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Zagadnienia

1. Rozpuszczalnos¢ w wodzie lub ttuszczu - wyjasnienie
2. Witaminy rozpuszczalne w ttuszczach
a. Przyktady (oznaczenie literowe i nazwy zwigzkow)
b. Funkcje w organizmie
c. Skutki niedoboru
d. Skutki nadmiaru
3. Witaminy rozpuszczalne w wodzie
a. Przyktady (oznaczenie literowe i nazwy zwigzkdw)
b. Funkcje w organizmie
c. Skutki niedoboru
d. Skutki nadmiaru
4. Metabolizm witamin —zaréwno dla rozpuszczalnych w ttuszczach i rozpuszczalnych w
wodzie
a. Wchtanianie
b. Transport

¢c. Magazynowanie
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Cwiczenie 1. Oznaczanie zawarto$ci witaminy C METODA TILLMANSA

Zasada:

Oznaczenie polega na redukcji barwnego roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu do

bezbarwnego leukozwigzku pod dziataniem kwasu L-askorbinowego.

Wykonanie ¢wiczenia:

Przygotowanie roztworu 2,6-dichlorofenoloindofenolu (Odczynnik TILLMANSA). (Zapytaé
prowadzgcego o dostgpnosé). 0,21 g wodorowegglanu sodu (kwasnego weglanu sodu) rozpusci¢
w kolbie stozkowej w ok. 600 cm® goracej wody i po nieznacznym ochtodzeniu dodaé 0,25 g
2,6-dichlorofenoloindofenolu. Po ostudzeniu roztwdr wymieszaé, przenie$¢ do kolby miarowej
0 poj. 1 dm? i uzupemi¢ do kreski woda. Nastepnie przesaczy¢ przez karbowany saczek do
butelki z ciemnego szkla. Roztwor przechowywa¢ w temp. 4°C. Podczas przechowywania

miano jego zmienia si¢; przed uzyciem nalezy je ustali¢ i co pewien czas sprawdzac.

Oznaczanie miana 2,6-dichlorofenoloindofenolu przez miareczkowanie roztworu
standardowego kwasu askorbinowego. Za miano 2,6-dichlorofenoloindofenolu przyjmuje si¢
liczbe cm? barwnika potrzebna do utlenienia 1 mg kwasu askorbinowego. Do oznaczania miana
nalezy pobraé od 1 do 10 cm® roztworu kwasu askorbinowego w zaleznosci od $wiezosci 2,6-
dichlorofenoloindofenolu. Wowczas mianem jest objetos¢ zuzytego barwnika podzielona przez

objetos¢ roztworu kwasu askorbinowego pobranego do oznaczenia miana.

Przygotowanie roztworu kwasu askorbinowego. Rozpusci¢ 50 mg kwasu askorbinowego w 2-
procentowym roztworze kwasu szczawiowego i uzupeié¢ tym roztworem do 50 cm® w kolbie
miarowe;j. ROZTWOR TEN JEST NIETRWALY I NALEZY GO PRZYGOTOWYWAC
SWIEZO PRZED OZNACZENIEM.

Przygotowanie probki do oznaczen:
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Produkty plynne i przeciery: odwazy¢ 10g (z doktadnosciag do 0,01g) wymieszane] Sredniej
probki produktu.

Oznaczanie wit. C w roztworach bezbarwnych i stabo zabarwionych

Oznaczenie wykonaé 3-krotnie! Do kolby stozkowej o poj. 50 cm?® odmierzy¢ 2-10 cm?
probki (w zalezno$ci od zawartosci wit. C w produkcie) i miareczkowaé mozliwie szybko z
biurety roztworem 2,6-dichlorofenoloindofenolu do zabarwienia lekko rézowego
utrzymujacego si¢ ok. 10s.

