2.1.2 Standardna raztopina

Standardne raztopine pripravljamo z raztapljanjem natan¢no zatehtanih izredno Cistih
substanc, ki jih imenujemo primarni standard. Kadar nimamo na razpolago Ciste substance,
pripravimo priblizno koncentracijo raztopine in jo standardiziramo v postopku titracije z
zatehtanim primarnim standardom (Primer standardizacija HC1 z Na,CO3).

1.

2.

Primarni standard mora biti 100 % ¢ist, Ceprav se dopusca od 0,01 do 0,02 % necistoc.

Primarni standard mora biti stabilen pri temperaturi susenja in neomejen ¢as na sobni
temperaturi. Pred tehtanjem ga moramo vedno posusiti.

Vedno mora biti dosegljiv.
Priporocljivo je, da ima visoko molsko maso.

Ce Zelimo primarni standard uporabiti pri titraciji, mora izpolnjevati vse zahteve, ki smo
jih navedli za titracijo.

2.1.3 Razdelitev volumetriénih metod

NEVTRALIZACIISKA TITRACIJA

Stevilne spojine tako organske kot anorganske, kisle ali baziéne lahko titriramo s
standardno raztopino moc¢ne kisline ali mo¢ne baze. Konéno tocko titracije lahko
enostavno zaznamo z ustreznim indikatorjem ali z merjenjem spremembe pH vrednosti.
Kislost in bazi¢nost mnogih organskih spojin je ojafana s titracijo v brezvodnih
raztopinah. Tako lahko dobimo bolj jasno kon¢no tocko titracije in je mozno titrirat tudi
SibkejSe kisline in baze.

OBARJALNA TITRACIJA

Pri obarjalni titraciji tvori titrant netopen produkt (oborino) z analitom. Primer je titracija
kloridnega iona s standardno raztopino srebrovega nitrata. Kon¢no tocko lahko ugotovimo
s pomocjo indikatorja ali pa z merjenjem potenciala raztopine.

KOMPLEKSOMETRICNA TITRACIJA

Pri kompleksometri¢ni titraciji uporabimo kot titrant kompleksno spojino, ki tvori z
analitom (kovinskimi ioni) v vodi topne komplekse. Titrant je pogosto kelat. Pogosto se
uporablja kot standardna raztopina etilendiamintetraocetna kislina (EDTA). Reagira z
Stevilnimi elementi, reakcijo lahko spremljamo z merjenjem pH. Kot indikatorji se
uporabljajo spojine, ki tvorijo s kovinskimi ioni obarvan kompleks.

OKSIDACIJSKO-REDUKCIISKA TITRACIJA (REDOKS TITRACIJA)

Osnova je reakcija med oksidanti, ki v reakciji sprejemajo elektrone in reducenti, ki jih
oddajajo. Titrant je reducent, kadar titriramo vzorec oksidanta in obratno oksidant, kadar
titriramo vzorec reducenta. Za jasno detektirano koncno tocko titracije je pogoj, da je
velika razlika med potencialom oksidanta in reducenta - to pomeni, da ima oksidant veliko
afiniteto po sprejemanju elektronov, reducent pa po oddajanju. Konc¢no tocko detektiramo
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z uporabo indikatorja ali elektrometri¢no.

Slika 3: Volumetrijo uvrs¢amo med klasi¢ne analizne metode
Vir: http://www.chem.bg.ac.yu/hf/katedre/analitika/index.html (2. 10. 2009)

2.2 VOLUMETRICNI IZRACUN

Osnovna dejavnost v vseh analitskih laboratorijih je kvantitativno dolocanje razli¢nih
analitov. Rezultate meritev podajamo v razli€nih koncentracijah. Meritve koncentracije
posameznih sestavin v vzorcu lahko opravimo z merjenjem volumna raztopin s to¢no
doloc¢eno koncentracijo, ki jth moramo predhodno pripraviti, izracunamo maso produkta,
izhajajoC iz mase reaktanta, ali pa iz mase produkta izracunamo koli¢ino vzorca ... Pri vseh
analitskih postopkih je torej nujno poznavanje stehiometricnega racunanja.

Mnozinska koncentracija (c)
je definirana kot mnoZina topljenca na volumsko enoto raztopine, v kateri se topljenec nahaja:

n(A) mol mmol
c(A)= —1] ali
( ) Vr [ L : [ mL :
Izrazimo koli€ine Se drugace !
n=cV; [mol = mol . L ali mmol = mmol mL]
L mL
_ _ g .
m=n.M [g = mol. —=—] ali
mol
m=c.V,.M o= "0 [ &,
L mol
n — mnozina snovi [mol]
m — masa snovi [g]
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Analiza zZivil

V:; — volumen raztopine [L]

M — molska masa [i]

mol

Masni delez (w)
- v tekocCini: je definiran kot masa topljenca v 100 g raztopine;
- v trdni zmesi: je definiran kot masa posamezne komponente v 100 g zmesi.

Masni delez analita v raztopini:

w(a):M-loo% [%] ali

mrazt.

w(a): M 100%  [%]
razt.
Masni delez analita v zmesi:

w(a):M-loo% [%]  ali

zmesi

W(a)ZM-IOO% [%]

zmesi.

Masna koncentracija (y)
Je definirana kot masa topljenca na enoto prostornine raztopine.

7 (a)= [%] ali

2.2.1 SploS$ni izracun volumetri¢ne analize

Stehiometri¢no razmerje med vzorcem (analitom) in standardno raztopino (titrantom) ni
vedno 1 : 1. Splosno lahko zapiSemo kemijsko reakcijo, ki poteka med titracijo:

aA +tT —- P

kjer je A analit, T titrant in P produkt kemijske reakcije.
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I E(molAj
ATt UmolT

nA :cT .VT E(mOZAj

t \molT

m,=n, -M,

a( molA
PTG .VTT(molTj.MA

Tako lahko po koncani titraciji izracunamo katerokoli koncentracijo
(masni delez, mnoZinsko in masno koncentracijo) analita iz podatkov o standardni
raztopini (volumen, koncentracija) in volumna analita.

Primer 1 :

0,2638 g vzorca analiziramo na vsebnost Na,COs s titracijo s HCI. Pri titraciji porabimo 38.27
mL standardne raztopine z mnozinsko koncentracijo 0.1288 mol/L. Vsebnost Na,COs3 v
vzorcu izrazimo v %.

Kemijska reakcija, ki poteka:

COs* + 2H" — H,0 + CO,

- .E(molAj
AT tUmolT

2- _
n(:032 = Nyci. /2
ncos’ = CHcl - VHa - 2

MNa2c03 = CHcl - VHC - Y2 . MNa2co3

mna2co3 = 0.1288 mol/L . 0.03827L . 2 . 105.99 g/mol = 0.2612 g

9% Na,CO5 = —Na2c03 1009

vzorca

0.2612g

% N32CO3 =
0.2638 g

99.02 %
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Analiza Zivil
2.2.2 Volumetrié¢ni izrac¢un pri standardizaciji

Pogosto pripravimo v laboratoriju raztopine s priblizno koncentracijo, ki jim potem v
postopku standardizacije dolo¢imo s pomocjo primarnih standardov to¢no koncentracijo.

m

_ p.stand.
npAstand. -

p. stand.

t

nt = np.stand ._

t

npAstand ’ g

C, =
V

t

Primer 2:

Pripravimo raztopino HCl s priblizno koncentracijo 0,1 mol/L. V postopku standardizacije ji

dolocimo tocno koncentracijo s titracijo 0,1876 g posusenega Na;CQOj3. Poraba HCI pri
titraciji je 35,86 mL.

Kemijska reakcija:

Coy + 2H" — H,O + CO,

nNaZcoS: Zn‘//l[NHZC()}
Na2co3
no, = —28708 1 5609 mmol
105.99 (g /mol)
Ryt = Pygneos "2
0,y =169 MmOL2 (30871 ot/ 1

35.86 mL

ali kombiniramo vse korake:

mNa2c03 g 01876 g 2
M 1 10599 1
Ct — Na2co3 Sledl Ct — M = 009871 mOl/L
V. 35.86 mL
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2.2.3 Volumetrié¢ni izra¢un pri povratni titraciji

Kadar kemijska reakcija med standardno raztopino in nasim analitom poteka pocasi in kon¢na
tocka ni jasna, uporabimo povratno titracijo. Pri tej tehniki dodamo naSemu vzorcu ustrezen
reagent v presezku, ki ga potem titriramo s standardno raztopino. Izvedemo Se titracijo
koli¢ine celotnega reakcijskega reagenta, tako da dobimo znano mnoZino snovi, ki smo jo
dodali nasemu vzorcu. Iz razlike celotne mnozine snovi dodanega reagenta in mnoZzine snovi
presezka reagenta dobimo mnoZzino snovi reagenta, ki je reagiral z naSim vzorcem -
reakcijskega reagenta.

Nyreakcijski reagent — Ncelotne = Dpovratne titracije
a
ma :nreakcijski reagent ’ ;'Ma

a . . . .
— - stehiometri¢no razmerje analit/reagent
r

Primer 3:

Kromov(Ill) ion reagira pocasi z EDTA, zato ga dolocamo s povratno titracijo. Zatehtamo
2.63 g vzorca, ki vsebuje Cr* ione in mu dodamo 5.00 mL EDTA s koncentracijo 0.0103
mol/L. Izvedemo povratno titracijo s standardno raztopino Zn’" s koncentracijo 0.0112 mol/l
in ga porabimo 1.32 mL. Koliksen % kromovega klorida (CrCl; ) vsebuje vzorec?

Stehiometricno razmerje med Cr’" in Zn’" ioni z EDTA je I : 1

7 celotme EDTA = CEDTA - VEDT4 = 0.0103 mol/L . 0.005 L = 0.0515 mmol
kolicina nezreagiranega EDTA je naslednja:

Nprebii = Nzn = Czn. Vzo = 0.0112 mol/L . 0.00132 L = 0.0148 mmol

mnozina snovi zreagiranega EDTA je torej:

— _ 3+
N celotne EDTA = Nprebitmi = 0.0367 mmol EDTA = nc;

vzorca

% CrCl, =(M j-lOO %

%CrCl =(”C’LMC’C’3J-IOO %

vzorca

0.0367mola . 158.4 g / mol

% CrCl, =
263 g

100 %=0.221 %
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2.3 NEVTRALIZACIJSKA TITRACIJA

Osnova nevtralizacijske titracije so kemijske reakcije med kislinami in bazami. Nas analit je
lahko moc¢na kislina, mo¢na baza, Sibka kislina ali Sibka baza. Za standardno raztopino pa
vedno uporabimo le mo¢no Kislino, ¢e titriramo baze, in mo¢no bazo, ¢e titriramo kislino. Ce
med nevtralizacijsko titracijo merimo pH vrednost in nariSemo spreminjanje pH vrednosti v
odvisnosti od dodane standardne raztopine, dobimo titracijsko krivuljo. S pomocjo
titracijskih krivulj si tudi lazje predstavljamo detekcijo koncne tocke titracije.

V analizi zivil pogostokrat uporabljamo nevtralizacijsko titracijo: pri dolo¢anju vsebnosti
skupnih kislin, kislinske stopnje, hidroliti¢cnega kvara mascob ...

2.3.1 Titracija mo¢ne Kkisline z mo¢no bazo

Obe, moc¢na kislina in mo¢na baza, (titrant in analit) popolnoma disociirata v raztopini.
Primer:

Titracija klorovodikove kisline z natrijevim hidroksidom

H" + CI' + Na" + OH" — H,O + Na' + CI

H' in OH  tvorita H,O, ostala dva iona ostaneta nespremenjena (Na' + CI) — rezultat
kemijske reakcije je nevtralizacija. Koncna tocka titracije je v nevtralnem obmocju pH- skale.
Na sliki so prikazane nevtralizacijske krivulje klorovodikove kisline z razli€nimi

koncentracijami (0.1, 0.01 in 0.001 mol/L) z raztopino natrijevega hidroksida enake
koncentracije.
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Phenolphthalein

pH — Bromthymol blue

(22}
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Slika 4: Titracija HCI (1-0.1, 2-0.01, 3-0.001 mol/L) z NaOH (1-0.1, 2-0.01, 3-0.001 mol/L)
Vir: Gary, 1994, 224

1z slike je jasno razvidno, da je krivulja simetri¢na: v zaCetku poteka polozno, v neposredni
blizini ekvivalentne tocke se strmo dvigne in nato poteka zopet poloZzno. Bolj ko je razred¢ena
raztopina, krajsi je strmi del krivulje, oz. manjsa je sprememba pH v neposredni blizini
ekvivalentne tocke. S pomocjo titracijske krivulje izberemo tudi ustrezen indikator. Za izbiro
indikatorja je odlocilen strmi del krivulje.

Titracijska krivulja moc¢ne baze 0.1 mol/L NaOH) z moc¢no kislino (0.1 mol/L HCI) poteka,

kot prikazuje slika 5 :
12 \

— Phenolphthalein

i |
H

pH =
Bromthymol blue

6 —

—

4
2 \
Py S N T T T
0 20 40 60 80 100 120 140

mL 0.1M HCI

Slika 5: Titracija NaOH z HCI
Vir: Gary, 1994, 224
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2.3.2 Indikatorji

Indikatorji, s katerimi ugotavljamo konc¢no tocko titracije, so Sibke organske kisline ali baze,
ki spremenijo barvo v dolo¢enem delu pH skale.
Indikatorji disociirajo podobno kot druge kisline in baze v ustrezne anione in katione:

Hind + H0 — Ind + H;0"
barva 1 barva 2
Nedisociiran indikator je druga¢ne barve kot disociirana oblika. Katera oblika prevladuje, je

odvisno od koncentracije vodikovih ionov oziroma pH raztopine. Zaznamo le tiste

spremembe barve, ¢e se razmerje koncentracij obeh indikatorskih zvrsti spreminja v obmocju
od1:10do 10: 1.

pH = pkiy + log([Ind ] / [HInd])

pH = pK, + logl1/10

pK, - 1

pH = pKy + logl10/1 = pK, + 1

Do spremembe barve pride torej v obmocju pK, — 1 do pK, + 1.
Ko je koncentracija obeh oblik indikatorjev enaka, je pH = pK,.

pK, indikatorja mora biti enak pH vrednosti ekvivalentne tocke.

Obmocje pH skale, kjer se pri¢enja in koncuje vidna sprememba indikatorja, imenujemo
interval indikatorja. (glej sliko 6)
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Indikatorji

metil vijolitno

timol modro

metil oranZ

bromkrezol zeleno

metil rdede

klorfenol rdede

bromtimol modro

fenol rdele

fenolftalein

timolftalein

ey | ey | ey | ey | ey |

alizarin rumeno

Slika 6: Indikatorji nevtralizacijske titracije z intervalom indikatorja
Vir: http://www.kii2.ntf.uni-lj.si/e-kemija/file.php/1/output/Titracija/index.html (2. 10.
2009)

2.3.3 Titracije Sibke Kkisline z mo¢no bazo

Titracijske krivulje razli¢nih Sibkih kislin koncentracije 0.1 mol/L z raztopino NaOH enake
koncentracije so prikazane na sliki 7. ViSina strmega dela krivulje se spreminja v odvisnosti
od jakosti kisline. Cim manjsa je disociacijska konstanta, tem manj$a je sprememba pH
raztopine v blizini ekvivalentna tocke. Vodne raztopine kisline z disociacijskimi konstantami
reda velikosti 1.10™ mol/L in manj ne moremo ve¢ titrirati na ta nagin, ker sprememba pH ni
dovolj izrazita.

r—.
) O A O O BT
0 20 40 60 80 100 120 140
mL 0.1M NaOH
Slika 7: Titracijska krivulja 100 mL 0.1 M $§ibke kisline z razli¢nimi vrednostmi K,z 0.1 M
NaOH

Vir: Gary, 1994, 231
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Titracija Sibke kisline z moéno bazo ob indikatorju metil oranZ

& __.-/'/ s

I

—

1] 10,0 2000 o 40,0 500 mL

Volumen dodane raztopine NaOH s koncentracijo 0,1 mol/L

Slika 8: Prikaz pomena pravilno izbranega indikatorja (metiloranz ali fenolftalein?).
Vir: http://www.kii2.ntf.uni-1j.si/e-kemija/file.php/1/output/ (2. 10. 2009)

2.3.4 Titracije Sibke baze z mo¢no Kkislino

Titracijske krivulje S§ibkih baz so prikazane na sliki 9. Posamezne krivulje predstavljajo
titracijo Sibkih baz z razli¢nimi disociacijskimi konstantami - koncentracija baz in kisline je
0.1 mol/L. Cim Sibkejsa je baza, tem krajsi je strmi del krivulje.

%,

g, ‘

if”ﬁm«mrfw

¥

%M\
u

N

b !
b Ll L

4 Moo W B W W
il T3 BE MY

Slika 9: Titracijska krivulja 100 mL 0.1 M Sibke baze z razli¢nimi Ky vrednostmi z 0.1 M
HCI.
Vir: Gary, 1994, 233
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Pri titracijah Sibkih kislin z moc¢no bazo in Sibkih baz z moc¢no kislino do ekvivalentne tocke
nastane prehodna raztopina s puferskimi lastnostmi. Z mnozino dodanega reagenta se
spreminja razmerje med kislino oz. bazo in njeno soljo, ki nastaja pri reakciji. V ekvivalentni
tocki je v raztopini sol Sibke kisline (o0z. Sibke baze) z mo¢no bazo (0z. moc¢no kislino), katere
pH je v alkalnem (oz. kislem) delu pH skale. Za dolocitev pH raztopine po ekvivalentni tocki
upostevamo koncentracijo prebitnih hidroksidnih ali vodikovih ionov.

2.3.5 Titracije poliproti¢nih kislin

Poliproti¢ne kisline so kisline, ki imajo v svoji molekuli ve¢ vodikovih ionov. Baze, ki imajo
ve¢ hidroksidnih ionov, imenujemo polifunkcionalne baze. Tako poliproticne kisline kot
polifunkcionalne baze v vodni raztopini disociirajo v ve¢ stopnjah. Ce se disociacijske
konstante med sabo dovolj razlikujejo, lahko titriramo vsako stopnjo posebej. Glej sliko 10.

” I 1

OH~

10 — —

' [HA‘]>
— H = pK | —
L4 (P P&y + 10g [H,A]
H,A/HA™
2 —
HoA <[H+] =NKyq - C//2A>
o L] | | L L |
0 20 40 60 80 100 120

mL NaOH

Slika 10: Titracija diproti¢ne kisline ( HyA ) z natrijevim hidroksidom.
Vir: Gary, 1994, 236

2.3.6 Nevtralizacijska titracija v nevodnem mediju

Sibke kisline in §ibke baze, ki imajo disociacijske konstante manjse od 10, ne moremo
titrirati v vodni raztopini, ker imajo preSibko doloCene bazi¢ne oz. kisle lastnosti. Mo¢ takih
kislin in baz lahko pove¢amo z nevodnimi topili: alkoholi, etilendiaminom, brezvodno ocetno
kislino..

Topila so lahko:
- amfiproti¢na (amfoterna) — lahko reagirajo kot kisline ali kot baze,
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- aproti¢na ali inertna — ne veZejo niti ne oddajajo protonov.

2.4 OKSIDACIJSKO-REDUKCIJSKA TITRACIJA

Volumetri¢na analiza, ki ima za osnovo titracijo reducentov ali oksidantov, je zelo razsirjena.
Konc¢no tocCko titracije ugotavljamo vizualno s pomocjo indikatorjev ali z merjenjem
potenciala.
Med standardno raztopino in analitom poteka kemijska reakcija oksidacije in redukcije —
oksidacijsko-redukcijska reakcija. Kemijsko reakcijo zapiSemo obicajno v dveh delnih
reakcijah :

- oksidacija (oddajanje elektronov),
- redukcija (prejemanje elektronov).

Celotna reakcija je vsota delnih reakcij. Stevilo oddanih elektronov (reducent odda elektrone
— oksidacijsko Stevilo se mu zvisa) je enako Stevilu sprejetih elektronov (oksidant sprejme
elektrone — oksidacijsko Stevilo se mu zniza).

Primer:

Fe** je reducent — odda en elektron, oksidacijsko Stevilo se mu zvisa, Cce*’ je oksidant —
sprejme en elektron, oksidacijsko Stevilo se mu zniza:

Fe’' — Fe™ + ¢ in

Ce*" +e¢ — €

Moc¢ oksidanta ali reducenta je doloCena s standardnim elektrodnim potencialom. V
opazovani redoks reakciji bo kot oksidant deloval tisti ion, ki ima vi§ji redoks potencial.

Reducent ima vedno nizji redoks potencial.

Mocni oksidanti imajo velike pozitivne vrednosti elektrodnega potenciala (E”), reducenti pa
imajo velike vrednosti negativnih elektrodnih potencialov.

Primer: Manganatni (VII) ion je mocan oksidant z E’ je L.51 V.
Kadmij je mo&an reducent z E° je - 0.403 V.

Volumetri¢no dolocanje vitamina C spada med redoks titracije. Razmisli: katero standardno
raztopino lahko uporabimo: oksidant ali reducent!

2.4.1 Titracijska krivulja

Znanje o redoks ravnotezjih lahko uporabimo za opis titracijske krivulje redoks titracije.
Obliko titracijske krivulje lahko napovemo iz E° vrednosti delne reakcije analita in titranta.
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Med titracijo se spreminja potencial. Ob vsakem dodatku titranta se vzpostavi ravnotezje.
Reakcija vedno poteka v desno preko ravnoteznih stanj. Pri tem se spreminja potencial redoks
parov.

Pri titraciji Fe’" s Ce*" se z vsakim dodatkom Ce* vzpostavi kemijsko ravnotezje. Zaradi
vzpostavitve ravnotezja sta potenciala obeh redoks parov enaka in sta enaka potencialu
sistema.

Konc¢na tocka je doloCena z razliko E° vrednosti analita in titranta. Ta razlika mora biti
minimalno 0.2 V za dolocitev jasne koncne tocCke titracije.

2120 4 _
o
B 7
1.0 f— —
0.8 t =
0.6 1 I L l It l L I | J_l LL l | 1 ] I I l
0] 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

mL Ce*”

Slika 11: Titracijska krivulja 100 mL 0.1 M Fe*" 2z 0.1 M Ce**
Vir: Gary, 1994, 355

2.4.2 Indikatorji redoks titracije

Najpogosteje se uporabljajo indikatorji, ki jih imenujemo redoks indikatorji. To so moc¢no
obarvana snovi, ki so slabi reducenti ali oksidanti. Znacilno zanje je, da je barva oksidiranega
stanja razli¢na od njene reducirane oblike.

Oxing + ne” < Rediyg

barva 1 barva 2

n — Stevilo elektronov

Potencial indikatorja (Eoind)) mora biti v blizini potenciala ekvivalentne tocke. Potrebna je
minimalno 120 mV spremembe potenciala, da se spremeni barva pri n = 1 in minimalno 60
mV zan=2.

Redoks indikatorji morajo imeti prehod iz ene oblike v drugo v ekvivalentni tocki.
Reakcija redoks indikatorjev mora biti hitra in reverzibilna.
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Zal ne obstaja mnogo dobrih redoks indikatorjev. Med pomembne;j$imi je 1,10-fenantrolin-
Fe (IT) kompleks ter difenilamin in njegovi derivati.

2.4.3 Standardne raztopine oksidantov

Najpomembnejse standardne raztopine oksidantov so:
- kalijev permanganat (KMnO,),

- kalijev dikromat (K,Cr,07),

- cerijev (IV) sulfat (Ce(SOy4),),

- kalijev bromat (KBrOs3),

- jodova (VII) kislina (HsIOg) in

- raztopina joda.

KALIJEV PERMANGANAT (KMnOy)

Je mocan oksidant. Uporablja se za titracijo Stevilnih ionov v kislem, nevtralnem in bazi¢nem
mediju. Od vrste medija je odvisna tudi oksidacijska stopnja mangana:

- kisel medij
MnO, + 8H + 5¢ < Mn*" + 4H,0 Ey=151V

V moéno kislih raztopinah sprejme mangan pet elektronov in se reducira od Mn’" do Mn*".
Titriramo 1one zeleza(Il), oksalno kislino, oksalate, vodikov peroksid ...

