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1. PRZYGOTOWANIE PROBEK SRODOWISKOWYCH
DO ANALIZY — MINERALIZACJA

1.1. Pojecie mineralizacji

W analizie chemicznej bardzo istotnym problemem jest przygotowanie probek
do analizy. Operacje zwiazane z tym etapem badan moga w sposéb znaczacy
wplyna¢ na wynik koncowy oznaczenia, a takze na szybkosC 1 precyzj¢ oznaczenia.
Prébki srodowiskowe, z ktérych wykonuje si¢ oznaczenia, obejmuja szeroki
zakres materialéw o znacznie zréznicowanym sktadzie chemicznym, jak réwniez
zakresie stgzen analitéw. Dobér metody i techniki przygotowania prébki stanowi
podstawowg, trudnos¢ 1 na ogét musi by¢ indywidualnie realizowany w odniesieniu
do poszczegblnych typéw materialéw (prébek).

Wigkszos$¢ metod analitycznych, np.: spektrofluorymetria, spektrofotometria
UV-Vis, absorpcyjna spektrometria atomowa, potencjometria, kulometria, kon-
duktometria, polarografia, wymaga przeprowadzenia analizowanej substancji
do roztworu, a takze operacji fizykochemicznych zwiazanych z wydzielaniem,
rozdzielaniem i zat¢zaniem analitu. Nierzadko wystgpuje w prowadzonej analizie
konieczno$¢ maskowania czynnikéw zaklécajacych oznaczenie czy derywatyzacje.
Przeprowadzenie analizowanych substancji do roztworu moze odbywac si¢
poprzez rozpuszczanie lub roztwarzanie w catosci lub w odniesieniu do wybranych
sktadnikow.

Zjawisko rozpuszczania w przypadku zwiazkéw krystalicznych zachodzi
wowczas, gdy energia solwatacji przewyzsza energi¢ sieci krystalicznej. Podsta-
wowym wymogiem przy doborze rozpuszczalnika jest, aby charakteryzowat si¢
on duzg czystoscig i aby nie zawieral analitu. Rozpuszczanie w przypadku prébek
srodowiskowych ma jednak ograniczone zastosowanie. Substancje, takie jak:
metale, materialy biologiczne, gleba, a takze wiele substancji w nich wystepujacych,
badz to nie rozpuszcza si¢ w wodzie (a takze w rozpuszczalnikach organicznych),
badZ rozpuszcza si¢ tylko w sposéb ograniczony lub wybidérczy. Rozpuszczanie
wykonuje si¢ wtedy np. w analizie ekstraktéw glebowych w celu oznaczenia tzw.
przyswajalnych zawartosci réznych pierwiastkéw. W ogélnym przypadku prze-
prowadzenia calej probki do roztworu stosuje si¢ proces zwany mineralizacjq
(inne czg¢sto uzywane w literaturze okreslenia tego procesu to: roztwarzanie,
dekompozycja, destrukcja, spopielanie, rozklad). Efektem mineralizacji jest
znaczny rozklad sktadniké6w prébkai.

Najprosciej] méwiac, mineralizacja polega na reakcjach rozkladu oraz reakcjach
utlenienia substancji organicznych wchodzacych w sklad analizowanej prébki.
Osiagane jest to na drodze suchej (spopielanie, mineralizacja niskotemperaturowa
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w plazmie tlenowej, mineralizacja w tlenie, stapianie) lub mokrej (z uzyciem
kwaséw utleniajacych lub kwaséw i czynnikéw utleniajacych).

1.2. Podstawowe techniki rozkladu prébek

Do grupy technik rozkladu prébek na sucho nalezy:

Spopielanie — powolny rozktad materii organicznej w piecu w temperaturze
400-600°C, powstaly popidt (zlozony giéwnie z wegglandéw 1 tlenkéw) rozpuszcza
si¢ w odpowiednim kwasie lub mieszaninie kwaséw.

Mineralizacja niskotemperaturowa w_plazmie tlenowej — kierowanie stru-
mienia bardzo czystego tlenu wzbudzonego w polu generatora wysokiej czg¢sto-
tliwosci (ponad 27 MHz), czyli plazmy tlenowej o temperaturze 80-200°C,
na prébke. Wzbudzony tlen spala (utlenia) prébke, zamknigty ukfad ogranicza
mozliwos¢ zanieczyszczenia prébki, ale czas przebiegu procesu jest dtugi (do
kilkunastu godzin).

Mineralizacja w_tlenie — mineralizacja w bombie tlenowej lub metoda
Schonigera (spalanie w atmosferze tlenu pod ci$nieniem atmosferycznym i absor-
bowanie powstatych gazowych produktéw rozkladu w roztworze pochtaniajacym).

Stapianie — dla prébek zawierajacych sktadniki trudne do rozktadu w bezpo-
sredniej reakcji z kwasami, stapianie sproszkowanej prébki z topnikami, takimi
jak: weglany alkaliczne, boraks, w tyglu grafitowym lub platynowym umieszczonym
w piecu, a nastgpnie otrzymany stop rozpuszcza si¢ w kwasach.

W przypadku mineralizacji ,,na mokro” zniszczenie struktury substancji
organicznej nastepuje w wyniku jej utlenienia w ptynnym srodowisku stgzonych
kwaséw z dodatkiem lub bez innych zwiazkéw o wiasciwosciach utleniajacych
(np. H,O; lub K,S,05). Do ,,spalenia na mokro” stosuje si¢ najczesciej mocne
kwasy tlenowe: siarkowy, azotowy 1 nadchlorowy. Kwasy te dosy¢ fatwo rozktadaja
si¢ z wydzieleniem tlenu.

2H,SO,; — 2H,0 + 250, + O,
4HNO3 - 2H20 + 4N02 + 02
4HC1O, — 2H,0 + 2Cl; + 70,

Tlen powoduje utlenienie materiatu pochodzenia roslinnego, wydzielaja si¢
przy tym lotne produkty rozktadu, takie jak: CO,, SO, czy para wodna. W kwa-
snym roztworze po spaleniu pozostajag w formie soli sktadniki mineralne. Proces
mineralizacji ,,na mokro” przeprowadza si¢ w podwyzszonej temperaturze, co
znacznie zwigksza zdolno$¢ reagowania tlenu z substancja organiczna. MozZe on
tez by¢ prowadzony zaréwno w ukladzie otwartym, jak i zamknigtym. Rozktad
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w ukladzie zamknigtym jest szczegdlnie wskazany w analizie Sladowej ze wzglgdu
na skrécenie czasu przebiegu procesu (podwyzszona temperatura i ci$nienie) oraz
uniknigcie strat analitéw 1 wtdrnych zanieczyszczen probki.

Wsrdd technik rozktadu prébek na mokro mozna wymienié:

Mineralizacje z wykorzystaniem konwencjonalnego ogrzewania — probke
z kwasami oraz ewentualnie utleniaczami umieszcza si¢ w naczyniu szklanym,
kwarcowym lub wykonanym z PTFE (politetrafluoroetylen) (kolbie stozkowe;j,
zlewce itp.), do ogrzewania ktérej wykorzystuje si¢ energi¢ cieplng przekazywana
konwekcyjnie (przy uzyciu palnika Bunsena, ptyty grzejnej, fazni piaskowej itp.).
Naczynie laczy si¢ czasem z chtodnicg zwrotng. Obecnie coraz czgsciej uzywa sig
grafitowych systeméw grzewczych niepodatnych na korozj¢ i wynikajace z tego
ryzyko zanieczyszczenia probek.

Mineralizacje¢ z wykorzystaniem ultradzwiekéw — umieszczenie probki wraz
z naczynkiem reakcyjnym, zawierajacym kwasy i1 ewentualne utleniacze, w tazZni
ultradzwigkowej. Ultradzwigki (20 kHz) sa zrédltem dodatkowej energii, przy-
spieszajacej proces rozktadu. Technika ta jest stosowana do roztwarzania statych
prébek srodowiskowych.

Mineralizacja promieniami UV (fotoliza) — naswietlanie mineralizowanego
roztworu w kwarcowym naczyniu reakcyjnym nisko- lub wysokoci$nieniowa
lampa ultrafioletowg (A = 254 nm). Wzbudzone promieniowaniem zwiazki ulegaja
przemianom chemicznym, tworzac reaktywne produkty, ktére z kolei sa substratami
w nast¢gpnych reakcjach, obejmujacych wszystkie substancje wystgpujace w prébce.
Mechanizm dzialania opiera si¢ giéwnie na powstawaniu tlenu singletowego oraz
rodnikéw OH’, ktére powoduja rozpad rozpuszczonej materii organicznej do
dwutlenku wegla 1 wody. Catkowity rozklad jest mozliwy tylko w przypadku
prostych matryc lub w przypadku potaczenia fotolizy z innymi technikami roz-
ktadu. Technika ta jest stosowana do mineralizacji prébek wdéd, sciekéw, ptynéw
ustrojowych, napojéw.

Mineralizacja z wykorzystaniem energii mikrofalowej — jest to polaczenie
rozktadu za pomoca kwaséw 1 innych substancji mineralizujacych oraz energii
mikrofalowej. Zrédlem energii mikrofalowe;j jest lampa wysokiej czestotliwosci,
tzw. magnetron, ktéry emituje mikrofale o czgstotliwosci 2450 MHz 1 12,2 cm
dlugosci fali, a jest zasilany za pomoca wysokonapigciowego zrddta pradu statego.

Podczas rozktadu prébki przez trawienie w kwasach lub stapianie z solami
metali wykorzystywana jest energia chemiczna i cieplna. W przypadku mineralizacji
mikrofalowej mamy do czynienia z oddzialywaniem promieniowania elektroma-
gnetycznego. Energia promieniowania mikrofalowego jest bezposrednio absor-
bowana przez polarne czasteczki (wodg, kwasy nieorganiczne itd.), co stanowi




znacznie szybsze 1 skuteczniejsze zrédio energii niz klasyczne ogrzewanie oparte

o konwekcj¢ 1 przewodnictwo cieplne. Ponadto zlokalizowane, wewngtrzne

ogrzewanie pojedynczych czasteczek prébki najczesciej powoduje ich rozpad,

zwigkszajac tym samym powierzchnig¢ kontaktu z reagentami i szybkosc¢ rozkladu.

Wspomaganie mikrofalami mozna stosowa¢ zaréwno do rozkiadu prébek
0 matrycy organicznej, jak i nieorganicznej, w systemie otwartym lub zamknigtym.
Naczynia stosowane w mineralizacji mikrofalowej musza by¢ wykonane z odpo-
wiedniego materiatu przepuszczalnego dla promieniowania mikrofalowego, ktéry
jednoczesnie jest odporny chemicznie w stosunku do st¢zonych kwaséw (teflon,
kwarc — nieodporny na dzialanie kwasu fluorowodorowego).

W przypadku stosowania systemu zamkni¢gtego duza zaleta stosowania
mikrofal jest to, ze ogrzewaja one jedynie faz¢ cieklg prébki, podczas gdy pary
nie absorbuja energii mikrofalowej. Dlatego tez temperatura fazy gazowej jest
nizsza niz temperatura fazy cieklej i nastgpuje kondensacja par na Sciankach
naczynia. W rezultacie rzeczywiste cisnienie jest nizsze od spodziewanego.
Pozwala to na osiaganie bardzo wysokich temperatur pod niskimi ci§nieniami, co
znaczaco skraca czas rozkladu probki.

Zaletami mineralizacji mikrofalowej sa:

— dobra powtarzalnos¢,

— prostota wykonania,

—  krétki czas przebiegu procesu,

— niewielkie zuzycie odczynnikéw,

— mozliwo$¢ oznaczania w mineralizacie wielu pierwiastkbw w szerokim
zakresie stgzen,

— ograniczone straty analitu,

— ograniczona kontaminacja probki,

— male odwazki analizowanego materiatu (0,1-1,5 g),

— stosunkowo proste dostosowanie parametréw decydujacych o mineralizacji
(rodzaju i stgzenia kwaséw, mocy generatora, cisnienia) do rodzaju analizo-
‘Wanych prébek,

— skuteczno$¢ rozktadu substancji organicznej i nieorganiczne;.

Wadami mineralizacji mikrofalowej sa przede wszystkim:
— cena aparatu,
— koniecznos¢ stosowania matych odwazek prébki.
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1.3. Sprzet dostepny w laboratorium
Instytutu Podstaw Chemii Zywno$ci Politechniki ELédzkiej

Prébki zywnosci, we wszystkich opisanych w kolejnych rozdziatach ¢wicze-
niach, musza przed pomiarem zosta¢ zmineralizowane. Na wyposazeniu naszego
laboratorium znajduje si¢ sprz¢t do mineralizacji ,,na mokro” przy uzyciu energii
mikrofalowej zaréwno w systemie otwartym (mineralizator Maxidigest 350 MX,
Prolabo, Francja), jak i systemie zamknigtym (ciSnieniowym) (mineralizator
Magnum II, ERTEC, Polska). Kazdy z nich moze pracowa¢ w systemie jedno-
lub wielostanowiskowym. Wsp6lnymi elementami obu aparatow sa: generator
mikrofal, tzw. magnetron, falowody, wn¢ka mikrofalowa i naczynie reakcyjne.

Naczyniem reakcyjnym w mineralizatorze Maxidigest 350 jest gilza ze szkla
borokrzemianowego, natomiast w mineralizatorze Magnum II naczynie teflonowe.
Para powstala podczas procesu mineralizacji w systemie otwartym jest zbierana
za pomocgq zbieracza pary 1 ptuczki wodnej, natomiast system zamkniety zabez-
piecza pokrywka, spr¢zyny zabezpieczajace i filtr/ kolektor.

Ponizej umieszczono schemat przekroju poprzecznego mineralizatora mikro-
falowego firmy ERTEC.

W tabeli ponizej przedstawiono przykladowe zastosowania réznych mieszanin
mineralizujacych (przyktadowe reagenty mineralizujace), uzywanych do minera-
lizacji na mokro w zaleznosci od badanego materiatu 1 oznaczanego pierwiastka.

Przyktadowe reagenty mineralizujqgce

Rodzaj Substancje Oznaczane
materialu mineralizujace pierwiastki

HNO;, H,SO,4, HCIO,,

. Cu, Mn, Fe, Mo, Co
nadsiarczan amonu

H,S04, H,0, K, P, Ca, Mg, Sn, Zn, Fe, Na
H,SO,, H,0, N bez formy azotanowej
Materiat roslinny Kwas sulfosalicylowy
' i tiosiarczan(VI) sodu )
lub fenolosiarkowy N catkowity
i pyl cynkowy
H,S0O,, HCIO, S
HNO3, HzSO4, HC]O4 Cu
Materiat spozywczy H,S0,, HCIO, As, Sn, Pb, Cu, Fe
HNO;, H,SO,4, H,O, Pb, Cd
Scieki W zaleznosci od oznaczanego Ph

pierwiastka np. H,SO,
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Materiat geologiczny,

gleby, skaly HCI, HF Wszystkie pierwiastki tacznie z Si
Skal HF, HCIO, Ca, Mg, 1 in. pierwiastki gléwne
Y HF, HCIO, Picrwiastki Sladowe

Gleby i osady

HNO;, H,SO,, HCI

Pierwiastki gtowne i sladowe
facznie z Si
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Ttumik

Ekran plastikowy
z odsysaniem

Stalowy ptaszcz
cisnieniowy

2z chtodzeniem
wodnym \

Naczynie

reakcyjne

Reagenty —_— |

Probka

_ Filtr/kolektor

Sprezyny do pomiaru
ciSnienia

i zabezpieczenia
elektronicznego

Membrana

" ciénieniowa

| Pokrywka

Energia mikrofalowa

|~ skupiona na dnie

- naczynia

™ Pomiar temperatury

Przekroj poprzeczny mineralizatora mikrofalowego firmy ERTEC
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2. OZNACZANIE CHROMU W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

2.1. Wiasciwosci fizykochemiczne chromu

Chrom (Cr, tac chromium) to pierwiastek metaliczny, o bi¢kitno-biatym
zabarwieniu, znajdujacy si¢ w czwartym okresie VI grupy pobocznej uktadu
okresowego Mendelejewa, czyli w bloku d. Sposréd pierwiastkéw zaliczanych do
chromowcéw wykazuje najwigksze rozpowszechnienie w skorupie ziemskiej.
Zostat odkryty w 1797 roku przez N.L. Vaugellina. Posiada 13 izotopéw, z prze-
dziatu mas izotopowych 45-57, z ktérych najtrwalsze sa izotopy: Cr, Cr’%, Cr>
i Cr*. Jest pierwiastkiem bardzo odpornym na korozje. Najwazniejsze whasciwosci
fizykochemiczne chromu przedstawia ponizsza tabela.

Wtasciwosci chromu

Wiasciwosci Chrom
Symbol chemiczny Cr
Konfiguracja elektronowa 1522522p63sz3p64s'3d5
Ilos¢ elektronéw 6
walencyjnych
Liczba powlok 4
Masa atomowa [] 51,9961
Temperatura topnienia [°C] 1860
Temperatura wrzenia [°C] 2600
Gestosé [glem’] 7,19
Elektroujemnos¢ (Pauling) 1,6
Promien atomowy [pm] 128
Stopien utlenienia -2,-1,0, +2, +4, 43, +5, +6
Wartosciowos¢ LILIILIV,V, VI
zwigzki T "
. . zwigzki zawierajace
metal zawierajace Crt
Barwa crt
srebrzystobialy zielony zOlty/pomaranczowy

Wystepuje jako naturalny sktadnik skal, mineraléw, gleby 1 wody. Jego
najwazniejsze mineraly to chromit (FeCr,O,4) i krokolit (PbCrO,). Chrom jest
przedmiotem emisji gazéw i pyléw wulkanicznych, jest réwniez emitowany podczas
erozji skat i gleby. Duza jego ilo$¢ jest tez emitowana do atmosfery przy wydobyciu
1 przerébce mineratéw, zwtaszcza przez przemyst metalurgiczny i chemiczny.
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Chrom jest na dwudziestym miejscu posrod najbardziej rozpowszechnionych
w skorupie ziemskiej 1 atmosferze pierwiastkéw. Zajmuje takze czwarte miejsce pod
wzglgdem rozpowszechnienia wsrdd 29 pierwiastkéw uwazanych za wazne ze
wzgledu na ich role¢ biologiczna i toksycznosc.

Ciekawa cechg chromu jest to, iz odgrywa on zaréwno rol¢ niezb¢dnego sktad-
nika pokarmowego, jak i toksycznego (kancerogennego) zwiazku chemicznego.
Chrom jest obecny we wszystkich zdrowych tkankach zywych organizmoéw.
Niedob6r chromu (III) moze mie¢ wptyw na rozwdj cukrzycy oraz chordb ukiadu
krazenia u oséb dorostych. Co ciekawe, skutkom wywolanym nieodpowiednig
dieta towarzysza specyficzne zmiany biochemiczne. Uzupelnienie diety usuwa
zmiany lub zapobiega im catkowicie. Brak chromu uwidacznia si¢ w stratach
wagi 1 nietolerancji glukozy.