Zawarto$¢ kwasu askorbinowego (K) w mg na 100 g badanego materiatu oblicza si¢ ze
WZOru:

_a-d-100

m-c-n

K

gdzie:
a —iloé¢ zuzytego barwnika (cm?),
¢ — liczba(cm?®) przesaczu pobrana do miareczkowania ($rednia z 3 powtorzen),
d — objetos¢ kolby miarowej
m — miano barwnika

n — nawazka materiatu badanego (g)

Odczynniki Sprzet laboratoryjny

e Kwas askorbinowy,

roztwor standardowy o stezeniu 1 mg/cm3
e Roztwor 2-procentowy kwasu szczawiowego
e Roztwdr nasycony szczawianu sodu

e Roztwor 2,6 dichlorofenoloindofenolu
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Cwiczenie 2. Oznaczanie zawarto$ci tiaminy w produktach kosmetycznych metoda
spektrofluorymetryczna

Zasada:

Spektrofluorymetria jest jedng z najbardziej czutych technik analitycznych, pozwalajgca
wykryé stezenia rzedu 108-10g/L. Wykorzystuje ona zjawisko fluorescencji, czyli emisji
promieniowania elektromagnetycznego w widzialnym zakresie widma przez oznaczanag

substancje po wczesniejszym wzbudzeniu jej promieniowaniem nadfioletowym.

Bezposrednio mozna oznacza¢ tylko zwigzki wykazujace zjawisko fluorescencji
(np. fluoresceina, rodamina B). Posrednio natomiast mozna oznaczy¢ zwigzki, ktére w wyniku
odpowiedniej reakcji chemicznej przeksztatcane sg w zwigzki fluoryzujgce (np. witaminy,
aminokwasy) oraz te, ktére same nie fluoryzujg, ale reagujgc z odpowiednimi odczynnikami

tworza fluoryzujace produkty (np. reakcje kompleksowania jonéw metali).

Wykorzystanie zjawiska fluorescencji do celéw analizy iloSciowe]j opiera sie na fakcie, ze
w pewnym zakresie stezen natezenie emitowanego promieniowania jest wprost

proporcjonalne do stezenia zwigzku oznaczanego (rys.1).

Natezenie fluorescencii

Stezenie

Rys.1. Zaleznos¢ natezenia fluorescencji od stezenia badanego zwigzku
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Spektrofluorymetria nalezy do metod instrumentalnych o charakterze poréwnawczym,
nalezy wiec zachowa¢ jednakowe warunki podczas przygotowania wzorcéw i roztworu

badanego.

Tiamina (witamina B1, chlorowodorek tiaminy; rys.2) nalezy do witamin z grupy B. Jest
to heterocykliczny zwigzek organiczny ztozony z pierscienia tiazolowego i pierscienia
pirymidynowego, ktére sg potaczone mostkiem metinowym. Poprzez grupe aminowg
pierscienia pirymidynowego moze tworzy¢ pirofosforany, ktore stanowig biologicznie aktywng
forme witaminy Bi. Tiamina odgrywa zasadniczg role w procesach oddychania tkankowego,
giéwnie w przemianie weglowodandw, wzmaga czynnos¢ acetylocholiny, dziata synergicznie z

tyroksyng i insuling, pobudza wydzielanie

CH3  hormondw gonadotropowych. Ponadto

NV
N

HaC NH, usmierzajace bol.

przyspiesza gojenie sie ran i wykazuje dziatanie

3-[(4-amino-2-metylopirymidyn-5-ylo)metylo]-5-

(2-hydroksyetylo)-4-metylotiazoilol

Rys.2. Budowa witaminy B

Spektrofluorymetryczna metoda oznaczania witaminy B1 polega na jej utlenieniu do

tiochromu (rys.3), ktéry wykazuje niebieskg fluorescencje. Utlenianie prowadzi sie w



Fundusze Europejskie ‘ Rzeczpospolita Dofinansowane przez :* *
dla Rozwoju Spotecznego - Polska Unie Europejska *at

srodowisku alkalicznym za pomocg heksacyjanozelazianu(lll) potasu. Aby zwiekszy¢

selektywnos¢ oznaczenia przeprowadza sie ekstrakcje produktu utlenienia izobutanolem.

N
N CH —
S 3
HO \\\ ) | Y K3FC(CN)6 H3C N \ ¢
N\ N N KOH | d=n
HaC NH,

HO

tiamina tiochrom
Rys.3. Schemat utlenienia witaminy B

Wykonanie ¢wiczenia:
1. Przygotowanie odczynnika utleniajgcego (na swiezo)
> W kolbce stozkowej ze szlifem o pojemnosci 100 cm? przygotowac odczynnik utleniajgcy.
W tym celu nalezy zmiesza¢ 75 cm3 roztworu wodorotlenku potasu (5,4 mol/L) z 3 cm?3
roztworu heksacyjanozelazianu(lll) potasu (4%). Mieszaniny utleniajgcej nie nalezy

przechowywac dtuzej niz przez 4 godziny.