- Sibko Kkisel, nevtralen ali Sibko bazi¢en medij
MnOs + 4H" + 3¢ © MnO, + 2H,0 Eo=170V

Mangan sprejme tri elektrone in se reducira od Mn’* do Mn*",
V teh medijih titriramo cianidne in sulfidne ione.

- alkalni medij
MnO, + ¢ < MnO,”> Eo=0.56 V

Mangan sprejme en elektron in se reducira od Mn’" do Mn®".
V alkalnem mediju titriramo nekatere organske spojine, kot so: metanol, formaldehid, glikol.

Pri titraciji s kalijevim permanganatom ne potrebujemo indikatorja, ker se raztopina po
koncani reakciji obarva s prebitkom standardne raztopine.

JOD

Je srednje mocan oksidant, ki reagira z zmernimi reducenti. Jodidni ion pa je reducent, ki
reagira tudi z mo¢nimi oksidanti.
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2T g 12 + 2e
Titracije z jodom so lahko direktne ali indirektne:

- direktna titracija:
Titriramo spojine z nizjim oksidacijskim potencialom (kositer(Il), sulfiti, tiosulfati ...),

- indirektna titracija:
Raztopini oksidanta dodamo jodid v presezku, sprosti se ekvivalentna mnozina joda, ki ga
titriramo s standardno raztopino natrijevega tiosulfata (reducent). DoloCamo bromate
(BrO; "), nitrate (NOs3"), raztopino bakra.

Konc¢no tocko titracije ugotavljamo s pomocjo Skroba. Jod se absorbira na povrsino koloidnih

delcev skroba — pojavi se modra barva, ki izgine, ko se ves jod reducira do jodidnega iona.

2.4.4 Standardne raztopine reducentov

NajpomembnejSa standardna raztopina reducentov je natrijev tiosulfat (NayS,0O3). Osnovna
reakcija je oksidacija jodida do elementarnega joda:

2T « I, + 2¢
in redukcija nastalega joda z natrijevim tiosulfatom:
L + 2(S03)" o (S406)" + 2I

Primeri dolocitev so navedeni pri indirektni titraciji z jodom.

Slika 12: Prikaz dologitve Cu®" z indirektno titracijo.
Vir: http://www.chem.ualberta.ca/~iip/chem21 lirc/Copper.html (2. 10. 2009)
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2.5 OBARJALNA TITRACIJA

Obarjalna titracija je volumetricna metoda, pri kateri je osnova kemijska reakcija med
standardno raztopino in analitom, pri kateri nastanejo teZzko topne oborine. Pogoj za izvedbo
titracije je, da se ioni, ki jih dolocamo, obarjajo s titrantom hitro, kvantitativno in da je
oborina skoraj netopna.

Standardne raztopine:

- srebrov nitrat (AgNO3), dolocamo: klorid, bromid, jodid,
- kalijev tiocianat (KSCN), amonijev tiocianat (NH4SCN), doloamo: srebrove spojine,
- kalijev heksacianoferat(Il) (K4Fe(CN)s), dolocamo: cink.

V analizi zivil se najpogosteje izvaja obarjalna titracija za dolocitev kloridnih ionov oz. za
doloc¢anje kuhinjske soli.

2.5.1 Titracijska krivulja

Primer titracijske krivulje kloridnega iona, ki ga titriramo s standardno raztopino AgNOs:
Na Y-os nanaSamo pCl (negativen logaritem koncentracije kloridnih ionov), na X—os pa
volumen (mL) dodane standardne raztopine AgNO:s.

pX 8 1"

4 e

2—/

0 N S S U SO S U N S L1

0 20 40 60 80 100 122 140
mL AgNO;

Slika 13: Titracijska krivulja 100 mL raztopine klorida, bromida in jodida
s konc.0.1 mol/L s standrdno raztopino AgNO; (c = 0.1 M)
Vir: Gary, 1994, 277

Na zacetku titracije imamo 0.1 M kloridni ion in pCl je 1. Z nadaljevanjem titracije se
kloridni ioni odstranjujejo iz raztopine z obarjanjem v obliki AgCl; in pCl se, odvisno od
preostale koncentracije kloridnih ionov, manjsa. Prispevek kloridnih ionov kot rezultat
disociacije oborine lahko zanemarimo, razen v blizini ekvivalentne tocke. V ekvivalentni
tocki imamo nasi¢eno raztopino AgCl, pCl je 5 in koncentracijo kloridnih ionov 10” mola/L.
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Za ekvivalentno tocko je presezek Ag odvisen od koncentracije Ag’ in K, (konstanta
disociacije oborine).

Manjsi kot je Kgp, vecji je preskok v ekvivalentni tocki. Iz slike je razvidno, da ima Agl
majhno topnost, tako je koncentracija jodidnih ionov po ekvivalentni tocki majhna in preskok
vedji.

2.5.2 Indikatorji

Konc¢no tocko titracije ugotavljamo s pomocjo indikatorjev na vec nacinov:
- znastankom oborine po kemijski reakciji med indikatorjem in titrantom, ki se razlikuje po
barvi od oborine, nastale po kemijski reakciji med analitom in titrantom.

Primer: Dolocditev klorida po Mohru:

Indikator je kalijev kromat ( K,CrO, ): do ekvivalentne tocke se obarja srebrov klorid,
oborina bele barve, nato se tvori oborina med titrantom in indikatorjem — srebrov kromat,
ki obarva raztopino rdece rjavo. Reakcija poteka v nevtralni ali Sibko alkalni raztopini v
obmo¢ju pH 7 do 9.

Ag' + CI' o AgCly
bel
CrO” + 2Ag" o AgCrO4
rdece rjav

Slika 14: Prikaz dolocitve klorida po Mohru.
Vir: http://www.chem.ualberta.ca/~iip/chem?21 lirc/Chloride.html (2. 10. 2009)

-z nastankom obarvanega kompleksa:
Primer: Dolocditev klorida po Volhardovi metodi:

Kisli raztopini klorida dodamo srebrov nitrat v presezku. Izloc¢i se ekvivalentna mnozina
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srebrovega klorida. PreseZno mnozino srebrovega nitrata nato titriramo s standardno raztopino
amonijevega tiocianata v navzocnosti Zelezovih (II) ionov. Tiocianat se najprej porabi za
reakcijo s srebrovimi ioni, ki so v presezku. Ko je titracija kon¢ana, tiocianat reagira z
zelezovimi (III) ioni — nastane rdece obarvan tiocianato-zelezov (III) ion.

Ag' + CI' < AgCly
bel

Ag + SCN  « AgSCN
bel

Fe’" + SCN « FeSCN™,
rdec

-z adsorpcijskimi indikatorji
To so organska barvila, ki v vodni raztopini disociirajo, tako da dobimo negativne ione
indikatorja. Oborina, nastala po reakciji med analitom in titrantom, se po dosezeni
ekvivalentni toCki pozitivno nabije zaradi prebitka titranta, ki se veze na oborino.
Pozitivno nabita oborina veZe nase negativno nabite ione indikatorja — tako se spremeni
barva oborine. Primer adsorpcijskih indikatorjev: fluorescenin (za titracijo klorida,
bromida in jodida s srebrovim nitratom) in eozin (za titracijo bromida, jodida in tiocianata
s srebrovim nitratom).

2.6 KOMPLEKSOMETRICNA TITRACIJA

Kompleksometricna titracija je titracija, katere osnova so kemijske reakcije med ioni kovin in
ioni tistih organskih spojin, ki v atomu kovine zasedejo ve¢ koordinativnih valenc, pri ¢emer
nastanejo obstojne kompleksne spojine — kelati. Pri reakcijah med kovinskimi ioni, ki lahko
sprejmejo elektronske pare (akceptorji elektronskih parov) in spojinami, ki lahko oddajajo
elektronske pare (donorji elektronskih parov), nastanejo koordinacijske spojine ali kompleksi.
Spojine, ki dajejo elektronske pare za nastenek vezi, imenujemo ligande.

S k(z)fnpleksometriéno titracijo lahko dolo¢imo trdoto vode z dolocitvijo vsebnosti Ca® in

Mg~ ionov.

2.6.1 Standardne raztopine

Najpogosteje se kot standardne raztopine uporabljajo aminopolikarboksilne kisline, ki z eno
molekulo zasedejo vse koordinativne valence nekega kovinskega iona.

NajpomembnejSa med njimi je etilendiamintetraocetna Kkislina — EDTA. Zaradi boljse

topnosti se uporablja njena dinatrijeva sol, pogosto znana pod imenom komplekson ali
titripleks.
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Slika 15: Prikaz strukturne formule EDTA
Vir: http://www.chm.bris.ac.uk/motm/edta/edtah.htm (2. 10. 2009)

EDTA je Sibka tetraproti¢na kislina in disociira v Stirih stopnjah:

HyY o H + H3Y K, = 1.0x 107
HiY o H + HY* K, = 22x10°
H,Y* - H' + HY” K. = 69x 10
HY - H" + Y* K, = 55x10"

Za ve¢ informacij o uporabi EDTA v analizi zivil glejte spletni vir:
http://www.chm.bris.ac.uk/motm/edta/edta.htm (2. 10. 2009)
(Najdete tudi zanimive naslove za analizo Zivil.)

2.6.2 Titracijska krivulja

Kot je prikazano na sliki 2.14, je preskok v konéni tocki titracije odvisen od pH vrednosti
raztopine — vi§ja je pH vrednost, bolj jasen je preskok v ekvivalentni tocki titracije. Pri
kemijski reakciji se tvorijo kelati in od njithove stabilnosti je odvisen preskok v konéni tocki.
Zelo malo kovinskih kelatov je stabilnih v kislem mediju, vecina jih titriramo v alkalnem
mediju.
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10 — pH 10

OJ_LI_LLL_LLIll\l{}
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mL EDTA

Slika 16: Titracijska krivulja 100 mL 0.1 M Ca”*" z 0.1 M dinatrijevo
soljo EDTA pri pH 7 in pH 10.
Vir: Gary, 1994, 260

Pri reakcijah med kovinskimi ioni in EDTA je stehiometri¢no razmerje vedno 1 : 1, ne glede
na valenco kationa.

2.6.3 Indikatorji

Indikatorji so organske spojine, ki reagirajo s kovinskimi ioni in dajejo obarvane kelate. Ti
kelati so slabSe obstojni kot kelati kovine z EDTA. Torej se z dodatkom standardne raztopine
sprosca indikator in po ekvivalentni tocki, ko so vsi ioni kovine vezani na EDTA, dobimo

barvo prostega indikatorja.

Najbolj znani indikatorji:

- eriokrom¢rno T (dolo¢amo Zn2+, Mg2+, Cd2+, Pb2+, Hg2+),
- PAN (1,2-piridilazo-2-naftol),

- mureksid (amonijev purpurat).

Indikatorje uporabljamo kot vodne ali alkoholne raztopine. Zaradi slabe obstojnosti pa jih
hranimo v trdni obliki v zmesi z natrijevim kloridom.
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2.8 POVZETEK IN VPRASANJA ZA SAMOEVALVACIJO

Osnovna metoda volumetri¢ne analize je titracija. Pri titraciji merimo volumen raztopine s
tocno doloceno koncentracijo (standardna raztopina), da lahko dolo¢imo koncentracijo naSega
analita z znanim volumnom. Med titracijo potekajo kemijske reakcije med analitom in
standardno raztopino (direktna titracija) ali med analitom in dodanim reagentom v presezku
(indirektna titracija). Glede na vrsto kemijske reakcije, ki poteka med analitom in standardno
raztopino poznamo ve¢ vrst titracij. Potek titracije prikazemo s titracijskimi krivuljami.
Konec titracije zaznamo, odvisno od vrste titracij, s pomocjo razlicnih indikatorjev,
merjenjem potenciala raztopine analita, spremembe barve zaradi dodane standardne raztopine
v presezku ...

- Kaj je titracija?

- RazloZite osnovne pojme titracije: standardna raztopina, primarni standard, indikator.

- Pojasnite razliko med ekvivalentno tocko titracije in kon¢no tocko titracije.

- Navedite pogoje za izvedbo titracije.

- Nastejte vrste titracije in navedite bistveno razliko med njimi.

- Grafic¢no prikaZite s pomocjo titracijske krivulje razliko med titracijo moc¢ne kisline s
Sibko bazo in titracijo Sibke kisline z mo¢no bazo.

- Narisite in razlozite titracijsko krivuljo obarjalne titracije.

- Navedite indikatorje in standardne raztopine pri posamezni vrsti titracije.

- Razmislite, kateri indikator in katero standardno raztopino bi uporabili pri naslednjih
titracijah: dolocanje NaCl v zivilu, doloCanje kislinske stopnje mleka, dolocanje trdote
vode, dolo¢anje SO,.

Odgovorite s pomocjo opravljenih laboratorijskih vaj:

- Navedite pripomocke za izvedbo volumetricne analizne metode.

- Katero zasc¢itno opremo uporabljamo pri laboratorijskih vajah?

- Razmislite, kako ravnamo z odpadki pri volumetri¢nih analiznih metodah. Katere
odpadne snovi so manj Skodljive za okolje in katere bolj? Kako jih prepoznamo v
laboratoriju?

- Razmislite o moznostih za zmanjSanje koli¢ine odpadnih reagentov pri volumetri¢nih
metodah.

Racunske primere kemijskega ra¢unanja (volumetrija) poiscite v nasledniji literaturi:

- Sodja Bozi¢, Jelka. Kemijsko racunanje: ucbenik. Ljubljana: Drzavna zalozba
Slovenije, 1990.

- Sodja Bozic¢, Jelka. Kemijsko racunanje: zbirka nalog. Ljubljana: DrZzavna zalozba
Slovenije, 1991.
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3 INSTRUMENTALNA ANALIZA

Glavna razlika med klasiénimi in instrumentalnimi metodami je v tehniki dela. Pri
instrumentalnih metodah uporabljamo razlicne aparature — instrumente. Zaradi tega je
subjektivna napaka analitika izklju¢ena. Razen kemijske reakcije, ki je osnova klasi¢ne
analizne metode, pri instrumentalnih metodah izkoriS¢amo za dolocitev analita tudi
spremembo neke fizikalne lastnosti merjenega sistema. S tem tudi, obi¢ajno, povecamo

obcutljivost in selektivnost analizne metode.
Glej tabelo 1.
Instrumentalne metode delimo na elektrokemijske in opticne.

Pri elektrokemijskih metodah merimo elektrodni potencial, elektroprevodnost raztopine,

difuzijski tok (polarografske metode).

Pri opti¢nih metodah pa izkoriS€amo dolocene opticne lastnosti merjenega sistema (absorbcijo

svetlobe doloc¢ene valovne dolzine, emisijo svetlobe dolo¢ene valovne dolzine ...).
Za katero od navedenih analiznih metod se bomo odloc¢ili je odvisno od:

e vrste preiskav, ki jih bomo opravljali,
e od merilnega obmocja, ki ga preiskava zahteva,
e Stevila preiskav in
e cene (Gary, 1994).
Tabela 1: Primerjava posameznih analiznih metod
METODA OBMOC. | Natan¢nost | Selektivnos Hitrost Cena Uporaba
DELOV. % t
mol/L
Gravimetrija 10"-107 0,1 SLABA- POCASNA NIZKA ANORG.
SREDNJA
Volumetrija 10"-10" 0,1-1 SLABA- SREDNJA NIZKA ANORG.-
SREDNJA ORGAN.
Potenciometrija 107-10° 2 DOBRA HITRA NIZKA ANORG.
Elektrogravimetrija 10"-10" 0,01-2 SREDNJA | POCASNA- | SREDNJA ANORG.-
SREDNJA ORGAN.
Spektrofotometrija 10°-10° 2 DOBRA- HITRA- NIZKA- ANORG.-
SREDNJA SREDNJA SREDNJA ORGAN.
Fluorometrija 10°-10” 2-5 SREDNJA SREDNJA SREDNJA ORGAN.
Atomska spektroskopija 10°-107 2-10 DOBRA HITRA SREDNJA- | ANORG.-
VISOKA MULTIEL.
Kromatografija 10°-107 2-5 DOBRA HITRA- | SREDNJA- | ORGAN.-
SREDNJA VISOKA VECKOMP
Kineti¢ne metode 102-10™° 2-10 DOBRA- HITRA- | SREDNJA | ANORG.-
SREDNJA SREDNJA ORGAN.-
ENCIMI
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3.1 ELEKTROKEMIJSKE METODE

Elektrokemijske metode potekajo v galvanskem clenu ali elektrolizni celici. V galvanskem
¢lenu v zaprtem krogu nastaja s spontano kemijsko reakcijo elektricni tok. Napetost celice
(npr. baterije) je dolo¢ena z razliko potencialov dveh polovi¢nih reakcij. Po izteku reakcije
(izenacitvi potencialov) je napetost celice enaka ni¢ — baterija je "mrtva”. Za elektrolizno
celico je znacilno, da kemijska reakcija ne steCe spontano, pa¢ pa je posledica dovajanja
elektricnega toka. Kemijska reakcija potece v nasprotni smeri, kot pa bi potekala v
galvanskem c¢lenu.

Princip:

Osnova so reakcije oksidacije in redukcije — redoks reakcije, ki potekajo med reducentom in
oksidantom.

Oksidacija pomeni oddajanje elektronov, redukcija pa sprejemanje elektronov.

Oksidanti so snovi, ki druge snovi oksidirajo, sami pa se pri tem reducirajo. Obratno velja za
reducente: druge reducirajo, sami se pri tem oksidirajo.

oksl + red2+« redl + oks2

Oksidant 1 se reducira v reducent 1 in reducent 2 se oksidira v oksidant 2.

Tendenca redukcije ali oksidacije neke snovi je odvisna od njenega redukcijskega potenciala.
Oksidanti imajo teZnjo sprejemati elektrone, oksidacijski potencial se jim zniza,
reducenti pa imajo teZnjo oddajati elektrone, oksidacijski potencial se jim zviSa.

e'( Je'

A B C

Slika 17: Primer redoks reakcije
Vir: http://en.wikipedia.org/wiki/Oxidation (7. 11. 2009)
Poglejte na spletnem viru Se ostale primere.

3.1.1 Elektrokemijska celica

Uporaba elektrokemijske celice in elektrodnega potenciala sluZi za razumevanje teZnje neke
substance za oksidacijo ali redukcijo.

Sestavljena je iz dveh elektrod: katode in anode.
Na anodi poteka oksidacija, na katodi pa redukcija.

V. . 2+ . 4+ - v . .
Ce imamo npr. raztopino Fe”" in Ce™ 1onov loceno v dveh posodah, ki sta med sabo povezani
samo z elektrolitskim mostom, ki omogoca prehod ionov, ne omogoca pa kemijske reakcije,
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obstaja teznja po prehodu ionov. Ce potopimo v oba ¢&lena platinasto Zico in jo povezemo,

nastane galvanska celica (Slika 18).

Zelezovi ioni se oksidirajo, cerijevi ioni pa se reducirajo:

Kemijska reakcija:
Fe’' + Ce"" o Fe'' + Ce’

Sestavljena je iz dveh delnih reakcij:

(Po Gibbs-Stockholmskem dogovoru delno reakcijo vedno zapiSemo kot redukcijo).

oksidacije:
Fe** — Fe

in redukecije:
Ce"™ + ¢ - Ce

To se zgodi zaradi teznje ionov za prenos elektronov. Platinasto Zico lahko smatramo kot
elektrodo. Vsaka ima elektri¢ni potencial, ki ga dolo¢a teznja ionov za oddajo ali sprejem
elektronov in ga imenujemo elektrodni potencial. Voltmeter nameSc¢en med dvema
elektrodama kaze razliko potencialov med dvema elektrodama. Vecja kot je razlika
potencialov, ve¢ja je tendenca za reakcijo med Zelezovimi in cerijevimi ioni (Gary, 1994).

Tabela 2: Nekateri standardni potenciali

E°,V

H,0, + 2H™ + 2¢~ = 2H,0
MnO, + 2H,0

MnO; - 4H™ + 3e~
Ce*t + 7 = Ce?*
MnO; - 8H" + Se™ =

I

H,0, + 2¢~ = 20H"
Cu** + 1" + e =Cul
Fe3t + ¢~ = Fe?*

O, + 2H" + 2¢~ = H,0,

I(aq) + 2e™ =21~

H3AsO, + 2H* + 2e~ = HAsO, + 2H,0

I3 +2e™ =31~

Sn** + 2e~ = §p?*
8,057 ~ 2¢7 = 28,03
2H* + 2¢” = H,

Mn®* + 4H,0
Cr,0;” = 14H* + 6e~ = 2Cr** + 7TH,0
MnO, ~ 4H™ + 2¢~ = Mn’* + 2H,0
2107 + 12H" + 10e™ = I, + 6H,0

1.77
1.695
1.61
1.51
1.33
1.23
1.20
0.88
0.86
0.771
0.682
0.6197
0.559
0.5355
0.154
0.08
0.000
—0.763
—0.828

Vir: Gary, 1994

V tabeli 2 so prikazani standardni potenciali nekaterih snovi polovi¢nih reakcij. Glede na
viSino standardnega potenciala lahko sklepamo, ali bo neka snov reagirala kot reducent ali
oksidant. Vidimo, da imajo cerijevi ioni — Ce*" visok redukecijski potencial, torej imajo
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lastnosti oksidanta — Ce’*, ioni pa spadajo med slabe reducente. Cink je zaradi nizkega
redukcijskega potenciala dober reducent, Zn>" ioni pa spadajo med slabe oksidante.

Primer: Delovanje baterije
Rezultat kemijske reakcije (razlike dveh potencialov) se uporablja npr. kot izvor elektricne

energije za zarnico (baterije). Na sliki je prikaz delovanja baterije s cinkovo in bakreno
elektrodo. V celici potekata reakciji oksidacije in redukcije:

Zn(s) — Zn*"(aq) + 2¢

Cu**(aq) + 2¢” — Cu(s)

Slika 18: Primer elektrokemijske celice z cinkovo in bakreno elektrodo
Vir: http://hyperphysics.phy-astr.gsu.edu/Hbase/chemical/electrochem.html#c2 (7. 11. 2009)
Na spletnem viru si poglejte natan¢nejsi prikaz delovanja.

Galvanski ¢len je najbolj znan elektri¢ni generator. Ohranjena sta
dva galvanska Clena:

e Voltov Clen je zgrajen iz posode, v kateri so razredCena
zveplena kislina ter dve plos¢i, ena iz cinka in druga iz bakra.
Plos¢i se ne smeta nikjer dotikati. Ce med plos¢i priklju¢imo
primerno Zarnico, ta sveti.

e Daniellov ¢len je galvanski ¢len z bakreno elektrodo v
raztopini bakrovega sulfata in cinkovo elektrodo v raztopini
cinkovega sulfata. Obe raztopini sta med seboj loCeni z glineno
diafragmo.

Slika 19: Voltov in Daniellov ¢len — ucila iz Idrijske realke leta 1902
Vir: http://www.gimidrija.si/slo/projekti/sfucila/elek/Elek 11/galvanski clen.htm (7. 11.
2009)
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Pri elektrolizi je proces prisiljen. Na katodo in anodo od zunaj delujemo z napetostjo tako, da
se redukcija vrsi na negativno nabiti elektrodi — katodi.

Elektrolizne celice so uporabne v elektrokemicnih metodah - elektrogravimetriji — maso
analita merimo s pomocjo tehtanja elektrode pred in po elektrolizi.

3.1.2 Potenciometrija

Pri potenciometri¢ni analizi merimo potencial elektrokemijskega Clena, ki ga sestavljata
indikatorka in referenc¢na elektroda. Potencial merimo pri ni¢elnem toku: od zunaj pritisnemo
na elektrodi obratno usmerjeno napetost, ki jo povecujemo, dokler tok ne neha teci.

Indikatorska elektroda: potencial se ji spreminja s spreminjanjem koncentracije analita.
Referencna elektroda: ima stalen elektrodni potencial.

Clen zapisemo v obliki:

Referenéna elektroda || indikatorska elektrodal

Dve navpicni ¢rti predstavljata elektrolitski klju¢ (solni most).