2.2. Wystepowanie chromu w srodowisku 1 jego toksycznos$é

Chrom wystgpuje w skorupie ziemskiej w ilosciach ok. 102 ppm, giéwnie
w postaci mineraléw, takich jak: chromit (FeCr,0y), krokoit (PbCrQO,), uwarowit
(CazCry(S10,)3), ochra chromowa (Cr,03) 1 chromityt (Fe,O5 - 2Cr,0;).

Jesh chodzi o aspekt odzywczy, to najlepszym zrédlem chromu sg drozdze
piekarskie, gotowana wotowina, jabtka, kasze, jaja, ser, chude migso, watroba,
nerki wieprzowe, ryby, salata, zielony groszek, chleb gruboziarnisty, ptatki zbozowe
oraz niektére przyprawy 1 ziota. Zrédtem chromu moze by¢ réwniez twarda woda
1 pokarmy przygotowane w naczyniach ze stali nierdzewnej, zawierajacej chrom.

Zwiazki chromu zaliczane sa do grupy zwiazkéw chemicznych, ktérych zagro-
zenie dla czlowieka klasyfikowane jest w ré6znych kategoriach, zaleznie od ich posta-
ci chemicznej. Toksyczno$¢ chromu jest uzalezniona od stopnia utlenienia i rozpusz-
czalnosci, przy czym silnie toksyczne i rakotworcze dziatanie wykazuja przede
wszystkim zwiazki chromu szesciowartos$ciowego, co pokazuje ponizsza tabela.

Klasyfikacja stopnia dziatania kancerogennego chromu i jego zwiqzkow

Czynniki rakotworcze Stopienh dowodu dziatania rakotwdérczego Grupa

Cr (V]) 3 A
Cr (III) 1 C
Cr metaliczny 1 C
Dymy spawalnicze z chromem 2 B

1 — maty A — czynniki rakotwércze

2 — $redni B — czynniki przypuszczalnie rakotwércze

3 — duzy C - czynniki niesklasyfikowane pod wzglgdem rakotwoérczosci
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Metaliczny chrom przez swoja wysoka odporno$¢ na korozjg, twardosc 1 wy-
trzymatos$¢ na wysokie temperatury jest wykorzystywany do produkcji wysokoga-
tunkowych stali. Jest tez odporny na wplywy atmosferyczne, wigc stosuje si¢ go
do wytwarzania powlok ochronnych na innych metalach. Ze wzgledu na wysoka
temperatur¢ topnienia i dobre przewodnictwo elektryczne chrom mozna stosowac
do wyrobu elementéw grzewczych w réznego rodzaju piecach elektrycznych lub
do produkcji drutu oporowego (stop z niklem). Chrom metaliczny stuzy takze do
wytwarzania powlok galwanicznych. Zwiazki chromu uzywane sa w garbarstwie,
fotografice oraz jako pigmenty.

Catkowita zawarto$¢ chromu w organizmie wynosi 400-1300 pg/70 kg wagi.
Chrom (I1I) jest obecny w centrach aktywnych wielu enzyméw i jest niezbednym
do zycia mikroelementem. Utatwia przenikanie glukozy z krwi do komédrek.
Zmniejsza zapotrzebowanie na insuling, hormonu regulujacego prawidlowe
stezenie glukozy we krwi, czyli moze zapobiega¢ powstawaniu cukrzycy. Wspot-
dziata z tym hormonem w syntezie bialek. Zmniejsza ryzyko zawalu serca 1 rozwoju
miazdzycy, poniewaz obniza stezenie catkowitego cholesterolu i jego frakcji LDL
(tzw. zly cholesterol), a zwigksza 1los¢ HDL (tzw. élobry cholesterol). Chrom
zwigksza magazynowanie glukozy w migsniach, wspomagajac w ten Sposob
syntez¢ glikogenu. Optymalny poziom chromu we krwi zmniejsza st¢Zenie insuliny
niezbgdnej do prawidlowego przebiegu proceséw energetycznych.

Chrom (IIl) jest uwazany za podstawowy sktadnik pokarmowy, wptywajacy
na sterowanie metabolizmem glukozy 1 lipidéw. Dieta chromowa wptywa na
poprawe tolerancji glukozy, zwlaszcza u 0s6b starszych, 1 ogranicza zawartos¢
cholesterolu we krwi. Dzienna dawka spozywanego chromu (III) powinna wynosi¢
50-200 pg. Chrom odgrywa istotng rol¢g w metabolizmie ttuszczéw, zapobiegajac
chorobom serca i cukrzycy. Aktywizuje takze enzymy wbudowujace aminokwasy
w proteiny 1 zabezpieczajace stabilnos¢ protein 1 kwaséw nukleinowych. Zaréwno
rozpuszczalne, jak i nierozpuszczalne zwiazki chromu (III) nie sg kancerogenne.

Jesli chodzi o rosliny, to dodatek chromu do gleby, w ktérej go brak, zwigksza
plony i rozmiar owocéw. Owoce i warzywa rosngce na glebie bogatej w chrom
(III) sa tez odporniejsze na ataki szkodnikow 1 grzybow.

Chrom (III) ma swoje zastosowanie giéwnie w medycynie. Na rynku farma-
ceutycznym istnieje szereg preparatOw na bazie suplementu, czyli dawki uzupel-
niajacej codzienne zapotrzebowanie czlowieka na chrom. Chrom (III) jest tez
sktadnikiem wielu farmaceutykéw stosowanych w leczeniu cukrzycy. Chrom
przeciwdziala réwniez powstawaniu otylosci, gdyz ogranicza odkiadanie tluszczéw.
Wiasciwosé ta sprawila, ze w ostatnim dziesiecioleciu powstato wiele preparatéw
odchudzajacych zawierajacych zwiazki chromu.
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Chrom (III) stosowany jest réwniez do produkcji odzywek i witamin roslinnych,
jest to zwigzane z mozliwoscia roslin do fitoremendiacji, czyli wychwytywaniu
przez tkanki roslin metali z gleby. Chrom (III) powoduje przyspieszenie wzrostu
roslin oraz zwigksza rozmiar owocéw i warzyw. Zbadano, Ze rosliny tego samego
gatunku rosnace na glebach bogatych w chrom zawieraja przecigtnie okoto
10 razy wigcej chromu niz rosliny wystgpujace na glebach piaskowych i ze wigze
si¢ to bezposrednio z rozmiarem plonéw tych roslin. Dlatego tez zwiazki chromu
(III) moga mie¢ swoje zastosowanie w rolnictwie.

Zwiazki chromu (VI) stanowia grupg zwigzkéw cherrucznych rozpuszczalnych,
do ktérej naleza chromiany sodu i potasu, lub grupg zwiazkéw nierozpuszczalnych,
a do niej zaliczane sa chromiany cynku, litu, wapnia i baru. Chromiany rozpusz-
czalne moga powodowac¢ zmiany w nerkach i choroby ukladu oddechowego.
Natomiast chromiany trudnorozpuszczalne sa bardziej niebezpieczne, moga dawac
efekt kancerogenny w komoérkach cztowieka, przyktadem moze by¢ czesto spoty-
kany nowotwor uktadu oddechowego.

Nawet niewielkie ilosci chromu (VI) maja dzialanie szkodliwe dla zdrowia
czlowieka. W codziennym Zzyciu kontakt z materialami zawierajacymi chrom,
takimi jak skéry garbowane chromowo, $§rodki wybielajace, farby i lakiery zawie-
rajace chrom, moze prowadzi¢ do wystapienia reakcji uczuleniowych. Wigksze
stezenia chromu (VI) ma dziatanie toksyczne, mutagenne i kancerogenne.

Uszkodzenia tkanek, podraznienia skéry i drég oddechowych, jak réwniez
alergie powodowane przez ekspozycje na chrom (VI) sa dobrze udokumentowane.
Niektére zwiazki powoduja powstawanie guzéw i wrzodéw w miejscu iniekcji.
Kancerogennos¢ wydaje si¢ by¢ w najwigkszym stopniu powodowana przez nie-
rozpuszczalne zwiazki chromu (VI). Zwigzki chromu (VI) sa 10-100 razy bardziej
toksyczne od zwiazké6w chromu (III). Doustna dawka sSmiertelna w przypadku
zwigzkéw chromu (III) wynosi 1900-3300 mg/kg wagi ciala, podczas gdy dla
chromianu (VI) sodu jest szacowana na 50-100 mg/kg.

Zdaniem Migdzynarodowej Organizacji .Badan nad Rakiem (IARC) sa
wystarczajace dowody kancerogennosci zwiazkéw chromu (VI) spotykanych przy
produkcji chromianu, pigmentéw chromianowych i w galwanotechnice stosujace;j
chrom. Potwierdzono eksperymentami na zwierzg¢tach kancerogennos¢ chromianu
wapnia, chromianu cynku i chromianu ofowiu.

Chrom (VI) posiada zdolno$¢ penetracji blon komérkowych 1 przedostawania
si¢ do wngtrza komoérki, gdzie ulega redukcji do chromu (III). Sam chrom (III)
znajdujacy si¢ we wngtrzu komorki tworzy zwiazki kompleksowe migdzy innymi
z DNA uszkadzajac go, co moze prowadzi¢ w rezultacie do powstania nowotworu.

BIBLIOTEKA PL

107 945 X



2.3. Oznaczanie chromu w tabletce multiwitaminy
i probce o nieznanym stezeniu metoda spektrofotometryczng
z difenylokarbazydem |

2.3.1. Cel i zasada metody

Cwiczenie jest przykladem zastosowania spektrofotometrii UV-Vis w analizie
komplekséw metali. Celem ¢wiczenia jest iloSciowe oznaczenie Cr (VI) metoda
krzywej kalibracyjnej. Podstawa czulej kolorymetrycznej metody oznaczania
chromu jest reakcja red-ox pomiedzy Cr (VI) 1 difenylokarbazydem. W Srodowisku
kwasnym Cr (VI) utlenia 1,5-difenylokarbazyd do 1,5-difenylokarbazonu, sam
natomiast ulega redukcji do Cr (III). Elektrododatni kompleks Cr’* z 1,5-difenylo-
karbazonem (posiadajacy barwg fiotkowa), absorbuje promieniowanie elektroma-
gnetyczne w zakresie widzialnym. Bezposrednie zmieszanie roztworu Cr (III)
z 1,5-difenylokarbazonem nie prowadzi do utworzenia kompleksu o takim zabar-
wieniu. Prawdopodobnie w reakcje wchodza jony Cr’*, nie hydratowane jeszcze
czasteczkami wody. .

Metod¢ difenylokarbazydowa mozna uwaza¢ za specyficzng dla chromu
(VI). Oznaczeniu przeszkadzajg tylko wigksze ilosci Zzelaza, wanadu, molibdenu,
miedzi 1 rtgci ktére wielokrotnie przewyzszaja stezenie chromu w roztworze.
Usuwa si¢ je ekstrakcyjnie lub przez zamaskowanie.

Kwasowos¢ badanego roztworu wywiera pewien wpltyw na natg¢zenie zabar-
wienia, dlatego tez nalezy ja utrzymywac¢ zawsze na tym samym poziomie. PoniZe;j
przedstawiono proces utlenienia 1,5-difenylokarbazydu do 1,5-difenylokarbazonu.

Oy 2O g

0 0

1,5-difenylokarbazyd 1,5-difenylokarbazon

Molowy wspdiczynnik absorpcji barwnego produktu reakcji Cr (V1) z dife-
nylokarbazydem wynosi 41700 mol/dm®cm przy Amax = 546 nm. Metoda ta jest
bardzo czuta i stosowana gléwnie do oznaczania sladéw chromu.
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2.3.2. Odczynniki, aparatura i material badany

Odczynniki
a) 1 dm® 0,05M roztwéru H,SO,,

b) 0,25 g difenylokarbazydu (DFK),
¢) 100 cm® acetonu,

d) roztwér K,Cr,0O, (0,01 mg/cm3 ),

e) woda destylowana,

f) prébka o niewiadomym stezeniu Cr.

Aparatura
a) 8 kolb miarowych o pojemnosci 50 cm’,
b) 2 kolby miarowe o pojemnosci 100 cm’,
¢) naczynko wagowe,
d) zlewka o pojemnosci 100 cm’,
e) pipeta miarowa o pojemnosci 10 cm’,
f) bagietka szklana,
g) lejek szklany,
h) spektrofotometr typu SPEKOL o zakresie obejmujacym dlugos¢ fali 550 nm,
1) 2 kuwety o grubosci warstwy 1 cm.

Materiat badany
Tabletka ,,musujaca” multiwitaminy (4,3 g).

2.3.3. Opis wykonywanego ¢wiczenia

Odwazyé 0,25 g difenylokarbazydu, przenies¢ do kolby o pojemnosci 100 cm’,
dopetni¢ acetonem do kreski 1 wymieszac.

Do szesciu kolbek miarowych o pojemnosci 50 cm’ odmierzyé pipeta: 0,0
(Slepa préba); 0,5; 1,0; 2,0; 3,01 4,0 cm’ podstawowego roztworu K,Cr,0;.

Do kazdej kolbki doda¢ 1 ml roztworu difenylokarbazydu (DFK), dopetnié
roztwér do kreski kwasem siarkowym (VI) i wymieszaé. Tak przygotowane
roztwory wzorcowe zawieraja: 0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 ug Cr(V1) / e’

Do otrzymanego do analizy roztworu Cr (VI) (o nieznanym st¢zeniu) dodac
1 cm® DFK i dopetni¢ do kreski w kolbie miarowej o pojemnosci 50 cm® kwasem
siarkowym (VI), wymieszacd.

Tabletke multiwitaminy rozpusci¢ w 50 cm’® wody destylowanej, wymieszaé
i przeniesé 5 cm® do kolby miarowej o pojemnoséci 50 cm’, doda¢ 1 cm® DFK
1 uzupetni¢ do kreski kwasem siarkowym (VI).
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Za pomocg SPEKOLu zmierzy¢ absorbancj¢ roztworéw wzorcowych, probki
roztworu o nieznanym st¢zeniu oraz probki multiwitaminy przy Amax = 546 nm,
stosujac Slepa probe jako odnosnik. Wykonaé dwie serie pomiarowe, czyli nalezy
jeszcze raz przygotowac roztwory wzorcowe oraz zmierzy¢ ich absorbancje.

2.3.4. Opracowanie wynikow

Z dwdéch réwnoleglych serii pomiarowych wykresli¢ 2 krzywe kalibracyjne
A = f(c). Z kazdej krzywej wyznaczy¢ réwnanie krzywej kalibracyjnej i wartos¢
R>. Wybraé krzywa, ktérej R* ma wynik najblizszy liczbie 1.

Krzywa kalibracyjna ma posta¢ y = ax + b, z wybranej krzywej odczytac ste-
zenie chromu (x) w badanych prébkach, podstawiajac pod y wartos¢ absorbancji
dla prébki o nieznanym st¢zeniu oraz probki multiwitaminy, pamigtajac, ze wynik
podany bedzie w pg/em’.

Dodatkowo obliczy¢ zawartos¢ procentowa chromu w tabletce multiwitaminy.
Pamigtajac, ze obliczone z réwnania krzywej stgzenie chromu w multiwitaminie
to stezenie z 5 cm’ roztworu, obliczyé stezenie w 50 cm3 multiwitaminy. Nastgpnie
podaé wynik w g/cm’ oraz podaé mase chromu w gramach.

Jak wiadomo, w oznaczaniu dokladnej zawartosci procentowej jonéw chromu
w tabletce multiwitaminy moga przeszkadza¢ inne jony w niej zawarte, w zwiazku
z tym obliczona zawartos$¢ procentowa moze by¢ obarczona bigdem.
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3. OZNACZANIE GLINU W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

3.1. Wiasciwosci fizykochemiczne glinu

Glin, Al (fac. aluminium) to metal bloku p, lezacy w trzeciej grupie gléwne;j
uktadu okresowego. Posiada jeden staly izotop glin-27. Jest trzecim, a wsréd metali
pierwszym, najpowszechniej wystepujacym na Ziemi pierwiastkiem chemicznym
(7,45% w skorupie ziemskiej). Sole glinu i ich wlasciwosci byly znane juz w Sre-
dniowieczu, uwodniony siarczan (VI) glinu stuzyl starozytnym Grekom jako
srodek antyseptyczny. Istnienie tego pierwiastka 1 nazwe zasugerowal w 1761 roku
Louis Bernard Guyton de Morveau, wspdiczesng nazwg zaproponowal dopiero
w 1807 roku Humphry Davy. W polowie XIX wieku glin byl metalem drozszym
od zlota. Ponizej, w tabeli przedstawiono najwazniejsze wtasciwosci fizyko-
chemiczne glinu.

Wiasciwosci glinu

Wiasciwosci Glin
Symbol chemiczny Al
Konfiguracja elektronowa 1322822p63523pl
Tlos¢ elektronéw walencyjnych 3
Liczba powtok 3
Masa atomowa ] 26,981538
Temperatura topnienia [K] 933,47
Gestos¢ [g/cm3] 2,75
Elektroujemnos¢ (Pauling) 1,61
Promien atomowy [pm] 125
Stopien utlenienia 0, +1,+2, +3
Wartosciowos¢ 111
Barwa srebrzystobiaty

Glin jest srebrzystobialym, kowalnym i ciagliwym metalem, o wlasnosciach
amfoterycznych. Wystepuje na +3 stopniu utlenienia, bardzo rzadko réwniez na
+1 1 +2. W atmosferze powietrza lub podczas dziatania kwasami utleniajacymi na
glin, na jego powierzchni powstaje warstewka tlenku, ktéra chroni metal przed
dalsza korozja, czyli w stanie czystym utlenia si¢ na powietrzu, co nazywamy
pasywaca. Podgrzewany reaguje z tlenem obecnym w powietrzu, tworzac swoj

22



tlenek. Glin fatwo roztwarza si¢ w mocnych zasadach, takich jak NaOH lub KOH,
wypierajac w ten sposdb wodoér i przechodzac w tetrahydroksyglinian:

2Al + 2NaOH + 6H,0 — 2Na[Al(OH),] + 3H,7

Glin ulega dzialaniu kwasu solnego, goracych i rozcienczonych kwaséw:
azotowego (V) 1 octowego oraz stezonego kwasu siarkowego (VI).

W poréwnaniu z innymi metalami jego gesto$¢ jest mata. Jest metalem
plastycznym, czysty, krystaliczny glin jest kruchy i tamliwy. Podobnie jak inne
metale, dobrze odbija fale elektromagnetyczne. Czysty glin odbija okoto 99%
widzialnego $wiatla i okoto 95% podczerwieni.