2. Sporzgdzenie wzorcowych roztworéw chlorowodorku tiaminy

> Do 6 ponumerowanych kolbek stozkowych ze szlifem o pojemnosci 50 cm3 odmierzyé
kolejno: 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 i 2,5 cm?® roztworu chlorowodorku tiaminy o stezeniu 1
ng/cm? i uzupetnic do objetosci koicowej 10 cm? roztworem kwasu siarkowego(VI1) (0,05

mol/L) zgodnie ze schematem zamieszczonym w tabeli:

Objetosc roztworu

Y H
chlorowodorku tiaminy Objgtos¢ roztworu H2504

L.p. o stezeniu 0,05 mol/L

o stezeniu 1 pug/cm3
cmd
[em?] [em?]
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0,0
1. 10,0
(Slepa préba)
2. 0,5 9,5
3. 1,0 9,0
4. 1,5 8,5
5. 2,0 8,0
6. 2,5 7,5

> Do sporzadzonych roztworéw wzorcowych chlorowodorku tiaminy dodaé po 8 cm3

odczynnika utleniajgcego i odczekac¢ 10 minut.

> Nastepnie do kazdego roztworu dodaé po 10 cm3 izobutanolu i wytrzgsaé przez 1 minute.
> Pozostawi¢ do rozdzielenia warstw.
» Otrzymuje sie wzorce chlorowodorku tiaminy o stezeniu 0,00; 0,05; 0,10; 0,15; 0,20;

0,25 pg/cm3

3. Przygotowanie roztworu probki badanej (zadanie)

> Do kolby stozkowej ze szlifem o pojemnosci 50 cm3 odmierzy¢ 5 cm3 préby badane;j
(zadanie), dodaé¢ 5 cm3 0,05 mol/L roztworu kwasu siarkowego(V1). Kolbe umiesci¢ w
wytrzgsarce, zabezpieczy¢ i wytrzgsa¢ 10 minut.

> Nastepnie doda¢ 8 cm? odczynnika utleniajgcego (sporzadzonego w pkt. 1 éwiczenia) i
odczekac 10 minut.

> Dodac 10 cm? izobutanolu i wytrzgsac przez 1 minute.

> Pozostawi¢ do rozdzielenia warstw.

4. Przygotowanie roztworu probki szamponu

> Do kolby stozkowej ze szlifem o pojemnosci 50 cm3 odwazy¢ ok. 0,5 g szamponu i dodaé
10 cm3 0,05 mol/L roztworu kwasu siarkowego (VI). Kolbe umiesci¢ w wytrzgsarce,

zabezpieczy¢ i wytrzgsac 10 minut.
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> Nastepnie doda¢ 8 cm? odczynnika utleniajgcego (sporzadzonego w pkt. 1 ¢wiczenia) i
odczeka¢ 10 minut.

> Dodac¢ 10 cm?3izobutanolu wytrzgsaé przez 1 minute.

> Pozostawi¢ do rozdzielenia warstw.

5. Dobor optymalnej dtugosci fali wzbudzenia i emisji

« Zgodnie z instrukcjg obstugi spektrofluorymetru zarejestrowa¢ widmo wzbudzenia i
widmo emisji chlorowodorku tiaminy (pobraé 1 c¢cm?® warstwy organicznej (gérna
warstwa) roztworu o stezeniu 0,20 pg/cm3) (w folderze METODY wybra¢ odpowiednio:
<Tiamina widmo wzbudzenia> i <Tiamina widmo emisji>).