Napetost galvanskega ¢lena je enaka razliki elektrodnih potencialov desne (katoda — poteka
redukcija) in leve elektrode (anoda - poteka oksidacija):

E(¢len) = E(katoda) - E(anoda)

tok elektronov

polclen 1 polclen 2
Slika 20: Primer galvanskega ¢lena
Vir: http://www.minet.si/thumbnail/phpThumb.php?bg=&h=300&src=/gradivo/sola/lekcije
(7. 11.2009)

Pri potenciometriji je napetost ¢lena:

E(¢lena) = E(indikatorska elektroda) - E(referen¢na elektroda)

Poznamo S§tiri vrste kovinskih indikatorskih elektrod:
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Elektrode 1. vrste:
Potencial elektrod je odvisen od koncentracije njihovih kationov v raztopini. S splo$nim
obrazcem jih lahko zapiSemo kot M | M"". Primer te elektrode je Ag | Ag’, ki ima sledeco
polovi¢no reakcijo:
Ag' +¢ = Ag
Potencial te elektrode je definiran z Nernstovo enacbo:
E = E'agrng- 2.303RT/F . log(cAg/cAg")
E — elektrodni potencial pri doloceni temperaturi in koncentraciji
E’- standardni redoks potencial
2.303 RT/F — konstanta, odvisna od temperature, R - plinska konstanta,
F- Faradayeva konstanta, ( 2,303 RT/F) = 0.059 V pri 298 K.
Elektrode 1. vrste so Se Hg2+ | Hg, Ccu* | Cu, Pb** | Pb ...
Potencial teh elektrod je odvisen od koncentracije in temperature.
Elektrode 2. vrste:
So kovinske elektrode, ki tvorijo z anioni elektrolita, v katerega so potopljene, tezko topno
spojino. Elektrodni potencial je odvisen od topnosti spojine in od koncentracije anionov v
raztopini.

Splo3ni zapis: M | MX | X5

Primer elektrode: Ag | AgCl | Cr

Redoks elektrode:

Izdelane so iz plemenitih kovin: platina, zlato, paladij.

Elektrode potopimo v raztopino, ki vsebuje katione, anione ali molekule dveh oksidacijskih
stanj.

Primer elektrode:

Platinasto elektrodo, ki sluzi le za prenos elektronov (je inertna) potopimo v raztopino
zelezovih (II) in Zelezovih (IIT) ionov:

3+ - 2+
Fe' ot € < Fe''y
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Ionoselektivne elektrode:
Osnovni element vsake ionoselektivne elektrode je membrana, katere potencial je odvisen od
koncentracije doloCenega iona v raztopini. V to skupino elektrod spada tudi steklena elektrode

za merjenje aktivnosti vodikovih ionov v raztopini.

Vsaka ionoselektivna elektroda je sestavljena iz membrane (steklena, trdna ali tekoca),
notranje referencne elektrode in notranje referencne raztopine, ki je med referencno elektrodo
in membrano.

Primer uporabe: POTENCIOMETRICNO MERJENJE pH

pH — je negativen dekadi¢ni logaritem koncentracije oksonijevih ionov.
pH = -logc[H;0"]

Za merjenje pH vrednosti lahko uporabimo:

indikatorska elektroda — steklena elektroda in
referencna elektroda — nasi¢ena kalomelova elektroda.

Potencial nasi¢ene kalomelove elektrode (NKE) je pri dolo¢eni temperaturi stalen in znasa pri
T=20°C0.246 V.

Potencial steklene elektrode se spreminja s koncentracijo oksonijevih ionov v raztopini.
Napetost ¢lena merimo s pH- metrom. Merilna skala je v pH- enotah.

Steklena elektroda:

Sestavljena je iz steklene cevke, ki je na koncu izpihana v bucko. Debelina
steklene membrane je 0.06 do 0.1 mm. V bucki je raztopina klorovodikove
kisline s stalno to¢no doloéeno koncentracijo oksonijevih ionov H3O' in
notranja referencna elektroda Ag | AgCl, | Cl'(aq- Ko potopimo elektrodo v
merjeno raztopino, nastane razlika potencialov zaradi razlicne koncentracije
oksonijevih ionov na eni in drugi strani steklene membrane.

Kalomelova elektroda:

Je sestavljena iz zivega srebra, prekritega z zmesjo Zivosrebrovega (I) klorida
Hg,Cl, (kalomela) in Zivega srebra ter raztopino kalijevega klorida KClg). S
kemijskim zapisom jo predstavimo:

Hg | ngClz | Cl_(aq)

Slika 21: Kalomelova in steklena elektroda
Vir: http://nl.wikipedia.org/wiki/Referentie-elektrode (7. 11. 2009)
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Slika 23: Steklena elektroda, Vir:

http://www.sensorland.com/HowPage037.html
(7.11.2009)

Slika 22: Kalomelova elektroda, Vir:

http://elchem.kaist.ac.kr/jhkwak/AnalChem/07/01/gif2.htm
(7. 11.2009)

Pogosto uporabljamo za merjenje pH vrednosti kombinirano elektrodo:

V kombinirani elektrodi sta zdruZeni referen¢na in indikatorska elektroda.
Notranja referencna elektroda je sestavljena iz Ag | AgCl z raztopino HCI, zunanja referenc¢na

elektroda je sestavljena iz Ag | AgCl z raztopino KCI. Notranja referencna elektroda je del
steklene elektrode s stekleno membrano, ki zaznava razli¢no koncentracijo oksonijevih ionov.

~AmV \

37
Ay
A B C
Slika 24: Prikaz zdruzitve indikatorske (steklene elektrode - A) in referencne elektrode (B) v
kombinirano elektrodo (C)

Vir: http://stu.inonu.edu.tr/~e982527/ (7. 11. 2009)

pH—meter pred uporabo vedno umerimo s standardnimi puferskimi raztopinami.

3.1.3 Povzetek s preverjanjem znanja

Med instrumentalnimi metodami so zelo razSirjene elektrokemijske metode. Potekajo v
galvanskem c¢lenu ali elektrolizni celici. Osnova so kemijske reakcije oksidacije (oddajanje
elektronov) in redukcije (sprejemanje elektronov). Merimo potencial elektrokemijskega ¢lena
pri ni¢elnem toku. Clen sestavljata indikatorska in referen¢na elektroda. V analizi Zivil se
najpogosteje uporabljajo potenciometricne metode za merjenje pH vrednosti Zivil. Glavna
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dela pH — metra sta indikatorska elektroda (steklena elektroda) in referencna elektroda
(kalomelova elektroda), danes pogosto zdruzeni v kombinirani elektrodi.
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RazloZzite pojma oksidacija in redukcija.

Kaj so oksidanti in kaj reducenti?

S pomocjo €esa lahko napovemo oksidacijsko-redukcijske lastnosti dolo¢ene spojine?
Kako je sestavljen galvanski ¢len?

Opisite sestavo ionselektivne elektrode.

Kaj je referencne in kaj indikatorska elektroda?

Narisite in opiSite kalomelovo in stekleno elektrodo.

Zakaj uporabljamo kombinirano elektrodo in kako je sestavljena?

Razmislite kakSne so prednosti instrumentalnih metod pred klasi€énimi kemijskimi
analiznimi metodami? Katere metode so manj obremenilne za okolje in zakaj?
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3.2 SPEKTROMETRIJA

Spektrometrija spada med opti¢ne metode. Je ena izmed najpogosteje uporabljenih metod v
analitiki (v klini¢ni kemiji, analitiki okolja, analizi Zivil).

Med spektrometri¢ne (spektrofotometricne) metode pristevamo vse metode, kjer izkoris¢amo
svetlobo za dolocanje kemijskih koncentracij snovi.

Instrumentalna oprema ni predraga. Uporaba je enostavna.

Spektrometri¢éne meritve lahko izvajamo v infrarde¢em, vidnem in ultravijoli¢nem spektru
svetlobe. Izbira valovne dolzine je odvisna od Stevilnih faktorjev:

inStrumentov, ki so na razpolago,

e obarvanosti analita ali moZnosti, da ga prevedemo v obarvan derivat,

e vsebnosti funkcijskih skupin, ki absorbirajo v UV ali IR spektru in

e prisotnosti drugih snovi, ki absorbirajo v raztopini.

IR spektrometrija je manj primerna za kvantitativna dolocanja in je bolj uporabna za
kvalitativne meritve v primerjavi z UV in vidno spektrometrijo. Spektrometri v vidnem delu
svetlobe so na sploSno cenejsi in pogostejsi od UV-spektrometrov.

3.2.1 Elektromagnetno valovanje

Svetlobo opisSemo kot elektromagnetno valovanje. Svetlobne valove sestavljajo oscilirajoca
elektri¢na in magnetna polja.

Osnova spektrometri¢ne metode je, da vzorec raztopine absorbira elektromagnetno
valovanje iz izvora energije. Koli¢ina absorbirane energije je sorazmerna koncentraciji
analita v raztopini.

Primer:

Raztopina, ki vsebuje bakrove ione, je modre barve, ker absorbira komplementarno rumeno
svetlobo iz vidnega spektra ter prepuS¢a modro svetlobo. Ve¢ ko je bakrovih ionov v
raztopini, ve¢ rumene svetlobe se absorbira in ve¢ je prepus¢ene modre svetlobe. Zato je
raztopina bolj intenzivno modre barve. V spektrometriji merimo koli¢ino absorbirane
svetlobe v obarvani raztopini, ki je proporcionalna koncentraciji te snovi v raztopini.

Za boljSe razumevanje spektrometrije = moramo poznati osnovne znacilnosti
elektromagnetnega valovanja.

electric
m field

magnetic

field
% ‘«

Slika 25: Prikaz elektromagnetnega valovanja
Vir: http://www.molphys.leidenuniv.nl/monos/smo/index.html?basics/spectroscopy.htm (7.
11.2009)
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Za elektromagnetno valovanje je znacilna valovma dolZina (M), ki opredeljuje razdaljo

celotnega cikla valovanja in firekvenca (v), ki predstavlja Stevilo prehodov skozi fiksno tocko
v doloCenem casu.

THE ELECTRO MAGNETIC SPECTRUM

Wavelength
{metres)
Radio Microwave Infrared  Visible Ultraviclet K-Ray Gamma Ray
1 1 1 1 1 1 1
T L) T T T T
103 102 (] 106 108 1010 1012
Frequency

(Hz)

[ N

104 108 1012 ! 1015 1016 1018 1020

Slika 26: Prikaz elektromagnetnega spektra
Vir: http://www.colourtherapyhealing.com/colour/electromagnetic_spectrum.php (7. 11.
2009)

ali:

The Electromagnetic Spectrum

107'* cm 10%em 10%em 10%cem 1%em 1cm 1
1 il Il 1 L

T8

Slika 27: Elektromagnetni spekter v naSem Zzivljenju
Vir: http://cassini-huygens.jpl.nasa.gov/mission/nav-uplink.cfm (7. 11. 2009)
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Tabela 3: Barve razli¢nih obmocij vidnega spektra

valovna dolzina (nm) absorbirana barva prepuscena barva
380450 vijoli¢na rumena-zelena
450-495 modra rumena

495-570 zelena vijoli¢na
570-590 rumena modra

590-620 oranzna zelena-modra
620-750 rdeca modra-zelena

Vir: Gary, 1994

1 - rdeCa

2 - zelena

3 —modra

o —
=3
o
=
=
=3
=N
=3
o
-

Distance (microns)

Slika 28: Prikaz elektromagnetnega valovanja redece, zelene in modre svetlobe (vidni del
svetlobe) z oznaceno valovno dolzino (na X-osi)
Vir: http://en.wikipedia.org/wiki/Electromagnetic_radiation (7. 11. 2009)

Razmerje med valovno dolzino in frekvenco lahko opisemo kot

A=c/v
kjer je A valovna dolzina v centimetrih, v je frekvenca v Stevilu na sekundo (ali hercih Hz) in
¢ je hitrost svetlobe (3XIO10 cm/s).
Valovna dolzina elektromagnetnega valovanja se razteza od nekaj angstremov do nekaj
metrov (A =10""m).

Valovno dolZino vidne in UV-svetlobe merimo v nanometrih (nm; 1nm = 10 A).

Elektromagnetno valovanje lahko opiSemo tudi kot valovanje doloc¢ene koli¢ine energije.
Energija enote valovanja, ki jo imenujemo foton, je sorazmerna frekvenci ali valovni dolZini:
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E =hv = hce/A

Kjer je E energija fotona (v ergih) in A je Planckova konstanta (6,62 10°* Js). Iz tega 1zhaja:

energija je tem vecja, ¢im krajSa je valovna dolzina in ¢im vecja je frekvenca.
Absorbcija valovanja:

Kvalitativno predstavo o absorbiranju valovanja dobimo pri opazovanju vidne svetlobe. Mi
“vidimo™ stvar obarvano zato, ker prepuSca ali reflektira le del svetlobe. Ob prehodu
polikromatske svetlobe (bela svetloba, ki je sestavljena iz celotnega spektra valovnih dolzin),
skozi neko snov, ta, del svetlobe absorbira, neabsorbirano svetlobo pa prepusca. Prepuscena
svetloba je dejansko “vidna™” in njena barva je komplementarna absorbirani (glej tabelo 3).

Na podoben nacin motne snovi absorbirajo doloCen del svetlobe, ostali del pa reflektirajo kot
“vidno”™ barvo. Npr. raztopina kalijevega permanganata absorbira zeleno svetlobo z
maksimumom pri 525 nm in prepusca rdeco svetlobo. Zato vidimo raztopino rdece obarvano.

3.2.2 Kvantitativno vrednotenje

Del valovanja, ki ga absorbira neki analit v raztopini, lahko povezemo s koncentracijo tega
analita v raztopini.

SCIWETT only

P P E

H o
o P

B || | e B | 0 |EE

absorption

interference
surface
reflection .

ahsnrhing sarrpe rf

\\scattering ccncertration o

Slika 29: Prikaz vzrokov za Slika: 30 Umerjanje s slepim vzorcem
zmanjsanje I, (Po) do I (P)

palfrler gt b

Vir: http://www.chem.vt.edu/chem-ed/spec/beerslaw.html (7. 11. 2009)

Skozi raztopino vodimo svetlobo to¢no dolo¢ene valovne dolzine z intenziteto Iy (Py). Del
svetlobe se v raztopini absorbira. Ker pri prehodu svetlobe skozi raztopino prihaja, razen do
absorbcije svetlobe, Se do drugih fizikalnih pojavov, umerimo intenziteto vhodnega Zarka (Io)
s pomocjo slepega vzorca.

Za homogeni vzorec velja, da je del prepuscene svetlobe, ki jo imenujemo transmitanca (T),
enaka razmerju med intenziteto izhodnega zarka (I) in vhodnega Zarka (Io).
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T =1/I=10"
-k je konstanta in [ je dolzina poti svetlobe v raztopini.
V logaritemski obliki lahko zapiSemo to enacbo kot
Log T =log (I/1y)=-kl

Leta 1852 sta Beer in Bernard ugotovila, da podobna odvisnost velja tudi ob upoStevanju
koncentracije (c).

S kombiniranjem obeh zakonov dobimo Beerov zakon, ki opisuje povezavo transmitance s
koncentracijo raztopine in dolzino poti:

Log T = log (I/ 1) = -acl

V kemijski praksi niso zazelene eksponentne zveze med merjeno fizikalno koli¢ino in
koncentracijo. Za prakti¢no uporabo so najprimernejSe linearne zveze.

Eksponentno zvezo T = ¢! lahko prevedemo v linearno tako, da jo logaritmiramo in
uvedemo pojem absorbance (A). Dobljeno zvezo imenujemo Beer-Lambertov zakon:

A =¢gcl

Beer-Lambertov zakon je osnova za spektrometriéno dolo¢anje koncentracije neke
snovi v vzorcu. Absorbanca je v linearni zvezi s koncentracijo snovi. Molarni
absorpcijski koeficient & [ em”’mol’L] in dolZina poti svetlobe skozi raztopino sta pri
dolocanju koncentracije neke snovi konstantna. DolZina poti v vidni in UV-spektrometriji je
obi¢ajno 1 cm. Beerov zakon velja samo za monokromatsko svetlobo, ker je absorptivnost
razli¢na pri razli¢nih valovnih dolZinah.

Absorbanca je s transmitanco povezana:
A=-logT

06
8
204
o
5
502
o)
< 0.0

0 2 4 6 8
Concentration {mg/ml) 1097 B. M. Tissue

Slika 31: Prikaz linearne zveze med absorbanco in koncentracijo nekega analita.
Vir: http://www.chem.vt.edu/chem-ed/data/wcurve.html (7. 11. 2009)
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Sam podatek o absorbanci nekega analita v vzor¢ni raztopini nam Se ne da podatka o
koncentraciji te raztopine. Pripraviti si moramo standardne raztopine, narisati umeritveno
krivuljo in iz nje od¢itamo koncentracijo naSega analita.

Potek dela:
- priprava vzor¢nih raztopin,
- priprava standardnih raztopin za umeritveno krivuljo (obic¢ajno pet),
- merjenje absorbance standardnih raztopin pri maksimalni absorbanci (proti slepemu
vzorcu),
- izris umeritvene krivulje,
- merjenje absorbance vzor¢nih raztopin (proti slepemu vzorcu),
- odcitanje koncentracije analita v vzorcu iz umeritvene krivulje.

3.2.3 Spektrometer

Spektrometer je sestavljen iz naslednjih elementov:

izvor svetlobe (zarnica) (1),

monokromator (naprava, ki omogoca izbor ozkega obmocja svetlobe) (2),
kiveta z vzorcem (3),

detektor (naprava, ki pretvarja svetlobno energijo v elektricno) (4) in
registrator (5) (naprava, ki omogoca vrednotenje signala).

1)

(1)
2
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Slika 32: Sestavni deli absorbcijskega spektrometra
Vir: http://employees.oneonta.edu/schaumjc/chem362/components.ppt#2 (7. 11. 2009)

Izvor:

Za izvor vidne svetlobe se obiCajno uporablja volframova Zzarnica. Za UV-obmocje se
uporablja nizkotlacna vodikova ali devterijeva Zarnica. Uporablja se za obmoc¢je med 185 in
375 nm. Pri uporabi UV-svetlobe je pomembna uporaba kvarcénih kivet, ker steklene ne
prepuscajo UV-svetlobe. Pogosto je tak izvor svetlobe hlajen zaradi pregrevanja.

Monokromator:

Monokromatorji so priprave, ki s pomocjo ogledal ali le¢ fokusirajo zarek, s pomocjo
izhodne reSetke pa preprecujejo neZeljenemu spektru svetlobe prehod skozi merilno obmocje.
Obstajata 2 tipa monokromatorjev: opti€na prizma in resetka.
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Za izolacijo dolocenega dela svetlobe lahko uporabljamo tudi opti¢ne filtre. Delujejo na
principu absorbcije dolocenega spektra svetlobe zaradi posebnega nanosa kemikalij na
stekleno plos¢o. Nekatere izvedbe prepuscajo le spekter svetlobe nad doloceno valovno
dolzino. Poseben tip filtrov so interferen¢ni filtri, sestavljeni iz dveh plasti stekla, ki je
prevlecena s posebnim semitransparentnim filmom (iz kovine) ter notranje plasti
transparentnega materiala kot sta kvarc ali kalcijev fluorid. Filter omogoca, zaradi izbora
plasti, prepuscanje le ozkega spektra svetlobe.

Slika 33: Opti¢na prizma: iz polikromatske svetlobe (bela svetloba) dobimo monokromatsko
svetlobo
Vir: http://en.wikipedia.org/wiki/Electromagnetic_radiation (7. 11. 2009)

Kiveta:

Ker se meritve izvajajo praviloma v raztopinah, potrebujemo za merjenje posebne,
transparentne celice, ki jih imenujemo kivete. Najveckrat so steklene (lahko tudi iz kvarénega
stekla), Sirine 1 cm, tako, da je pot svetlobe skozi kiveto dolga vedno 1 cm. Raztopina, ki jo
merimo, ne sme reagirati s sestavo kivete. V zadnjem €asu se pogosto uporabljajo plasticne
kivete za enkratno uporabo.

Standard
1-cm path Micro cells
Cylindrical s
Wl I m— e
5-mm 1-mm 20-mm path
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Slika 34: Razli¢ne kivete za merjenje absorbanse svetlobe v raztopini vzorca
Vir: http://employees.oneonta.edu/schaumjc/chem362/components.ppt#16 (7. 11. 2009)

Detektorji:

Najpomembnejsi del detektorjev v spektrometriji je fotocelica, ki vsebuje fotoemisivno
katodo in anodo, med katerima je velika napetost. Prehod enega fotona v fotocelico povzroci
sprostitev enega elektrona s katode ter njegov prehod na anodo. Tak tok elektronov lahko
ojacamo in merimo. Fotocelice se razlikujejo, odvisno od valovnih dolzin, za katere jih
uporabljamo.
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Slika 35: Prikaz fotoelektricnega efekta
Vir: http://employees.oneonta.edu/schaumjc/chem362/components.ppt#16 (7. 11. 2009)

Fotopomnozevalka je prav tako sestavni del detektorja, ki ojata prej opisani signal.
Predstavlja vecje Stevilo fotocelic v enem elementu.

Diode array detektorji (DAD) se uporabljajo v spektrometrih, ki merijo v celotnem spektru
svetlobe hkrati. Diode array predstavlja silikonski kristal ali Cip, na katerem je namesScena
vrsta nekaj sto silikonskih fotodiod. Vsak tak element ima vgrajen poseben pomnilnik, ki
zbira in integrira tok elektronov. Ko svetloba, razprSena v razli¢na valovna obmocja, pade na
tak element, se lahko meri celoten spekter valovnih dolZzin. Spekter, ki ga pokriva tak
silikonski element je od 180 do 1100 nm - od UV do IR obmo¢ja.

Spektrometer, ki uporablja kot detektor fotocelico ali DAD, imenujemo spektrofotometer.
Glede na tehni¢no izvedbo lo¢imo spektrometre z enim Zarkom in dvojnim Zarkom. Prvi
so enostavnej$i in cenejSi. Vsebujejo volframovo zarnico in reSetko ali prizmo. Spektrometri z
dvojnim Zarkom so drazji in se redko uporabljajo v rutinskem delu. Imajo dve opti¢ni poti.
Ena je za Zarek, ki potuje skozi kiveto in druga za referencni Zarek (“slepa naprava™). Njihova
velika prednost je v pokrivanju celotnega spektra svetlobe in kompenzacije sprememb v
obcutljivosti detektorja oz. sprememb izvora svetlobe.

Ce zapremo pot zarku svetlobe, detektor zaznava vseeno neki minimalni tok elektronov, ki ga
imenujemo “dark current”. Razlog za to je termi¢na emisija elektronov s katode na fotocelico.
Pri vsaki meritvi (valovni dolzini) je potrebno opraviti meritev “dark current™ in 100 % T
(ni¢elno absorbanco) za nastavitev spektrometra.
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Slika 36: Prikaz dela na spektrofotometru
Vir: A. Hmelak Gorenjak

3.2.4 Spektrofluorometrija

Fluorescenca je znacilnost nekaterih molekulah, ko te po absorbciji svetlobe, oddajajo
svetlobo daljse valovne dolzine.

Pri sobni temperaturi je veCina organskih molekul v osnovnem stanju. Absorbcija fotona
dvigne elektron, v &asu manj kot 10™'%s, na visji energetski nivo. Po absorbciji se energija
hitro zopet sprosti. Posledica tega je nizja vibracijska energija in nizje energijsko stanje
elektrona. Energija (svetloba), ki se sproséa pri tem, je daljSe valovne dolZine. Kljub
poznavanju strukture organske molekule in njenih absorbcijskih spektrov, strukturna
informacija ni zagotovilo, da bo molekula res fluorescirala.

Glavna prednost spektrofluorometrije je njena izjemna obcutljivost. Za nekatere analite je za
razred tisoCkrat vecja kot pri spektrofotometricnih metodah. Bistvena pomanjkljivost
spektrofluorometrije pa je t. i. quenching efekt, ko se energija (ki naj bi se oddala kot
fluorescenca) absorbira v drugih molekulah.

Sample cell

Exilation
menacheemater

¥o [amp

manechrmator

Slika 37: Shematski prikaz spektrofluorometra
Vir: http://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescence_spectroscopy (7. 11.2009)
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3.2.5 Atomska spektrometrija

Uparjanje oz. uplinjanje atomov v plamenu omogoca absorbiranje ali emitiranje svetlobe
znacilne valovne dolzine. V glavnem so valovne dolzine absorbirane ali emitirane svetlobe v
tistem delu spektra, kjer je sprememba energije minimalna. Ker je energetski prehod za vsak
atom znacCilen, so znacilni tudi atomski spektri, ki jith na ta nacin dobimo. Tako lahko
teoretiCno za enostaven atom sklepamo na njegovo elektronsko zgradbo iz njegovega spektra.
Koli¢ina sevanja, ki se oddaja, je proporcionalna Stevilu vzbujenih atomov, kar pa je odvisno
od temperature in sestave plamena.