Najwazniejsze zwiazki glinu to tlenek glinu i amfoteryczny wodorotlenek
glinu. Glin tworzy tez wodorek oraz tetrahydroglinian litu LiAlH, stosowany
w chemii organicznej jako silnie redukcyjny srodek. DuZe znaczenie przemystowe
maja tez aluminokwasy, szczegélnie MAO (metylowy aluminoksan), z ktérego
produkuje si¢ sita molekularne. Natomiast glina i kaolin stosowane sa w produkcji
ceramiki gospodarnej 1 budowlane;.

W przyrodzie glin wystepuje w mineratach: kaolinicie [Al4(OH)g][S1400],
silimanicie Al,SiOs, albicie Na[AlSi3Og], ortoklazie K[AIlSi3Og], boksycie
Al,O3;xH,0, kriolicie Na;[AlFg], korundzie Al,O;, gibbsycie AI(OH)s, 1 w innych.
Glin jest otrzymywany w wyniku elektrolizy roztworu tlenku glinu Al,O; (wyod-
rebnionego uprzednio z boksytu) w stopionym kriolicie.

Glin i jego wodorotlenki roztwarzaja si¢ w alkaliach, dajac tetrahydrokso-
(JAI(OH),4]) i heksahydroksogliniany ([AI(OH)6]3'). W reakcji wodorotlenkéw
glinu z kwasami powstaja sole. Najbardziej znanym potfaczeniem glinu z tlenem
jest otrzymywany w wysokich temperaturach, trudnotopliwy 1 bardzo twardy
a-Al,Os; (korund), krystalizujacy w ukladzie heksagonalnym. Oprécz niego
wystepuje wiele innych, czgsto uwodnionych odmian Al,Os;, otrzymywanych
z wodorotlenkéw glinu w nizszych temperaturach. Spiekanie Al,O; z tlenkami
metali dwuwartosciowych prowadzi do powstania tzw. spineli.

3.2. Wystepowanie glinu w Srodowisku i jego toksycznos¢

Glin do niedawna byl uwazany za pierwiastek niegrozny dla zdrowia. Tole-
rowana tygodniowa dawka glinu wynosi 7 mg Al/kg masy ciata. Powszechnie
uzywany do wytwarzania naczyn, sztuécOw i sprzetu kuchennego, folii do
opakowan zywnosci oraz innych przedmiotéw codziennego uzytku. Dzi§ wiadomo,
ze glin jest pierwiastkiem toksycznym, ale jest przyswajany powoli, ajego
niekorzystne dzialanie na organizm ludzki wida¢ dopiero po wielu latach.
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Kontakt produktéw zZywnosciowych z naczyniami z glinu powoduje przecho-
dzenie tego pierwiastka do spozywanych produktéw. Leki przeciw nadkwasocie
zotadka, dezodoranty zawieraja zwiazki glinu, ktére skutecznie blokuja wydzielanie
si¢ potu, lecz jednoczesnie przenikaja przez skére¢ do ciata czlowieka.

Nadmiar glinu w organizmie zaburza wchlanianie i przemiany metaboliczne,
zachodzace w kosécu z udzialem wapnia, magnezu, fosforu 1 fluoru. Glin powoduje
réwniez zaburzenia funkcjonowania i uszkodzenia ukladu nerwowego. U oséb
chorych na chorobg Alzheimera stwierdzono duze st¢Zenie glinu w tkance mézgowe;j.

Glin wystgpuje we wszystkich produktach spozywczych przechowywanych
w pojemnikach, lub foliach aluminiowych, oprécz tego duza ilo$¢ glinu znajduje
si¢ w kapuscie, pomidorach lisciach herbaty i1 niektérych przyprawach, jak:
tymianek, kminek, estragon, 1is¢ laurowy oraz w rodzynkach i figach.

Glin bardzo dobrze uwalnia si¢ w Srodowisku kwasnym. Dodawanie cytryny
do herbaty oraz przechowywanie np. kiszonej kapusty w aluminiowych naczyniach
zwigksza stezenie glinu w danych produktach spozywczych. Nie powinno si¢
wigc dodawacd cytryny do herbaty, pitej z aluminiowego naczynia.

Parlament Europejski uznat, ze dodawanie glinu*do pozywienia powinno by¢
zakazane, poniewaz ma zwigzek z chorobg Alzheimera. Z tego powodu w Polsce
juz w latach osiemdziesiatych XX wieku systematycznie wycofywano z uzytku
naczynia aluminiowe.

Od dawna rozwazany jest fakt, czy przyczyna choroby Alzheimera nie jest
zatrucie glinem pochodzacym z wody lub aluminiowych przedmiotéw codziennego
uzytku. Przypuszczenia te sa wciaz przedmiotem badan.

Istotne znaczenie maja stopy glinu z innymi metalami, odznaczajace si¢
niskim ci¢zarem wilasciwym oraz odpornoscia na korozje (duraluminium, magna-
lium), znalazly wiele zastosowan i sg uzywane do wyrobu szerokiej grupy
produktéw, np. puszek do napojéw, czy jako czgsci statkéw kosmicznych. Sa one
stosowane w przemySle lotniczym i1 samochodowym. Metaliczny glin stuzy do
produkcji przedmiotéw codziennego uzytku, przewoddw elektrycznych, aparatury
chemicznej, zwierciadel teleskopowych, folii stosowanej powszechnie do pako-
wania. Sproszkowany glin uzywany jest takze w hutnictwie do otrzymywania
metali z ich tlenkéw w procesie aluminotermii.

Sproszkowany glin jest sktadnikiem farb i materiatéw wybuchowych. Glino-
krzemiany sa podstawowymi skladnikami wyrob6w ceramicznych. Zabarwione
krysztaty korundu znane sg jako kamienie szlachetne np. rubiny czy szafiry.

Stosowany jest réwniez w przemysle spozywczym, jako barwnik metaliczny
pozyskiwany z boksytéw. Uzywany jest do srebrnych dekoracji ciast i tortéw.
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W pirotechnice glin jest uzywany do robienia petard i fajerwerkéw. Sprosz-
kowany glin zmieszany ze sproszkowanym nadmanganianem potasu tworzy fatwo-
palna mieszanke, ktéra po zapaleniu wybucha z wydzieleniem duzej ilosci dymu.

Zwiazki glinu, tj. wodoroweglan glinu AI(HCOs);, ortofosforan glinu AIPO,,
oraz krzemian glinu Aly(S10;)s, sg stosowane jako leki przy nadkwasocie.

3.3. Roznice zawartosci glinu w napojach w butelkach,
a w puszkach, oznaczanych metodg z eriochromocyjaning R

3.3.1. Cel i zasada metody

Celem ¢wiczenia jest ilosciowe oznaczenie jondw glinu metodg krzywej ka-
libracyjnej w napojach stodkich dostgpnych na rynku, zaréwno przechowywa-
nych w puszkach, jak i w butelkach oraz poréwnanie w nich zawartosci jonéw
glinu. Podstawa tej metody jest reakcja pomigdzy jonami glinu a eriochromocyjaning
R w srodowisku kwasnym, w ktérej powstajg barwne, r6zowoczerwone zwiazki
kompleksowe glinu, o maksimum absorbancji przy dtugosci fali 535 nm. Inten-
sywnos¢ rézowoczerwonego zabarwienia jest proporcjonalna do zawartosci glinu,
mozna jg wigc okresli¢ zaréwno spektrofotometrycznie, jak 1 wizualnie.

Metodg te stosuje si¢ do oznaczania glinu w roztworach o stezeniu 0,004-
1,0 mg/dm®. W przypadku stgzen wyzszych prébke mozna S-krotnie rozcienczy¢.

3.3.2. Odczynniki, aparatura i material badany

Odczynniki 1 roztwory

a) 0,05 M roztwér H,SOy,

b) Roztwér wzorcowy podstawowy siarczanu glinowo-potasowego, Al(SO,); -
K,SO; - 24 H,0 (8,792 g rozpusci¢ w wodzie, doda¢ 10 cm’® kwasu H,SO,
i dopetni¢ do 1 dm® woda destylowana),

c) Roztwér wzorcowy roboczy siarczanu glinowo-potasowego (do kolby
1 dm’® odmierzyé 4 cm’ roztworu podstawowego i uzupetnié¢ woda do kreski,
przygotowa¢ w dniu pomiaru),

d) 0,2% roztwér kwasu askorbinowego,

e) Roztwér kwasu octowego 1 octowego lodowatego,

f) Bufor octanowy o pH 6,1 (w 1 dm’ kolbie w 500 cm® wody destylowane;
rozpusci¢ 94,6 g bezwodnego octanu sodowego, dodaé 2,4 cm’ kwasu
octowego lodowatego i uzupelni¢ woda do kreski). Przygotowa¢ 48 h
przed pomiarem,
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g) Roztwér podstawowy eriochromocyjaniny R, o pH 2,9 (0,1 g eriochromo-
cyjaniny R rozpusci¢ w 100 cm® wody, zmierzyé pH, jesli przekracza
wymagane pH, nalezy przygotowal¢ nowy roztwdr, czyli: w zlewce
o pojemnosci 100 cm’ rozpusci¢ 0,3 g eriochromocyjaniny R w 50 cm’
wody, nastgpnie wprowadza¢ roztwér kwasu octowego do uzyskania pH 2,9,
przenie$é do kolby na 100 cm’ i dopehié do kreski woda, przechowywaé
w temp. 4°C do zmgtnienia),

h) Roztwér roboczy eriochromocyjaniny R (do kolby pomiarowej na 50 cm’
odmierzy¢ 10 cm’® roztworu podstawowego i rozcieficzyé woda do kreski,
przechowywa¢ w temp. 4°C do zmg¢tnienia),

1) Woda destylowana.

Aparatura
a) 12 kolb miarowych o pojemnosci 50 cm’,

b) 4 kolby miarowe o pojemnosci 100 cm’,

¢) naczynka wagowe,

d) zlewka o pojemnosci 100 cm’,

e) pipeta miarowa o pojemnosci 10 cm’,

f) lejek szklany,

g) Spektrofotometr Hawlett Packard lub SPEKOL obejmujacy dtugos¢ fali
535 nm,

h) 2 kuwety o grubosci warstwy | cm.

Materiat badany
Napoje przechowywane w puszkach i tozsame w butelkach.

3.3.3. Opis wykonywanego ¢wiczenia

Do o$miu kolbek miarowych o pojemnosci 50 ml odmierzy¢ pipeta: 0,0
(Slepa préba); 0,5; 1,0; 2,0; 3,5; 5,0; 7,5 1 12,5.cm’ roztworu wzorcowego robo-
czego siarczanu glinowo-potasowego. Roztwory rozcieficzyé woda do objetosci
25 cm’, po czym do kazdej kolbki dodaé 0,5 cm?® roztworu kwasu askorbinowego
i po 0,5 cm’ roztworu kwasu siarkowego, nastepnie po 10 cm’ buforu octanowego,
wymieszaé i dodaé po 2,5 cm’ roztworu roboczego eriochromocyjaniny R.
Roztwory uzupelni¢ woda do kreski i wymieszaé. Tak przygotowane roztwory
wzorcowe zawieraja: 0,000; 0,001; 0,002; 0,004; 0,007; 0,01; 0,015 1 0,025 mg
glinu we wzorcu. Przygotowane wzorce sa gotowe do uzycia po uptywie 5 minut,
lecz nie p6zniej niz po 20 minutach.
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Ze zmineralizowanych prébek napojéw pobra¢ do kolb na 50 cm® po 25 cm’
roztworu. Nastepnie do kazdej kolby dodaé 0,5 cm® roztworu kwasu askorbinowego,
0,5 cm’® roztworu kwasu siarkowego oraz 10 cm® buforu octanowego, wymieszaé
i dodaé 2,5 cm’ roztworu roboczego eriochromocyjaniny R, uzupetni¢ woda do
kreski 1 ponownie wymieszac.

Za pomocg spektrofotometru zmierzy¢ absorbancj¢ roztworéw wzorcowych,
oraz prébek napojow przy Amax = 535 nm, stosujac slepa probe jako odnosnik.

3.3.4. Opracowanie wynikow

Z pomiaréw absorbancji dla roztworéw wzorcowych wykresli¢ krzywa kalibra-
cyjna A = f(c). Z krzywej wyznaczy¢ réwnanie krzywej kalibracyjnej i wartos¢ R”.

Krzywa kalibracyjna ma posta¢ y = ax + b, z krzywej obliczy¢ zawartos¢
glinu (x) w badanych prébkach, podstawiajac pod y warto$¢ absorbancji dla probek
napojéw, pamigtajac, ze wynik podany be¢dzie w mg.
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4. OZNACZANIE KOBALTU W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

4.1. Wiasciwosci fizykochemiczne kobaltu

Ferromagnetyczny kobalt przypomina wlasciwosciami zelazo, jest stalowo-
szary, blyszczacy, ciagliwy, a twardoscia 1 wytrzymalosciag przewyzsza stal.
Ma nizsze temperatury: topnienia 1 wrzenia niz zelazo, odpowiednio 1490°C
12900°C. Metal ten ma natomiast niezwykle wysoka temperatur¢ Curie (1121°C),
tj. temperatur¢, w ktorej nastgpuje zanik wlasnosci ferromagnetycznych. Wiasci-
wosci fizyczne kobaltu zaleza w duzym stopniu od jego czystosci i warunkéw
wytwarzania. Ponizej, w tabeli przedstawiono najwazniejsze wlasciwosci fizyko-
chemiczne kobaltu.

Wtasciwosci kobaltu

Wtlasciwosci fizykochemiczne kobaltu

Symbol chemiczny Co

Konfiguracja elektronowa 152s°p®3s°p®d "4s”
Ilo$¢ elektronéw walencyjnych 9

Liczba powlok 4

Masa atomowa [u] 58,9332

Gestos¢ [g/cm3 ] 8,90
Elektroujemnos¢ (Pauling) 1,88

Promien atomowy {pm] 125

Stopien utlenienia’ 5432, 1,-1
Barwa stalowoszara

"pogrubiona czcionka podano najczgsciej spotykane stopnie utlenienia zwiazkéw kobaltu
Najtrwalszym stopniem utlenienia kobaltu w jego zwiazkach jest stopien +2.

Kobalt na stopniu utlenienia +3 jest trwaly tylko w postaci zwigzkéw komplek-
sowych. Pozostale stopnie utlenienia, wymienione w tabeli, spotyka si¢ rzadko.
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4.2. Wystepowanie kobaltu w srodowisku i jego toksycznos§¢

Wystgpowanie kobaltu w skorupie ziemskiej jest silnie zréznicowane. Ultra-
zasadowe skaly magmowe zawieraja najczg¢sciej 100-200 ppm, a skaty kwasne
1-15 ppm. W nielicznych wiasnych mineratach taczy si¢ przede wszystkim z As,
S i Se. Na ogét jednak kobalt wchodzi w sklad mineraléw Zelaza i manganu,
giéwnie siarczkowych.

Rozmieszczenie kobaltu w glebach jest, podobnie jak i w utworach skalnych,
powiazane z wystgpowaniem zwiazkéw zelaza oraz manganu. Kobalt tatwo jest
sorbowany przez substancj¢ organiczng oraz tworzy organiczne chelaty. Zwigk-
szaja one mobilnos¢ kobaltu 1 wplywaja na przemieszczanie si¢ w profilu glebowym,
a takze zwigkszaja jego przyswajanie przez rosliny, zwlaszcza w glebach o pod-
wyzszonym odczynie oraz w warunkach oksydacyjnych. W srodowiskach reduk-
cyjnych natomiast kobalt jest zar6wno latwiej rozpuszczalny, jak i1 dostepny dla
roslin. Stezenie tego pierwiastka w roztworach réznych gleb waha si¢ od 0,3 do
87 pug/dm’ i jest na ogét wigksze w zasolonych glebach stref klimatu suchego.

W naturalnych srodowiskach wodnych kobalt nie utrzymuje si¢ dlugo w stanie
rozpuszczonym, poniewaz wigzany jest silnie zaréwno przez ilasta 1 wodorotlenkowa
frakcj¢ osadéw dennych, jak i przez fitoplankton. Jego $rednie st¢zenie w wodach
mérz i oceanéw wynosi 0,02 pg/ dm’, a w przybrzeznych wodach Morza Battyc-
kiego 0,45 pg/ dm’. Srednia naturalna zawarto$¢ w rzekach odpowiada okoto 0,2
pg/dm’. Stezenia w wodach pitnych Polski wynosi $rednio 0,03 pg/dm?’.

Kobalt odgrywa wazng rol¢ w fizjologii roslin asymilujacych azot z powietrza
(. roslin motylkowych, do ktérych nalezy m. in. soja) oraz zielonych 1 niebie-
skich gloné6w. Mikroelement ten jest nieodzowny w procesie asymilacji azotu,
z uwagi na wazna funkcj¢ w strukturze porfiryn — koenzyméw kobalaminy,
enzymu katalizujacego omawiany proces. W ro$linach konsumpcyjnych st¢zenie
kobaltu nie przekracza z reguly 200 ppm, a jego ilo$¢ zalezy bezposrednio od
podazy w glebie.

Kobalt jest réwniez niezbgdny dla prawidlowej fizjologii zwierzat i ludzi.
Wchodzi w sklad witaminy B, (kobalaminy) uczestniczacej w procesach krwio-
tworczych oraz w metabolizmie kwaséw nukleinowych 1 biatek, oraz w réznych
procesach oksydacyjno-redukcyjnych. Zrédtem witaminy B, jest nabiat i migso,
zwlaszcza podroby — watroba i nerki.

Dorosty czlowiek pobiera srednio 40-50 pg kobaltu, ale jego wchianianie
w przewodzie pokarmowym wynosi okoto 50% dawki. W ptynach ustrojowych
stezenie kobaltu jest bardzo male (<1 ug/dm3 ), w mleku kobiet stwierdzono
do 0,4 mg/dn’.
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Wymagania czlowieka w stosunku do zawartosci kobaltu w pozywieniu nie
sa wyraznie okreslone, natomiast dzienna dawka witaminy B, powinna wynosi¢
od 0,3 pg do 3 pg w zaleznosci od wieku 1 zdrowia.

Kobalt pobierany droga pokarmowa jest mato szkodliwy, ale dluzsze stoso-
wanie diety o podwyzszonej ilosci tego pierwiastka jest niekorzystne. Natomiast
wartos$¢ Sredniej dawki $miertelnej (LD50) dla kobaltu (II) waha si¢ migdzy 150
a 500 mg Co/kg masy ciala.