« Wyznaczy¢ optymalng dlugo$¢ fali wzbudzenia Agx oraz emisji Aem

6. Wykonanie pomiardow natezenia fluorescencji

> Pomiary natezenia fluorescencji nalezy wykonaé¢ zgodnie z instrukcjg obstugi
spektrofluorymetru dla wzorcowych roztwordw chlorowodorku tiaminy, roztworu préby
badanej i roztworu szamponu. (Wybiera¢ polecenia dotyczgce tiaminy: <Tiamina analiza
ilosciowa>)

> Pobraé 1 cm3 warstwy organicznej (gérna warstwa) i zmierzy¢ jej natezenie fluorescencji
przy optymalnych dtugosciach fali wzbudzenia Aex= 360 nm i emisji Aem =420 nm

> Pomiar natezenia fluorescencji dla prébki (szampon) oraz dla préby badanej (zadanie)
nalezy powtdrzyc 3 razy.

> Wyniki pomiarow zestawi¢ w tabeli:

L.p. Stezenie Natezenie
L fluorescenc;ji
chlorowodorku tiaminy [ug/cm?3]
If
C [ug/cm’]
1. 0,00 (préba Slepa)
2. 0,05

3. 0,10
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4. 0,15
5. 0,20
6. 0,25
zadanie
7. zadanie
zadanie
szampon
8. Szampon
szampon

7. Opracowanie wynikow

> Od warto$ci natezenia fluorescencji kazdego roztworu wzorcowego chlorowodorku
tiaminy nalezy odja¢ warto$¢ natezenia fluorescencji §lepej proby.

> Sporzadzi¢ wykres kalibracyjny tj. zalezno$ci nat¢zenia fluorescencji od stezenia
chlorowodorku tiaminy f(C)=Ir. Na wykresie umiesci¢ legende¢ (model aparatu, nazwe
oznaczanej substancji, dtugo$¢ drogi optycznej, analityczng dlugos¢ fali wzbudzenia Aex

1 emisji Aem).

I

>
C

1. Z wykresu kalibracyjnego odczytac stezenie tiaminy w prébce badanej (zadanie)
oraz w prébce szamponu.
Dla probki badanej (zadanie) obliczy¢ btedy:
> Blad bezwzgledny (Ax) — bezwzgledna wartos¢ réznicy miedzy wartoscia
rzeczywistg (x) a wartoscig otrzymanego wyniku - zadanie (xi).
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Ax=| x-xi|

> Blad wzgledny (Axwzg.) — wyraza stosunek wielkosci btedu bezwzglednego (Ax) do

mierzonej wartosci rzeczywistej (x).

Axwzgl. = % X 100%

Btad wzgledny jest wartoscia niemianowang. Wyrazony w procentach utatwia
porownywanie wielkosci btedéw pomiedzy sobg.

2. Obliczy¢ wspotczynnik kalibracji F' dla kazdego roztworu wzorcowego chlorowodorku
tiaminy wg wzoru:

gdzie:

¢ - stezenie wzorca chlorowodorku tiaminy
Irw - natgzenie fluorescencji wzorca
It - natezenie fluorescenciji Slepej préby

« Obliczy¢ srednig wartos¢ F wspotczynnika kalibracji.

o Obliczy¢ stezenie tiaminy w probce badanej (zadanie) korzystajgc z wartosci
wspodtczynnika kalibracji.
« Dla prébki badanej (zadanie) obliczy¢ btgd wzgledny i btgd bezwzgledny

« Dla kazdego powtorzenia pomiaru probki szamponu obliczy¢ stezenie chlorowodorku
tiaminy wg wzoru:
C=(,-15)xF
gdzie:

C - stezenie chlorowodorku tiaminy w probce szamponu
Its - nat¢zenie fluorescencji roztworu probki szamponu
Its - natezenie fluorescencji $lepej proby

F - wartos¢ érednia wspotczynnika kalibracji

o Dla kazdego powtdrzenia pomiaru obliczy¢ zawartos¢ chlorowodorku tiaminy m;,
w badanej prébce preparatu kosmetycznego wg wzoru:
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gdzie:
mi [ug/g] - zawartos¢ chlorowodorku tiaminy w prébce szamponu
C, [ug/cm?3] - stezenie chlorowodorku tiaminy w prébce szamponu

V [cm?] - poczatkowa objetosé probki (10 cm3)

mp [g] - odwazona masa prébki

o Obliczy¢ wartos¢ srednig m zawartosci chlorowodorku tiaminy w prébce szamponu i
odchylenie standardowe od wartosci sredniej (s) wg wzoru:

gdzie:
mi - wynik pojedynczego pomiaru (zawartos$¢ chlorowodorku tiaminy)

m - warto$¢ srednia zawartosci chlorowodorku tiaminy w prébce
n - ilos¢ powtdérzen

Cwiczenie 3.