Pri dolo¢anju se vedno strogo drzimo predpisov in, ¢e je le mogoce, uporabljamo interni
standard. V ta namen se uporablja najvec litij.

ATOMSKA ABSORBCIJSKA SPEKTROMETRIJA

Analit iz raztopine razprSimo v plamen. Atomi zaradi delovanja energije plamena prehajajo v
vzbujeno stanje, ter pri tem absorbirajo Zarek doloCene valovne dolzine (glej sliko 38).
Merimo absorbcijo zarka monokromatske svetlobe v plamenu. Absorbirana energija je
proporcionalna Stevilu atomov na opti¢ni poti.

V ta namen uporabljamo posebne izvore svetlobe. Mozna je uporaba izvora bele svetlobe in
dveh monokromatorjev, vendar se je najbolj uveljavila uporaba votle katodne cevi. Te cevi
ali zarnice so znacilne za posamezne elemente. Sestavljene so iz elementa, ki se doloca,
volframove anode in nosilnega plina ( argona ), pri nizkem pritisku in visoki napetosti.

| detector

i

| sample

|?|‘|

monochromator

source

chopper

Slika 38: Enozarkovni atomski spektrofotometer
Vir: http://ull.chemistry.uakron.edu/Analytical/Atomic_spec/ (7. 11.2009)

PLAMENSKA EMISIJSKA SPEKTROMETRIJA

V klini¢ni kemiji se pogosto uporablja plamenska emisijska spektrometrija, ki so jo vCasih
imenovali plamenska fotometrija. Ker se uporablja plamen niZje energije, so tudi emisijski
spektri enostavnejSi. Vzorec se v plamen vnasa v obliki raztopine — v obliki spreja, kar delo
zelo poenostavi. Plamenski gorilniki so lahko zelo razli€ni. Raztopina se upari, ostane le
dehidrirana sol, ki v plamenu disociira v proste atome v osnovnem stanju. Del teh atomov
lahko absorbira energijo plamena in prehaja v vzbujeno elektronsko stanje. Ob vracanju v
osnovno stanje emitirajo (oddajajo) fotone znacilne valovne dolzine, kar lahko merimo z
osnovno monokromator-detektorsko enoto. Ker je sevana svetloba enostavne sestave, ni
potrebe po vrhunskih monokromatorjih, ampak zadostujejo tudi enostavni interferencni filtri.
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Intenziteta sevanja je direktno proporcionalna koncentraciji analita v raztopini. Danes s to
tehniko dolo¢amo v glavnem le alkalijske kovine: natrij, kalij in litij. Z uporabo posebne
sestave plamena pa je moZno dolo¢iti tudi 60 razli¢nih elementov.

(1) Source 2) 4 S

Wavelength
selector

= | Deleclor =

| Signal processor
— and readout

u (3) Sample

(c)

Slika 39: Shematski prikaz emisijske spekroskopije
Vir: http://employees.oneonta.edu/schaumjc/chem362/components.ppt#16 (7. 11. 2009)
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Slika 40: Prikaz izvedbe elektrode (odvisna je od agregatnega stanja vzorca) in razprSevanje
vzorca v plamen
Vir: http://ull.chemistry.uakron.edu/Analytical/Atomic_spec/ (7.11.2009)

3.2.6 Povzetek s preverjanjem znanja

Spektrometricne metode izkoriS€ajo lastnosti raztopin (posameznih sestavin v njej), da
absorbirajo iz spektra svetlobe, elektromagnetno valovanje to¢no dolocene valovne dolzine.
Merimo zmanjSanje intenzitete svetlobe proti slepemu vzorcu. Beer-Lambertov zakon je
osnova za spektrometricno dolocanje koncentracije neke snovi v vzorcu. Absorbanca je v
linearni zvezi s koncentracijo snovi. Izmerimo absorbanco pripravljenih standardnih raztopin
in iz umeritvene krivulje od¢itamo koncentracijo nasega analita.

- Kaj je svetloba?

- Opisite spekter elektromagnetnega valovanja.

- Kateri del spektra predstavlja vidno svetlobo?

- Razmislite, zakaj so nekatere raztopine obarvane druge pa brezbarvne.

- Razlozite pojma absorbanca in transmitanca.

- IzracCunajte absorbanco raztopine, ¢e transmitanca znasa 75 %.

- Kako je povezana absorbanca doloc¢ene valovne dolzine z obarvanostjo raztopine?
- Od katerih parametrov je odvisna absorbanca analita v vzorcu?
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S formulo zapiSite Beerov zakon.

Graficno prikazite odvisnost absorbance od koncentracije raztopine.

Kako poteka spekrometri¢no dolocanje koncentracije nekega analita?

Nastejte in opiSite sestavne dele spektrofotometra.

Katere vrste spektrometrije poznate in v ¢em se razlikujejo?

Primerjajte klasi¢ne analizne metode s spektrometrijo (hitrost, natan¢nost, cena,
potrebno znanje, onesnazevanje okolja).
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3.3 KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je skupen izraz za vrsto separacijskih  fizikalnih  tehnik,
ki temeljijo na razlicnem zadrZevanju topljencev, ki se gibljejo v toku tekocCine ali plina
(mobilna faza) preko mirujoce podlage (stacionarna faza).
Kromatografske metode se v analizi zivil pogosto uporabljajo kot kvalitativne,
semikvantitativne in kvantitativne metode za dolofanje aminokislin, aditivov, maS¢obnih
kislin ... Kromatografske tehnike lahko uvrS¢amo med zelo enostavne in hitre analizne
metode, ki ne zahtevajo drage opreme (primer papirna in tankoplastna kromatografija). Z
razvojem sodobne instrumentalne opreme, pa so bile razvite tudi zelo zahtevne
kromatografske tehnike (tekoCinska kromatografija visoke zmogljivostt — HPLC, plinska
kromatografija — GC), ki zahtevajo drago opremo, ustrezno znanje za interpretacijo rezultatov
in se uporabljajo kot najzahtevnejSe analiticne metode.

Cilji kromatografskih metod so:

- razstavljanje zmesi na posamezne komponente,

— kvalitativno dolocanje posameznih komponent (identifikacija),
— kvantitativno doloCanje in

— Cis¢enje snovi iz raztopin (Prosek, 1991).

Glede na agregatno stanje mobilne in stacionarne faze, geometrijo sistema, osnovno silo, ki
povzroca gibanje mobilne faze ter glede na osnovni mehanizem retenzije topljencev, lo¢imo
ve¢ osnovnih kromatografskih tehnik (glej tabelo 4).

Tabela 4: Osnovne razlike med kromatografskimi tehnikami

Mobilna faza Plin
TekocCina

Mehanizem retenzije Adsorbcija
Porazdelitev

Hidrofobne interakcije
Ionska izmenjava

Geometrija sistema Valj (kolona) - polnjena kolona
(kolonska) - kapilara
ravnina - tanka plast
(planarna) - papir

Vir: Prosek, 1991
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3.3.1 Tankoplastna kromatografija

Tankoplastna kromatografija (TLC) je planarna separacijska tehnika. LoCevanje komponent
vzorca poteka med potovanjem mobilne faze po tanki plasti sorbenta (stacionarna faza), ki je
nanesen na tanke ploscice (steklene, redkeje aluminijaste).

TLC-analiza poteka v naslednjih fazah:
Izbira TLC-plosce z ustreznim nanosom,
priprava vzorca,

nanasanje vzorca,

razvijanje kromatograma,

detekcija in

vrednotenje (Prosek, 1991).

Sk W=

1. Izbira TLC- plos¢e z ustreznim nanosm

Pred analizo izberemo TLC-ploS€o z ustreznim nanosom sorbenta. Danes se dobijo na
trziScu industrijsko pripravljene plosce. Obicajno so velikosti 10 x 20 ali 20 x 20 cm. Na
njih je naneSena 0.20 mm ali 0.25 mm debela plast sorbenta (stacionarna faza) z velikostjo
delcev cca. 12 um. Sorbenti na plos¢ah so najpogosteje silikagel, aluminijev oksid,
poliamid ali mikrokristali¢na celuloza. Plasti sorbenta lahko pred uporabo prepariramo z
razli¢nimi solmi in pufri, tako da dobimo sorbente z boljso locljivostjo.

2. NanaSanje vzorca
Vzorec lahko nanasamo ro¢no ali avtomatsko. Nanasamo jih v tocko ali v ¢rto. Ro¢no
nanasamo vzorce s pomocjo kapilar. Oddaljenost vzorca od spodnjega roba plosce je

konstantna — obicajno 1 do 2 cm. Razdalja med posameznimi nanosi je od 10 do 20 mm. S
kapilarami nanaSamo od 0.2 do 10 pL vzorca.

g Chamber

1 microcapillary
rspotting

Slika 41: Pripomocki za TLC kromatografijo
Vir:
http://www.wellesley.edu/Chemistry/chem2111ab/Orgo_Lab_Manual/Appendix/Techniques/
TLC/thin_layer_chrom.html (7. 11. 2009)

56



Analiza Zivil

3. Razvijanje kromatograma

Spada med najpomembnejsa opravila TLC. Poteka v posebnih kromatografskih kadeh, ki
so lahko nasic¢ene ali nenasicene. Nasi¢eno kad pripravimo tako da steno kadi prevlecemo
s filter papirjem in nalijemo razvijalec, ki potuje po filter papirju. Ob izhlapevanju
razvijalca iz  filter papirja se prostor nasi¢i z njegovimi  parami.
Potek razvijanja: Na dno kadi se nalije razvijalec, tako, da je TLC-ploS¢a za 0.5 cm
potopljena v njega. Zaradi kapilarnih sil potuje razvijalec (mobilna faza) po plosci
navzgor in s seboj nosi molekule komponent vzorca. Te se zaradi razli¢nih interakcij med
molekulami vzorca sorbenta (stacionarna faza) in topila lo¢ijo. Ko mobilna faza doseze
zgornji rob plosce, plos€o vzamemo iz kadi in jo posuSimo s tokom toplega zraka.

Slika 42: Razvijanje TLC plos¢ lahko poteka tudi enostavno v laboratorijski casi
Vir:
http://www.wellesley.edu/Chemistry/chem?211lab/Orgo Lab Manual/Appendix/Techniques/
TLC/thin_layer chrom.html (7. 11. 2009)

4. Detekcija

Vecina substanc po razvijanju nima svoje lastne barve, zato je potrebno po razvitju
kromatograma opraviti vizualizacijo. UV-detekcija - uporabna je za substance, ki
posedujejo lastno fluorescenco. TakSne substance lahko opazujemo v posebni komori, Ce
jih obsevamo z UV-svetlobo 254 ali 366 nm. Rosenje (prskanje) - posamezne substance
so vidne na kromatogramu Sele po izvedbi kemijske reakcije z doloCenim reagentom.
Zaradi nastanka strupenih aerosolov to opravljamo vedno samo v digestoriju.

Slika 43: Nekatere snovi lahko detektiramo s pomocjo UV-svetlobe
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Vir:

http://www.wellesley.edu/Chemistry/chem?211lab/Orgo Lab Manual/Appendix/Techniques/

5.

58

TLC/thin_layer chrom.html (7. 11. 2009)

Vrednotenje

Loc¢ene posamezne komponente vzorca so v obliki madeZa na ploS¢i. RazvrS€ene so od
nanosa vzorca do meje, do katere je pripotovalo topilo. Dolzina poti, ki jo je pripotovala
posamezna komponenta vzorca v razmerju z dolzino poti topila (retenzijski faktor), nam
da informacijo o tem, kaj imamo v vzorcu — kvalitativna analiza (glej sliko 44).

‘retenzijski faktor = dolzina poti substance / dolZina poti topilal

Kvantitativno ovrednotimo kromatogram s pomocjo denzitometrov — merjenja reflektirane
svetlobe. Vecinoma se tankoplastna kromatografija uporablja za kvalitativno ali
semikvantitativno analizo. Pri slednji primerjamo povrSine lis vzorcev s povrSinami lis
standardov in iz poznanih koncentracij standardov sklepamo na koli¢ino posamezne
substance v vzorcu.

) i '
! '
: [ [
|
g
] I 5 i 1 I ~ & Y
primer TLC komore po~5min po~10min po suSenju

Slika 44: Prikaz kromatografske komore in razvijanje kromatograma
Vir: http://www.chem.ucla.edu/~bacher/General/30BL/tips/TLC1.html (7. 11.2009)
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Slika 45: Kvalitativno vrednotenje kromatograma Vir:
http://www.chem.ucla.edu/~bacher/General/30BL/tips/TLC1.html (7. 11. 2009)

3.3.2 Tekodinska kromatografija

Kot pri ostalih kromatografskih tehnikah se tudi pri tekocinski kromatografiji locijo
posamezne komponente v vzorcu s porazdeljevanjem med dve fazi, stacionarno in mobilno
fazo. Mobilna faza pronica skozi stacionarno fazo v doloceni smeri (glej sliko 46).
Kromatografski proces, ki pri tem nastaja, je rezultat ponavljajoega se dejanja sorpcije in
desorpcije s stacionarno fazo med potovanjem komponent vzdolz kolone. Do separacije pride
zaradi razlik v porazdelitvenih konstantah posameznih komponent vzorca.

Mobilna faza pri tekoCinski kromatografiji je tekocCina nizke viskoznosti. Stacionarne faze so
porozni mikrodelci iz razli¢nih substanc, najpomembnejsi so silika gel, hidro oksidi, porozni
organski polimeri, lasersko obdelan aluminij in v zadnjem ¢asu tudi porozni grafit.

Podobno kot pri ostalih kromatografskih tehnikah tudi pri tej analizni tehniki dobimo
informacije o:

- kompleksnosti vzorca (Stevilo pikov),

- kvalitativni sestavi vzorca (polozaj pikov),

- koli¢ini posamezne komponente v vzorcu (povrsina pikov).

Slika 46: Enostaven primer kolonske kromatografije
Vir:
http://www.wellesley.edu/Chemistry/chem?211lab/Orgo Lab Manual/Appendix/Techniques/
ColumnChrom/column_chrom.html) (7. 11. 2009)

Cilj kromatografije je u¢inkovita separacija. Kvalitetna separacija je definirana z locljivostjo
dveh pikov.

Stacionarna faza v tekocinski kromatografiji:

Tekocinska kromatografija ima zelo Siroko obmocje izbora mobilnih in stacionarnih faz, zato
tudi spada med bolj selektivne metode kot plinska kromatografija. Za ¢im boljso selektivnost
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je potrebno ustrezno izbrati separacijski nacin, strukturo stacionarne faze in sestavo mobilne

faze.

Polnila

V tekocinski kromatografiji nizkih pritiskov se uporabljajo kot polnila popolnoma porozni
delci velikih premerov, ki dajejo slabe ucinkovitosti in zahtevajo dolge separacijske Case.
Popolnoma porozna polnila s silika mikrodelci s premeri manj kot 10 pm omogocajo vecjo
ucinkovitost kolon, ve¢je kapacitete vzorca in krajSe separacijske Case. Kot surovina za
izdelavo polnil lahko sluzijo: silika gel, hidro oksidi, lasersko obdelan aluminij, porozni

organski polimeri in porozni grafit.

Mobilna faza

Kot mobilna faza se najve¢ uporabljata organski topili metanol in acetonitril. Sama voda nima
elucijske moci, zato ji dodajamo ustrezna topila.

Enostaven grafi¢en prikaz o delovanju kolonske kromatografije:
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Slika 47: Prikaz polnjene kolone (1), dodatek zelenega barvila -vzorca, ki ga zelimo lociti (2),
dodajanje mobilne faze (3) in potek loCevanja (4) s kon¢nim eluatom (rumenim barvilom) (5)
Vir: http://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/column.html (7. 11. 2009)

Vec o kolonski kromatografiji tudi na spletu:
http://www.wellesley.edu/Chemistry/chem211lab/Orgo_Lab_Manual/Appendix/Techniques/
ColumnChrom/column_chrom.html (6.12.2009)
http://www.chemguide.co.uk/analysis/chromatography/column.html (6.12.2009)
http://www.chem.ubc.ca/courseware/154/tutorials/exp3 A/columnchrom/ (6.12.2009)
http://www.wfu.edu/academics/chemistry/courses/CC/index.htm (6.12.2009)

3.3.3 Plinska kromatografija

Se prav tako pogosto uporablja za lo¢bo substanc v analiticne namene. Izvaja se praviloma na
aparatih - plinskih kromatografih. Aparati so sestavljeni iz:

analiticne kolone (steklena, keramic¢na ali kovinska), katera notranjost je prevleCena s
stacionarno fazo. Snov, ki jo Zelimo lociti vnaSamo skozi injektor, kjer zaradi visokih
temperatur injektorja prehajajo snovi v plinasto stanje. Pretok mobilne faze (plina) skozi
kolono omogoca prenos uplinjenih snovi po koloni do detektorja, obcutljive naprave, ki
belezi prehod snovi iz kolone. Signal detektorja se poveca in prenasa na rekorder.

Injectar
Fl
I:Dnt?:;Tler F_Irt -
T % Fecorder
2

]
Column Detector

Column oven

Carrier gas

Slika 48: Shematski prikaz plinskega kromatografa
Vir: http://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutorials/chrom/gaschrm.htm (6. 12. 2009)

Injektor in kolona se nahajata v pecici kromatografa. V plinskih kromatografih imamo lahko
razli¢ne detektorje. Med pomembnejsa sodita plamensko ionizacijski in masni spektrometer.

The split / splitless injector

Rubber septurn
= Septum purge outlet
Carrier gas

inlet — "
——» Spit outlet
Heated metal block

Yapourisation charmber

Glass liner Folyimide coating

Colurmn i ,‘-I—Fused silica tube
Cherrically boadec stationsry paase
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Slika 49: Primer injektorja Slika 50: Prikaz sestave kolone
Vir: http://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutorials/chrom/gaschrm.htm (6. 12. 2009)

Collector electrode

(]
Flame ignition

coil +300Y
Folariging voltage

Air—T +—Hydrogen

Colurmn

Slika 51: Shematski prikaz plamensko ionizacijskega detektorja
Vir: http://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutorials/chrom/gaschrm.htm (6. 12. 2009)

Mobilna faza

V plinskih kromatografih predstavlja mobilno fazo inerten plin. Najve¢ se v te namene
uporablja helij, manj pogosto duSik. Mobilna faza prakticno nima vpliva na samo
kromatografsko locitev. V analiti¢no kolono prihaja segret na temperaturo injektorja. Mobilna
faza prenaSa uparjene snovi vzdolz kolone, kjer se te zaradi razli¢nih fizikalno-kemijskih
vplivov zadrzujejo krajsi ali daljsi ¢as na stacionarni fazi kolone.

Uspesnost kromatografske locbe je odvisna od Stevilnih faktorjev in kromatografskih pogojev.
Vsekakor sta najpomembnejSa faktorja pomoZni material in stacionarna faza analiti¢ne
kolone. Za pomozni material je zazeleno, da nima adsorpcijskih lastnosti in da je kemicno
inerten. Uporabljamo steklene in kerami¢ne pomoZne materiale.

DolZina kolon in njihov premer sta lahko zelo razli¢na. Kapilarne kolone imajo majhen
notranji premer, obi¢ajno 0.25 mm in dolzino nad 20 m. Stacionarna faza je naneSena v
notranjosti v zelo tankih nanosih. Zaradi velike dolZine imajo kapilarne kolone veliko
sposobnost locbe snovi.

Stacionarna faza

Pri izbiri stacionarne faze za locbo dolocenih snovi je pomembno, da izberemo stacionarno
fazo s priblizno takSno polarnostjo, kot jo ima analit.

Stacionarne faze imajo temperaturne omejitve. Spodnji limit predstavlja temperatura, pri
kateri ni zeljene vezave, zgornji limit pa predstavlja temperatura, pri kateri pri¢ne prehajati
stacionarna faza iz kolone v detektor. Na ta nacin kolona “spus¢a” in izgubljamo stacionarno
fazo.

Pred uporabo je potrebno vse kolone dalj ¢asa kondicionirati.
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Types of columns

open (capillary)
Porous Wall
Layer Coated
Open Open
Tube Tube

. conventional

Slika 52: Prerez razli¢nih tipov kolon
Vir: http://ull.chemistry.uakron.edu/chemsep/gc/ (6. 12. 2009)

1/8" packed column Fused silica capillary column

Slika 53: Vrste kolon, ki se uporabljajo v GC - tehniki
Vir: http://ull.chemistry.uakron.edu/chemsep/gc/ (6. 12. 2009)

Kvalitativna in kvantitativna dolo¢itev

Komponente mesanice, ki jih lo¢imo v procesu kromatografske locbe, lahko identificiramo s
pomocjo primerjave Casa zadrzevanja v koloni (retenzijski ¢as), ki ga primerjamo z
retencijskim ¢asom standardnih substanc pod enakimi pogoji. Retencijski Cas predstavlja Cas,
ki je potreben, da doloc¢ena substanca prispe od injektorja do detektorja. Ker ima lahko ve¢
substanc pod doloCenimi pogoji kromatografske locbe podoben retencijski Cas, se za
identifikacijo lahko uporablja dve ali ve¢ stacionarnih faz razli¢ne polarnosti.

Kvantitativno dolocitev izvedemo z integriranjem povrsine pika (glej primer kromatograma
plinske kromatografije, slika 54).

Vec na spletu:
http://www.chromatography-online.org/index.html (6. 12. 2009)

Preizkusite se tudi v e-ucilnici:
http://teaching.shu.ac.uk/hwb/chemistry/tutorials/ (6. 12. 2009)
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3.3.4 Povzetek s preverjanjem znanja

Kromatografija spada med separacijske — lo¢itvene metode. Vzorec lo¢imo na posamezne
komponente, sledi identifikacija komponent vzorca s pomoc¢jo dodatka standardnih raztopin
ali (in) z dolocitvijo retenzijskega faktorja. Papirna in tankoplastna kromatografija se pogosto
uporabljata le za kvalitativno in semikvantitativno dolocitev, teko€inska kromatografija in
plinska kromatografija pa tudi za kvantitativno dolocitev. Posamezne kromatografske tehnike
se med sabo razlikujejo po vrsti stacionarne in mobilne faze in izvedbi dela. Kot stacionarna
faza se uporabljajo papir (pri papirni kromatografiji), razlicni nanosi (npr. silikagel pri
tankoplastni, tekoC€inski kromatografiji), kot mobilna faza pa razlicna organska topila (pri
papirni, tankoplastni in tekoc¢inski kromatografiji) in inerten plin (pri plinski kromatografiji).
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Razlozite osnovo delovanja kromatografskih metod.

Kaj je stacionarna in kaj mobilna faza?

Nastejte cilje kromatografije.

Zakaj priStevamo kromatografske metode med separacijske metode?

Nastejte faze dela tankoplastne kromatografije (TLC).

Kaj je stacionarna faza in kaj mobilna faza TLC tehnike?

Kako poteka kvalitativna in kako kvantitativna dolocitev pri TLC tehniki?
IzraCunajte retenzijski faktor, ¢e je pot topila znasala 16,5 cm, pot komponente vzorca
pa4,7 cm.

Opisite kolonsko kromatografijo in potek dela.

Razmislite, kdaj se odlocamo za kolonsko kromatografijo?

Kaj je stacionarna faza in kaj mobilna faza kolonske kromatografije?

Nastejte sestavne dele plinskega kromatografa.

Kaj uporabljamo kot mobilno fazo pri plinski kromatografiji (GC)?

Navedite bistveno razliko mobilne faze tekocinske kromatografije in plinske
kromatografije (GC) in kakSen je njun pomen?

Opisite kolono plinskega kromatografa in ¢emu je namenjena?