Nadmiar kobaltu powoduje czerwienicg, uszkadza nerki 1 watrobe oraz ostone
wiékien nerwowych. Chroniczne zatrucia doprowadzajg do zmian w mig$niu
sercowym (kardiomiopatie) oraz przerostu gruczotu tarczowego, dzialajac ograni-
czajaco na przyswajalnos¢ jodu. Kobalt bardzo latwo przenika przez tozysko
1 moze powodowa¢ zmiany w zarodku. Nadmiar tego metalu wywotuje zaburzenia
mitozy oraz syntezy DNA 1 moze by¢ przyczyna zmian nowotworowych.

Zwierzeta, a szczegllnie przezuwacze, odznaczaja si¢ duza tolerancja na
wysokie st¢zenia kobaltu w paszy. Przypadki zatrucia ludzi kobaltem sa réwniez
rzadkie, maja najczgsciej charakter chroniczny i1 na ogét zwiazane sa z warunkami
srodowiska pracy.

Ze wzgledu na bardzo niska zawarto$¢ w zywnosci, informacje o ilosci
kobaltu w produktach spozywczych sa z reguly pomijane w opisie ich sktadu
pierwiastkowego. Srednia zawarto$é kobaltu w produktach spozywczych nie
przekracza 0,5 pg/g suchej masy, cho¢ w niektérych warzywach, gléwnie stracz-
kowych, jest znacznie wigksza.

4.3. Spektrofotometryczne oznaczanie zawarto$ci jonéw kobaltu
w mineralizatach sojowych

4.3.1. Cel i zasada metody

Celem c¢wiczenia jest poznanie szybkiej i dokladnej metody oznaczania
zawartosci jonéw kobaltu (II) w wybranych preparatach sojowych (mleko, budyn,
ser tofu, kotlety), po wczesniejszej ich mineralizacji.

Najczesciej stosowanymi metodami oznaczania kobaltu sa metody spektrofo-
tometryczne oparte na trzech odczynnikach organicznych:

1) 1-nitrozo-2-naftol,

2) 2-nitrozo-1-naftol,

3) nitrozo-R-sole.

Dzigki charakterystycznemu ugrupowaniu nitrozohydroksylowemu odczynniki te
reagujg w okreslonych warunkach w sposéb specyficzny dla kobaltu.
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Znana od dawna metoda rodankowa (tiocyjanianowa) jest polecana do ozna-
czania wigkszych zawartosci kobaltu, takich jak te wystgpujace w produktach
sojowych. '

W ste¢zonym roztworze rodanku (KSCN, NaSCN lub NH,SCN) jony kobaltu
(II), w srodowisku 0,1-1 M HCI, tworza niebieski kompleks rodankowy:

Co** + 4SCN” — [Co(SCN),J*

Niebieskie zabarwienie roztworu zanika po rozcienczeniu woda wskutek
dysocjacji kompleksu.

Wprowadzenie acetonu lub innego rozpuszczalnika organicznego obniza stala
dielektryczng wody, a tym samym zmniejsza dysocjacj¢ kompleksu. Powoduje to
ponowne pojawienie si¢ niebieskiej barwy roztworu. Intensywno$¢ zabarwienia
zalezy od stgzenia jondw SCN’ i acetonu. Pomiar absorbancji prowadzi si¢ przy
dlugosci fali 620 nm.

Obecnos¢ zelaza (III) przeszkadza w spektrofotometrycznym oznaczaniu
kobaltu, ze wzgledu na wigksza czutosé reakcji Fe’* z SCN'. Wigksze jego iloci
nalezy oddzieli¢, na przyklad ekstrakcyjnie lub straceniowo za pomoca Zn(OH),.
Mniejsze ilosct zelaza (III) mozna maskowacé fluorkami, fosforanami (V) lub
redukowac do zelaza (IT) kwasem askorbinowym lub chlorkiem cyny (II).

4.3.2. Odczynniki, aparatura i materiat badany

Odczynniki
a) aceton,

b) kwas L(+) askorbinowy — 2% roztwdr otrzymany przez rozpuszczenie 2 g
C¢HgOg w 100 cm® wody destylowanej,

¢) tiocyjanian amonu (rodanek amonu), NH,SCN - 50% roztwér otrzymany
przez rozpuszczenie 50 g NH,SCN w wodzie destylowanej do objgtosci
100 cm?’,

d) siarczan (VI) kobaltu (II), CoSO, - 7TH,O ~ do otrzymania roztworu pod-
stawowego kobaltu o stezeniu 1 mg Co/cm’, poprzez rozpuszczenie 1,195
g CoSO, - 7TH,0 w wodzie destylowanej z dodatkiem 0,5 cm’ st¢zonego
H,S0, do objetosci 250 cm’,

e) kwas siarkowy (VI), H,SO,,

f) kwas solny, HCl - do przygotowania 10% roztworu zakwaszajacego,
rozpuszczajac 8,5 cm’ stezonego HCI w 100 cm® wody destylowanej.

Aparatura
Spektrofotometr Hawlett Packard lub SPEKOL.
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Materiat badany
Wybrane preparaty sojowe: mleko, budyn, ser tofu, kotlety sojowe.

4.3.3. Opis wykonywanego ¢wiczenia

Nalezy sporzadzi¢ krzywa wzorcowa, w tym celu poczatkowo przygotowujemy
roztwory robocze kobaltu: Roztwér I (100 ug Co/cm’) — 5 ¢cm® roztworu podsta-
wowego kobaltu (1 mg Co/cm’) z 5 cm® 10% HCI dopetnione woda do objetosci
50 cm’. Roztwér II (10 pg Co/em’) — 5 ecm’® roztworu roboczego Iz 5 cm’® 10%
HCI dopetnione woda do objetosci 50 cm®. Roztwér III (1 pg Co/cm’) — 5 cm’
roztworu roboczego Il z 5 cm® 10% HCI dopetnione woda do objetosci 50 cm’.

Nastepnie sporzadzamy roztwory wzorcowe o stezeniach: 0 pg Co/cm’
(1,5 cm® wody + 1,5 cm’® rodanku amonu + 1,5 cm® kwasu askorbinowego + 1,5 cm’
acetonu) — préba slepa (1); 0,25 pg Cofecm® (1,5 em’ roztworu III + 1,5 cm?
rodanku amonu + 1,5 cm® kwasu askorbinowego + 1,5 cm3 acetonu) (2);
0,5 ug Co/cm (0,3 cm’ roztworu II + 1, 2 cm’® wody + 1,5 cm’® rodanku amonu +
1,5 cm® kwasu askorbmowego +1,5 cm acetonu) (3) 0,75 ng Co/cm (0,45 cm’
roztworu II + 1 05 cm’ wody + 1,5 cm’ rodanku amonu + 1,5 cm’ kwasu askorbl-
nowego + 1,5 cm’® acetonu) (4); 1,25 pg Co/cm’® (0,75 cm’ roztworu II + 0,75 cm’
wody + 1,5 cm’ rodanku amonu + 1,5 cm® kwasu askorbinowego + 1,5 cm’
acetonu) (5); 1,75 ug Co/em’® (1,05 cm’® roztworu II + 0,45 cm® wody + 1,5 cm’
rodanku amonu + 1,5 cm’® kwasu askorbinowego + 1,5 cm’ acetonu) (6); 2,25 pg
Co/em® (1,35 cm® roztworu II + 0,15 cm® wody + 1,5 cm® rodanku amonu
+ 1,5 cm’ kwasu askorbinowego + 1,5 cm’ acetonu) (7); 2,5 pg Co/cm® (1,5 cm’
roztworu II + 1,5 cm® rodanku amonu + 1,5 cm® kwasu askorbinowego + 1,5 cm’
acetonu) (8).

Dla kazdego z roztworéw wzorcowych (2)-(8) nalezy zmierzy¢ wartos¢
absorbancji wzgledem préby Slepej (1) jako odnosnika, przy dtugosci fali 620 nm.
Pomiar nalezy przeprowadzi¢ w trzech powtdrzeniach, a wyniki usrednic.
Po zakonczeniu serii pomiarowe] sporzadzi¢ krzywa wzorcowa — wykres zaleznosci
absorbancji roztworu wzorcowego kobaltu (II) dla A = 620 nm od st¢zenia kobaltu
(nglem’).

Do oznaczania zawartosci jondéw kobaltu (II) w wybranych preparatach
sojowych stuza klarowne roztwory po jego mineralizacji. Proces mineralizacji jest
prosta i skuteczna metoda shuzaca do przygotowania produktéw spozywczych
(i nie tylko) do oznaczania sktadu pierwiastkowego. W ¢wiczeniu badane beda
prébki preparatéw sojowych poddanych mineralizacji w aparacie mikrofalowym
MAXIDIGEST MX 350 firmy PROLAB.
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Do kazdej z probéwek zawierajacych po 1,5 cm’ mineralizatu produktu
sojowego nalezy dodac:
- 1,5 cm’ rodanku amonu,
— 1,5 cm’® kwasu askorbinowego (w celu zamaskowania jonu Fe'*),
— 1,5 cm’ acetonu.

Po doktadnym wymieszaniu nalezy zmierzy¢ absorbancj¢ prébki przy dtugosci
fali 620 nm, wobec proby Slepej jako odnosnika. Pomiar powtérzy¢ trzykrotnie,
a wyniki usrednic.

4.3.4. Opracowanie wynikow

Obliczenie zawartosct jondéw kobaltu (II) (x) w badanych preparatach sojowych
przeprowadza si¢ w oparciu o réwnanie krzywej wzorcowej (y = ax + b), przyj-
mujac za y Srednig wartos¢ absorbancji z trzech pomiaréw dla danej prébki.

Zawarto$¢ kobaltu w badanym preparacie nalezy poda¢ w [pg Co/cm’].
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5. OZNACZANIE MIEDZI W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

5.1. Wiasciwosci fizykochemiczne miedzi

Miedz (Cu, tac. cuprum) — pierwiastek chemiczny z grupy metali przejsciowych
uktadu okresowego. Lacifiska nazwa miedzi pochodzi od Cypru, gdzie w staro-
zytnosct wydobywano ten metal. Poczatkowo nazywano go metalem cypryjskim,
a nastgpnie cuprum. Posiada 26 izotopdw z przedzialu mas 55-80, jednak trwate
s tylko dwa: 63 1 65. Miedz byta uzywana przez ludzi od najdawniejszych czaséw.
Pierwsze ozdoby miedziane znalezione w Iraku pochodza z IX w. p.n.e.

Miedz jest metalem barwy ceglastoczerwonej, o gestosci 8,96 g/cm3 i tempe-
raturze topnienia 1083°C. Miedz metaliczna po wytopie 1 oczyszczeniu jest
czerwono-bragzowym, mi¢kkim metalem o bardzo dobrym przewodnictwie cieplnym
i elektrycznym. Jest odporna chemicznie i zalicza si¢ do metali péiszlachetnych.
Nie ulega dziataniu kwaséw w warunkach nieutleniajacych. Na powietrzu ulega
powolnej korozji powierzchniowej pod wptywam wilgoci 1 dwutlenku wegla,
pokrywajac si¢ charakterystyczng zielong patyna, zwana grynszpanem szlachetnym
($niedzenie miedzi).

Miedz mozna przerabia¢ plastycznie na zimno 1 na goraco, ale w przypadku
przerébki na zimno nast¢puje utwardzenie metalu, ktére usuwa si¢ przez wyza-
rzenie rekrystalizujace (w temp. 400-600°C). Przerébke plastyczng na goraco
przeprowadza si¢ w temp. 650-800°C.

W tabeli ponizej przedstawiono najwazniejsze wiasciwosci fizykochemiczne

miedzi.
Witasciwosci miedzi
Wlasciwosci Miedz
Symbol chemiczny L Cu
Konfiguracja elektronowa ) l522522p63sz3p°45'3d10
Liczba powitok 4
Masa atomowa [] 63,546
Temperatura topnienia [K] 810
Gestosé [g/cm3] , 8,96
Elektroujemnos¢ (Pauling) 1,9
Promien atomowy [pm)] 135
Stopien utlenienia 0, +1, +2
Wartosciowos¢ I 11
Barwa pomaranczowa
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Miedz czysta zawiera 0,01-1,0% zanieczyszczen, zaleznie od rodzaju wytwa-
rzania, przetwarzania czy oczyszczania. Za zanieczyszczenia uwaza si¢ takie
pierwiastki, jak: Bi, Pb, Sb, As, Fe, Ni, Sn, Zn oraz S.

5.2. Wystepowanie miedzi w Srodowisku i jej toksycznos$¢

Wystgpuje w skorupie ziemskiej w ilosciach 55 ppm. W naturze wystgpuje
w postaci rud oraz w postaci czystej jako minerat — miedZ rodzima. Miedz rodzi-
ma jest rzadko spotykana. Gtéwnym Zrédiem tego metalu sa mineraty:

— siarczki: chalkopiryt CuFeS,, chalkozyn Cu,S, bornit CusFeS;
— weglany: azuryt Cu;(CO;),(OH),, malachit Cu,CO3(OH),

Ze wzgledu na duze zapotrzebowanie 1 stosunkowo male zasoby naturalne
miedz stanowi material strategiczny. Wigkszos¢ miedzi wydobywa si¢ jako siarczek
w kopalniach odkrywkowych ze z16z porfiru miedziowego zawierajacego do 1%
miedzi. W swiatowym wydobyciu rud miedzi w przeliczeniu na czysty skladnik,
wynoszacym w 2006 r. tacznie 13 600 tys. ton, przodowaty: Chile (4 900 tys. ton),
USA (1 140 tys. ton), Indonezja (1 000 tys. ton), Australia (860 tys. ton), Peru
(840 tys. ton), Kanada (614 tys. ton), Rosja (500 tys. ton), Polska (460 tys. ton)
i Zambia (430 tys. ton).

W swiatowej produkcji miedzi rafinowane;j, ktéra w 2006 r. wyniosta 15 200 tys.
ton, przodowaty: Chile (2 900 tys. ton), Chiny (1 700 tys. ton), Japonia (1 430 tys.
ton), USA (1 320 tys. ton), Rosja (820 tys. ton), Niemcy (595 tys. ton), Polska
(530 tys. ton), Peru (520 tys. ton), Australia (500 tys. ton), i Korea Potudniowa
(510 tys. ton).

Rudy miedzi zawieraja tylko nieznaczne ilosci miedzi. W celu oddzielenia
siarczkéw miedzi od skaly ptonnej, stosowana jest flotacja. Otrzymane w ten
sposéb koncentraty miedzi przerabiane sq w piecach hutniczych, a nastgpnie elek-
trolitycznie w celu uzyskania miedzi niezawierajacej wigcej niz 0,1% zanieczyszczen.

Miedz jest mikroelementem wystgpujacym w centrach aktywnych wielu
enzyméw. Znajduje si¢ tam, ze wzgledu na tatwos¢ pobierania i oddawania elek-
tronu w czasie zmiany stopnia utlenienia. Potrzebna jest do tworzenia si¢ krwinek
czerwonych, wchodzi w sktad hemocyjaniny, wpltywa pozytywnie na bton¢ otaczaja-
cg komoérki nerwowe, bierze udzial w przesylaniu impulséw nerwowych. Wcho-
dzi w sktad enzymu o dziataniu przeciwutleniajacym, zwanego dysmutazga ponad-
tlenkowqj chroniacego blony komérkowe przed wolnymi rodnikami. Ponadto
bierze udzial w tworzeniu tkanki tacznej 1 syntezie prostaglandyn, zwiazkéw
zwanych hormonami miejscowymi, wplywajacych migdzy innymi na czynnos¢
serca 1 ci$nienie tetnicze krwi.
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Minimalne dzienne spozycie miedzi wynosi 0,5 ppm. Genetycznie uwarunko-
wany defekt metabolizmu miedzi prowadzi do wystapienia schorzenia nazywanego
choroba Wilsona, czyli zwyrodnienia watrobowo-soczewkowego. Choroba Wilsona
to uwarunkowane genetycznie zaburzenie metabolizmu miedzi w organizmie.
Miedz, ktéra zwykle jest wydzielana z z6icia, gromadzi si¢ poczatkowo w watrobie,
prowadzac do jej uszkodzenia. Po przekroczeniu mozliwosci magazynowania
tego pierwiastka, trafia on z krwig do innych tkanek, osiggajac duze koncentracje
zwlaszcza w moézgu, rogéwkach oczu 1 nerkach. Objawy neurologiczne choroby
Wilsona wynikaja z uszkodzenia jader komédrek podstawnych mézgu.

Niedobdér miedzi moze sta si¢ przyczyna niedokrwistosci, poniewaz zbyt
mala ilos$¢ tego pierwiastka powoduje gorsze wchianianie Zelaza i zmniejszenie
liczby czerwonych krwinek. Ponadto przypuszcza sig¢, ze powoduje uszkodzenie
serca 1 tetnic, zaburzenia pracy systemu nerwowego. Niewystarczajaca ilo$¢ miedzi
obniza réwniez ilo$¢ biatych krwinek, a zatem zmniejsza odpornos¢ organizmu.
Niedobér miedzi zaburza takze gospodarke lipidowa organizmu oraz syntezg
dopaminy 1 melaniny, ktére objawiajq sie ztym samopoczuciem i opalaniem na
r6zowo z oparzeniami stonecznymi. ’

Wchlanianie miedzi w przewodzie pokarmowym jest blokowane przez biatka
mleka 1 jaj oraz warzywa krzyzowe zawierajace duze ilo$ci zwiazkéw siarki
(np. kapusta, cebula, por, czosnek, gorczyca). Spozywanie tych produktéw lacznie
z pokarmem o duzej zawartosci miedzi znaczaco zmniejsza wchlanianie tego
pierwiastka przez organizm.

Spozywanie nadmiaru miedzi prowadzi¢ moze do zaburzen pokarmowych
i uszkodzenia watroby. Moze to mie¢ miejsce w przypadku spozywania wody
pitnej o niskiej twardosci lub niskim pH dostarczanej miedziang instalacja wodo-
ciaggowg (woda taka wyplukuje miedz z instalacji). Dawka $miertelna miedzi
zawarta jest w okoto 30 g siarczanu miedzi. Dopuszczalne gérne spozycie wynosi
10 mg/dzien dla dorostych. W przypadku podejrzenia zatrucia podaje si¢ albuming
jako mleko lub biatko jaj.

Miedz wystgpuje powszechnie w wielu organizmach roslinnych i zwierzecych.
Szczegdlnie duzo jest jej w wotowinie, satacie, grzybach, owocach morza (ostrygi,
homary), gotowanych podrobach, ale mozna ja znalez¢ réwniez w chlebie grubo-
ziarnistym, warzywach straczkowych, owocach awokado 1 kiwi. Jako mikroelement
jest niezbedna dla zycia wielu organizméw, biorac udzial m.in. w fotosyntezie
1 oddychaniu.