Zasada:

Oleje roslinne charakteryzujg si¢ zrdznicowanym sktadem kwasow tluszczowych, wsrod
ktorych

w duzej ilosci moga wystepowaé kwasy nienasycone, mono- i polienowe. Ich obecno$¢
powoduje, ze oleje roslinne sg produktami stosunkowo nietrwalymi, tatwo podlegajacymi
procesom utleniania. Ulegaja wszelkim przemianom prowadzacym do powstania znacznych
niekorzystnych zmian jakos$ci okreslanych jako ,,jetczenie ttuszczu”. Takie zmiany moga mie¢
zrdznicowany charakter

oraz przybiera¢ r6zng forme.
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Czynnikami majagcymi wptyw na tempo zmian oksydacyjnych w olejach sg m.in.: budowa
chemiczna kwasow tluszczowych w czasteczce triacylogliceroli, ilo§¢ 1 miejsce wigzan
nienasyconych

oraz obecno$¢ substancji o charakterze proutleniajagcym lub przeciwutleniajagcym wchodzacych

w sktad frakeji nieglicerolowe;.

Mianem przeciwutleniacza mozna okresli¢ kazda substancje, ktora wystepujac w stezeniu

nizszym niz substancja ulegajaca oksydacji, moze zahamowac lub opdznic jej utlenienie.

PRZECIWUTLENIACZ
PRZECIWUTLENIAC2)

-«

RH +\0, /7~ ROOH lub RH + O, — ROOH

(1

Przeciwutleniacze mozna podzieli¢ ze wzglegdu na miejsce ich dzialania w tafcuchu
samoutlenienia. W tym przypadku wyr6znia si¢ przeciwutleniacze prewentywne, ktore moga
wspotzawodniczy¢

z substratem w wigzaniu tlenu, moga takze wygasza¢ jego aktywne formy i w ten sposob

hamowac proces utleniania na etapie jego rozpoczecia (1).

Druga grupa to przeciwutleniacze interwentywne, ktore powstrzymuja etap rozwijania reakcji
samoutleniania przez rozklad lub wigzanie rodnikow, tworzenie nierodnikowych stabilnych

produktow, blokowanie katalizatoréw utleniania lub stabilizowanie hydronatlenkow.
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PRZECIWUTLENIAC 2)

oo M }\& (

Jednymi z najsilniejszych przeciwutleniaczy sg witaminy, szczegélnie tokoferole, a

2)

wlasciwosci przeciutleniajagce wynikaja z uwagi na obecno$¢ grupy hydroksylowej w
czasteczce (usytuowana w pozycji 6 pier§cienia 6-chromanolu). Tokoferole w przyrodzie
wystepuja w $wiecie roslin zielonych. Najwiecej tokoferoli 1 ich pochodnych oznaczono w
nasionach roslin oleistych 1 owocach palmy czerwonej. Stwierdzono, ze a-tokoferol jest
glownie sktadnikiem tkanek zielonych roslin. Natomiast tokotrienole wystepuja w znacznie
mniejszej ilosci 1 przede wszystkim wykazano je w nasionach - tusce 1 kietkach. Zawarto$¢
tokoferoli 1 tokotrienoli z uwagi na r6zng aktywno$¢ biologiczng i zalecenia zywieniowe,

podaje si¢ w ekwiwalentach a-tokoferolu (mg TE).

Tab. Zawarto$¢ tokoferoli (witaminy E) w wybranych olejach

S |5z 2385 5|88 2 %
T = © S 58 £ _E\ S35 2| N £
N o | g 9 |ag s |lg 8 s | =
< o 3 © o3 N| 2| |&¥Y =
o} N = g Q| X N 8| B o
~ & _g 2 &

=g

o 35 i

SEE 25,8116,353,9/50,8| 6,1 |27,0| 6,1 |491,0|13,6|19,6

B8

< 2

Ogo6lny poziom tokoferoli w warzywach i owocach jest okreslany ponizej 1 mg a-TE/100 g

czesci jadalnych.