Razmislite, katera vrste kromatografij je za okolje manj obremenilna in zaka;?
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Slika 54: Primer plinskega kromatograma
Vir: Splosna bolnisnica Maribor, Oddelek za laboratorijsko diagnostiko
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3.4 ELEKTROFOREZA

Elektroforeza spada med locitvene metode in je definirana kot potovanje nabitih delcev v
elektricnem polju. Glavni poudarek uporabe je v analitiki vseh vrst proteinov - v biokemiji,
biologiji, analizi zivil, klini¢ni kemiji, farmacevtski analitki. V analizi zivil lahko s pomocjo
elektroforeze dolo¢amo beljakovine v Zivilih, katerith beljakovinska sestava se med
skladis¢enjem ali tehnoloSkem procesu spreminja. Sodobne elektroforezne tehnike nam
omogocajo tudi izvedbo obcutljivih testov na ponarejena zivila: dolo¢imo lahko 5 %
svinjskega mesa ali 20 % konjskega mesa v govejih izdelkih. V izdelkih lahko ugotovimo ze
dodatek mleka v koli€ini pod 1 %, v testeninah, kjer uporabljamo durum pSenico, lahko z
uporabo elektroforeze ugotovimo dodatek mehke moke (do 3 %) (Golc-Wondra, 1995).

Z celektroforeznimi metodami lo¢ujemo nabite molekule. Vecina separacij poteka v
elektricnem polju na nosilcih, ki so nasiceni s pufrom. Molekule lahko lo¢ujemo ne samo
glede na razlike v nabojih, temve¢ tudi glede na velikost molekul, njihovo izoelektricno

Slika 55: Potovanje molekule v elektri¢nem polju
Vir: http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis (20. 12. 2009)

Kot nosilec za elektroforezo najpogosteje uporabljamo poliakrilamide in agarozne gele, pa
tudi celulozni acetat in kromatografski papir. Pufer je potreben za prevajanje elektricnega toka
in tudi za vzdrZevanje konstantnega ionizacijskega stanja polielektrolitov.

Elektroforetsko potovanje je odvisno od $tevilnih parametrov:
- velikosti delca,

- oblike delca,

- koncentracije spojine,

- elektricnega naboja,

- stopnje disociacije in hidratacije delcev,

- viskoznosti,

- pH vrednosti,

- temperature,

- ionske moci medija,

- poljske jakosti in

- Casa potovanja in razdalje med elektrodama (Golc-Wondra, 1995).

66



Analiza zZivil

3.4.1 Papirna elektroforeza

Papir za elektroforezo je podobno kot za kromatografijo posebno obdelan, odvisno od zahtev
vzorca, ki ga preiskujemo. Tudi vrsta puferske raztopine je odvisna od vrste vzorca. Na sliki
56 je prikazana aparatura za elektroforezo v vlazni komori.

b d b

Slika 56: Aparatura za elektroforezo v vlazni komori
Vir: Sodja Bozi¢, 1998, 34

V ploscati kadicki iz umetne snovi (a) sta prekata a in b za pufersko raztopino. V prekatih sta
namesceni elektrodi (c). Na nosilec (najlonske niti, €) polozimo trakove filter papirja (d).
Aparaturo pokrijemo s stekleno posco (f). Elektrodi veZemo preko usmernika na omrezno
napetost.

Potek dela:

- Naenem izmed koncev traku nariSemo startno crto.

- Vzorec nanasamo v obliki kapljice ali v ¢rto. Za kvantitativno dolocitev volumen
tocno odmerimo (npr. 10 pL)

- Posusimo vzorec in omoc¢imo trak v pufersko raztopino ter ga polozimo na nosilec
tako, da je startna Crta na nasprotni strani elektrode, proti kateri delci potujejo in da
konca segata v pufersko raztopino.

- Kadi€ko pokrijemo s stekleno plosco tako, da se komora nasiti z vlago.

- Elektrodi povezemo z usmernikom in vklopimo omrezno napetost - odvisno od vrste
vzorca od 150 do 500 V.

- Opazujemo potovanje madezev oz. trakov. Ko je loCitev potekla, elektroforezo
prekinemo.

- Papirne trakove osusimo s tokom toplega zraka, dolo¢imo oddaljenost od startne Crte
in zapiSemo smer gibanja delcev.

- Pri kvantitativni analizi dolo¢imo koncentracijo posameznih komponent na razlicne
nacine. Papir z madeZem odreZemo in madeZ raztopimo v primernem topilu ter
koncentracijo dolo¢imo spektrofotometricno. Lahko pa liso na papirju direktno
fotometriramo (Sodja Bozi¢, 1998).
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Slika 57: Prikaz potovanja delcev ob izvedbi papirne elektroforeze
Vir: http://www.sci.sdsu.edu/TFrey/Bio750/Electrophoresis.html (20. 12. 2009)

3.4.2 Gelska elektroforeza

Komercialne aparature, ki so na voljo v najrazlicnejsih
izvedbah, so sestavljene iz stabilnega usmernika in
elektroforezne enote, v kateri sta rezervoarja za pufer z
elektrodama. Gel, na katerem poteka separacija, se nahaja
med steklenima ali plasticnima plos¢ama ali v cevki
(vertikalna izvedba), lahko pa lezi na podpornem delu
(horizontalna izvedba) in mora biti povezan z rezervoarji za
pufer.

Po separaciji barvamo proteine na gelu z razli¢nimi barvili in
jih tako napravimo vidne. Vrednotimo jih z denzitometrom ob
uporabi standardnih mesanic proteinov.

£

|

Slika 58: Horizontalna izvedba gelske elektroforeze
Vir: http://en.wikipedia.org/wiki/Electrophoresis (20. 12. 2009)

Kako lahko sami izvedemo gelsko elektroforezo?
Vir: http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/gel/electrophoresis/ (20. 12. 2009)

Slika 59: Pripravimo si ves Slika 60: Agar raztopimo v vodi in segrevamo v
pribor in kemikalije. mikrovalovni pecici dokler se ne raztopi.
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Slika 61: V model prilijemo ohlajen — mlacen gel ter ga ~ Slika 62: Ko je ohlajen, pazljivo odstranimo

z rahlim obrac¢anjem razporedimo po celotni povrsini. mesta, ki so namenjena za nanos vzorca. Gel
prenesemo na temno, najbolje ¢rno podlago
in v mesta za vzorce pazljivo nanesemo Zivilska

barvila.
0% %
== r._._l
b
q

Slika 63: V elektroforezno kadicko vstavimo gel ~ Slika: 64: Napetost nastavimo na 50—100 V ter pustimo
tako, da so mesta z vzorci blize ¢rni (negativni) priblizno 5 - 10 min. Ko pri¢ne barvilo potovati skozi
elektrodi. Prilijemo pufer in zapremo kadicko s gel, izkljucimo elektri¢ni tok in prikljuc¢imo elektri¢ni tok.
pokrovom ter opiSemo spremembe.

Uporabljamo razli¢ne izvedbe elektroforeze glede na specifi¢nost preiskovanega materiala in
prednosti, ki jih nudi posamezna metoda. Metode, ki omogocajo loCitev proteinov na
posamezne frakcije (sestavne dele), so posebnega pomena, ker omogocajo razumevanje
poteka najenostavnejsih kot tudi najzahtevnejsih procesov.

Poglejte si tudi virtualno ucilnico o gelski elektoforezi:
http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/gel/ (20. 12. 2009)
http://www.dnalc.org/ddnalc/resources/electrophoresis.html (20. 12. 2009)

69



3.4.3 Povzetek s preverjanjem znanja

Z elektroforeznimi metodami lo¢ujemo nabite molekule v elektricnem polju (najpogosteje
proteine) in jih kvalitativno in kvantitativno dolo¢amo. Molekule lo¢ujemo glede na razlike v
nabojih, velikosti molekul, njihovo izoelektricno tocko ... Poznamo papirno in gelsko
elektroforezo. V obeh primerih je aparatura sestavljena iz stabilnega usmernika in
elektroforezne enote, v kateri sta rezervoarja za pufer z elektrodama. Pri papirni elektroforezi
poteka separacija na papirju, pri gelski elektroforezi pa na gelu, oba nosilca morata biti
povezana s pufersko enoto.
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Razlozite princip delovanja elektroforeze.

Za katere snovi se najpogosteje uporablja elektroforeza?

Od cesa je odvisna hitrost potovanja nabitih molekul v elektricnem polju?

Nastejte inventar, ki ga potrebujemo za izvedbo papirne elektroforeze.

Navedite prednost gelske elektroforeze pred papirno.

Razlozite princip kvalitativnega in kvantitativnega doloCanja snovi pri papirni
elektroforezi.

Razmislite o razlikah in podobnostih med kromatografijo in elektroforezo.

V virtualni u€ilnici izvedite gelsko elektroforezo in dolocite dolzino DNA molekul.
http://learn.genetics.utah.edu/content/labs/gel/ (6. 6. 2010)

Kaj bi potrebovali, ¢e bi Zeleli sami izvesti gelsko elektroforezo? Opisite, kako bi jo
izvedli?
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Razmislite o primerjavi med instrumentalnimi in klasi¢nimi kemijskimi metodami.
Navedite osnove elektrokemijskih metod.

Katere vrste elektrod poznamo in kako se razlikujejo med sabo?

Opisite elektrode, ki jih uporabljamo za merjenje pH vrednosti.

Kateri pojav elektromagnetnega valovanja izkoriS¢amo v kvantitativni analitiki?
Graficno in s formulo prikazite Beerov zakon.

Navedite sestavne dele spektrometra in princip delovanja.

Navedite bistvene razlike med posameznimi spektroskopskimi metodami.

Katere locitvene metode poznate?

V katere namene lahko uporabljamo kromatografske metode?

Katere vrste kromatografij poznamo in kaksSne so bistvene razlike med njimi?
Navedite faze dela pri tankoplastni kromatografiji in kvalitativno in kvantitativno
vrednotenje.

Naredite primerjavo med tekocinsko in plinsko kromatografijo.

Katere vrste stacionarnih faz poznate pri posamezni vrsti kromatografije?

Kaj je elektroforeza in kako poteka elektroforezna locitev?

Za katere sestavine Zivil je primerna elektroforeza in razmislite o moZnostih uporabe v
kontroli kakovosti Zivil?

Razmislite o vlogi klasi¢nih instrumentalnih metod pri skokovitem razvoju
instrumentalnih analiznih metod.

Kaj menite, kateri faktorji so odlocilni pri nabavi laboratorijske opreme?

Na podlagi opravljenih laboratorijskih vaj odgovorite:

Pri katerih analiznih metodah je zahtevnejSa izvedba analizne metode in pri katerith
vrednotenje rezultatov?

Katere analizne metode so bolj obremenilne za okolje: klasi¢ne ali instrumentalne?
Katere analizne metode so primernejsSe z vidika varovanja zdravja ¢loveka?
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4 ANALIZA ZIVIL

Prvi podatki o analizi zivil izvirajo iz leta 1606, ko je A. Libaviusa objavil v svojem delu De
Judico Aquarum Mineralium metode analiziranja mineralne vode. 1z tega obdobja so tudi prvi
podatki o kvarjenju hrane in mikroskopskem analiziranju mleka, kisa, kave in ¢aja. V 18. stol.
je A. Marggraf prvi¢ razkril prisotnost saharoze v sladkorni repi, ki se za¢ne izkorisc¢ati kot
surovina za sladkor Sele po Napoleonu.

Prve kvantitativne analize Zivil so se omejevale zgolj na analizo beljakovin, mascob,
ogljikovih hidratov in vode. Takrat so tudi veljale samo te sestavine za pomembne v Zivilu. Z
odkritjem fizioloskega pomena vitaminov, makro - in mikro - elementov pa so se zacele
razvijati tudi metode dolocanja teh sestavin. Danes obstaja veliko vrst metod, ki so se z
razvojem inteligentnih instrumentov in laboratorijske avtomatizacije ter robotike v zadnjih
letih izpopolnile, postale hitrejSe, selektivnejSe. Analizna kemija, na kateri temelji analiza
zivil, je danes postala sodobna informacijska znanost. Izbira in smotrna uporaba primerne
metode pa zahteva natancno poznavanje principov analiznih metod.

Kemijsko predstavlja Zivilo zmes organskih in anorganskih sestavin. Za vsako Zivilo je
znacCilna naravna kemijska sestava tako v kvalitativnem kot v kvantitativnem pomenu. Za
zivila je znacilna razlicna vsebnost hranilnih snovi. Vecina Zivil vsebuje zmes razli¢nih
hranilnih snovi in le malo je zivil, ki so samo iz ene sestavine (npr. saharoza, sol, voda). Od
koli¢ine, vrste in razmerja posameznih hranilnih sestavin v Zivilu je odvisna energijska in
bioloSka vrednost zivila. Razen hranilnih sestavin zivila vsebujejo Se Stevilne druge ne
hranilne sestavine, ki pa dajo Zivilu znacilne organolepti¢ne in tudi druge fizioloSke lastnosti.
To so npr. organske kisline, aldehidi, fenoli, alkoholi, estri, pigmenti, alkaloidi ...

Na sestavo Zivila vpliva ve¢ dejavnikov, ki lahko povzrocijo, da ima ena vrsta Zivil razli¢no
sestavo (npr: ekoloski pogoji, razli¢na agrotehnika, stopnja zrelosti, na¢in prehrane in stopnja
prehranjenosti Zivali ...).

V hrani pa so razen naravnih sestavin pogosto prisotne tudi druge sestavine, ki so v hrani kot
posledica proizvodnje in predelave (tuje primesi, pesticidi, kontaminanti) ali pa so bile dodane
zivilu kot aditivi za izboljSanje organolepti¢nih lastnosti, izboljSanje tehnoloSkih lastnosti,
podaljSanje obstojnosti ...

Analiza zivil je nujna za ocenjevanje hranilne vrednosti zivil, kakor tudi za kontroliranje

procesa proizvodnje. Ne nazadnje se analiza zivil izvaja tudi za kontrolo kakovosti Zivil kot
zahteva zakonodaja.
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4.1 DOLOCANJE KOLICINE VODE

Obstaja zelo veliko metod dolo¢anja vsebnosti vode v Zivilih. Ceprav so metode dokaj
enostavne, je prav tocno doloc¢anje vode v zivilih eden najvecjih problemov v analizi Zivil.

Voda v zivilih je v obliki proste vode ali vezane. Obi¢ajno je v Zivilih ve¢ proste vode in jo
je lahko dolocati. Vezana voda je v zivilih vezana kot kristalna voda v hidratih ali vezana z
molekulami beljakovin in saharidov, ali pa je absorbirana na povrSini koloidnih delcev.
Vezano vodo v zivilih je tezavneje dolocati, zato so potrebne posebne metode. V procesu
predelave in skladiS€enja zivil prihaja do spremembe koli¢ine vode v Zivilih.

Prakti¢no vsa Zivila vsebujejo vodo, zato je kvalitativno dokazovanje vode v Zivilih brez
pomena. Kvantitativno doloCanje vsebnosti vode v zivilih pa je izrednega pomena, ker je od
vsebnosti vode odvisna tudi kakovost zivila, moZnost konzerviranja in skladiScenja.
Pravilniki o kakovosti Zivil predpisujejo maksimalno dovoljeno koli¢ino vode v vrsti Zivil
(primer maslo, klobase, potvorbe mleka ...) Z ozirom na koli€ino vode v Zivilih se Zivila
klasificirajo v razli¢ne kakovostne skupine (maslo, med).

Pri mnogih analizah se rezultat podaja na koli¢ino suhe snovi, ker se s tem dobi realnejsa slika
o spremembi hranilnih snovi med skladiS¢enjem.

Vsebnost vode v zivilih je zelo razli¢na. Glej tabelo 5.

Tabela 5: Vsebnost vode v nekaterih zivilih (Belitz, Grosch, 1992)

ZIVILO % VODE
sveze sadje in zelenjava 70 —90
meso in ribe 65-175
Zitarice 10-15
orchi, leSniki 5-10
mleko 87
kruh 35
med 20
maslo, margarina 16 - 18
mleko v prahu 4
olje 0

Metode dolocanja vode delimo v tri skupine:
1. Locevanje vode od suhe snovi:

- z izparevanjem

- z destilacijo

2. Kemijske metode (s Karl Fischerjevim reagentom, s kalcijevim karbidom)

3. Fizikalne metode (indeks refrakcije, gostota, elektricna prevodnost)
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4.1.1 Dolocanje vode s suSenjem

Osnova teh metod je susenje zivila do konstantne teze v razli¢nih tipih suSilnikov:

SuSenje pri normalnem zra¢nem tlaku

poteka v suSilniku pri atmosferskem pritisku na predpisani temperaturi — obi¢ajno 105 °C do
konstantne teze. Med suSenjem lahko pride pri zivilih, ki vsebujejo velike kolicine mascobe,
tudi do povecanja teze — vzamemo tezo pred povec€anjem.

Odstotek vode izra¢unamo po obrazcu:

% vode — (Mjm %

my

m; - masa vzorca pred susenjem
m; — masa vzorca po susenju

Slika 65: Zatehta vzorcev za doloCanje vode v Zivilih s suSenjem
Vir: Hmelak Gorenjak, 2007

SuSenje v vakuumskem susilniku

poteka na nizji temperaturi od 50 do 70 °C. Postopek je primeren za zivila, ki se tezje susijo
(med, sirupi, marmelada) oz. za Zivila, ki vsebujejo termolabilne snovi (primer D-fruktoza).
Metoda je primerna tudi za Zivila, ki vsebujejo veliko beljakovin (jajca v prahu, meso z veliko
koli¢ino mascob).

SuSenje z dodatkom etanola in peska

Z dodatkom kvarénega peska poveCamo povrSino vzorca in s tem hitrost suSenja Zivil.
Dodatek etanola pa omogoca izparevanje kapilarno vezane vode. TakSen naCin suSenja je
primeren za Zivila, ki vsebujejo ve¢je koli¢ine sladkorja in  beljakovin.

SuSenje v vakuumskem eksikatorju na sobni temperaturi

Metoda je primerna za suSenje termolabilnih substanc, predvsem za dolocanje vode v
rastlinskih ~ vzorcih  hrane. Susimo  nad  koncentrirano  zvepleno  kislino.
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Pri metodah doloc¢anja vode s suSenjem moramo Se upoStevati:

- ustrezno pripravo vzorca
Pazimo pri zivilih, v katerih voda ni enakomerno razporejena.
Pri tekocih zivilih del vode uparimo pred susenjem na vodni kopeli.

- temperaturo in ¢as susenja
Upostevamo predpisano temperaturo za ustrezno zivilo, splosno pravilo ne obstaja.

- mozne vire napak
izparevanje drugih hlapnih snovi, adsorpcijo ogljikovega dioksida iz zraka, proces
oksidacije, Maillardovo reakcijo ...

- ostale faktorje
kvaliteta suSilnika, relativna vlaznost zraka, velikost posode za suSenje, Stevilo vzorcev in

polozaj v susilniku, primeren eksikator za hlajenje ...

Slika 66: Susilnik za indirektno dolo¢anje vode v Zivilih
Vir: http://www.orbit-lab.si/slo/Prodajni%20program/MEMMERT/6_Susilniki.htm (2. 6.
2009)

4.1.2 Dolocanje vode z destilacijo

Primerna je predvsem za zivila, ki vsebujejo termolabilne in lahko hlapne substance.
Uporabljamo jo za doloCanje vode v mascobah, mleku v prahu, v zitih in mlevskih
proizvodih. Poznana je destilacija po Deanu in Starku.

Osnova metode je destilacija vode s pomocjo topil, ki se ne meSajo z vodo, kondenzacija
vodne pare in merjenja volumna predestilirane vode.

Kot topila uporabljamo:
- organska topila lazja od vode (benzol, toluol, ksilol) in
— organska topila tezja od vode (tetraklorogljik, trikloretilen, tetrakloretan).

UpoSstevajmo, da je:
- metoda zelo enostavna, hitra in se odvija pri konstantni temperaturi,
- paziti moramo pri izbiri ustreznega topila (za termolabilne snovi

je primeren benzol) in
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- da je metoda neuporabna pri Zivilih, ki vsebujejo tekocine, ki se meSajo z vodo (etanol,
glicerol, aceton).
Pri metodi lahko pride do sledecih napak:
- netocno graduiran del aparature,

- necistoce v aparaturi in
- nepopolna destilacija.

4.1.3 Kemijske metode dolo¢anja vode

Delimo jih v dve skupini:

-V prvo skupino spadajo metode, pri katerih se odvija sledec¢a kemijska reakcija:
voda + reagent — reakcijski produkt

Primer te metode je metoda s Karl Fischerjevim reagentom in metoda s kalcijevim
karbidom.

-V drugo skupino spadajo metode, pri katerih kemijska reakcija poteka v dveh stopnjah:

voda + reagent A — reakcijski produkt B
reakcijski produkt B + reagent C — reakcijski produkt D

Primer je metoda z acetil kloridom. Doloc¢amo koli¢ino reagenta C.
Metoda s Karl Fischer-jevim reagentom

Osnova metode je redoks titracija. Dolo¢amo Zveplov dioksid v prisotnosti vode s titracijo z
jodom. Oksidacija Zveplovega dioksida z jodom je mozZna samo v prisotnosti vode po
reakciji:

2H,0 + SO, + I, & H,SO4 + 2 HI

Mnozino vode doloCimo iz mnozine zreagiranega joda. Poskusi so pokazali, da reakcija
poteka z leve proti desni strani samo v prisotnosti piridina in metanola.

Titracija poteka s Karl Fischerjevim reagentom —KFR (Zveplov dioksid : piridin : raztopina
joda : metanol = 1:3:1:1) do nastanka prostega joda, ki pomeni konec titracije.

Metoda ni primerna za zivila, ki vsebujejo mocne oksidante ali reducente, ki lahko reagirajo s
KFR.

Slika 67: Aparatura (titrator) za dolo¢anje vsebnosti vode po Karl Fischer-ju
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4.1.

Od

Vir: http://analytik-
jena.com/frontend/itid___330/st_id__330/?gclid=CICP37uQh5cCFSX1Xgodfz269w

(2. 6.2009)

4 Fizikalne metode

fizikalnih metod se uporabljajo:

elektrokemijske metode (merimo elektri¢ni upor, elektri¢no prevodnost ali dielektricno
konstanto) se uporabljajo za hitro dolo¢evanje vode v zivilih (za Zita, moko, ¢aj ...),
refraktometrijsko doloCanje se uporablja za indirektno od¢itavanje vode, z dolo¢anjem
koli¢ine suhe snovi (v sadnih sokovih, sirupih, medu),

razlicne specificne metode za posamezna zivila.

Vec poiscite tudi na spletu:
http://en.wikipedia.org/wiki/Water content#Direct methods (2. 6. 2009)

http://www.edusatis.si/wiki/tiki-

index.php?page=SOP%20Dol0%C4%8Danje%20vode%20Karl%?20Fisher (2. 6. 2009)

4.1.

Dolocanje vsebnosti vode je pomemben pokazatelj kakovosti zivil. Med najpomembnejse
metode spada fizikalna indirektna metoda, pri kateri s pomocjo suSenja doloc¢imo odstotek
suhe snovi in posredno izracunamo odstotek vode v zivilu. Kljub moznim napakam metode
(izparevanje drugih hlapnih snovi, adsorpcija ogljikovega dioksida iz zraka, proces oksidacije

),

Pravilnik predpisuje za dolo¢eno vrsto in kakovost zivila maksimalno dovoljeno vsebnost
vode in metode, s katerimi jo dolo¢amo. Pogosto so v uporabi tudi sodobne instrumentalne

5 Povzetek s preverjanjem znanja

velja metoda doloCanja vode s susenjem za referencno metodo.

metode, s pomocjo katerih pridemo hitreje do rezultata.
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- RazloZite pomen doloc¢anja koli¢ine vode v Zivilih.

- Nastejte metode dolocanja vode v zivilih in navedi bistveno razliko med njimi.
- Opisite indirektno metodo dolocanja vode s suSenjem in navedi napake metode.
- Katere faktorje moramo upostevati pri metodi dolocanja vode s suSenjem?

- Katere vzorce za dolocanje vode suSimo z etanolom in peskom?

- Razlozite osnove metode dolocanja koli¢ine vode z destilacijo. Kdaj jo uporabljamo?

- Navedite princip dolo¢anja vode s titracijo po Karl Fischer-ju.

- Nastejte najpomembnejse instrumentalne metode dolocanja koli¢ine vode in navedite

primere uporabe.

- Koliko % vode je v vzorcu Zivila, ¢e je masa praznega tehtica znaSala 50,5400 g,
masa tehti¢a z vzorcem Zivila pa 54,0505 g? Po suSenju smo ponovno tehtali - masa
tehti¢a s posuSenim vzorcem je znasala 51,9465 g.
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4.2 MINERALNE SNOVI

Vsa zivila, tako rastlinskega kot Zivalskega porekla, vsebujejo mineralne snovi, ki so sestavni
del zivljenjskih tkiv.