Miedz wystgpuje w takich produktach spozywczych jak: wolowina, ryby,
jeczmien 1 kasza jgczmienna, liScie winogron, nasiona stonecznika, orzechy, ptatki
owsiane, suche nasiona roslin straczkowych, pieczywo ciemne, podroby (nerki,

36



mozg, watroba), warzywa lisciaste (np. salata) nienalezace do krzyzowych, awokado
(inne owoce zawieraja mate ilosci miedzi).

Zapotrzebowanie czlowieka dorostego na miedz wynosi 1,5-4 mg Cu/dzien
1 jest pokrywane w normalnej diecie, ktéra dostarcza 1,5-3,5 mg Cu/dzien. Zapo-
trzebowanie na miedz jest zwigkszone u kobiet w ciazy, dzieci i 0séb starszych.
Stopien przyswajania miedzi zalezy od jej formy w pozywieniu i wynosi Srednio
dla czlowieka 5-20% catkowitej dawki.

MiedZ, obok Zelaza odegrata wyjatkowa rol¢ w rozwoju cywilizacji ludzkie;.
Epoka brazu zawdzigcza swoja nazwe¢ jednemu ze stopéw miedzi. Pierwiastek ten
znany jest od starozytnosci, od kiedy to byl podstawowym sktadnikiem brazéw.

Jest masowo wykorzystywana jako surowiec do produkcji przewodow elek-
trycznych i powszechnie w elektronice, a takze w budownictwie (pokrycie
dachéw, elementy réznych instalacji), jako barwnik szkta oraz katalizator.

MiedzZ jest dodawana do wielu stopéw, zaréwno do stali jak 1 do stopow
aluminium. Jest tez dodawana do srebra i zlota, poprawiajac znacznie ich wlasnosci
mechaniczne.

Miedz z cyna, cynkiem, molibdenem 1 innymi metalami przejsciowymi tworzy
caly zestaw stopéw zwanych ogdlnie brazami. Najbardziej znane z nich to: udajacy
ztoto tombak 1 posiadajacy bardzo dobre wilasnosci mechaniczne oraz znaczna
odporno$¢ na korozje mosiadz. Stopy miedzi stosuje si¢ do wyrobu kosztownej
armatury, elementéw precyzyjnych urzadzen mechanicznych i w jubilerstwie.

MiedZ wplywa korzystnie na organizm cztowieka, jednoczesnie jest zabdjcza
dla wiruséw i bakterii, stad bakteriobdjcze 1 wirusobdjcze dzialania tego pier-
wiastka. Juz w starozytnosci stosowano miedz do tagodzenia b6léw lub w leczeniu
choréb skory.

Swoje zastosowanie maja réwniez zwigzki miedzi. Pigciowodny siarczan
(VD) miedzi (II) CuSO, - 5SH,O ma wtasnosci odkazajace oraz grzybobdjcze, co
jest wykorzystywane w sadownictwie, a siarczan bezwodny tego pierwiastka ma
silne wtasnosci higroskopijne i niekiedy stosowany jest do osuszania rozpuszczal-
nikéw. Kompleksy miedzi sg trwale, jednak dos¢ tatwo jest zmienia¢ stopien
utlenienia miedzi w takich kompleksach 1 dlatego sg one czgsto stosowane jako
katalizatory reakcji redoks. Zwiazki miedzi (I) sa trudno rozpuszczalne w wodzie,
natomiast wodne roztwory soli miedzi (II) z reguly maja barw¢ niebieska lub
niebiesko-zielona.

Swoja znaczaca rolg w procesach fizjologicznych miedz zawdzigcza trwalosci
wigzan z substancjami biologicznie aktywnymi oraz wilasciwosciom utleniajacym.
Jest ona aktywatorem wielu systeméw enzymatycznych.
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5.3. Spektrofotometryczne oznaczanie miedzi
w sokach owocowych

5.3.1. Cel i zasada metody

Celem ¢wiczenia jest ilosciowe oznaczenie jonéw miedzi (II) metoda foto-
kolorymetryczng w $wiezych sokach owocéw. Metoda ta polega na tworzeniu
niebieskiego kompleksu jonéw miedzi (II) z dwuetylodwukarbaminianem otowiu
w kwasnym srodowisku, ekstrakcji chloroformem barwnego kompleksu miedzi
1 fotokolorymetrycznym pomiarze absorbancji przy dlugosci fali 410-453 nm.
Intensywnos¢ barwy kompleksu jest proporcjonalna do zawartosci jonéw miedzi
(II), mozna ja wigc okresli¢ zar6wno spektrofotometrycznie, jak i wizualnie.

5.3.2. Odczynniki, aparatura i materiat badany

Odczynniki i roztwory

a) Amoniak, roztwér 5%,

b) Dwuetylodwutiokarbaminian sodu, roztwor Q,4% (Swiezo przygotowany),

¢) Winian sodowo-potasowy,

d) Octan otowiu, 0,4% roztwdr,

e) Chloroform,

f) Czerwien fenolowa, roztwér 0,1% (wodno-alkoholowy),

g) Dwuetylodwutiokarbaminian otowiu, roztwér 0,025% w chloroformie
(50 cm’ 0,4% roztworu dwuetylodwutiokarbaminianu sodu, 1 g winianu
sodowo-potasowego umiesci¢ w rozdzielaczu o pojemnosci | dm’, dodaé
50 ¢cm® 0,4% octanu olowiu, zobojetni¢ roztworem amoniaku wobec czer-
wieni fenolowej, do barwy pomaranczowej. Roztwér z powstalym osadem
wytrzasaé w 500 cm® chloroformu do rozpuszczenia osadu. Oddzieli¢ war-
stwe chloroformowa i przemyé¢ dwoma porcjami wody po 100 cm’® kazda,
a nastgpnie przesaczy¢ przez wat¢ do suchej kolby o pojemnosci 1 dm’
i dopetni¢ chloroformem do kreski, wymiesza¢. Roztwér przechowywac
w ciemnej butelce, do 30 dni),

h) Stezony roztwér kwasu H,SO,,

i) 0,001 M roztwér kwasu H,SO,

j) Roztwér wzorcowy podstawowy siarczanu (VI) miedzi (II), CuSO; - 5 H,O
(3,929 g rozpusci¢ w wodzie zawierajacej 1 cm’ stezonego kwasu siarko-
wego (VI) i dopetni¢ do 1 dm® woda destylowana, 0,001 M),
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k) Roztwér wzorcowy roboczy I siarczanu (VI) miedzi (II) zawierajacy
0,1 mg Cu** w 1 cm’ (10 cm’ roztworu podstawowego dopetni¢ 0,001 M
roztworem H,SO, w kolbie pomiarowej o pojemnosci 100 cm’),

1) Roztwér wzorcowy roboczy II siarczanu (VI) miedzi (II) zawierajacy
0,001 mg Cu™ w 1 cm’ (10 cm® roztworu 1 dopetni¢ woda w kolbie
pomiarowej o pojemnosci 1 dm’, roztwér uzywaé §wiezo przygotowany),

m) Woda destylowana.

Aparatura
a) 8 rozdzielaczy o pojemnosci 100 cm’,

¢) rozdzielacz o pojemnosci 1 dm’,

d) naczynka wagowe,

e) 2 kolby miarowe o pojemnosci 1 dm’,

f) pipeta miarowa o pojemnosci 10 cm’,

g) cylinder miarowy na 25 cm’,

h) lejek szklany,

i) papierek uniwersalny,

j) Spektrofotometr Hawlett Packard lub SPEKOL obejmujacy dlugos¢ fali
410-453 nm,

k) 2 kuwety o grubosci warstwy 1 cm.

Materiat badany
Swieze soki owocowe (z kiwi, awokado).

5.3.3. Opis wykonywanego ¢wiczenia

Do sze$ciu rozdzielaczy o pojemnosci 100 cm® odmierzy¢ pipeta: 0,0 (Slepa
préba); 5; 10; 15; 20125 cm’ roztworu wzorcowego II siarczanu (VI) miedzi (II),
co odpowiada zawartosci 0,000; 0,005; 0,01; 0,015; 0,020 1 0,025 mg Cv** i roz-
cieficzy¢ woda do objetosci 25 cm’, czyli uzupetnié woda do tej objetosci, dodajac
odpowiednio 25; 20; 15; 10, 5i 0,0 cm® wody do kazdego rozdzielacza. Po czym
do kazdego rozdzielacza doda¢ roztworu kwasu siarkowego (VI) az do ustalenia
odczynu kwasnego, wobec papierka uniwersalnego, nastgpnie dodaé¢ po 5 cm’
roztworu dwuetylodwutiokarbaminianu olowiu i energicznie wytrzasa¢ przez
2 minuty.

Po rozdzieleniu si¢ faz, organiczng warstwe przela¢ do suchego cylindra
o pojemnosci 25 cm’. Do wodnego roztworu ponownie dodaé¢ 5 cm’ roztworu
dwuetylodwutiokarbaminianu olowiu i wytrzasa¢ przez 1 minutg, a po rozdzieleniu
faz, warstwg¢ organiczna przela¢ do tego samego cylindra miarowego przez wate.
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Objeto$¢ otrzymanych ekstraktéw uzupehié chloroformem do objetosci 10 cm’,
wymieszac.

Ze zmineralizowanych prébek sokéw owocowych pobra¢ do rozdzielaczy
o pojemnoséci 100 cm’® po 25 cm?® roztworu. Nastepnie doda¢ 5 cm’ roztworu
dwuetylodwutiokarbaminianu olowiu 1 energicznie wytrzasa¢ przez 2 minuty.
Po rozdzieleniu si¢ faz, organiczng warstwe przela¢ do suchego cylindra o po-
jemnosci 25 cm’.

Do wodnego roztworu ponownie doda¢ 5 ml roztworu dwuetylodwutiokar-
baminianu otowiu 1 wytrzasa¢ przez | minutg, a po rozdzieleniu faz, warstwe
organiczng przela¢ do tego samego cylindra miarowego. Objgtos¢ otrzymanego
ekstraktu uzupetni¢ chloroformem do objetosci 10 cm’, wymieszag.

Za pomoca spektrofotometru zmierzy¢ absorbancje roztworéw wzorcowych
oraz prébek sokéw przy Amax = 435 nm, stosujac slepa probe jako odnosnik.

5.3.4. Opracowanie wynikow

Z pomiaréw absorbancji dla roztworéw wzorcowych wykresli¢ krzywa kali-
bracyjng A = f(c¢). Z krzywej wyznaczy¢ réwnanie krzyv:/ej kalibracyjnej 1 wartosc¢
R®. Krzywa kalibracyjna ma posta¢ y = ax + b, z krzywej obliczyé zawartosé
jonéw miedzi (x) w badanych prébkach, podstawiajac pod y wartos¢ absorbancji
dla prébek sokéw, pamigtajac, ze wynik podany bedzie w mg.
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6. OZNACZANIE NIKLU W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

6.1. Wiasciwosci fizykochemiczne niklu

Nikiel (N1) jest pierwiastkiem metalicznym, nalezacym do grupy VIIIb uktadu
okresowego. Nazwa pochodzi od niemieckiego stowa kupfernickel — falszywa
miedz. Podstawowe dane dotyczace wilasciwosci fizykochemicznych zebrano

ponizej:

Wtasciwosci fizykochemiczne niklu

Wiasciwosci fizykochemiczne Nikiel
Symbol chemiczny Ni
Posta¢ metal srebrzystobiaty
Konfiguracja elektronowa 3d°4s*
Masa atomowa [u] 58.6934
Temperatura topnienia [°C] 1453
Temperatura wrzenia [°C] 2732
Gestos¢ [g/cm’] 8,9

Stopnie utlenienia

-1, 0, +1, +2(dominujacy), +4

Izotopy niklu
(najczgscie] wystepujace)

°Ni (68.27%)
Ni (26.10%)

Najwazniejsze nieorganiczne zwigzki niklu

tlenek niklu (II)
wodorotlenek niklu (II)
siarczan i chlorek niklu (II)

Najwazniejszy organiczny zwigzek niklu

karbonylek niklu

Nikiel jest dobrym przewodnikiem ciepta 1 elektrycznosci. Silnie rozdrobniony
wykazuje wlasnosci piroforyczne. Jest ferromagnetykiem o temperaturze Curie
357°C.

Czysty nikiel jest odporny na dzialanie powietrza, wody, nieutleniajacych
kwaséw, zasad i wielu orgz{r\ficznych rozpuszczalnikéw. Nikiel rozpuszcza sig¢
w rozcienczonym kwasie azotowym, a w stgzonym kwasie azotowym powierzchnia
metalu ulega pasywacji. Weglany, siarczki i tlenki niklu nie sa rozpuszczalne
w wodzie, natomiast chlorki, siarczany i azotany rozpuszczaja si¢. W materiale
biologicznym rozpuszczony nikiel moze tworzy¢ zwigzki kompleksowe z réznymi
ligandami oraz wiazac si¢ z czasteczkami organicznymi.

Niezwykla wiasciwoscia niklu jest jego zdolnos¢ absorbowania tlenku wegla.
Sto gram niklu moze pochitonaé 500-800 cm’ tlenku wegla, dajac karbonylek
niklu (IV). Nikiel wykazuje réwniez sktonnos¢ do absorpcji wodoru. Wihasciwosé
ta jest wykorzystywana w wielu procesach katalitycznych, gdzie nikiel uzywany
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bywa jako katalizator w wielu procesach m.in. w hydrogenizacji (chemicznym
utwardzaniu) ttuszczéw.

6.2. Wystepowanie niklu w Srodowisku i jego toksycznos$¢

W glebie, wodzie, powietrzu 1 biosferze nikiel wystgpuje w postaci sladowe;.
Srednia zawarto$¢ niklu w skorupie ziemskiej wynosi ok. 0,008%. Wydobycie
niklu z rudy niklowo-miedziowe] prowadzone jest w Kanadzie, Rosji, Australii
oraz Francji (Nowa Kaledonia). Japonia, mimo Ze nie wydobywa niklu, jest na trze-
cim miejscu po Rosji i Kanadzie pod wzglgdem przetwarzania i produkc;ji niklu.

Zawartos¢ niklu w réznych srodowiskach:

— ziemia uprawna: 0,003-1 g/kg,

— stgzenie niklu w powietrzu atmosferycznym na terenach:
uprzemysiowionych: 1,20-1,701 0’ g/m3;
podmiejskich: 0,6-1,7¢10® g/m’;
nieuprzemystowionych: 0,1-3¢10° g/m’;

- st¢zenie niklu w:
wodach wodociagowych: 0,02-5 g/m>;
wodzie pozostawionej na noc w urzadzeniach hydraulicznych: 490 g/m’;
wodach powierzchniowych: 1,5-2,010™ g/m’ (15-20 ppb — parts per bilion));
wody glebinowe mérz: 1-5¢10'° g/m’ (0,1-0,5 ppb);

~ rosliny: 0,0001-0,002 g/kg;

— czltowiek: ~0,001 g/70 kg masy czltowieka;

~ naw0Oz naturalny (obornik): 0,074-0,080 g/kg;

— $cieki komunalne i przemystowe: 0,020-3,924 g/kg;

— pokiady weglowe: 0,004-0,060 g/kg;

— ropa naftowa: 0,050-0,350 g/kg.

Innymi zrédtami wyst¢powania niklu w otaczajacym nas srodowisku sa: her-
bata, szpinak, kakao, orzechy, plastyki, oleje utwardzane wodorem, Srodki~grzy-
bobdjcze, wyroby gumowe, spalanie réznego rodzaju paliw (w jednym litrze spa-
lin znajduje si¢ 0,002 g N1), galwanotechnika, tyton i metalowe protezy.

Zrédta emis)i niklu:

— wydobycie rudy,

— produkcja stopéw,

— niklowanie,

— produkcja farb 1 emalii,

— produkcja tworzyw sztucznych,

— §cieki przemystu metalurgicznego,
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— proces spalania wegli 1 paliw ptynnych (wydalanych przez silniki Diesla),
— produkcja azbestu (zawartos¢ niklu w azbescie >1,5 g/kg).

Nikiel w stgzeniach powyzej 0,050 g/kg suchej masy jest toksyczny dla
wigkszosci roslin. Kumulacjg i toksyczne dzialanie niklu obserwowano w warzywach
rosnagcych na glebie uzyznianej szlamem kanalizacyjnym oraz w warzywach
hodowanych w poblizu zrédet emitujacych nikiel.

Nikiel 1 jego sole wywotuja u ludzi objawy podraznienia spojéwek, btony
sluzowej gérnych drég oddechowych, owrzodzenia przegrody nosa. Powstaja
swedzace wypryski, gléwnie na r¢kach i przedramionach (tzw. $wiad niklowy).
Te objawy uczulenia wystgpuja najczgsciej u ceramikéw, galwanizer6w i jubileréw.
Stwierdza si¢ takze objawy dychawicy i pylicy ptuc. Uwaza sig, ze ok. 5-13%
przypadkéw egzemy na skorze zostalo wywotane niklem lub jego zwiazkami.
Obserwacje kliniczne o zaistniatych 1 potencjalnych skutkach zdrowotnych zawo-
dowego narazenia na nikiel dotycza: stanéw przewleklego podraznienia gérnych
dr6g oddechowych, charakteryzujacych si¢ niezytem nosa, zapalaniem zatok
nosowych, perforacjg przegrody nosowej i utrata wechu, stanéw podraznienia
1 zwldknienia ptuc, pylicy ptuc, astmy oskrzelowej i zapalenia skéry, co ukazuje
ponizsza tabela.

Drogi naraZzenia i skutki toksyczne dziatania niklu i jego zwiqzkow

Droga narazenia Efekty toksyczne
Inhalacyjna (Ni(CO),, Ni, N13S;, NiO, | Ostre: zapalenie ptuc z niewydolnoscia kory
Ni,O;) nadnerczy, powstawanie blon szklistych, odma

ptuc i krwotoki, degeneracja watroby,
zapalenie mozgu i nerek

Przewleckle: rak uktadu oddechowego,
eozynolilia pluc (syndrom Loefflera), astma

Skérna Podraznieniowe zapalenie skory, alergiczne
zapalenie skory, egzema

Pozajelitowa (zalozone protezy) Reakcje alergiczne, zapalenie szpiku, martwi-
ca szpiku, nowotwory zlosliwe

Alergia na nikiel jest najcz¢stszym uczuleniem kontaktowym w krajach roz-
winigtych. W Polsce nadwrazliwo$¢ na nikiel przez dluzszy czas wystgpowala
rzadziej niz np. w USA, ale ostatnio réznica ta szybko maleje. Wyprysk wywotany
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alergia na nikiel wystepuje wielokrotnie czgsciej u kobiet niz u mgzczyzn. Nikiel
jest tym alergenem kontaktowym, ktéry stosunkowo czgsto uczula dzieci, niekie-
dy juz 5-letnie. Omawiany metal jest sktadnikiem lub zanieczyszczeniem wielu
stopéw. W Polsce wyprysk niklowy najczgsciej powoduja nastgpujace przedmio-
ty: klipsy 1 kolczyki, tancuszki, naszyjniki, bransoletki zegarkéw, guziki dzinséw,
naparstki, sprzaczki paséw, a niekiedy takze nozyce, sztucce, klamki 1 wiele
innych wyrobéw metalowych. Alergia zawodowa jest wzglednie rzadka. Obserwuje
si¢ ja gléwnie u galwanizeréw, czasami u kasjeré6w w krajach postugujacych sig
bilonem, a w niektérych szpitalach zaskakujaco czgsto wystepuje u salowych
(przyczyna tego ostatniego zjawiska nie zostala wyjasniona).