Stabilnos¢ oksydacyjna jest wlasciwos$cia, ktéra pozwala na opisanie trwalosci wybranych
produktéw. Do okreslania stabilnosci oksydacyjnej stuzy metoda Rancimat. Jest to test

przyspieszonego starzenia produktow takich jak naturalnych olejow, thuszczéw, kosmetykow,
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biodiesla, a takze polimerow zawierajacych chlor np. PVC. Parametrem opisujagcym to
zjawisko jest "czas indukc;ji", "okres indukcji", "indeks stabilnos$ci produktu", okreslajacy czas,
jaki uptywa do momentu pojawienia si¢ wtornych produktow reakcji. Im dtuzszy czas indukcji,
tym probka jest bardziej stabilna. Rancimat stosuje si¢ do oceny czasu indukcji lub wskaznika
stabilnosci oksydacyjnej (OSI) zywnos$ci zawierajacej thuszcz, kosmetykdéw oraz naturalnych
thuszczé6w 1 olejow. Jest to tez metoda pozwalajaca posrednio okresli¢ potencjat
przeciwutleniajacy dodatkow, ktore wykorzystuje si¢ do przeciwdziatania reakcja utleniania.
Dodajac substancje o wtasciwosciach przeciwutleniajacych do matryc bogatych w czasteczki

ulegajace utlenieniu jak lipidy, kwasy nukleinowe czy biatka, mozna wydhuzy¢ czas stabilnos$ci

tych sktadnikow.

Pomiar stabilnosci oksydacyjnej oparty jest na przys$pieszonym procesie starzenia si¢ probki
poprzez poddanie je podwyzszonej temperaturze oraz dzialaniu przepuszczanego przez probke
strumienia powietrza. Przeptywajace przez probke powietrze porywa lotne produkty utleniania
probki, przenoszac je do naczynia pomiarowego zawierajacego demineralizowang wodg, w

ktérym to naczyniu odbywa si¢ cigglty pomiar przewodnictwa.

Przewodnictwo wzrasta wraz z pojawianiem si¢ produktéw utleniania. Nagly, znaczacy wzrost
mierzonego przewodnictwa w naczyniu pomiarowym — widoczny jako silne przegigcie na

krzywej — wskazuje na czas indukcji.

Wykonanie éwiczenia:

Przygotowanie probki

e Oleje ptynne : jako grupa thuszczow roslinnych lub zwierzecych, ktore sg ptynne w
temperaturze pokojowej, mozna mierzy¢ bezposrednio. Jednorazowa plastikowa pipeta
Pasteura jest uzywana do wazenia probki bezposrednio do naczynia reakcyjnego.

e Tluszcze state : jako grupa thuszczoéw roslinnych lub zwierzecych, ktore sg state w
temperaturze pokojowej 1 topig si¢ w podwyzszonej temperaturze, mozna mierzy¢
bezposrednio. W przypadku problemoéw z wazeniem probki do dolnej czgsci naczynia
reakcyjnego, probke mozna wczesniej stopi¢ w tazni wodnej. Nalezy uwazaé, aby
temperatura tazni wodnej nie byta znacznie wyzsza od temperatury topnienia probki, w

przeciwnym razie mozna spodziewac si¢ pogorszenia jakosci probki.
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e Tluszcze zawierajace wode : (masto, margaryna) mozna réwniez wazy¢ bezposrednio.
Rozmiar probki musi zosta¢ zwigkszony, aby zrekompensowaé utrate probki
spowodowang parowaniem zawierajacej ja wody.

e Stale produkty zawierajace thuszcz — pomiar bezposredni. Ciata state o duzej zawartosci
thuszczu, takie jak orzechy i nasiona oleiste (np. orzechy laskowe, migdaly, nasiona
stonecznika, nasiona sezamu itp.), mozna mierzy¢ bezposrednio. Przed zwazeniem
probki nalezy ja rozgnies$¢ i zhomogenizowad, np. w mozdzierzu. Nalezy uwazaé, aby
probka nie zostatla przegrzana i nie zostala zanieczyszczona $ladami substancji
przejsciowych.

e State produkty zawierajace thuszcz — ekstrakcja na zimno. Ttuszcz z probek o zlozonej
matrycy, np. artykuly spozywcze takie jak majonez, mleko w proszku, czekolada,
herbatniki itp., musi zosta¢ wyekstrahowany przed oznaczeniem. Jest to preferowane
wykonuje si¢ je metoda ekstrakcji na zimno, gdyz podgrzewanie zmienialoby zawarto$¢

tluszczu.