Mineralne snovi v analiti¢nem pogledu razumemo kot ostanek pepela po sezigu. Sestava
pepela ni odvisna samo od vrste zivila, pac pa tudi od poteka seziga. Torej sestava pepela ni
identi¢na sestavi posameznih mineralov v Zivilu, pa¢ pa se lahko s seZigom spremeni. Pri
visokih temperaturah prihaja do razli¢nih kemijskih reakcijah med minerali in tudi med
minerali in organskimi snovmi, ki vsebujejo Zveplo in fosfor.

Pepel vsebuje v ve€jih koli¢inah: kalij, natrij, kalcij, magnezij (v obliki odgovarjajocih
kationov), fosfor, Zveplo, klor (v obliki fosfata, sulfata, klorida) in silicij (kot silicijev
dioksid). V manjsih koli¢inah ali le v sledeh so prisotni Se drugi elementi v ionski obliki: Fe,
Sb, Cu, Mn, Co, Ni, Ag, Zn, Sn, Se, Al.

V pepelu so prisotni tudi karbonati kot posledica seziga soli vinske, jabol¢ne, citronske in
drugih organskih kislin.

Pogosto pa se nahajajo v pepelu tudi minerali, ki niso naravno prisotni v Zivilu, pa¢ pa so
prispeli v zivilo kot posledica pridelave (razlicni pesticidi) in predelave zivil (aditivi,
kontaminanti).

Dolo¢anje mineralnih snovi v Zivilu je zelo pomembno, ker koli¢ina mineralnih snovi sluzi
kot merilo za biolosko vrednost zivila, kot tudi za doloCanje kakovosti zivila in njegove
zdravstvene neoporecnosti.

Pepel v Zivilu doloc¢amo kot:

- skupni pepel,

- (isti pepel (skupni pepel topen v 10 % HCI),

- pepel netopen v klorovodikovi kislini (pesek),
- pepel topen v vodi,

- pepel netopen v vodi,

- pepel brez kuhinjske soli in

- sulfatni pepel.

Mineralne snovi lahko dolo¢amo:
- s suhim sezZigom,

-z mokrim sezigom.

4.2.1 Suhi sezig

Zivilo sezgemo na visoki temperaturi — ostanek po sezigu je pepel.
Pred sezigom je pomembna pravilna priprava vzorca:

- trdna zivila zdrobimo in homogeniziramo,
- tekoca zivila posuSimo, najprej nad vodno kopeljo, nato Se v suSilniku na 105 °C,
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- pazimo na homogenost vzorca (mastna tkiva prakti¢no ne vsebujejo mineralov),
- sveze sadje in zelenjavo pred analizo operemo (odstranimo pesek, zemljo).

Loncki za seZig so lahko iz razli¢nih materialov:
porcelan (primeren za vsa zivila, obcutljivi na hitre spremembe temperature), platine, zlata ali
zmesi platina in zlato.

Postopek:

- ociSCen in na temperaturi seziga prezarjen loncek (najmanj 45 min), ohlajen v eksikatorju
(15 do 30 min), stehtamo na $tiri decimalna mesta natancno,

- natehtamo doloc¢eno koli¢ino vzorca in po potrebi dodamo dodatke, da bi pospesili hitrost
seziga:
vodikov peroksid, dusikova kislina, magnezijev acetat.

- sezig dolocene koli¢ine vzorca poteka po navodilih odvisno od vrste zivila na temperaturi
od 450 do 1000 °C. Temperatura seziga je najpogosteje od 500 do 550 °C.

- sezig traja do konstantne teze, oziroma dokler ni pepel enakomerne barve (brezbarven,
oziroma obarvan odvisno od vsebnosti mineralov, primer: zelenkast, ¢e vsebuje mangan),

- po koncanem sezigu sledi hlajenje v eksikatorju, tehtanje in izracun.

m vzorca po zarenju X 100

% pepela=

vzorca pred Zarenjem

Slika 68: Pepel zarimo do enakomerne barve
Vir: Hmelak Gorenjak, 2007

Napaka metode:

Pri visokih temperaturah seziga prihaja do dolocenih izgub:

Nad 650 °C se izgubijo vecje koli¢ine kalcijevega karbonata, podobno so nestabilni Se drugi
karbonati (Mg-, K- in Na-karbonat). Na temperaturah nad 500-550 °C se izgubijo tudi alkalni
kloridi, primer natrijev klorid.

Druge metode seZiga:
Sezig z ekstrakcijo z vodo
Primeren je za vzorce, ki vsebujejo vecje koli¢ine alkalnih kloridov (mleko, maslo, meso,

kava, pekarski kvas ...) Zivilo sezgemo do pooglenitve, nakar sledi ekstrakcija z vroco vodo
in ponovno zarenje.
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Sezig z dodatkom magnezijevega acetata
Primeren je za zivila, ki poCasi izgorevajo. Pri izraCunu moramo upostevati dodan magnezijev
acetat, ki ga odStejemo kot magnezijev oksid.

Dolo¢anje v vodi topnega pepela
Pravilniki o kakovosti zivil dolo¢ajo to metodo za doloCanje kakovosti nekaterih zivil (primer
¢aja, kave) in ugotavljanje porabljene koliine sadja v marmeladi, sokovih.

Dolo¢anje v vodi netopnega pepela
Metoda sluzi za ugotavljanje alkalnosti.

Dolo¢anje v klorovodikovi kislini netopnega pepela
Metoda se uporablja za doloc¢anje peska v vzorcih Zivila.

Dolocanje pepela brez kuhinjske soli

Doloc¢imo skupni pepel in v njem kvantitativno dolo¢imo NacCl, ki ga odstejemo od koli¢ine
pepela.

Metoda je primerna za zivila, pri katerih se dodaja kuhinjska sol (sir, kruh, pecivo).

Dolocanje sulfatnega pepela
Pri Zivilih, ki vsebujejo vecje koli¢ine termo-labilnih sestavin (sladkor, sirupi), dodamo
zvepleno kislino in tako dobimo sulfatni pepel.

4.2.2 Moker sezig

Moker sezig poteka z dodatkom ustreznih kislin, ki kot mocno oksidacijsko sredstvo
razgrajujejo organsko snov.

Metoda mokrega seziga se pogosteje uporablja, kadar dolo¢amo posamezne elemente v zivilu,
posebno elemente v sledeh ali nedovoljene vsebnosti elementov. Prednost mokrega seziga
pred suhim sezigom je, da pri mokrem sezigu ni izgub posameznih mineralnih snovi zaradi
izgorevanja.

Za moker sezig lahko uporabimo naslednje kisline:

- zmes dusikove in zveplene kisline,

- zmes dusikove in klorove (VII) kisline,

- zmes dusSikove, klorove (VII) in Zveplene kisline.

Izbira ustreznega oksidacijskega sredstva je odvisna od vrste zivila in vrste analize, ki jo
Zelimo izvesti.

Slika 69: Sodobna aparatura za moker seZig z enoto za nevtralizacijo strupenih plinov
Vir: http://www.speciation.net/Appl/Techniques/technique.html?id=2477 (3. 9. 2009)
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4.2.3 Dolo¢anje posameznih mineralnih snovi

Kvantitativno doloCanje mineralnih snovi se v analizi zivil zelo pogosto izvaja, na razpolago
so Stevilne fizikalno-kemijske metode, ki smo jih spoznali v predhodnih poglavjih.

Dolo¢anje kationov: K*, Na*, Ca**, Mg®* in Fe**

Katione lahko dolocamo iz raztopine pepela, ali pa jih predhodno lo¢imo s pomoc¢jo ionskih
izmenjevalcev.

Metode dolocanja so razli¢ne:
- K" inNa" lahko dolo¢amo gravimetri¢no ali s plamensko spektrofotometrijo.

+ . + v . oy . . [
- Ca*" in Mg®" doloamo z gravimetri¢no obarjalno metodo ali volumetri¢no s
kompleksometri¢no titracijo.

Dolocanje anionov: kloridi, sulfati in fosfati

- Kloride dolo¢amo najpogosteje z obarjalnimi metodami — po Mohru in po Volhardu.

- Sulfate dolo¢amo po gravimetri¢ni obarjalni metodi (obarjanje z barijevim kloridom).

- Fosfate dolo€amo gravimetri¢no, volumetri¢no ali kolorimetri¢no.

Dokazovanje in doloc¢anje tezkih metalov

Ob kvalitativni analizi tezkih metalov izvajamo Se kvantitativno analizo.

Dolocamo: baker (v zivila prihaja najveckrat iz posode), svinec (v zivilih se nahaja zaradi

tretiranja Zivil z insekticidi kot tudi zaradi uporabe neprimerne posode), Zelezo, arzen ...

Metode dolocanja so razli€ne. Za dolo¢anje tezkih metalov pogosto uporabljamo
spektrofotometri¢ne metode.

Slika 70: Posamezne elemente dolo¢amo s sodobnimi instrumentalnimi metodami
Vir:
http://analvytikjena.com/frontend/itid  330/st id 330/?gclid=CICP37uQh5cCFSX1Xgodfz26
Ow
(3.9.2009)
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Vec poiscite tudi na spletu:
http://www-unix.oit.umass.edu/~mcclemen/581Ash&Minerals.html (3. 9. 2009)

4.2.4 Povzetek s preverjanjem znanja

Mineralne snovi dolo€amo kot skupne mineralne snovi (pepel) ali posamezne elemente.
Dolocanje mineralnih snovi je pomembno za oceno kakovosti zivil in tudi za ugotavljanje
morebitne kemijske onesnazenosti zivil. Skupne mineralne snovi najpogosteje dolo¢amo s
pomocjo suhega seziga, za dolocitev posameznih mineralnih snovi pa lahko uporabimo tudi
moker sezig. Pri suhem sezigu sluzi kot oksidacijsko sredstvo kisik in visoka temperatura, pri
mokrem sezigu pa uporabljamo mocne kisline (Zveplova (VI) kislina, dusSikova kislina).
Najpogostejse napake metode so nehomogen vzorec in izgube mineralnih snovi zaradi
previsokih temperatur pri suhem sezigu.

- Razlozite pomen dolo¢anja mineralnih snovi.

- Kako bi izvedel suhi sezig?

- Navedite napake metode suhega seziga?

- Kako dolo¢amo pesek v Zivilu?

- Kdaj uporabljamo moker sezig?

- Navedite ustrezne reagente za dolo¢anje mokrega seziga.

- Kako bi dolocil posamezne elemente v zivilu: kalij, natrij, kalcij?

- Katera metoda se vam zdi najprimernejSa za dolocanje kloridov?

- Izracunajte koli¢ino mineralnih snovi v vzorcu zivila, ¢e smo v stehtan Zarilni loncek
(z maso 28,3425 g) zatehtali 3,4672 g vzorca Zivila, ga Zarili 90 minut na 550 °C in po
ohladitvi v eksikatorju ponovno tehtali — teza je znasala 28,3788 g.

- Primerjajte metodi suhi in moker seZig glede na varovanje okolja in varovanja zdravja
ljudi. Na kaj moramo biti Se posebej pozorni pri izvedbi mokrega seziga?

85



4.3 BELJAKOVINE IN AMINOKISLINE

Zivila vsebujejo razli¢ne koli¢ine in razli¢ne vrste beljakovin. Najpogosteje analiziramo
skupno koli¢ino beljakovin, redkeje posamezne beljakovine kot npr. vsebnost kolagena v

raznih vrstah mesa.
Analitika vsebnosti beljakovin ima pomembno vlogo v analizi Zivil:

86

od vsebnosti koli¢ine beljakovin in vsebnosti esencialnih aminokislin je odvisna

njihova bioloska vrednost (BW oz. NPU),
beljakovine vplivajo na proces porjavenja (Maillardova reakcija),

vsebnost beljakovin v pivu, vinu in v sadnih sokovih vpliva na tehnoloski postopek in
stabilnost proizvodov,
zelo pomembna je koli¢ina v vodi netopnih beljakovin (gliadina in glutenina) v

pSeni¢ni moki za ugotavljanje tehnoloskih lastnosti moke,
vsebnost beljakovin kontroliramo tudi zaradi kontrole kakovosti zivil.

Tabela 6: Priblizna vsebnost beljakovin v nekaterih zivilih

ZIVILO Vsebnost beljakovin
(%)
Meso 18.5
Jajca 13.5
Mleko 3.4
Soja 36.0
Fizol 23.0
Moka 10.0
Kruh 7.0
Krompir 2.0
Sadje 03-1.5

Vir: Trajkovic, 1983
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Tabela 7: Bioloska vrednost beljakovin in limitirajoca aminokislina v Zivilih

Beljakovina "*BW "NPU “*Limitirajo¢a
aminokislina

Jajca 94 93

Mleko 84 81 metionin

Riba 76 80 treonin

Goveje meso 74 67 metionin

Krompir 73 60 metionin

Soja 73 61 metionin

Riz 64 57 lizin, triptofan

Fizol 58 38 metionin

Bela pSeni¢na moka 52 57 lizin, triptofan

Vir: Belitz, Grosch 1992
'*BW in NPU - biologka vrednost doloGena po razli¢nih metodah

2*Lirnitiraj o¢a aminokislina (esencialna aminokislina, ki je ni v Zivilu oz. se nahaja v njem v
najmanjsi koli¢ini) pogojuje biolosko vrednost zivila.

Poznamo vec vrst metod kvantitativnega doloCanja. Najpogosteje uporabljamo naslednje:

e Dolocitev vsebnosti duSika-indirektna metoda.

e Kemijska reakcija s peptidno vezjo in fotometri¢na meritev (primer Biuretska reakcija).

e Kemijska reakcija z dolo¢eno aminokislino in fotometriranje (primer: Folin-Ciocalteu
reagent na tirozin).

e Merjenje UV-absorbcije (za aromatske aminokisline: triptofan, tirozin, fenilalanin).

e Merjenje motnosti po izkosmicenju topnih beljakovin.

4.3.1 Indirektne metode — metoda po Kjeldahlu

Beljakovine iz zivila zelo tezko izoliramo, Cistimo in suSimo. Pri tem nas ovirajo lastnosti
beljakovin, kot so: amfoternost, velika sposobnost adsorbcije, hidratacije in obcutljivost na
elektrolite. Zaradi tega vsebnosti beljakovin v glavnem ne dolo¢amo direktno, ampak
indirektno glede na vsebnost dusika v beljakovinah.

Beljakovine vsebujejo naslednje elemente:

C 51-55%
O 20-25%
H 6-7%

N 15-185%
S, P

Dusika je v beljakovinah v povprecju 16 %. Tako dobimo faktor za preratunavanje kolic¢ine
beljakovin iz koli¢ine dusika:

19 6.5

16
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Ker se vsebnost duSika v beljakovinah razlikuje v posameznih Zivilih, moramo pri izracunu to
tudi upostevati.

Tabela 8: Proteinski faktor nekaterih Zivil

Vzorec Proteinski
faktor

Jajca 6.25
Meso 6.25
Mileko 6.37
PSenica 5.70
Oluscen jeCmen 5.83
Soja 5.72
Riz 5.95
Zelenjava 6.25
Cokolada 6.25

Vir: Chiplunkar, 1999

Poznani sta dve indirektni metodi: metoda po Dumasu in metoda po Kjeldahlu:

DUMASOVA METODA

Klasicna Dumasova metoda poteka s pomocjo suhega seziga — duSik iz amino skupin se
reducira do elementarnega dusika, ki ga dolo¢imo volumetri¢no. Metoda je seveda dozivela
Stevilne spremembe v izvedbi seziga (dodatek katalizatorjev) in vrednotenju koli¢ine dusika —
uporaba plinske kromatografije. SkrajSal se je Cas potreben za analizo in povecala natan¢nost
metode.

Slika 71: Sistem za dolocanje beljakovin po Dumasovi metodi
Vir: http://www.labsynergy.com/nitrogen-combustion.htm (11. 11. 2009)

METODA PO KJELDAHLU

Danes se pogosteje uporablja metoda po Kjeldahlu.

Bistvo metode je moker sezig vzorca v koncentrirani zvepleni kislini ob prisotnosti
katalizatorja pri poviSani temperaturi do popolne oksidacije ogljika in vodika in redukciji
organskega dusika do amonijevega sulfata.

Z dodatkom koncentriranega natrijevega hidroksida se iz amonijevega sulfata sprosti
amoniak, ki ga predestiliramo v  nasi¢eno raztopino borove kisline. Sledi titracija
amonijevega borata s standardno raztopino kisline.
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Metoda poteka v treh stopnjah:

MOKRI SEZIG:
Vzorec sezgemo, organski dusik se reducira do amonijevega sulfata.

(CHNO) + H,SO; — CO; + SO, + H,0 + (NH4),SO4

DESTILACIJA:
Ob dodatku koncentriranega natrijevega hidroksida se sprosti amoniak, ki ga predestiliramo v
nasiceno raztopino borove kisline.

(NH4),SO4 + 2NaOH — Na, SO4+ 2 NH; + 2 H,O

TITRACIJA:

Ob uvajanju amoniaka v borovo kislino dobimo amonijev borat, ki ga titriramo s standardno
raztopino zZveplove (VI) kisline. Konéno tocko titracije ugotavljamo potenciometri¢no ali pa z
dodatkom ustreznega indikatorja.

H(B(OH),) + NH; — NH4(B(OH),)

2 NH4(B(OH)4) + H;SO4 — (NH4),SO4 + 2 H(B(OH)a)

Slika 72: Sodobna destilacijska naprava za dolocanje beljakovin po Kjeldahlu
Vir: Hmelak Gorenjak, 2007

Napaka metode:

Z dolocanjem beljakovin posredno preko organskega dusika prihaja do manjSe ali vecje
napake, odvisno od tega, koliko organskega duSika je prisotnega v zivilu, ki nima
beljakovinskega izvora. Nebeljakovinski dusik predstavljajo: proste aminokisline, nukleinske
kisline, amonijeve soli, aromatske snovi, kot so pirazin, ciklopentapirazin, piroli, oksazoli,
vitamini B; B, in nikotinska kislina. DeleZ nebeljakovinskega duSika v primerjavi z
beljakovinskim dusikom je majhen, tako da ga lahko zanemarimo.

Pri indirektni metodi govorimo torej, da dolocamo surove beljakovine, kadar pa s primerno
metodo dolo¢imo le beljakovinski dusik, so to C¢iste beljakovine (primer metoda po
Barnsteinu). Do napak lahko pride tudi zaradi izgube duSika pri previsokih
temperaturah mokrega seziga in prekomernega dodajanja katalizatorjev.
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Priporoc¢ena temperatura mokrega seziga je med 370 °C in 410 °C.

4.3.2 Znacilne barvne reakcije s proteini

Pri analitiki proteinov pogosto izkoris§¢amo znacilne barvne reakcije, ki jih dajo posamezni
proteini z dolo¢enimi reagenti:

Biuret:
Polipeptidi reagirajo z razred¢eno raztopino bakrovega sulfata v mo¢no alkalnem mediju z
znacilno modro barvo.

élycine + ei:|g albumen

~ Biuret Reagent +
Slika 73: Prikaz biuretske reakcije - kliknite in si poglejte tudi video posnetek:
Vir : http://www.chemie.uni-regensburg.de/Organische Chemie/Didaktik/Keusch/D-Biuret-
e.htm

(11. 11. 2009)

Ksantoproteinska reakcija: beljakovine dajo z dusSikovo kislino ob prisotnosti aromatskih
aminokislin rumeno obarvane nitroderivate.

Ninhidrinska reakcija:
Prolin in hidroksiprolin dajeta z ninhidrinom rumenordeco barvo.

Rekcija s svinéevim sulfidom:
Beljakovine, ki vsebujejo zveplo dajo v mocno alkalnem mediju z dodatkom raztopine
svinCevega acetata ¢rno barvo.

Prednost kolorimetri¢nih metod je v hitrosti izvedbe. Umeritveno krivuljo izvajamo vedno s
pomocjo standardne Kjeldahlove metode.

4.3.3 Formolna titracija

V mleku in sladoledu ugotavljamo skupno koli¢ino beljakovin tudi s formeolno titracijo.
Izvedemo reakcijo amino skupine beljakovin ali aminokislin s formaldehidom, tako pride do
izraza kislost ekvivalentne mnoZine karboksilnih skupin, ki jih dolo¢imo volumetri¢no s
titracijo z dodatkom ustreznega indikatorja.
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Formolna titracija se uporablja tudi za dolo€itev formolnega Stevila pri sadnih in zelenjavnih
sokovih ter koncentratih.

4.3.4 Ostale metode dolo¢anja beljakovin

Za dolocanje koli¢ine beljakovin obstajajo Se Stevilne instrumentalne metode, kot so IR
spektroskopija, NIR refleksna spektroskopija, elektroforeza, nevtronska oz. protonska
aktivacijska analiza, ki nam omogocCajo, da beljakovine kvalitativno in kvantitativno
ovrednotimo. V proizvodnih obratih in kontrolnih ustanovah pogosto zadostuje samo podatek
o skupni koli¢ini beljakovin, ki ga lahko dobimo z razmeroma preprostejso analitiko.

NMR titrations
NMR crosssaturation
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v @~
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Slika 74: Primer prikaza sodobnih tehnik dolo¢anj beljakovin

Vir: http://biowulf.nih.gov/apps/haddock biowulfhtml (11. 11.2009)

4.3.5 Dolocanje aminokislin

Za identifikacijo in dolo¢anje aminokislin so najprimernejSe kromatografske metode. Zelo
hitra in enostavna metoda sta papirna in tankoplastna kromatografija. Uporablja pa se tudi
zahtevnejSa HPLC kromatografija.

S formolno titracijo ugotavljamo proste aminokisline v sadnih in zelenjavnih sokovih. Za
dolocitev aminokislin pa uporabljamo tudi kemijske barvne reakcije in fotometriranje nastalih
produktov.

Slika 75: Sodobni analizator aminokislin
Vir: http://www.waters.com/waters/nav.htm?locale=en_US&cid=514511 (11. 11. 2009)
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Slika 76: Prikaz kromatograma dolocCitve aminokislin s plinsko kromatografijo
Vir: http://www.clinchem.org/cgi/content/full/43/8/1421 (11. 11.2009)
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Slika 77: Rezultat analize aminokislin s pomocjo elektroforeze
Vir: http://www.biochemj.org/bj/376/0433/bj3760433.htm (11. 11. 2009)

Vec poiscite tudi na spletu:
http://www.chemie.uni-regensburg.de/Organische_Chemie/Didaktik/Keusch/D-Biuret-e.htm
(11.11.2009)

4.3.6 Povzetek s preverjanjem znanja

Beljakovine v zivilih dolo¢amo za ugotavljanje bioloske vrednosti hrane kot tudi za
spremljanje in nadzor tehnoloSkega procesa. Med klasi¢ne metode doloCanja beljakovin
spadajo indirektne metode — med njimi ima zelo pomembno vlogo metoda po Kjeldahlu.
Poteka v treh stopnjah: moker sezig, destilacija in titracija in nam da informacijo o vsebnosti
(organskega) dusika. Iz vsebnosti dusika dolo¢imo vsebnost skupnih beljakovin. Pomembno
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mesto v analitiki beljakovin imajo tudi metode, ki temeljijo na barvnih reakcijah s specificno
skupino v beljakovinah oz. aminokislinah. Za doloCanje posameznih aminokislin se
najpogosteje uporabljajo razli¢ne kromatografske tehnike.

- Razlozite pomen doloc¢anja beljakovin.

- Navedite metode dolocanja beljakovin.

- Razlozite osnove indirektne metode dolocanja beljakovin.

- Kaj menite, katera od indirektnih metod je za okolje bolj prijazna?

- Navedite potek dela po Kjeldahlu. Katera faza dela je za okolje najbolj obremenilna?

- Katere barvne reakcije za doloCanje beljakovin poznate?

- Kako poteka Biuret reakcija? Poglejte video na spletu.

- Katere instrumentalne metode so primerne za dolo€anje beljakovin in katere za

aminokisline?
- Navedite pomen dolo¢anja aminokislin.
- Kaj je kromatogram?
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4.4 MASCOBE

Koli¢ina mascob v zivilih je zelo razli¢éna od manj kot 0.1 % (v zelenjavi) pa vse do skoraj
100 % (v masteh in oljih). Vecje koli¢ine mascob vsebujejo zivila Zivalskega izvora (svinjska
mast, 10j), maslo (84 %), polnomastni sir (65 %), mleko (3.5 %). V zelenjavi in v vecini sadja
je koli¢ina mascob neznatna od 0.1 do 1 %. Vecje koli¢ine mas€ob so v semenih in v
nekaterih plodovih, kot so olive (19 %), suhi lesniki (62 %), suhi orehi (58 %) ...