Osoby nadwrazliwe na nikiel prébowano odczula¢ doustnie oraz leczyc
disulfarimem (Anticol, Polfa) podawanym w dawkach wigkszych niz przepisywane
w leczeniu przewleklego alkoholizmu. Lek ten powoduje obniZenie poziomu
niklu we krwi. Obie te metody powinny by¢ stosowane tylko w wyspecjalizowanych
osrodkach. Chorym silnie uczulonym pomagaja specjalnie dobrane diety (m.in.
nie nalezy uzywac pierwszej porannej porcji wody z kranu, poniewaz noca stgzenie
niklu wzrasta). Jubilerzy, stomatolodzy i1 przedstawiciele innych zawodéw zmuszeni
do czgstego postugiwania si¢ niklowanymi narzedziami powinni w miejscach
dotyku palcami pokrywac je warstwg poliuretanu. U ludzi nikiel wydalany jest
Z moczem, potem oraz $ling.

W niewielkich st¢zeniach nikiel jest niezbedny do prawidlowego rozwoju
organizmu. Niedobér niklu powoduje zmniejszenie zuzycia tlenu w watrobie
1 zwigkszenie nagromadzenia thuszczéw. Fizjologiczna rola niklu polega na aktywacji
niektérych enzyméw, zwigkszeniu aktywnosci hormonalne;j, stabilizacji struktur
kwaséw nukleinowych, jak réwniez odbywa on istotna rolg w metabolizmie lipidéw.

Wchioniety nikiel w organizmie czlowieka i zwierzat jest transportowany
gléwnie przez albuminy surowicy. Réwniez nikiel znajdowano w kompleksach
biatkowych z a-makroglobuling, histydyna, plazming. Prawie cata ilo$¢ niklu
obecnego_we krwi znajduje si¢ w surowicy. U czlowieka nikiel znajdujacy si¢
w surowicy 60% zwiazany jest z albuminami. Najwigksze st¢zenie niklu w orga-
nizmie znajduje si¢ w ptucach, watrobie, nerkach, mézgu i jelitach.

Zwiazki niklu znajduja duze zastosowanie w przemysle chemicznym i spo-
zywczym oraz do produkcji: sprz¢tu laboratoryjnego, narzedzi chirurgicznych,
maszyn i urzadzen, uzbrojenia, elektrod, monet (jedno- i dwueuréwek), baterii
niklowo-kadmowych, elektronicznych sprzgtéw, stali stopowych, tworzyw
sztucznych, a takze do galwanicznego pokrywania metalowych przedmiotéw.
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6.3. Oznaczanie niklu w herbacie, winie i piwie
metoda kolorymetryczng z dwumetyloglioksymem

6.3.1. Cel i zasada metody

Celem ¢wiczenia jest przeprowadzenie niklu w barwny kompleks z dwume-
tyloglioksymem i spektrofotometryczne okreslenie jego zawartosci.

Oznaczanie polega na reakcji jonéw niklu z dwumetyloglioksymem, w ktore;
wyniku powstaje zwiazek kompleksowy o zabarwieniu winnoczerwonym. Reakcja
zachodzi w $rodowisku amoniakalnym, w obecnosci utleniacza. Intensywnos¢
powstalego zabarwienia jest proporcjonalna do zawartosci niklu i okresla si¢ ja
spektrofotometrycznie lub wizualnie.

Metoda oznaczania matych ilosci niklu opiera si¢ na rozpuszczalnym w wodzie
winnoczerwonym kompleksie dwumetyloglioksymu (H2Dm, odczynnik Czugajewa)
z niklem (IV). Kompleks ten powstaje w srodowisku amoniakalnym w obecnosci
utleniacza. Nikiel w tym kompleksie jest na stopniu utlenienia IV, a kompleksow1
odpowiada wzér [Ni'YDms]*. Jako srodki utleniajace stosuje si¢ jod, brom lub
nadsiarczan amonu. Rodzaj utleniacza nie ma wpltywu na uzyskiwane zabarwienie.
Intensywnos¢ powstatego zabarwienia jest proporcjonalna do zawartosci niklu
1 okresla si¢ ja spektrofotometrycznie lub wizualnie. Poniewaz reakcja powstawania
barwnego chelatu nie przebiega bardzo szybko, zaleca si¢ wykonywanie pomiaru
absorbancji po uptywie 10 min. Barwne roztwory tego kompleksu nie sa trwale
w czasie. Pomiaru absorbancji dokonuje si¢ przy dtugosci fali A = 530 nm. Oznacza-
niu niklu przeszkadzaja barwne jony oraz jony metali (Fe**, Co**, Cu®*) tworzacych
z H,D rozpuszczalne w wodzie barwne kompleksy. Kompleksy tych metali sg
rozktadane przez EDTA. Omawiang metoda oznaczano nikiel w katalizatorach do
krakingu, wodzie morskiej, srodkach spozywczych, powietrzu, stali 1 metalach
(cynku, kadmie, cynie, olowiu, antymonie 1 uranie).

6.3.2. Odczynniki, aparatura i material badany

Odczynniki
a) Woda amoniakalna o d = 0,90 g/cm3 1 roztwér (1 + 1),

b) Kwas azotowy o d = 1,40 g/cm’,

c¢) Cytrynian amonowy, roztwér: w zlewce kalibrowanej pojemnosci 100 cm’
rozpusci¢ 50 g kwasu cytrynowego jednowodnego (CsHgO7-H,O) w 67,5 cm’
wody amoniakalnej i uzupetnié¢ woda do objetosci 100 cm’,
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d) Dwumetyloglioksym (C4H3O,N,) roztwér: 0,25 g dwumetyloglioksymu
rozpuscié w 125 cm’® wody amoniakalnej o d = 0,90 g/cm’, doda¢ 125 cm’
wody 1 przesaczy¢ przez migkki saczek bibutowy. Roztwér przechowywany
w butelce z ciemnego szkla jest trwaly przez okoto 2 tygodnie,

e) Jod, roztwér: 1,27 g jodku potasowego rozpusci¢ w 12 cm® wody, dodajac
ja matymi porcjami i zlewajac kolejne otrzymywane objgtosci roztworu.
Nastepnie w polaczonym roztworze rozpuscic 1,27 g jodu sublimowanego,
uzupetni¢ woda do 100 cm® i wymieszaé. Roztwér przechowywany w bu-
telce z ciemnego szkla, szczelnie zamknigtej, moze by¢ uzywany przez
kilka miesigcy,

f) Nikiel, roztwér wzorcowy podstawowy: w kolbie pomiarowej pojemnosci
1 dm? rozpuscié 0,4478 g NiSO,-6H,0 w 100 cm’ wody z dodatkiem 2 cm’
stezonego kwasu siarkowego (VI), uzupetni¢ woda do kreski i wymieszac.
lcm’ tak przygotowanego roztworu zawiera 0,10 mg Ni. Roztwdr jest
trwaly przez okoto 1 rok,

g) Nikiel, roztwér wzorcowy roboczy: do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm® odmierzy¢ 10,0 cm’® roztworu wzorcowego podstawowego niklu,
uzupelni¢ woda do kreski 1 wymieszaé. 1 cm3 tak przygotowanego roztworu
zawiera 0,01 mg Ni. Roztwér nalezy przygotowywa¢ w dniu wykonywania
oznaczania.

Aparatura
a) 9 kolb miarowych o pojemnosci 100 cm’,

b) kolba miarowa o poj. 50 cm’,

¢) pipeta miarowa o poj. 10 cm’,

d) mineralizator mikrofalowy,

e) spektrofotometr o zakresie obejmujacym dlugos¢ fali 530 nm,
f) papierki wskaznikowe.

Materiat badany
a) S cm czerwonego wina,
b) 5 cm piwa,
c) 5 cm’ przesaczu herbaty (1 g prébki herbaty zalaé 100 cm® wrzacej wody
1 parzy¢ 5 minut.

6.3.3. Opis wykonywanego ¢wiczenia

Badang prébk¢ po mineralizacji ostudzié, przela¢ do kolby miarowej i do-
prowadzi¢ pH do okoto 7, wobec papierka wskaznikowego, przy uzyciu wody
amoniakalnej. Uzupeni¢ woda destylowana do 50 cm’ i wymieszac.
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Przygotowujemy skal¢ wzorcéw i sporzadzamy krzywe wzorcowe. Do 6 kolb
miarowych o poj. 100 cm’ odmierzy¢ kolejno: 0,0; 2,5; 5,0; 10,0; 25,01 50 cm’
wzorcowego roztworu roboczego niklu, co odpowiada: 0,00; 0,025; 0,05; 0,10;
0,25 1 0,50 mg Ni we wzorcu. Nastgpnie do roztworéw dodac¢ 50,0; 47.,5; 45,0;
40,0; 25,0 i 0,0 cm® wody destylowanej (roztwér w kazdej kolbie musi by¢ tak
uzupetniony woda destylowana aby catkowita jego objgto$é wynosita 50 cm’).
Nastepnie kolejno dodaé po 10 cm® roztworu cytrynianu amonowego, 5 cm’ roz-
tworu jodu oraz 20 cm’ roztworu dwumetyloglioksymu, mieszajac po dodaniu
kazdego odczynnika. Tak przygotowane wzorce sa gotowe do uzycia po uptywie
10 min., ale nie pdzniej niz po uptywie 30 min. Pomiary absorbancji nalezy
wykona¢ na spektrofotometrze przy dtugosci fali 530 nm.

Krzywe wzorcowe wykresli¢, odkladajac na osi odcigtych zawartosci niklu
we wzorcach w 107 g, a na osi rzednych zmierzone warto$ci absorbancji.

Wykonujemy oznaczenie. Z probki pobranej i przygotowanej, odmierzy¢ do
dwéch kolb miarowych o poj. 100 cm’, aby zawarto$¢ niklu w nich wynosita
0,01+0,5 mg. Roztwory te rozcienczyé woda destylowana do objgtosci 50 cm’.
Dodaé 10 cm’ roztworu cytrynianu amonowego i 5 cm’ roztworu jodu. Do jednego
cylindra dodaé 20 cm’ roztworu dwumetyloglioksymu i wymieszaé. Jest to préba
poréwnawcza, ktdra nalezy stosowac jako odnosnik.

Zmierzy¢ absorbancj¢ otrzymanego roztworu po uptywie 10 min., lecz nie
pézniej niz po uptywie 30 min. przy dtugosci fali 530 nm.

Zawarto$¢ niklu odczyta¢ z odpowiedniej krzywej. W przypadku pomiaru
wizualnego poréwnac kolejno zabarwienie przygotowanej prébki 1 nastgpnie préby
poréwnawczej ze skalg wzorcoéw. ZawartoS¢ niklu w badanej prébce okreslic
z r6znicy miedzy otrzymanymi wartosciami.

6.3.4. Opracowanie wynikow

Stezenie niklu w badanej prébee (X) obliczyé w mg/dm® wg wzoru:

_a-1000
%

X

gdzie: a — zawarto$¢ niklu w badanej prébce, odczytana z krzywej wzorcowej
lub okreslona wizualnie przez poréwnanie ze skalg wzorcéw, mg,
. Iy . < . . 3
V — objetos¢ probki uzytej do oznaczania, cm”.
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7. OZNACZENIE TIOCYJANIAN(’)W W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

7.1. Wilasciwosci fizykochemiczne tiocyjanianow

Integralnym sktadnikiem ZzywnoS$ci sa substancje antyodzywcze, moga one
by¢ pochodzenia zaréwno naturalnego, jak i1 obcego. Substancje te powoduja
zmniejszanie przyswajalnosci podstawowych, niezbednych do zycia sktadnikéw
zywnosci. Mechanizm ich dziatania jest rézny 1 dlatego tez wykazuja one dziatanie
w stosunku do réznych grup sktadnikéw odzywczych, tj.: biatek, witamin, sktad-
nikéw mineralnych, we¢glowodanéw. Do naturalnie wystepujacych w zywnosci
substancji antyodzywczych naleza: substancje wolotwércze — goitrogeny. Zwiazki
te moga migedzy innymi zaburza¢ metabolizm jodu w organizmie ludzkim, pro-
wadzac do obnizZenia jego stgzenia w gruczole tarczycowym, nastgpnie spadku
syntezy hormondw 1 w konsekwencji do przerostu tarczycy. Prawidtowe dzienne
spozycie jodu dorostego czlowieka wynosi 100-200 pg. Normy Zzywienia na
poziomie bezpiecznym zapewniajg spozycie pierwiastka w takich ilosciach, ktére
chronia przed wystapieniem niedoboréw u 97,5% okreslonej grupy populacyjne;.
Wigkszy margines bezpieczenstwa zapewniaja dawki na poziomie zalecanym.
Ponizej, na rysunku przedstawiono schemat metabolizmu hormonéw tarczycy.

Jod jest wchlaniany przede wszystkim z jelita cienkiego. Okoto 2/3 jodu jest
wydalane przez nerki, a tylko 1/3 jest wychwytywana przez tarczycg. Z ogdlnej
puli okoto 50 mg w organizmie okoto 10-15 mg jodu znajduje si¢ wlasnie w tar-
czycy. Wychwytywanie jodu jest kontrolowane przez przysadkowy hormon:
tyreotroping (TSH) i wymaga energii, odbywa si¢ wbrew gradientowi st¢zenia,
wymaga rowniez czynnej pompy sodowe;.

Pobudzenie hormonu stymulujacego tarczyce (TSH) nastgpuje poprzez
podwzgoérzowy neurohormon TRH. W tarczycy jod ulega utlenieniu i zostaje
zwiazany z tyrozyng, proces przebiega pod kontrola peroksydazy tarczycowej,
wymagajacej nadtlenku wodoru jako Zrédta tlenu. Receptory reszt tyrozyny znaj- "
duja si¢ w glikoproteinach - tyreoglobulinach. Jodowanie tyrozyny w tyreoglobilinie
prowadzi poczatkowo do powstania monojodotyrozyny (MIT) i dijodotyrozyny
(DIT), te z kolei moga ulega¢ kondensacji do trijodotyroniny (T3) lub tetrajodotyro-
niny (Ts). Czynnos¢ tarczycy jest zwiazana z wytwarzaniem i wydzielaniem do
krwi hormondw: tyroksyny, tréjodotyroniny. Tyroksyna stanowi giéwny produkt
wydzielniczy gruczotu, tréjjodotyronina jest rOwniez wytwarzana przez tarczyce, ale
w wigkszosci od 60% do 80% powstaje w wyniku dejodynacji T, juz poza tarczyca.
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Metabolizm hormondéw tarczycy

Hormony tarczycy sa niezbgdne do prawidiowego rozwoju ptodu, odgrywaja
decydujaca rolg w zapewnieniu normalnego rozwoju mézgu. Niedobér hormonéw
tarczycy w okresie rozwoju dziecigcego oraz dojrzewania prowadzi do kretynizmu
(matotectwa), charakteryzujacego si¢ nieodwracalnym umystowym opéznieniem.
Hormony tarczycy reguluja przemiang kreatyny w migsniach szkieletowych oraz
procesy skurczu migsni, odpowiadaja za utrzymanie wlasciwej struktury i czynnos$ci
uktadu kostnego. Reguluja podstawowa przemian¢ materii, zwigkszaja produkcje
ciepta oraz zuzycie tlenu. Uczestnicza w utrzymaniu homeostazy w gospodarce
wapniowej i wodno-elektrolitowej, wptywaja na gospodark¢ weglanowa przy-
spieszajac jelitowe wchianianie cukréw, zwigkszaja syntezg glikogenu i utlenianie
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heksoz. Katabolicznie dzialaja na przemiang lipidowa poprzez aktywacje lipazy
w tkance ttuszczowej. W tabeli ponizej przedstawiono zalecane dzienne normy
zapotrzebowania na jod.

Zalecane dzienne normy zapotrzebowania na jod

Grupa ludnosci Wiek Jod
[lata] [png/osobal
0-0,5 40
. 0,5-1,0 50
Niemowleta I3 70
1 dzieci 16 90
7-9 120
Poziom Norma
bezpieczny zalecana
, 10-15 130 150
Dziewczeta
16-18 140 160
Kobiety Powyzej 19 140 160
Ci¢zarne 165 180
Karmiace 185 200
10-15 130 150
Chiopey 16-18 140 160
MegzczyzZni Powyzej 19 140 160

Produkty spozywcze zawierajace duze ilosci substancji wolotworczych powodu-
ja w pierwszej kolejnosci spadek aktywnosci sekrecyjnej tarczycy, w konsekwencji
nast¢puje obnizenie poziomu tréjodotyroniy 1 czterojodotyroniny we krwi, dwéch
aktywnych form hormonéw z czterech wytwarzanych. W drugim etapie zmniej-
szony poziom hormonéw powoduje wzrost aktywnos$¢ tyreotropowej, przez
zwigkszenie sekrecji tyreotropiny z przysadki mézgowej, a to powoduje przerost
masy tarczycy uwidaczniajacy si¢ w postaci wola. Sposéb dziatania substancji
wolotwc’)rczy&) nie jest jednak jednakowy. Na podstawie ogdlnego modelu
dzialania czynniki wolotwdrcze mozna podzieli¢ na dwie kategorie. Do pierwszej
z nich naleza czynniki, ktére konkurujac z jodem powodujg obniZenie jego stezenia
w tarczycy. Najwigksze powinowactwo do tego systemu przenoszenia wykazuja
nadtechneniany 1 nastgpnie jony: Cl1O4 >ReO4 >SCN™ >I. Druga kategori¢ stano-
wig czynniki, ktére inhibuja wiazanie jodu w tarczycy, w reakcji laczenia
z tyrozyna. Wsréd znanych i przypuszczalnych goitrogenéw sa réwniez czynniki
0 nieznanym jeszcze mechanizmie dziatania. Zasadnicza réznica pomigdzy tymi
dwiema kategoriami czynnikéw wolotwérczych jest odwracalno$¢ badz nieod-
wracalnos¢ ich dziatania. Efekt dziatania czynnikéw z pierwszej kategorii jest
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odwracalny po podaniu zwigkszonych dawek jodu, podczas gdy st¢zenie jodu
praktycznie nie ma wptywu na dzialanie czynnikéw z drugiej kategorii. Niezalez-
nie od mechanizmu dziatania wszystkie goitrogeny powoduja spadek poziomu
hormonéw tarczycy we krwi, a w konsekwencji zwigkszenie sekrecji TSH pro-
wadzacej do powstawania wola.