Przed ekstrakcja probka musi zosta¢ rozdrobniona, jesli nie jest juz plynna lub sproszkowana.
Do kolby stozkowej odwaza si¢ probke wystarczajacg do wyekstrahowania ok. 10 g thuszczu
(wystarczajaca na dwa pomiary). Dodaje si¢ ok. 3-krotno$¢ objetosci probki niskowrzacego
eteru naftowego. Ekstrakcje przeprowadza si¢ mieszajac przez co najmniej 1 godzing.
Nastepnie faze eteru naftowego oddziela si¢ od pozostatosci przez filtrowanie w przypadku
probek statych lub przez lejek rozdzielczy w przypadku probek ciektych i przenosi do kolby
okraglodennej. Eter naftowy oddestylowuje si¢ w temperaturze 20-30°C pod préznig, np. za

pomoca wyparki prozniowej.

Analiza

Przygotowanie Rancimatu

Blok grzewczy nagrzewa si¢ do odpowiedniej temperatury.
Przygotowanie naczynia pomiarowego

Naczynie pomiarowe napetnia si¢ 60 ml dejonizowanej wody 1 umieszcza na Rancimacie wraz

z pokrywka naczynia pomiarowego. W przypadku dlugich analiz (>72 h) zaleca si¢ zwigkszenie
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objetosci w celu skompensowania utraty parowania. Nalezy wzig¢ pod uwage szybko$¢

parowania 5-10 ml wody dziennie. Nalezy upewnic si¢, ze elektroda jest zanurzona w roztworze

pomiarowym w dowolnym momencie.
Przygotowanie naczynia reakcyjnego

Naczynie reakcyjne (szklana probka) musi by¢ czysta sucha, w razie potrzeby czastki state
usung¢ sprezonym powietrzem. Nastepnie probka jest wazona bezposrednio do naczynia
reakcyjnego. W przypadku prébek cieklych 1 probek, ktore topig si¢ w podwyzszonych
temperaturach, stosuje si¢ wielko§¢ probki 3,0 = 0,1 g. W przypadku prébek o znacznej
zawarto$ci wody (>5%) wielkos¢ probki musi zostaé zwigkszona, aby zrekompensowac
zmniejszenie objetosci, gdy woda odparowuje. Upewnij si¢, ze rurka wlotowa powietrza

zawsze zanurza si¢ w probce.

State probki, ktore nie topig si¢, powinny pokrywac jedynie dno naczynia reakcyjnego. W tym

przypadku do naczynia reakcyjnego odwaza si¢ 0,5-1 g sproszkowanej probki.

Naczynie reakcyjne zamyka si¢ pokrywka z zamontowanag szklang kapilarg i przewodem

wlotowym powietrza.
Determinacja

Przed rozpoczeciem oznaczania temperatura bloku grzewczego musi by¢ stabilna. Przewody
pomiedzy Rancimatem i naczyniem reakcyjnym oraz pomi¢dzy naczyniem reakcyjnym i
naczyniem pomiarowym s3 pofaczone. Nastgpnie naczynie reakcyjne umieszcza si¢ w bloku

grzewczym i natychmiast rozpoczyna si¢ pomiar.

Przeptyw gazu powinien by¢ nastawiony na 201/h.

Prébka do badan — zapyta¢ prowadzacego o probki, jednak jesli nie ma specjalnych zalecen
to probke 1 stanowi olej rzepakowy, a probke 2 stanowi olej rzepakowy z octanem tokoferolu
wymieszany 1:1. Blok grzewczy nalezy nastawi¢ na 200°C, upewni¢ si¢ u prowadzacego

zajecia.