V analiti¢nem pogledu je definicija za mascobe sledeca:

Mascobe so snovi, ki jih iz zivila ekstrahiramo z brezvodnim etrom in, ki po enournem
v . 0 . oe
suSenju na 100 "C ne izparijo.

Za ekstrakcijo mas€ob uporabljamo naslednja topila: eter, petroleter, kloroform, trikloretilen.
Ker so v teh topilih razen mascob topne Se druge snovi (voski, steroli, vitamini, pigmenti,
etericna olja, proste maSCobne kisline) imenujemo dobljen ekstrakt — eterski ekstrakt ali
surove mascéobe. Pri vecini zivil je koli¢ina nemascobnega dela surovih mas¢ob neznatna in
jo lahko pri analitiki zanemarimo. Kjer pa je ta vsebnost vecja, jih lahko lo¢imo s pomocjo
umiljenja mascob. Neumiljive snovi so nemascobna sestava mascob.

Dolocanje koli¢ine mascob v zivilu je pomembno za ocenjevanje energijske vrednosti zivil in
za Zivila, ki jih razvrS¢amo v razrede glede na koli¢ino mascob (primer maslo, sir).

Analitika mascob zavzema:

Dolo¢anje koli¢ine masScobe.

Identifikacija vrste mas¢ob — sestava mascob.
Karakteristi¢na Stevila.

Dolocitev dodatkov, antioksidantov, tuje snovi.
Dolocanje kvara mascob.

4.4.1 Dolocanje koli¢ine mas¢ob

Princip vseh metod je ekstrakcija mascob iz Zivila z organskim topilom. Katero topilo in
metodo doloCanja bomo izbrali je odvisno od vrste zivila. Obstaja veliko metod, ki jih delimo
glede na osnovni princip ekstrakcije:

1. Metode ekstrakcije z neodmerjeno koli¢ino topila (metoda po Soxhletu, po Rosenfeldu, po
Winterju)

2. Metoda ekstrakcije z doloc¢eno koli¢ino topila (metoda po Grossfeldu)
3. Metoda ekstrakcije z odmerjeno ali neodmerjeno koli¢ino topila po predhodni obdelavi

vzorca s kislino, bazo ali povrSinsko aktivno snovjo (metoda po Weibull-Stoldtu, po
Grossfeldu, acidobutirometricna metoda in po Rose-Gottliebu).
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Slika 78: Butirometer za dolo¢anje maScob po Gerber-ju v mleku in mle¢nih izdelkih

DOLOCANJE MASCOB PO SOXHLETU

Vir: Hmelak Gorenjak, 2007

Vzorec pred ekstrakcijo posusimo (na 105 °C, dve uri). Suh, homogeniziran vzorec
prenesemo v poseben patron, ki ga namestimo v ekstraktor Soxhletove aparature. Bucko
(predhodno jo susimo na 105 °C, eno uro) napolnimo do % volumna s topilom in sestavimo
aparaturo s hladilnikom. Ekstrakcija poteka 3 do 6 ur, odvisno od vrste vzorca, v klasi¢ni
aparaturi po Soxhletu. V novejsih modificiranih izvedbah se je ¢as ekstrakcije zmanjsal tudi

za polovico.

Koli¢ino mascobe, ki jo dobimo v bucki, po koncani ekstrakciji in po enournem susenju na

105 °C, lahko preracunamo na zatehto vzorca ali na suho snov.

2

i

i :"ﬁm

Slika 79: Sestavni deli klasi¢ne in sodobne aparature za dolo¢anje masc¢ob po Soxhletu (a —

hladilnik, b — ekstraktor, c - tulec z vzorcem, d — bucka)
Vir: Hmelak Gorenjak, 2007
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METODA PO M. WEIBULLU in W. STOLDTU

Pri metodi po M. Weibullu in W. Stoldtu vzorec predhodno razklopimo s klorovodikovo
kislino, pri ¢emer prihaja do hidrolize beljakovin in Skroba. Izlo¢eno mast prefiltriramo in
ekstrahiramo po Soxhletovi metodi. Metoda je primerna za Zivila, pri katerih sama ekstrakcija
z etrom ne daje dobrih rezultatov, bodisi zaradi prepocasnega pronicanja etra v celice, ali ker
se mast nahaja vezana na beljakovine in ogljikove hidrate.

POSTOPEK DOLOCANJA:

REAGENTI:
klorovodikova kislina, konc.
eter, brezvodni ali petroleter

Vzorec (5 do 10 g) segrevamo 15 min. v ¢asi s 100 mL vode in 60 mL konc. HCI na vreli vodni
kopeli z obcasnim mesanjem. Nato segrevamo z mesSanjem Se nad plinskim gorilnikom do
vrenja. Caso pokrijemo z urnim steklom in pustimo, da pocasi vre (cca. pol ure,) dokler ne
dobimo raztopine. Se vroco raztopino razredcimo z dvojno kolicino vroce vode, s katerim tudi
speremo urno steklo in takoj filtriramo skozi navlazen, naguban filter papir. Po dobrem
spiranju case s toplo vodo, in ko se je vsa voda odcedila s filter papirja, prenesemo filter
papir skupaj z mascobo na urno steklo, susimo 2-3 ure na 105 °C in zatem prenesemo
direktno v ekstraktor po Soxhletu.

Ekstrakcijo po Soxhletovi metodi lahko izvedemo v avtomatski aparaturi po Soxhletu:
Suho bucko stehtamo, v patron vstavimo filter papir z mascobo in izvajamo ekstrakcijo po

ustreznem programu. Po koncani ekstrakciji bucko susimo 1 uro na 100 °C, jo ohladimo in
izracunamo % mascobe.

4.4.2 Dolocanje kvara mascobe

DOLOCANIJE HIDROLITICNEGA KVARA

Masti in olja niso nikoli nevtralna, ker vedno vsebujejo Se doloCeno koli¢ino prostih
mascobnih kislin. S staranjem se koli¢ina prostih mascobnih kislin v mascobah poveca
(hidroliti¢en kvar mascob). Pravilnik o kakovosti zivil predpisuje maksimalno koli¢ino
dovoljenih prostih mascobnih kislin, izrazeno v % oleinske kisline.

Kislost ma$¢ob izrazamo s kislinskim Stevilom, kislinsko stopnjo in % oleinske kisline:

- Kislinsko Stevilo: se izraza kot Stevilo mg KOH potrebnih za nevtralizacijo prostih
mascobnih kislin v 1 g vzorca.

- Kislinska stopnja: se izraza v Stevilu mL 1 M KOH ali NaOH potrebnih za nevtralizacijo
100 g vzorca.

- % oleinske kisline dobimo, ¢e kislinsko stopnjo pomnoZimo s faktorjem 0.2823.
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DOLOCANIJE OKSIDATIVNEGA KVARA

Na nenasic¢enih mascobnih kislinah prihaja v procesu staranja do oksidativnih sprememb kot
posledica delovanja kisika, svetlobe, temperature in prisotnosti tezkih metalov (Fe, Cu, Mn,
Co ...). Tvorijo se peroksidi. Autokatalizna reakcija je v prvi fazi pocasna, produkte ne
moremo zaznati organolepticno, potem se hitrost reakcije eksponentno poveca. Vrste
oksidativnih sprememb so odvisne od viSine temperature. Pri temperaturah nad 130 °C
peroksidi zacenjajo razpadati — nastajajo sekundarni produkti oksidacije. Ti produkti
nastajajo tudi pri nizjih temperaturah, hitrost nastajanja je tem vecja, ¢im hitreje nastajajo
sami peroksidi. Sekundarne proizvode oksidacije razvrstimo v tri skupine:

- aldehidi, ketoni, mravlji¢na kislina (znacilen vonj po Zarkem),
- oksidacijske kisline,
- produkti polimerizacije.

Peroksidno Stevilo

Z njim dolo¢amo stopnjo oksidativnega kvara. DolocCanje peroksidnega Stevila je zelo
delikatno, ponovljivost analize je slaba. Z napredovanjem kvara (nastajanjem sekundarnih
produktov oksidacije) peroksidno Stevilo pada. Zato se moramo nujno posluzevati tudi ostalih
metod dolo¢anja kvara maScobe.

Peroksidno Stevilo se izraza na dva nacina:

- kot stevilo mg aktivnega kisika v 1 g mascobe ali
- kot Stevilo milimolov peroksida izrazenega v 1 kg mascobe.

Y

Slika 80: Dolo¢anje peroksidnega Stevila tudi s sodobnim titratorjem
Vir: www.radiometer-analytical.com (10. 12. 2009)

Kreissova reakcija

Z njo dokazujemo drugo fazo oksidativnega kvara — nastanek epihidrinaldehida, ki ga
dokazemo z barvno reakcijo z rezorcinom v benzolu ali floroglucinom v etru. Epihidrin je
nosilec pozitivne reakcije v Kreissovi reakciji, znacilen vonj Zarkih mascob pa izhaja od
heptilaldehida.

Stevilo tiobarbiturne Kisline (TBK)

S TBK testom ugotavljamo stopnjo oksidativnega kvara. Izraza se v miligramih
malonaldehida v 1 kg masc¢obe. Dolocamo ga spektrofotometri¢no. Tiobarbiturna kislina daje
rdeCe obarvanje s sekundarnimi produkti oksidativnega kvara.
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4.4.3 Dolocanje kemijskih in fizikalnih konstant

Stevilo umiljenja

Je stevilo mg KOH potrebnega za popolno umiljenje prostih in estersko vezanih mascobnih
kislin v 1 g masti. Je znacCilna konstanta za posamezna olja in masti. Vrednost je odvisna od
molekulske mase mascobnih kislin.

Estersko Stevilo
Je Stevilo mg KOH potrebnega za umiljenje estersko vezanih mascobnih kislin. Pri nevtralnih
mascobah sta estersko Stevilo in Stevilo umiljenja enaka.

Dolo¢anje neumiljivih snovi
So nemascobna sestava mas¢ob. V vseh naravnih mascobah je koli¢ina neumiljivih snovi
majhna od 0.2 do 2 %.

Jodno Stevilo

Izraza se s Stevilom g joda, ki se veZe na nenasi¢ene mas€obne kisline v 100 g masti ali olja.
Proste ali vezane nenasic¢ene mascobne kisline imajo lastnost, da adirajo molekulo halogena
na dvojno vez. Ker prosti klor in brom razen adicije vstopata Se v reakcijo substitucije,
uporabljamo za dolo¢anje jodnega Stevila jodov monoklorid (ali monobromid) v ustreznem
topilu.

Slika 81: Avtomatski titrator za doloCanje jodnega Stevila
Vir: www.metrohm.co.uk (10. 12.2009)
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e degree of unsaturation of a fat or oil can be
measured in terms of the Iodine Number which is the
number of grams of iodine that will be consumed in a
reaction with 100 g of fat or oil.
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Cottonseed Oil
Corn Oil

Fish Oil
Soybean Oil
Safflower Oil
Sunflower Oil
Linseed il

25-40
30-45
37-54
45-70
7595
85-100
100-117
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120-180
125-140
130-140
130-145
170205

Slika 82: Prikaz vezave joda na proste vezi v mascobnih kislinah in vrednosti jodnega Stevila
za posamezne vrste maScob
Vir: _http://www.hcc.mnscu.edu/chem/V.26/page id _21002.html (10. 12. 2009)

Dolo¢anje indeksa refrakcije

Dolo¢amo ga refraktometri¢no. Z njim lahko dokazemo identiteto masti in olja.

4.4.4 Dolocanje sestave mascobe

Rastlinska olja in maScobe Zivalskega porekla imajo znacilno sestavo mascobnih kislin in
steroidov. Pri analizi mascob zato pogosto dolocamo mascobne kisline. Najprimernejsi
metodi za doloCanje sestave mascob sta plinska kromatografija in tekoc¢inska kromatografija
visoke zmogljivosti. Z njima lahko dolo¢imo sestavo vseh pomembnih zivalskih in
rastlinskih masc¢ob od dveh do pet uteznih odstotkov natan¢no. Obe metodi sta uporabni tudi
za ugotavljanje potvorb mascob.

4.4.5 Dolocanje pristnosti mas¢ob

Za dokazovanje pristnosti mascob oz. ugotavljanje njihovih potvorb poznamo ve¢ metod:

Ugotavljanje znacilnih primesi v ma$€¢obah. Primer: holesterin se nahaja le v Zivalskih

mascobah, a-/y-tokoferol v son¢ni¢nem olju, a-/6-tokoferol v sojinem olju.

Dodatek rafiniranih olj naravnemu rastlinskemu olju dokazemo s snovmi, ki nastajajo pri
rafinaciji. Primer: pri beljenju olj nastaja disterileter, med postopkom dezodoriranja pa

dimeri in oligomeri triacilglicerolov in izomerna struktura linolne kisline.

Dolocanje E-faktorja:

Dolo¢imo maSc¢obno kislino na drugi poziciji in izraCunamo razmerje le-te proti celotni
molekuli. Dolo¢anje E-faktorja je primerno za ugotavljanje pristnosti oljénega olja. Je

neodvisen od geografskega izvora olja.
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4.4.6 Holesterol

Spada med lipide. Kemicno je sterol. V nasem organizmu ima pomembne funkcije: iz njega
nastajajo steroidni hormoni, vitamin D3 in Zol¢ne kisline. Holesterol je tudi pomembna
gradbena sestavina vsake celicne membrane, ki se nahaja v lipofilnem delu dvojnega
fosfolipidnega sloja. Sodeluje tudi pri vzdrzevanju viskoznosti membran. Za razliko od
trigliceridov in sfingolipidov se sterolni obro¢ v organizmu ne more razgraditi. Zato je za
njegovo odstranitev 1z organizma potrebna presnova v Zol¢ in Zol¢ne kisline, ki se izlo¢ajo v
crevesju.

Holesterol se veZe z beljakovinami — nastanejo lipoproteini, ki prenasajo holesterol in druge
trigliceride v krvi po telesu:

Vecina se ga veze v LDL (low density lipoproteins) — lipoproteini nizke gostote (vsebujejo
veliko holesterola), ostanek pa v HDL (high density lipoproteins) — lipoproteini visoke gostote
(vsebujejo vecinoma beljakovine) in VLDL (very low density lipoproteins).

Holesterol je za organizem nujno potreben, vendar so prevelike koli¢ine holesterola v krvi
Skodljive, saj pospeSujejo natanek ateroskleroze. Pri tem imata LDL in HDL holesterol
razli¢ni vlogi. HDL holesterol imenujemo tudi “dobri” holesterol in ima zasCitno vlogo pri
ateroskleroti¢nih procesih v nasprotju z LDL holesterolom, ki te procese pospesuje.

Vsebnost holesterola v zivilu je zato pomemben podatek, posebno e gre za dieteticno
prehrano.

Poznane so Stevilne metode doloCanja, ki se razlikujejo po nacinu priprave vzorca in po
kvantitativni  meritvi pri doloCanju (kolorimetri€ne, kromatografske in encimske).
Kolorimetricne metode se razlikujejo po reagentu za razvijanje barve.

Za hitro doloc¢anje holesterola v mleku glej spletno stran:
http://jds.fass.org/cgi/content/abstract/81/11/2833

CHs

H

CHy | CH,CH,CH,CH

N&7/ \
CH, H CH,

CH,
H
HO
H

Slika 83: Strukturna formula holesterola
Vir: http://jds.fass.org/cgi/content/abstract/81/11/2833 (10. 12. 2009)
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Vec poiscite tudi na spletu:
http://www.hcc.mnscu.edu/chem/V.26/page_id 21002.html (10. 12. 2009)

4.4.7 Povzetek s preverjanjem znanja

Analitika mascob je zelo kompleksna in zavzema doloCanje koli¢ine, kvara, karakteristicnih
Stevil, vrste mascobnih kislin in pristnosti maS€ob. Klasi¢na metoda za dolocanje koli¢ine
mascob v Zivilu je ekstrakcija mascob z organskim topilom, med njimi je najpomembnejSa
metoda dolocanje koli¢ine maS€ob po Soxhletu. Pri maS€obah dolo¢amo hidroliti¢en kvar
mascob (izrazamo ga s kislinskim Stevilom, kislinsko stopnjo in % oleinske kisline) in
oksidativen kvar maS€ob (dolo¢amo ga kot peroksidno Stevilo ali s TBK testom). Med
pomembnejSa znacilna Stevila pri analitiki mascob sodi Se jodno Stevilo (z njim izrazamo
nasicenost oz. nenasi¢enost masc¢obnih kislin) in Stevilo umiljenja (je pokazatelj dolZine verig
mascobnih kislin oz. molske mase mascobe). Za ugotavljanje vrste mascobnih kislin in
pristnosti masScob se najpogosteje uporabljajo sodobne kromatografske tehnike (HPLC in GC
kromatografija).

- Razlozite pomen dolocanja mascob.

- Kaj so surove maScobe?

- Navedite topila za dolo¢anje mascob. Razmislite, na kaj vse moramo biti pozorni pri
1zbiri topila za ekstrakcijo maScobe?

- S katero metodo in kako bi dolocil koli¢ino mascob v ¢ipsu?

- Kaksen kvar maS¢ob poznate in kako ga dolo¢amo?

- Kaj nam pove jodno Stevilo in kaj Stevilo umiljenja?

- Zakaj je pomembno znanje o sestavi mas¢ob in kako jo dolo¢amo?

- S katerimi metodami bi lahko dolocil pristnost rastlinskih mas¢ob?

- Ali je smiselno doloc¢ati koli¢ino holesterola v Zivalskih maS¢obah?
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4.5 OGLJIKOVI HIDRATI

Ogljikovi hidrati: monosaharidi, oligosaharidi in polisaharidi so zelo razSirjeni v zivilih
rastlinskega porekla. V Zivilih Zivalskega izvora se nahajajo v znatno manjsih koli¢inah (razen
v mleku, ki vsebuje 4.5 % laktoze).

Od monosaharidov dolo¢amo v zivilih predvsem glukozo in fruktozo, ki se nahajata v sadju in
medu. V sadnih proizvodih, ki vsebujejo veliko kisline, se lahko pojavita oba sladkorja tudi
kot proizvod hidrolize dodane saharoze. Glukozo v obliki sirupa dodajamo pri proizvodnji
bonbonov, mas za polnjenje in nekaterim sadnim proizvodom. Fruktozo pa uporabljamo za
dieti¢ne proizvode.

Ostale monosaharide (galaktozo, manozo, ksilozo, arabinozo), ki se nahajajo v neznatnih
koli¢inah v prostem stanju v zivilih, obi¢ajno ne dolo¢amo.

Od disaharidov so z analiticnega staliS¢a najpomembnejsi saharoza, laktoza in maltoza.
Saharoze je v sadju in zelenjavi zelo malo v obliki naravne sestavine, mnogo vec jo je dodane
(10 do 70 %) v sadnih proizvodih. Laktozo dolo€amo v mleku, mle¢nih izdelkih in v Zivilih,
ki jim dodamo mleko. Maltoza se v zivilih nahaja kot produkt hidrolize Skroba, njeno
dolocanje je pomembno v moki.

Od polisaharidov je v zivilih najbolj razsirjen Skrob (70-77 % ga je v zitih, 50-55 % v
strocnicah, 20 % v krompirju, 8—19 % v sadju). Vsebnost Skroba kot naravne sestavine ali v
obliki dovoljenega aditiva dolo¢amo zelo pogosto. Ce sumimo na potvorbo, je véasih Ze
dovolj samo kvalitativen dokaz.

Od ostalih polisaharidov dolocamo pektinske snovi v posameznem sadju (jabolka, limone), v
zitth pa pentozane. Celulozo in hemicelulozo dolo€amo obicajno skupno kot surove
vlaknine.

Posamezne ogljikove hidrate doloCamo v smislu ugotavljanja kemijske sestave zivila,
ugotavljanja kakovosti in zaradi ugotavljanja ustreznosti po pravilnikih o kakovosti Zivil.
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4.5.1 Priprava vzorca

Pri doloCanju sladkorjev (monosaharidov in disaharidov) moramo pred analizo ustrezno
pripraviti vzorec: iz vzorca ekstrahiramo sladkor in iz ekstrakta odstranimo vse komponente,
ki bi lahko motile analizo. Pred ekstrakcijo vzorec zivila ustrezno zdrobimo (v terilnici,
mlinu, sekljalniku), da omogocimo popolno ekstrakcijo sladkorja iz zivila. Ekstrahiramo z
vodo na temperaturi 40 do 50 °C, obi¢ajno na vodni kopeli. Temperature ne smemo
prekoraciti, ker se lahko spremeni topnost nekaterih koloidov, pri vzorcih z vecjimi
koli¢inami Skroba pa lahko pri vi§jih temperaturah pride do zaklejitve Skroba. Sledi bistrenje
ekstrakta: iz njega moramo odstraniti vse v vodi topne komponente in koloide (beljakovine,
pektine, tanine, barve, razne katione in anione), ki sicer motijo dolocanje sladkorjev. Vecino
teh komponent odstranimo iz ekstrakta s pomoc¢jo dodatkov za bistrenje. Pri kromatografskih
metodah dolocanja sladkorjev pa moramo odstraniti Se aminokisline, katione in anione s
pomocjo ionskih izmenjevalcev. Kot sredstvo za bistrenje najpogosteje uporabljamo nevtralno
ali bazino raztopino svincevega acetata in reagent po Carrezu (raztopina I — K4Fe(CN)g,
raztopina II — soli cinkovega acetata in sulfata).

4.5.2 Dolocanje monosaharidov in oligosaharidov

Dolo€anje je lahko kvalitativno v smislu identifikacije mono- in oligosaharidov ali
kvantitativno. Osnova obeh postopkov je obi¢ajno enaka.

Kvalitativno dolo¢anje:

-z barvnimi reakcijami,

- zreakcijami, ki bazirajo na redukcijskih lastnostih sladkorjev,

- zreakcijami, ki bazirajo na opti¢ni aktivnosti sladkorjev,

- reakcija s fenilhidrazinom,

- fermentacijske lastnosti,

- kromatografsko lo¢evanje in identifikacija (z barvnimi reakcijami).

Barvne reakcije s fenolom in aromati¢nimi amini
Osnova vseh barvnih reakcij je dehidratacija sladkorja zaradi
. delovanja kisline (zveplove (VI), klorovodikove ...) in nastanek
¥ | furfurola iz pentoz oz. hidroksimetilfurfurola iz heksoz. Nastali
produkti dajo znacilno obarvanje s fenoli in aromati¢nimi amini.
Najpogosteje uporabljamo naslednje fenolne skupine in aromati¢ne
amine:
- a-naftol (preizkus po Molischu),
— rezorcin (Seliwanoffova reakcija),
— naftorezorcin (preizkus po Tollensu),
— difenilamin.

Slika 84: Dokaz s Tollens-ovim reagentom
Vir: http://online.sfsu.edu/~meden/COURSES/Chem_336/c336expts/7f3f.html (5. 1. 2010)
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IzkoriS¢anje redukcijskih sposobnosti sladkorjev

Za dokazovanje monosaharidov in disaharida maltoze in laktoze izkoris¢amo njihovo
lastnost, da reducirajo ione kovin (bakra, bizmuta, srebra) iz alkalne raztopine njihovih
soli. Po redukciji dobimo ustrezne okside kovin ali elementarno kovino. Saharozo lahko
dolo¢imo na tak nacin po njeni hidrolizi. Najpogosteje uporabljamo za dolo¢anje
sladkorjev po tem principu redukcijo alkalne raztopine kompleksa CuSO4 — Fehlingove
raztopine. Natancneje je opisana metoda pri kvantitativnem dolo¢anju ogljikovih hidratov.

Slika 85: Fehlingov test na glukozo (l-evo) in saharozo (desno) pred hidrolizo
Vir: http://www.scienceinschool.org/2007/issue4/enzymes/ (5.1.2010)

Vsi mono- in oligosaharidi so opti¢no aktivni — to dejstvo izkoris§¢amo za njihovo
identifikacijo.

Reakcija s fenilhidrazinom

Po reakciji monosaharidov s fenilhidrazinom dobimo ustrezne fenilhidrazone, za katere
je znacilna razli¢na temperatura topnosti.