Obecno$¢ goitrogendw w pozywieniu moze zatem oznaczaC, Ze pomimo
spozycia jodu na poziomie odpowiadajacym zapotrzebowaniu organizmu ludz-
kiego na ten pierwiastek funkcjonowanie tarczycy izwiazanego z nig ukladu
hormonalnego moze by¢ zaburzone. Wigkszo$¢ goitrogenéw nie powoduje
klinicznych komplikacji, pojawiaja si¢ one dopiero wéwczas, gdy przyjmowane
sq w duzych ilosciach, badz tez wéwczas, gdy jednocze$nie wystepuja niedobory
jodu. W tabeli ponizej przedstawiono gtdwne grupy zwiazk6éw chemicznych.

Gtowne grupy zwiqzkow chemicznych: Goitrogeny i potencjalne goitrogeny
wystepujqce w Srodowisku naturalnym i pochodne medykamentow

Lp. Typ zwiazku Przyklady Zrédto pochodzenia
Zwiazki I, Lit, CIOs, TcOy', Warzyw,a z rod.zmy krzyzowych,
1 . . - - oksyny srodowiskowe,
nieorganiczne BF,, SCN, .
dym papierosowy
Tioamidy

(amidy zawierajace Medykamenty stosowane w terapii

L . Tiomocznik, s L
2 | atom siarki zamiast . . nadczynnosci tarczycy, nieliczne
. . tioacetamid 0 . .
tlenu w grupie ami- rosliny z rodziny krzyzowych
dowej)
Pochodne Sulfonam¥dy, Leki stosowane w leczeniu
3 aniliny sulfaguanidyna, cukrzycy, leki przeciwbakteryjne
sulfametoksysazole ’
Zanieczyszczenia tupkéw ilastych,
4 Pochodne fenolu produkty rozkladu substancji
i polihydroksyfenole humusowych, scieki
z przerébki wegla
5 | Flawonoidy Proso
Pestycydy, toksyny
Induktory enzyméw srodowiskowe,
6 metabolizujacych leki {(DDD, DDT, Srodki ochrony roslin
dziatajace na watrobg | polichlorowane
bifenole)
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Dzialanie wolotwércze wykazuje lub przypuszczalnie wykazuje wiele sub-
stancji chemicznych, rézniacych si¢ zar6wno budowg chemiczng, wlasnosciami,
jak 1 pochodzeniem. Wsr6d najwazniejszych, ktérych dzialanie jest najlepiej
udokumentowane, nalezy wymieni¢: tiocyjaniany, tioglikozydy, glikozydy cyja-
nogenne, polifenole.

7.2. Wystepowanie tiocyjanianéw w Srodowisku i ich toksyczno$¢

Zrédtem tiocyjanianéw (SCN-) sa naturalnie wystepujace goitrogeny. Migdaty,
kapusta, musztarda, maniok 1 mleko krowie sa potencjalnymi zrédtami tych
zwigzkow, a takze srodowiskowe toksyny i dym tytoniowy. Jony te maja stosun-
kowo dlugi czas biologicznego péttrwania: 10-14 dni, sprawia to, ze ich stgzenie
w plynach ustrojowych ulega znacznym fluktuacjom i trudna jest ocena realnego
stezenia w organizmach ludzkich, a zatem 1 okreslenie stosunku SCN'/J". Negatywne
dzialanie tiocyjanianéw jest wielokierunkowe, przede wszystkim wynika z kom-
petycyjnej inhibicji. transpotu J'. Tiocyjaniany z tatwoscia przenikaja przez
wszystkie btony komérkowe 1 konkurujac z jonami jodkowymi, powoduja hamo-
wanie ich transportu do tkanek, w tym réwniez do tarczycy, w przeciwienstwie
jednak do J nie sa magazynowane w tarczycy. Inaktywuja peroksydazg tarczycowa
odpowiedzialng za konwercje jodu nieorganicznego do postaci organicznej
1 sprzeganie jodotyrozyn. Ponadto tiocyjanki przyspieszaja wydalanie jodu przez
nerki. W rezultacie dochodzi do spadku stezenia jodu w tarczycy, nagromadzania
si¢ monojodotyroniny, dwujodotyroniny i przerost masy gruczotu tarczycowego.
Kliniczne objawy wystepuja dopiero przy znacznym wzroscie spozycia tiocyja-
nianéw. Ponadto wystapienie objawéw klinicznych nalezy rozpatrywaé tacznie
z zawartoscia jodu w pozywieniu; jezeli jest ona w normie — tiocyjaniany nie
stanowia niebezpieczenstwa dla osobnikéw dorostych ani dla dzieci.

Tiocyjanianki (rodanki) sa zwiazkami trujacymi, jednak sa mniej szkodliwe
niz cyjanki. Te sole kwasu tiocyjanowego (rodanowodorowego), to substancje
krystaliczne zawierajace jon SCN'. Rodanki znajduja zastosowanie w analizie
chemicznej, fotografii, produkcji barwnikéw w przemysle wtékienniczym.

Najwazniejsze z nich to:

Rodanek amonu (NH,SCN) jest otrzymywany przez ogrzewanie mieszaniny
amoniaku 1 dwusiarczku wegla. Wystgpuje w postaci bezbarwnych krysztatéw
rozpltywajacych si¢ pod wplywem wilgoci z powietrza, dobrze rozpuszczalnych
w wodzie, czerwieniejacych na powietrzu oraz pod wplywem S$wiatla, ktére
rozkladaja si¢ pod wptywem ciepta. Uzywany jest w pokryciach elektrolitycznych,
w fotografice, do farbowania i drukowania tkanin, do produkcji mieszanin
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oziebiajacych, cyjankéw i1 zelazocyjankéw (1I), tiomocznika, guanidyny, tworzyw
sztucznych, spoiw oraz Srodkéw chwastobdjczych.

Rodanek sodu (NaSCN) jest otrzymywany przez ogrzewanie mieszaniny cyjanku
sodu 1 siarki. Wyglada tak samo jak rodanek amonu lub wystgpuje w postaci
proszku, jest silnie trujacy, znajduje zastosowanie gtéwnie w fotografice, farbo-
waniu 1 drukowaniu tkanin, w medycynie, jako odczynnik laboratoryjny, jako
pokrycia elektrolityczne, w otrzymywaniu sztucznego olejku gorczycznego oraz
w przemysle gumowym.

Rodanek potasu (KSCN) jest otrzymywany w podobny sposéb co rodanek sodu,
wykazuje takze podobne do niego wlasciwosci. Wykorzystywany jest w przemysle
widkienniczym, w fotografice, w syntezie organicznej (tiomocznika, sztucznego
olejku gorczycznego, barwnikéw), do produkcji rodankéw, mieszanin ozigbiajacych
oraz srodkéw przeciwko pasozytom.

Rodanek wapnia (Ca(SCN), * 3H,0) jest otrzymywany w wyniku reakcji tlenku
wapnia z rodankiem amonu, wystgpuje w postaci bezbarwnych krysztaléw,
rozptywajacych si¢ pod wplywem wilgoci z powietrza 1 rozpuszczalnych w wodzie.
Uzywany jest jako zaprawa w farbiarstwie i w drukowaniu tkanin, jako rozpuszczal-
nik celulozy, stuzy do uszlachetniania bawelny, uzywany jest réwniez do produkcji
innych rodankéw, zelazocyjankéw (II) i pergaminu.

Rodanek miedziawy (CuSCN) wystepuje w postaci proszku albo pasty o barwie
bialawej, szarawe] badz z6ttawej, jest nierozpuszczalny w wodzie, uzywany jest
jako zaprawa do drukowania tkanin, do produkcji farb majacych kontakt z woda
morska oraz w syntezie organiczne;j.

Rodanek miedziowy (Cu(SCN),) wystgpuje w postaci czarnego proszku nieroz-
puszczalnego w wodzie, fatwo przechodzi w rodanek miedziawy 1 jest uzywany
do produkc;ji sptonek odpalajacych i zapalek.

Rodanek rteci (Hg(SCN),) jest otrzymywany z rodankéw alkalicznych i chlorku
rtgci, wystepuje w postaci krystalicznego bialego proszku, jest stabo rozpuszczalny
w wodzie, jest trucizna, stosowany jest w fotografice do wzmacniania negatywoéw.

7.3. Spektrofotometryczne oznaczenie zawartosci tiocyjanianow
w wybranych warzywach

7.3.1. Cel i zasada metody

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci tiocyjanianéw w wybranych
warzywach oraz analiza wptywu gotowania na zawartos¢ tych zwiazkéw w zywno-
sci. Oznaczenie absorbancji kompleksu zelaza(III) z tiocyjanianami, po ich uprzedniej
ekstrakcji z probki roslinnej, zachodzi za pomoca kwasu tréjchlorooctowego.
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7.3.2. Odczynniki, aparatura i materiat badany

Odczynniki _
a) Kwas tréjchlorooctowy (TCA) (5% roztwor),

b) 2-molowy roztwér kwasu azotowego,
c¢) 0,47 molowy roztwér azotanu zelaza (III) (przygotowanie: 8 g Fe(NOs), -
9H,0 rozpusci¢ w 25 cm’ 2-molowego roztworu kwasu azotowego i uzu-
pehi¢ do 50 cnr’),
d) Rodanek potasowy (16,7 mg rodanku potasowego w 100 cm’ 5% roztworu
TCA).
Aparatura
a) sprz¢t do rozdrabniania materiatu roslinnego (deska, néz, tarka),
b) waga analityczna,
c¢) 2 zlewki 200 cm’,
d) plyta grzejna,
e) homogenizer,
f) cylindry miarowe (50 cm’),
g) kolby miarowe (500 cm’ , 10 cm3),
h) 2 kolbki stozkowe ze szlifem (100 cm?),
1) wytrzasarka,
j)  wiréwka (3000 obr./min), probéwki wir6wkowe,
k) twarde saczki,
I) pipety (2 cm’),
m) Spektrofotometr typu SPEKOL o zakresie obejmujacym dtugos¢ fali 463 mm,
n) 2 kuwety o grubosci warstwy 1 cm.

Materiat badany ,
Warzywa: kapusta zwyklta, kapusta wloska, kapusta pekinska, kapusta bruk-
selska, rzepa, rzezucha, kalafior, biala rzodkiew, cebula, por, seler, pomidor, salata.

7.3.3. Opis wykonywanego éwiczenia

Przygotowanie prébki. Badany material rozdrobnié, tak aby uzyska¢ jedno-
rodny material badawczy, nast¢pnie przygotowac¢ dwie jednorodne prébki o masie
okoto 5 g kazda. Prébki umiesci¢ w zlewkach (o pojemnosci 200 cm’) i dodaé
po 50 cm’ wody. Jedna z prébek ogrzewaé, az do wrzenia, i utrzymywaé w tym
stanie przez 10 min. Druga prébka pozostanie niegotowana, w celu poréwnania
otrzymanych wynikéw do siebie.

Nastepnie obie prébki doktadnie zhomogenizowa¢, dodaé 45 cm® 5% roztworu
kwasu tréjchlorooctowego (TCA) i przenies¢ iloSciowo do kolbek stozkowych.
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Prébki wytrzasa¢ przez 10 minut, po tym czasie odwirowac (3000 obr./min., 10 min.)
1 przesaczy¢ przez twardy saczek.

Z kazdego przesaczu pobraé po 2 cm’ do pigciu probéwek i dodaé po 2 cm?
roztworu azotanu zelaza (III) (od tej chwili przechowywa¢ bez dost¢gpu $wiatta).
Ponadto przygotowac trzy préby slepe i prébe odczynnikowa, dodajac odpowiednio
2 cm’ wody do 2 cm’ przesaczu oraz do 2 cm’ roztworu azotanu zelaza (III) do
2 cm’ 5% roztworu (TCA).

Zmierzy¢ absorbancj¢ préby odczynnikowej, Slepej 1 préob wlasciwych przy
dtugosci fali 463 nm w czasie nie dluzszym niz 5 min od dodania roztworu azotanu
zelaza(III).

Zawarto$¢ tiocyjankéw w analizowanym materiale roslinnym wyznaczy¢ na
podstawie krzywej wzorcowej, pami¢tajac o uwzglednieniu préby Slepej 1 od-
czynnikowej. Wyniki wyrazi¢ w przeliczeniu na 100 g analizowanego produktu.

Przygotowac roztwory tiocyjankéw zawierajace od 0 do 10 pg jonéw SCN'.
W tym celu przygotowac roztwc’)r podstawowy poprzez rozpuszczenie 16,7 mg
rodanku potasowego w 100 cm’ 5% roztworu TCA 1nast¢pme na Jego bazie
przygotowaé roztwdr wzorcowy zawierajacy 10 ug SCN w 1 cm’.

Roztwér wzorcowy uzyskuje si¢ przez 10-krotne rozcienczenie roztworu
podstawowego, przygotowaé 50 cm’ tego roztworu. Pobieraé od 2,5 cm’ do 0 cm’
roztworu wzorcowego do kolejnych kolbek i nastepnie uzupetni¢ do 5 cm’ roz-
tworem TCA (wszystkie rozcienczenia wykonaé przy pomocy 5% roztworu
TCA). Ponizej przedstawiono schemat sporzadzania roztworéw wzorcowych.

Schemat przygotowania krzywej wzorcowej

Zawartos¢ SCN’ roztwor 5% roztworu TCA rozt.w or
[ug/ 3] WZOrcowy [cm3] azotanu zelaza 111
Herem [em’] [em’]
0 0 2.5 2.5
1 0,5 2 2,5
2 1 1,5 2,5
3 1,5 1 2,5
4 2 0,5 2.5
5 2,5 0 2,5

7.3.4. Opracowanie wynikow

Uzyskane wyniki wyrazi¢ w przeliczeniu na 100 g produktu 1 odnies¢ do
srednich zawartosci tiocyjanianéw w wybranych warzywach, przedstawionych
w tabeli ponizej. Sporzadzi¢ wnioski wynikajace z analizy danych zawartych
w tabeli. Por6wna¢ wynik pochodzacy z prébki gotowanej i niegotowane;.
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Zawartos¢ tiocyjanianéw w niektorych warzywach

Produkt zywnoS$ciowy ZawartoS¢ SCN
[mg/100g]
Kapusta glowiasta 3-6
Tiocyjaniany 50 mglkg
cze$é niecukrowa | Izotiocyjaniany 100 mg/kg
Tiooksazolidyny 10 mg/kg
Jarmuz 3-25
Kapusta wloska 18-31
Brukselka 10
Kalafior 4-10
Kalarepa 2-3
Z6ta rzepa 9
Rzepa 2,5
Satata, szpinak, cebula, seler, rzodkiewka, pomidory ponizej 1
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8. OZNACZANIE WYBRANYCH BARWNIKOW
SYNTETYCZNYCH W PRODUKTACH SPOZYWCZYCH

8.1. Wlasciwosci fizykochemiczne barwnikow

Barwniki to substancje dodatkowe pozwalajace nadac¢ lub przywréci¢ barwe
w srodkach spozywczych. Barwa odgrywa bardzo istotng rol¢ jako jeden z naj-
wazniejszych wyréznikéw konsumenckiej oceny jakosci zywnosci. Zacheca ona
lub zniechg¢ca do spozycia, sugeruje odczucie okreslonych smakéw i zapachdéw,
ostrzega przed spozyciem produktu zepsutego. Wzrokowy wyglad zywnosci to
pierwszy etap oceny jakosci produktu.

Barwienie zywnosci stosowano juz kilka tysi¢cy lat temu. Poczatkowo zyw-
nos$¢ barwiono w celach rytualnych. PézZniej, szczegbdlnie w XV do XVII wieku,
celem barwienia bylo upi¢kszanie stotu.

W dzisiejszych czasach barwienie zywnosci ma na celu:

a) odtworzenie pierwotnej barwy srodkéw spozywczych utraconej w wyniku

ich przetwarzania,

b) nadanie barwy Srodkom spozywczym zazwyczaj bezbarwnym (uatrakcyj-

nienie Zywnosci),

c) wzmocnienie istniejacej barwy,

d) podkreslenie aromatu (smaku) Srodka spozywczego zwiazanego z kon-

kretng barwa i uczynieniem go tatwiejszym do rozpoznania.

Uzycie barwnikéw do Zywnosci nie moze wprowadzi¢ konsumenta w btad,
co do jakosci zdrowotne) srodka spozywczego. Nie mozna stosowacé ich w celu:
ukrycia wad zywnosci spowodowanych np. zta jakoscia, nieprawidlowym procesem
produkcyjnym, niehigienicznymi warunkami produkcyjnymi; upodobnieniem do
produktow innych, tzn. lepszych lub bardziej wartosciowych.

Do barwienia zywnosci stosuje sig:

a) barwigce czgsci roslin jadalnych,

b) barwniki organiczne naturalne,

c) barwniki organiczne syntetyczne,

d) barwniki nieorganiczne.

8.2. Wystepowanie barwnikéw w Srodowisku i ich toksycznos¢

Ze wzgledu na szereg badan toksykologicznych barwnikéw, zwtaszcza synte-
tycznych oraz tych niezbadanych, od dluzszego czasu istnieje tendencja do ogra-
niczania uzywania barwnikéw w zywnosci.
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Barwniki naturalne sa najbardziej bezpiecznymi barwnikami. O braku ich
toksycznego dziatania swiadczy wielowiekowe zastosowanie tych barwnikow.

Dziatanie szkodliwe barwnikéw syntetycznych moze wynika¢ z ich natury,
tworzenia metabolitow lub produktéw posrednich i nieprzereagowanych, a takze
katalizatoréw. U zwierzat uzywanych w laboratoriach do testowania zywnosci, pod
wplywem dzialania wigkszych dawek barwnikéw syntetycznych zaobserwowano:
powigkszenie nerek, uszkodzenie migsni, przebarwienia skdry, ostabienie wzrostu,
niedokrwistos¢ oraz uczulenia.

W trakcie syntezy barwnikéw stosuje si¢ katalizatory, sole i tlenki otowiu,
miedzi, selenu i chromu. Ich obecno$¢ moze wptywac¢ na szkodliwos¢ barwnikéw.
W zwiazku z tym, ustala si¢ maksymalne dopuszczalne ilosci zanieczyszczen
barwnikéw syntetycznych.

Barwniki syntetyczne moga réwniez ulega¢ przemianom pod wplywem
czynnikow fizycznych 1 interakcji ze sktadnikami produktéw spozywczych. Tego
typu reakcje moga wplywac na toksyczne dzialanie barwnikéw, prowadzac do
uczulen skérnych u ludzi, szczegdlnie pod wptywem §wiatla stonecznego.