Wyniki - odczyta¢ czas indukcji i odnie$¢ si¢ do skladu badanych prébek. W ramach
sprawozdania omowi¢ metode 1 zasade dzialania urzadzenia oraz zinterpretowac uzyskane

wyniki 1 odnie$¢ si¢ do danych literaturowych.
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Aparatura i odczynniki:

- Urzadzenie do przeprowadzania testu Rancimat zgodnie z norma PN-EN ISO 6886:2016-04
Oleje 1 tluszcze roslinne oraz zwierzece - Oznaczanie stabilno$ci oksydacyjnej (test
przyspieszonego utleniania): 892 Professional Rancimat (8 stanowisk z probowkami,
przewodami i elektrodami) podtaczony do urzadzenia rejestrujacego (komputera) z wtasciwym

oprogramowaniem do rejestracji przebiegu testu
- Waga laboratoryjna
- Woda destylowana

INSTRUKCJA OBSLUGI URZADZENIA

Typical results

Vegetable oils and fats

Sample Temperature/°C  Induction time/h
Canola oil 130 LT )
Canola oil, hydro- 140 10 ... 11
genated

Citrus oil 90 approx. 0.5
Cocoa butter 120 9...15
Coconut oil 120 approx. 33
Coffee oil 110 approx. 0.25
Corn oil 120 approx. 5
Cottonseed oil 120 2.3
Hazelnut fat 120 10...12
Hazelnut oil 120 7 - 11
Linseed oil 110 0.5 ... 2
Margarine 120 250

Olive oil 120 8 . 11
Orange oil 90 approx. 2
Palm oil 120 y . .

Peanut fat 120 9...10
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Animal oils and fats, direct determination

Sample
Butter
Chicken fat
Fish oll
Kidney fat
Lard
Pigeon fat
Tallow

Temperature/°C
120

110

80

110

100

110

120

Solid samples, direct determination

Sample

Butter cookies
Coconut flakes
Hazelnuts
Instant noodles
Peanuts

Potato chips
(crackers)

Temperature/°C
160
160
120
120
110
140

Induction time/h

3...6
approx. 0.5
approx. 0.25
3...4

.-
approx. 0.3
3...8

Induction time/h
approx. 6
approx. 17
approx. 22

15 ... 30
approx. 10
approx. 10
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Examples
Olive oil , temperature 120 °C, induction time 10.39 h

uSkm _ 10.39
0.0 -
80.0 -
700 4
£0.0 -
50.0 -
0.0 4
300
200 -

10.0 - -
0.0 ——

1.0 20 3.0 4.0 5.0 6.0 70 8.0 30 100 110 p

Montaz pokrywy naczynia pomiarowego
6.1808.050

3
2% @

1 l 6.1819.080

6.0913.130 HZO
6.1428.xx0
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Montaz pokrywy naczynia reakcyjnego

w 6.1808.090

<=3

6.1454.040

6.2753.107

B 6.1429.0x0

<
0 6.1451.010

6.2418.xx0
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5 Podiaczanie naczyn reakcyjnych

« (1) Biaty wezyk silikonowy 6.1816.010 (w 892 Professional Ranci-
mat i 895 Professional PVC Thermomat) lub czarny wezyk Iso-Ver-
sinic® 6.1839.000 (893 Professional Biodiesel Rancimat) podiaczyc
do adaptera wezyka M8/oliwka laboratoryjna pokrywy naczynia
pomiarowego.

= (2) Biaty wezyk silikonowy lub wezyk Iso-Versinic®, ktory zamoco-
wany jest na pokrywie naczynia pomiarowego, podigczyc do zia-
cza wezyka znajdujacego sie na pokrywie naczynia reakcyjnego.

e (3) Przykrecic wezyk z FEP 250 mm 6.1805.080, ktory przymoco-
wany jest do ziacza urzadzenia Rancimat, do adaptera gwintowa-
nego M8&/M6 pokrywy naczynia reakcyjnego 6.2753.107.
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7 Uruchamianie oznaczania
Uruchomic oznaczanie bezposrednio na urzadzeniu lub na stanowi-

1

Start
sku pomiarowym 1 za pomoca symbolu

Wykonywanie pomiaru sygnalizowane jest poprzez miganie symbolu.
Wartos¢ pomiarowa i czas prezentowane sg za pomoca krzywe)
W czasie rzeczywistym.
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