Primer:

2,4-dinitrofenilhidrazon glukoze se topi na 122 do 124 °C, fruktoze 176 do 178 °C,
manoze 180 do 181 °C ...

Izkoris¢anje fermentacijskih lastnosti (D-glukoze, D-manoze, D-fruktoze, maltoze in
saharoze) zaradi delovanja Saccharomyces cerevisiae nekaterih sladkorjev za lo¢evanje od
nefermentacijskih sladkorjev (D-galaktoze, laktoze in pentoze).

Kromatografsko loevanje — uporabimo lahko razli¢ne kromatografske tehnike, sledi
identifikacija z ustreznim barvilom.
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Slika 86: Prikaz doloCanja sladkorjev oz. njihovih metabolitov s papirno kromatografijo
Vir: http://www.microbialcellfactories.com/content/4/1/5/figure/F3?highres=y (5. 1. 2010)
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Kvantitativno dolo¢anje
Osnove metod so enake kot pri kvalitativnih metodah. Razdelimo jih v naslednje skupine:

- redukcijske

- polarimetrijske,
- fotometri¢ne,

- kromatografske,
- biokemijske.

Metoda po Fehlingu
Med najpogosteje uporabljene redukcijske metode spada metoda s Fehlingovimi
raztopinami. Fehlingova raztopina je sestavljena iz dveh raztopin:

Fehling I - raztopina CuSO4
Fehling II — alkalna raztopina K-Na-tartrat
Pri meSanju obeh raztopin nastane kompleksen ion bakra (II).

V reakciji med raztopino sladkorja in Fehlingove raztopine poteka redukeija Cu*” iona do
Cu’, nastane bakrov hidroksid (rumena oborina), ki pri segrevanju preide v bakrov (I)
oksid (rdeca oborina). Sladkorji pa se v alkalni sredini oksidirajo v razli¢ne kisline.

Koli¢ino nastalega Cu,O merimo na razli¢ne nacine:

- gravimetri¢no (filtracija, spiranje, susenje, tehtanje),
- titracija s kalijjevim permanganatom.

Koli¢ino sladkorja dobimo iz koli¢ine bakrovega oksida iz ustreznih tabel.
Za dolo€anje skupnega sladkorja izvedemo hidrolizo s klorovodikovo kislino.

Polarimetri¢no dolo¢anje sladkorjev

Spadajo med hitre instrumentalne metode. Izkoris¢amo lastnost sladkorjev, da so v
raztopini opti¢no aktivni, to pomeni, da premikajo raven polarizirane svetlobe (desno ali
levo). Velikost kota rotacije je odvisna od vrste in koncentracije sladkorja, temperature in
dolzine cevi polarimetra.

Metoda se uporablja za dolocanje vecjih koli¢in sladkorjev, npr. v jedilnem sladkorju,
sirupih, ¢okoladi, dietetskih proizvodih in tudi za dolocanje laktoze v mleku.
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Slika 87: Shematski prikaz delovanja polarimetra

Vir: http://www.chemistry.adelaide.edu.au/external/soc-rel/content/polarim.htm (5. 1. 2010)

Fotometri¢ne metode dolo¢anja sladkorjev
Se zelo pogosto uporabljajo zaradi enostavnosti pri serijskem dolo¢anju sladkorjev.

Kromatografske metode

Uporabljamo razli¢ne tehnike: papirno, tankoplastno in plinsko kromatografijo. Za
uspesno locitev je potrebno pravilno pripraviti ekstrakt vzorca z ustrezno koncentracijo
sladkorja in 1zbrati ustrezno topilo.

Biokemijske metode

Delimo jih v mikrobioloske in encimske metode.

Pri mikrobioloskih metodah lo¢ujemo sladkorje glede na razlike v fermentacijski
sposobnosti kvasovk — glukoza in fruktoza; po hidrolizi pa Se maltoza in saharoza
fermentirajo pod vplivom njihovega delovanja, pentoze in laktoze pa ne.

Encimske metode so zaradi visoke selektivnosti zelo uporabne za dolo¢anje glukoze,
fruktoze, galaktoze, sorbita, saharoze, laktoze, maltoze in Skroba v mnogih Zivilih. Za
dolocanje uporabimo ustrezne encimske preparate.

4.5.3 Dokazovanje in dolo¢anje polisaharidov

Od vseh polisaharidov se najpogosteje analizira Skrob. Analiziramo Se pektinske snovi in
celulozo z hemicelulozo in ligninom.

Za dokazovanje Skroba se uporablja reakcija z raztopino joda (modra barva) — dokazujemo
potvorbo (umetni med, marcipan, mesni izdelki).
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Slika 88: Dokaz $kroba z obarvanjem z raztopino joda
Vir: http://waynesword.palomar.edu/vegel.htm (5. 1.2010)
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Kvantitativno dolo¢amo $krob na razli¢ne nacine:

hidroliza skroba in njegova dolocitev preko glukoze,

obarjanje Skroba in gravimetricno ali volumetri¢no dolo¢anje in

izkoriSCanje opticne aktivnosti Skroba.
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Slika 89: Primerjava molekule Skroba in celuloze
Vir: http://www.uqg.edu.au/_School_Science Lessons/UNBiology6.html (5. 1. 2010)
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4.5.4 Pektinske snovi

Pektinske snovi so naravne sestavine sadja in tudi nekatere zelenjave, najdemo jih tudi v
nekaterih prehrambenih izdelkih kot aditive. Uporabljamo jih zaradi njihovih specificnih
lastnosti, da nabrekajo in tvorijo stabilne gele, dodajamo jih kot sredstva za Zeliranje, kot
emulgator in stabilizator.

Vecje kolic¢ine pektinskih snovi (tudi do 20 %) vsebujejo citrusi, jabolka, ribez, sladkorna
repa in od zelenjave korenje (do 7 % nas. s.)

K pektinskim snovem spadajo:

- pektinske kisline in njihove soli pektati,

- pektin in soli pektinati,

- protopektin (v vodi netopen) in

- derivati pektina.

Njihove fizikalno kemijske lastnosti so odvisne od njihove kemijske narave. Pri pektinu so
odvisne od stopnje esterifikacije. Stopnja esterifikacije pa je odvisna od samega postopka
ekstrakcije pektina iz surovine (od Casa ekstrakcije in pH medija). Tako lahko dobimo
visokoesterificirane ali nizkoesterificirane pektine, ki se med sabo razlikujejo po topnosti v
vodi, po moci zeliranja, po razlicnem obarjanju itd.

Za doloc¢anje pektinskih snovi moramo pektine predhodno ekstrahirati iz vzorca in jih nato
dolo¢amo s pomoc¢jo metod, ki so osnovane na koagulaciji in flokulaciji koloidnih delcev
pektina, na obarjanju pektina z razli¢nimi agensi in na barvnih reakcijah.

Vec poiscite tudi na spletu:
http://online.sfsu.edu/~meden/COURSES/Chem_336/c336expts/7f3f.html (5. 1. 2010)
http://www.scienceinschool.org/2007/issue4/enzymes/) (5. 1. 2010)
http://www.chemistry.adelaide.edu.au/external/soc-rel/content/polarim.htm (5. 1. 2010)

4.5.5 Povzetek s preverjanjem znanja

Ogljikove hidrate dolo¢amo za ugotavljanje kemijske sestave zivila, kakovosti in zaradi
ugotavljanja ustreznosti po pravilnikih o kakovosti zivil. Pri kvalitativnih metodah dolocamo
vrsto ogljikovih hidratov — oligosaharidov, pri ¢emer izkoriS¢amo njihove lastnosti
(redukcijske, opti€no aktivnost, fermentacijske, barvne reakcije ...). Kvantitativne metode
imajo enak princip kot kvalitativne, le, da sledi kvantitativno ovrednotenje. Na primer: pri
metodi po Fehlingu z dolocitvijo reduciranega metala (bakrovega oksida), pri barvnih
reakcijah fotometricno dolocanje obarvanega kompleksa, pri kromatografskih kvantitativno
ovrednotenje kromatografa ... Od polisaharidov najpogosteje analiziramo Skrob (znacilna
reakcija z jodovico), katerega vsebnost je lahko tudi pokazatelj potvorb Zzivila. Koli¢ino
Skroba analiziramo s klasiénimi kemijskimi metodami: gravimetricno, volumetricno ali
instrumentalno s polarimetrijo.

- Razmislite o pomenu doloc¢anja ogljikovih hidratov.

- Navedite metode kvalitativnega dolocanja sladkorjev.

- Navedite osnovo metode dolo¢anja ogljikovih hidratov po Fehlingu.
- Na kaks$en nacin lahko dolo¢imo saharozo po Fehlingu?

- Katere lastnosti sladkorjev izkoris¢amo pri polarimetriji?

- Navedite osnove biokemijskih metod dolocanja sladkorjev.
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S katero barvno reakcijo lahko dokazemo Skrob?
Navedite metode kvantitativnega dolocanja Skroba.
Kaksna je razlika med molekulami Skroba in celuloze?
Navedite uporabo pektina in njegovo dolocanje.
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4.6 ADITIVI

Do konca 18. stol. se je zivilom dodajalo le malo dodatkov: sol, kis, diSave, sladkor, kvas in
zveplovo (IV) kislino. Moc¢no se je povecalo Stevilo dodatkov z industrijsko revolucijo in s
tem z industrijsko pripravo obstojne hrane. Nekateri dodatki, ki so se uporabljali v 19. stol., so
se ohranili vse do danes. Za 20. stol. je znacilen hiter nadaljnji razvoj dodatkov ter znatno
izboljSanje prehrambenih izdelkov. V tem casu so uvedli nove vrste dodatkov: emulgatorje,
sredstva za Zeliranje, kelatne reagente, antioksidante ...Tako so postali dodatki nepogresljivi
za mnoga podro¢ja predelave zivil. Brez uporabe nekaterih dodatkov ne bi bila mozna
racionalna predelava Zivil, ne bi bila doseZena obstojnost Zivil in njihova atraktivnost.

Dodatki so snovi ali meSanica snovi, ki jih dodamo zivilom tekom tehnoloskega procesa,
pakiranja in shranjevanja. Dodatki ali njihovi razkrojni produkti v sploSnem ostanejo v Zivilu,
vendar jih lahko v nekaterih primerih iz Zivila med tehnoloskim postopkom odstranimo.

Razdelitev dodatkov glede na njihovo namembnost:

1. Dodatki s prehransko in dieteticno funkcijo
— vitamini in provitamini
— aminokisline
— minerali in elementi v sledeh
— polnila

2. Dodatki za stabilizacijo
— konzervansi
— antioksidanti
— sinergisti in kompleksanti
— zascitni plini
— emulgatorji
- zgoscevalci in Zelirne snovi
— posebni stabilizator;ji

3. Dodatki s senzori¢nimi lastnostmi
— barvila
— dodatki za izboljSanje okusa
— arome

4. Dodatki pri predelavi zivil in dodatki kot delovna pomagala
— pH regulatorji
— encimi
— kulture mikroorganizmov
— topila
—nosilni plini
— dodatki za bistrenje
— dodatki za filtriranje
— dodatki proti penjenju
— belilna sredstva

Stevilo dodatkov iz leta v leto nara$¢a. Danes je Zze zavedenih nekaj tiso¢ razli¢nih vrst
dodatkov.
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Osnovni pogoj za njthovo uporabo je, da so razvrSceni v Pozitivni seznam aditivov
(Pravilnik o kakovosti zivil) — kar pomeni, da so popolnoma preverjeni za trajno in varno
uporabo v Zivilskih izdelkih (skupina Al), ali da doslej Se niso imeli Skodljivih posledic,
ceprav za trajno in varno uporabo v Zivilskih izdelkih Se niso popolnoma preverjeni (skupina
A2). Izjemoma so v pozitivni seznam uvrS¢eni tudi aditivi, ki niso popolnoma preverjeni, je
pa njihova uporaba v zivilskih izdelkih tehnolosko upravicena (skupina B).

Za analitiko to pomeni, da mora s kvalitativnimi testi dokazati, da nedovoljeni aditivi
niso prisotni in s kvantitativno analizo zagotoviti, da koncentracija uporabljenih
aditivov ne presega dovoljene meje.

Analitika aditivov je glede na raznovrstnost substanc, ki se uporabljajo kot aditivi zelo
kompleksna, tako lahko naredimo le pregled najpogosteje uporabljenih metod za analizo
nekaterih skupin aditivov:

4.6.1 Dolocanje konzervansov

Konzervansi se uporabljajo zaradi podaljSanja obstojnosti zivil in zaradi zaSCite pred
mikotoksini.

Najpogosteje uporabljamo benzojsko kislino in njene soli (benzoate) ter sorbi¢no kislino in
njene soli (sorbate).

Kvalitativen dokaz:

-z barvno reakcijo s FeCls (za benzojsko kislino),

- s tankoplastno kromatografijo (TLC).

Kvantitativno dolo¢evanje:

- spektrofotometri¢no z merjenjem absorbance,

- volumetri¢no s titracijo z NaOH,

- s tekocinsko kromatografijo velike zmogljivosti (HPLC) in

- s plinsko kromatografijo (primerna za benzojsko in sorbi¢no kislino, enako kot pri
tekocCinski kromatografiji je tudi tukaj predhodno potrebna ekstrakcija).

Slika 90: Za dolocanje aditivov se pogosto uporablja tekoc¢inska kromatografija visoke
locljivosti
Vir: http://www.polymersolutions.com/additives.html (13. 1. 2010)
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4.6.2 Dolocanje barvil

Z dodajanjem barv zivilom korigiramo izgubo ali spremembe barve med postopki pri
predelavi.

V rutinski analizi Zivilskih barvil obi¢ajno zadostuje kvalitativna analiza, s katero potrdimo ali
izklju¢imo prisotnost dolocenih barvil. Izvedemo jo s papirno ali tankoplastno kromatografijo.
Tekocinsko kromatografijo uporabljamo samo za kvantitativno doloCevanje — kadar je
uporaba doloc¢enega barvila koli¢insko omejena.

4.6.3 Dolocanje umetnih sladil

Hrani jih pogosto dodajajo zaradi prijetnega sladkega okusa in nizke kalori¢ne vrednosti. Za
identifikacijo umetnih sladil uporabljamo TLC tehniko. Za kvantitativno doloCitev pa
uporabljamo tekoCinsko kromatografijo (HPLC). Kadar dolo¢amo ¢ista umetna sladila ali
sladila v brezalkoholnih pijacah, ni potrebna posebna priprava vzorca. Iz drugih zivil

Wt v v

filtriranjem.

Na trziS¢u obstajajo razlicna umetna sladila: saharin, aspartam, ciklamat, acesulfam-k.
Analitika posameznih umetnih sladil se razlikuje (uporaba razli¢nih topil). Ciklamat lahko
dolo¢amo tudi gravimetri¢no. V kislem mediju odcepljajo ioni nitrita od molekule ciklamata
SO skupino, ki jo s pomocjo barijevih ionov dolo¢imo gravimetri¢no.

4.6.4 Natrijev glutaminat

Spada med najbolj razsirjene ojaCevalce arome in okusa. To so substance, ki nadomestijo,
modificirajo ali ojacajo aromo in okus zivila, na da bi pri tem prizadeli njegov osnovni okus
in aromo. Na-glutaminat intenzivira in pospesuje senzori¢ne zaznave posebno mesnih arom in
se uporablja kot aditiv za pripravo zamrznjene in dehidrirane hrane, konzerviranih rib in
mesa. V zivilu je prisotna tudi kot naravna sestavina — natrijeva sol glutaminske kisline, to je
aminokislina, ki je lahko vezana v proteinih ali prosta. Negativen odnos do uporabe Na-
glutaminata se je povecal zaradi pojava bolezni "sindrom kitajske kuhinje" (otrplost, napetost
in bolecine v glavi, vratu, prsnem koSu in ramenih), po zmanjSanem vnosu Na-glutaminata
znaki bolezni izginejo. Zaradi varovanja zdravja ljudi in kontrole kvalitete prehrambenih
izdelkov, ko prevelika koli¢ina dodatka Na-glutaminata lahko prekrije uporabo slabse ali celo
neprimerne surovine, je maksimalno dovoljena vsebnost glutaminske kisline in njenih soli v
prehrambenih izdelkih dolo¢ena z ustreznimi predpisi.

Metode dolocanja so lahko encimske in neencimske. Encimske metode temeljijo na uporabi
specificnih encimov, ko nastanejo barvni kompleksi in jih nato merimo spektrofotometri¢no.
V nekaterih primerih, ko se sprosc¢a kislina ali plin, tudi potenciometricno. Neencimske
tehnike temeljijo na uporabi razlicnih kromatografskih tehnikah, kot so: papirna in
tankoplastna kromatografija, tekocinska kromatografija pod visokim pritiskom (HPLC),
ionsko izmenjevalna kromatografija, plinska kromatografija in v zadnjem casu kapilarna
elektroforeza.
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4.6.5 Ostali aditivi

Konzervansi, antioksidanti, barvila in delno tudi sladila so aditivi, ki se v predelavi Zzivil
najve¢ uporabljajo. Drugi aditivi, to so gostila, stabilizatorji, emulgatorji in drugi, so
vecinoma snovi, ki niso toksi¢ne, zato njihova prisotnost in koli¢ina z zdravstvenega vidika ni
tako zelo pomembna. Za vsak aditiv je razvita specifi¢na tehnika dolocanja.

Vec poiscite tudi na spletu:

http://www.najdi.si/search.jsp?g=aditivi+v+prehrani&hpage=my&offset=0&selfld=2&acnum
=10&foxsbar=ac&searchProvider=najdisi (7.5.2010)
http://www.hzjz.hr/zdr_ekologija/preh.htm (13. 1. 2010)

4.6.6 Povzetek s preverjanjem znanja

Analitika aditivov je glede na njihovo raznovrstnost in Stevilénost zelo kompleksna. Njen
poglavitni pomen je v zagotavljanju, da nedovoljeni aditivi niso prisotni v zivilih in da
koncentracija uporabljenih aditivov ne presega zakonsko dovoljene zgornje meje.
Najpogosteje se analizirajo razlicni konzervansi, barvila, umetna sladila. Za vsak aditiv se
uporablja ustrezna metoda doloCanja. Med najbolj uporabne instrumentalne metode sodijo
kromatografske tehnike (TLC, HPLC in GC) in spektrometrija, ki pa niso v celoti izpodrinile
gravimetri¢nih in volumetri¢nih analiznih metod.

- Nastejte vrste aditivov in razloZi pomen.

- Ali lahko govorimo o enotni metodi za dolocanje aditivov in zakaj ne?

- S katerimi metodami bi dolocil konzervanse?

- Katere metode se vam zdijo najprimernejSe za doloCanje barvil?

- Katera umetna sladila poznate in kako jih lahko dolo¢amo?

- Prisotnost katerih aditivov v Zivilu ni problemati¢na z vidika nasega zdravja?

- Kateri je osnovni pogoj za uporabo aditivov?

- Kaksna je naloga analitike pri preverjanju neoporecnosti zZivil na policah nasih
trgovin?
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4.8 EVALVACIJA ZNANJA

- RazloZite pomen dolo¢anja posameznih hranilnih snovi v Zivilu.

- Razlozite pomen senzori¢ne analize zivil.

- Katere teste senzori¢ne analize poznate?

- Kaj je deskriptivna senzori¢na analiza?

- Navedite metode za doloCanje vode v Zivilih.

- Katere klasi¢ne metode dolocanja vode v zivilih poznate? Navedite napake metode.

- Primerjajte klasi¢ne in instrumentalne metode dolo¢anja vode v Zivilih.

- Razlozite princip metode dolocanja vode s titracijo po Karl Fisherju.

- Kako dolo¢amo mineralne snovi s suhim in kako z mokrim sezigom? Kdaj bomo
izbrali dolo¢eno metodo?

- Navedite potek dela in napake metode dolocanja mineralnih snovi s suhim sezigom.

- Kaj je osnova indirektnih metod dolocanja beljakovin?

- Navedite faze dela dolocanja beljakovin po Kjeldahlu in razlozite kemizem.

- Katere barvne metode za dolocanje beljakovin poznate? Kako jih lahko uporabimo za
kvantifikacijo?

- Kaj vse lahko dolo¢amo z analizo mascob?

- Kaksen kvar maS¢ob poznamo in kako ga dolo€amo?

- Kaj nam pove kislinsko Stevilo?

- Kaj dolocamo z jodnim Stevilom?

- Kaj je osnova dolocanja koli¢ine mascob?

- Opisite metodo dolo¢anja koli¢ine mas¢ob po Soxhletu.

- Kako dolo¢amo sestavo mascob in kako potvorbo?

- Nastejte kvalitiativne analizne metode za dolo¢anje mono- in oligosaharidov.

- Kaj je osnova metode dolocanja sladkorjev po Fehlingu? Na kakSen nacin lahko po
Fehlingu dolo¢imo tudi saharozo?

- Kaj je osnova polarimetri¢nega dolocanja sladkorjev?

- Kako lahko kvantitativno dolo¢amo vsebnost sladkorjev v Zivilih?

- Navedite metode za kvalitativno in kvantitativno dolocanje skroba.

- Katere so najpogostejSe metode za doloCanje aditivov?

- Kateri pogoji morajo biti izpolnjeni za uporabo aditivov?

116



Analiza zZivil

S LITERATURA

Belitz, Grosch. Lehrbuch der Lebensmittelchemie. Berlin: Springer—Verlag, 1992.

Bryan, L. Williams. Principles and Techniques of Practical Biochemistry.
London: Edward Arnold, 1984.

Abram, V., in Zelenik-Blatnik, M. Vaje iz Zivilske kemije za Studente Zivilske tehnologije.
Ljubljana: BiotehniSka fakulteta. Oddelek za Zivilstvo, 1996.

Chiplunkar, M. Nitrogen — Information. Flawil: Buchi Laboratoriums—Technik AG, 1999.

Harris, D. C. Quantitative Chemical Analysis. Fourth Editon. New York: W.H. Freeman and
company, 1996.

Gary, D. C. Analytical Chemistry. Fifth Edition. New York: John Wiley & Sons, 1994.

Golc-Wondra, A. Elektroforeza. Sodobne separacijske tehnike. Ljubljana: Kemijski inStitut
Ljubljana, 1995.

Gorenc, D., et al. Analizna kemija: gravimetricna in volumetricna analiza. Ljubljana:
Drzavna zalozba Slovenije, 1994.

Gottwald, W. GC fiir Anwender. Weinheim: VCH, 1995.
Harris, D. C. Lehrbuch der Quantitativen Analyse. Wiesbaden: Vieweg, 1997.

Klofutar, C. Pregled dodatkov v zivilstvu — definicija in uporaba. Zbornik 16. Bitencevih
Zivilskih dnevov. Ljubljana: Biotehniska fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 1994. str. 3-10.

Plestenjak, A. Dolocanje aditivov v zivilih. Zbornik 16. Bitencevih Zivilskih dnevov.
Ljubljana: BiotehniSka fakulteta, Oddelek za Zivilstvo, 1994. str. 155-160.

Prosek, M., in Pukl, M. Kvantitativna planarna kromatografija. Ljubljana: Kemijski inStitut
Boris Kidric, 1991.

Rudan-Tasi¢, D. Vitamini C, E in Q10. 20. Bitencevi Zivilski dnevi. Ljubljana: Biotehniska
fakulteta, Oddelek za zivilstvo, 2000. str. 39-51.

Sodja Bozi¢, J. Vaje iz instrumentalne analize. Trzin: 1zolit, 1998.
Skoog, D. A, et al. Fundamentals of Analytical Chemistry. Thomson Brooks Cole, 2004.

Trajkovic, J., et al. Analize Zivotnih namirnica. Beograd: Tehnolosko-metalurski fakultet,
1983.

117



Projekt Impletum
Uvajanje novih izobraZevalnih programov na podro¢ju visjega strokovnega izobrazevanja v obdobju 2008—11

Konzorcijski partnerji:
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Operacijo delno financira Evropska unija iz Evropskega socialnega sklada ter Ministrstvo RS za Solstvo in
$port. Operacija se izvaja v okviru Operativnega programa razvoja ¢loveskih virov za obdobje 2007-2013,
razvojne prioritete Razvoj ¢loveskih virov in vsezivljenjskega ucenja in prednostne usmeritve Izboljsanje
kakovosti in u¢inkovitosti sistemov izobrazevanja in usposabljanja.
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