Aby zapobiec toksycznemu dziataniu barwnikéw, ustala si¢ nowe koncepcje
ich otrzymywania. Jedna z nich jest zastosowanie barwnikéw o tak duzej masie
czasteczkowej, ktora uniemozliwitaby przenikanie barwnika przez Sciang prze-
wodu pokarmowego, a tym samym powodowala petna jego nieszkodliwos¢.

W Polsce dodawanie barwnikéw do zywnosci jest sankcjonowane Rozporza-
dzeniem Ministra Zdrowia z dnia 23 kwietnia 2004 roku w sprawie dozwolonych
substancji dodatkowych i substancji pomagajacych w przetwarzaniu (Dz.U. nr 94,
poz. 933 oraz zalacznik). Zgodnie z tym dokumentem, substancji dodatkowych,
w tym barwnikéw, nie stosuje si¢ do:

1) Zywnosci nieprzetworzonej,

2) wszelkich wéd opakowanych,

3) mleka, mleka poétttustego 1 odtluszczonego, pasteryzowanego lub ste-

- rylizowanego (wlaczajac sterylizacj¢ UHT), bez dodatkéw smakowych
~ iaromatéw,

4) mleka czekoladowego,

5) mileka fermentowanego bez dodatkéw smakowych i aromatéw,

6) mleka zaggszczonego 1 mleka w proszku,

7) maslanki bez dodatkéw smakowych 1 aromatéw,

8) Smietany 1 Smietanki oraz Smietanki w proszku bez dodatkéw smakowych

1 aromatéw, S
9) olejéw i ttuszczéw zwierzgcych lub roslinnych,
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10) jaj 1 przetwordw z jaj (jaj w proszku, mrozonej masy jajowej itp.),

11) maki 1 innych produktéw przemiatu zb6z oraz skrobi,

12) chleba i produktéw podobnych,

13) makaronéw 1 "gnocchi”,

14) cukréw, wlaczajac wszystkie mono- 1 dicukry,

15) przecieréw, past 1 koncentratéw pomidorowych, pomidoréw w konserwach,

16) soséw na bazie pomidoréw,

17) sokéw owocowych 1 nektaréw owocowych oraz sokow warzywnych,

18) owocoéw, warzyw (wlaczajac ziemniaki) oraz grzybéw w konserwach
1 suszonych, owocéw 1 warzyw (wlaczajac ziemniaki) oraz grzybow
przetworzonych,

19) dzeméw ekstra, galaretek ekstra, przecieru z kasztanéw jadalnych, Creme
de pruneaux,

20) ryb, migczakéw 1 skorupiakéw, migsa, drobiu 1 dziczyzny oraz ich
przetworéw, z wyjatkiem gotowych positkéw zawierajacych te sktadniki,

21) wyrobéw z kakao, mas 1 kuwertur czekoladowych, sktadnikéw czekola-
dowych w wyrobach czekoladowych, polew kakaowych, mas czekolado-
podobnych,

22) kawy palonej, herbaty, cykorii, ekstraktéw herbaty 1 cykorii, herbatek
owocowych 1 ziotowych; herbacianych, roslinnych, owocowych 1 zbozo-
wych preparatéw do sporzadzania napar6w oraz mieszanek 1 mieszanek
instant wszystkich wyszczegélnionych produktéw,

23) soli, zamiennikéw soli, przypraw naturalnych (ziolowych 1 korzennych)
1 mieszanek tych przypraw,

24) wyrobow winiarskich gronowych, zgodnie z art. 3 pkt 3 ustawy z dnia
25 lipca 2001 r. o wyrobie i rozlewie wyrobéw winiarskich oraz obrocie
tymi wyrobami,

25) octu winnego,

26) zywnos$ci przeznaczonej dla niemowlat 1 matych dzieci,

277) miodu pszczelego, :

28) stodu 1 przetworéw stodowych,

29) dojrzewajacych i niedojrzewajacych seréw bez dodatkéw smakowych,

30) wyrobdéw z ttuszczu z mleka owczego 1 koziego,

31) wédki ziotowej aromatyzowanej ekstraktem trawy zubrowe;.

W tabeli ponizej podano wykaz barwnikéw do barwienia artykuléw spozyw-
czych w Polsce i ich numery oraz ADI (Acceptable Daily Intake) — ,,dopuszczalne
dzienne spozycie” wymienionych barwnikéw.
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Wykaz barwnikéw

ADI
Lp. Nazwa Kolor Nr [mg/kg masy
ciata]
Barwniki organiczne naturalne

1 Kurkumina z61ty E 100 0-3

2 Koszenila czerwony E 120 0-5

3 Chlorofile i chlorofiny zielony E 140 bez ograniczen
4 Karmel brazowy E 150a bez ograniczen
S Wegiel roslinny czarny E 153 nie ustalono
6 Karoteny pomaranczowozoity E 160a 0-5

7 Annato pomaranczowozotty E 160b 0-0,65

8 Ekstrakty z papryki: czerwony- E 160c nie ustalono

kapsantyna, kapsorubina rozowozolty
9 Ekstrakt z pomidoréw czerwony E 160d nie ustalono
(likopen)
10 Luteina zO0lty E 161b nie ustalono
11 Kantaksantyna pomaranczowy E 161g do 0,03
12 Betanina, czerwien czerwony E 162 bez ograniczen
buraczana
13 Antocyjany CZErwOnopurpurowy E 163 0-2,5
Barwniki identyczne z naturalnymi
1 Ryboflawina zOtty E 101 0-0,5
i ryboflawiny-5’-fosforan

2 Karmel siarczynowy brazowy E 150b nie ustalono
3 Karmel amoniakalny brazowy E 150c 0-200

4 Karmel amoniakalno- brazowy E 150d 0-200

slarcZynowy
5 Beta-apo-8’karotenal pomaranczowozotty E 160e 0-56
6 | Ester etylowy kwasu beta- | pomaranczowozotty E 160f 0-5
apo-8’-karotenowego
Barwniki orgéniczne syntetyczne

1 Tartrazyna zohty E 102 0-7,5

2 Zétcien chinolinowa zielonozobhta E 104 0-10

3 Zé6kcien pomarafczowa zOMty E 110 0-2,5

4 Azorubina czerwony E 122 0-4

5 Amarant czerwony E 123 0-0,5
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6 Czerwien koszenilowa czerwony E 124 0-4
(pas 4R)

Erytrozyna czerwony E 127 0-0,1

8 Czerwien 2G czerwony E 128 0-0,1
Czerwien Allura AC czerwony E 129 nie ustalono

10 Biekit patentowy niebieski E 131 0-2,5
11 Indygotyna niebieski E 132 0-5
12 Bi¢kit brylantowy FCF niebieski E 133 0-12,5
13 Zielen S zielony E 142 0-25
14 Czer brylantowa BN czarny E 151 0-1

(czern PN)
15 Braz FK brazowy E 154 nie ustalono
16 Braz HT brazowy E 155 0-1,5
17 Czerwien litolowa BK czerwony E 180 nie ustalono

Barwniki nieorganiczne
Weglany wapnia bialy E 170 bez ograniczen
Dwutlenek tytanu bialy E 171 bez ograniczen
3 | Tlenki wodorotlenki zela- CZerwonobrazowy E 172 0-0,5
za

Aluminium metaliczny E 173 7
S5 Srebro metaliczny E 174 nie ustalono
6 Zioto metaliczny E 175 nie ustalono

Kurkumina — polifenol zlozony z 2 potaczonych czasteczek kwasu jerulowego,
okreslanych chemicznie jako diferuilometan. Kurkumina nie rozpuszcza si¢
w wodzie, natomiast rozpuszcza si¢ w olejach i alkoholu. Jest trwala 1 nadaje
produktom jasng, pomaranczowo-z6tta barwe. Kurkumina pozyskiwana jest
z klaczy tropikalnej byliny — kurkumy. W kuchni azjatyckiej kurkuma jest stoso-
wana przede wszystkim jako przyprawa, za§ w krajach zachodnich jako barwnik.
Kurkuma jest takze stosowana jako tradycyjne lekarstwo w Indiach 1 innych
krajach Azji, cho¢ w zywnosci isuplementach zywieniowych nie ma takiego
przeznaczenia.

Kurkumina jest nietrwata w srodowisku zasadowym, przy pH powyzej 7.5,
cho¢ takie warunki w przypadku zywnosci sa rzadko spotykane. Kurkumina jest
wrazliwa na $wiatlo, ale odporna na ogrzewanie w zakresie temperatur stosowanych
w przetworstwie zywnosci. Wrazliwos¢ na swiatlo wzrasta po dodaniu jonéw
glinu, ktére tworza kompleksy z kurkumina 1 powstrzymuja jej rozkiad pod
dziataniem $wiatla.
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Od niedawna dostgpne sa na rynku rozpuszczalne w wodzie sole kurkuminy.
Zwigksza to gam¢ produktéw, w ktérych mozna zastosowac¢ kurkuming.

0 0
HO OH
OCHj Forma ketonowa OCHj
0 OH

X a4

HO OH

OCH; Forma enolowa OCH;
Kurkumina, CZ]H2()06

Kurkumina jest szeroko stosowana w produkcji Zywnosci i przemysle kosme-
tycznym. W$réd produktéw barwionych tymi substancjami wymieni¢ mozna
napoje w puszkach, produkty piekarskie, mleczarskie, lody, jogurty, herbatniki,
barwiona prazona kukurydza, stodycze, polewy, produkty zbozowe, sosy, itp.

Kurkumina posiada wiasciwosci przeciwutleniajace i w tym celu jest doda-
wana do olejéw i ttuszczéw. Poza tym, zabezpiecza przed jetczeniem produkty
piekarskie, jak na przyktad ciastka. Oprécz z6ttej barwy ma silny zapach.

Koszenila — nalezy do nielicznych naturalnych barwnikéw o barwie czerwonej
rozpuszczalnych w wodzie, ktére nie ulegaja degradacji z uptywem czasu. Barwnik
ten jest otrzymywany z mszycy o nazwie koszenila (1 kg tego barwnika uzyskuje
si¢ z 120 tys. samic). Jest najbardziej odporna na dzialanie §wiatta, podwyzszone;j
temperatury i utlenianie sposréd wszystkich naturalnych barwnikéw, a nawet
bardziej trwala niz niektére barwniki syntetyczne.

Koszenila nie jest toksyczna, ani kancerogenna. Jednakze, obecnosé zanie-
czyszczen w preparacie barwnika, nie za$ sam kwas karminowy, moze wywotac
u nielicznej grupy oséb wstrzas anafilaktyczny.

Poza wykorzystaniem do barwienia tkanin, koszenile zaczeto szeroko stoso-
waé jako barwnik do zywnosci. Koszenila barwiono ciasta, herbatniki, napoje,
dzemy, galaretki, kietbasy, pasztety, suszone ryby, jogurt, wisnie koktajlowe,
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przetwory z pomidoréw, gume do zucia, pastylki i krople przeciwkaszlowe. Na
bazie koszenili jako gltéwnego sktadnika, opracowano takze réz kosmetyczny.
Koszenila jest wciaz szeroko stosowana w przemysle kosmetycznym.

HO HO

H3C

HO

Koszenila, C22H2()013

Zapotrzebowanie na koszenilg gwattownie spadto, gdy na rynku pojawita sig
czerwien alizarynowa 1 wiele innych barwnikéw syntetycznych (do zywnosci
1 tekstyliow), wynalezionych w Europie w potowie XIX wieku. Handel koszenila
prawie catkowicie ustal w wieku XX, cho¢ w ostatnich latach koszenila stata sig¢
ponownie wartosciowym towarem, gdyz wielu producentéw (i konsumentéw)
woli stosowaé naturalne barwniki zamiast syntetycznych. Jednakze, wigkszos¢
konsumentéw nie jest Swiadoma, ze koszenila pochodzi z owadéw. Jest przez to
nieodpowiednia dla wegetarian i zakazana przez niektére religie.

H,C

H4C

Ryboﬂa wina, C1 7H2()1V406
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Ryboflawina i ryboflawiny-5’-fosforan ~ naturalny barwnik obecny w zyw-
nosci, np: mleko, jaja, watroba i warzywa. Komercyjnie produkowana z drozdzy,
takze otrzymywana syntetycznie. Barwi zywnos$¢ na zdtto, stabo rozpuszczalna
w wodzie. Nie odnotowano efektéw ubocznych po spozyciu w ilosci obecnej
w zywnosci. E101 moze by¢ spozywana przez wyznawcoéw wszystkich religii,
wegan i wegetarian. Mimo Ze moze by¢ otrzymywana z mleka, na skal¢ produk-
cyjna nie stosuje sie tej metody.

Zblcien pomaraficzowa — syntetyczny barwnik azowy. Barwi zywnos¢ na zétto,
bardzo dobrze rozpuszczalna w wodzie. Moze wywota¢ reakcje u oséb z nietole-
rancja na salicylany. Dodatkowo, uwalnia histamin¢ 1 moze wzméc objawy
u astmatykéw. W potaczeniu z benzoesanami moze powodowac¢ nadpobudliwos¢
u dzieci. Stosowana do barwienia m.in.: likierbw owocowych, marcepanu, zup
1 napoi w proszku, ptatkéw zbozowych, kasz, konserw rybnych i galaretek.

0]

NaO3S 803Na
N N
H H

Zétcien pomaranczowa, C;sH ;oN-Na,O0;S;

Czerwien koszenilowa — syntetyczny barwnik azowy. Czerwony barwnik
zywnosci. Bardzo dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie. Podobnie jak w przypadku
zbkcieni pomaranczowej barwnik ten moze wywotywac nietolerancje u ludzi nie-
tolerujacych salicylanéw. Dodatkowo jest czynnikiem uwalniajacym histaming
1 moze nasila¢ objawy astmy. W polaczeniu z benzoesanem wptywa na nadmierng
aktywnos¢ dzieci. Stosowana do barwienia m.in.: skorupek jaj, galaretek, napo-

Jjow 1 lodéw.
HO
N303S N=——=N
Na038

SO3Na
Czerwien koszenilowa, CyH;1N:Na;0 148
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8.3. Oznaczanie wybranych barwnikow syntetycznych
w galaretkach owocowych i napojach

8.3.1. Cel i zasada metody

Celem ¢wiczenia bedzie ekstrakcyjne wydzielenie barwnikéw z probek deseréw
spozywczych (galaretki) oraz analiza jakosciowa 1 ilosciowa barwnikéw spozyw-
czych zawartych w ekstraktach. Badania zostang przeprowadzone przy uzyciu
spektrometrii absorpcyjnej i chromatografii cienkowarstwowe;.

a) Spektrofotometria absorpcyjna UV-Vis

Szeroko stosowang metoda do analizy jakoSciowe], jak 1 ilosciowej barwnikéw
w probkach zywnosci jest spektroskofotometria UV-Vis. Polega ona na okreslaniu
zaleznosci pomigdzy absorbancja (A) roztworu barwnika a jego stg¢zeniem (c)
W roztworze.

Barwniki jako specyficzna grupa zwiazkéw wyrézniajg si¢ intensywnymi
pasmami absorpcji, giéwnie w zakresie widzialnym widma. Wartosci liczbowe
molowych wspétczynnikéw absorpcji (¢) sa duze 1 zwykle wynosza od
1-2,5-10* dm’/mol-cm. Jest to dowdd na duza czuto$é spektrofotometrii UV-Vis
na zmiany st¢zenia barwnikéw w roztworze. W zwiazku z tym, mozna przepro-
wadzi¢ tg metoda identyfikacj¢ 1 pomiary ilosciowe barwnikéw. W tabeli ponizej
przedstawiono dane doswiadczalne charakteryzujace widma absorpcyjne wod-
nych roztworéw zélcieni pomaranczowej 1 czerwieni koszenilowe;.

Dane doswiadczalne charakteryzujqce widma absorpcyjne wodnych roztworow
podstawowych barwnikow spoZywczych

., Sredni molowy
Dhugos¢ Badany j )
) i L, ) wspolczynnik
Barwnik fali A zakres stezen | Absorbancja A .
nm] | [moldmd] absorpcji [e]
[dm3/mol~cm]
Zékcien 485 5-10° - 4-107 0,12 -0,90 2,22-10°
pomaranczowa
Czerwien 506 | 5-10°-4-107 0,09 — 0,63 1,68-10°
koszenilowa

Barwniki majace czysty i jaskrawy odcieni charakteryzuja si¢ zwykle waskim
i ostrym pasmem absorpcyjnym z wyraznym maksimum i stromo opadajacymi
zboczami. Barwniki o barwie zbttej posiadaja pasmo absorpcyjne w zakresie od
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400 do 435 nm, pomaranczowej: 417-480 (z dodatkowym pasmem w zakresie:
400-417), czerwonej: 500-526 nm.

Ksztatt 1 polozenie widm absorpcyjnych zalezy przede wszystkim od uzytego
rozpuszczalnika. Niektore barwniki maja podobng budowg, co stwarza trudnosci
w odréznieniu ich widm absorpcyjnych w tym samym rozpuszczalniku. Wéwczas
wykonuje si¢ poréwnania widm absorpcyjnych danego barwnika z widmami
wzorcOw wykonanych w kilku rozpuszczalnikach, dobranych na podstawie réznic
we wlasciwosciach kwasowo-zasadowych lub réznic w polarnosci. Na poprawna
identyfikacje barwnikéw o tej samej budowie moze wptynaé uzycie réznych spo-
sobOw rejestracji: absorbancji, transmisji, pierwszej 1 drugiej pochodne;.

b) Chromatografia cienkowarstwowa

Aby sukcesywnie zidentyfikowa¢ barwniki przy uzyciu metod chromatogra-
ficznych, nalezy jednocze$nie analizowaé prébki wzorcowe oraz potwierdzié
wyniki inng metoda. W celu rozdzielania mieszanin barwnikéw spozywczych do
pelnych analiz stosuje si¢ metody chromatografii bibutowe;j i cienkowarstwowe;j.

Wysokosprawna chromatografia cieczowa (HPLC) jest stosowana do analizy
jakosciowej 1 1losciowe] barwnikéw, w szczegblnosci w codziennie powtarzajacych
si¢ analizach produktéw spozywczych, a takze do kontrolowania zmian postaci
barwnikéw w trakcie réznych etapéw procesu produkcyjnego.

8.3.2. Odczynniki, aparatura i material badany

Odczynniki
a) tlenek glinu (wyprazony 1 zaktywowany w temp. 400°C w ciagu 1 h),

b) kwas solny HC, stezony (d = 1,180 g/cm’),

¢) amoniak NH;-H,0, 25% roztwor wodny,

d) rozcienczony objg¢tosciowo roztwoér amoniaku (1:9),

e) rozcienczony objgtosciowo roztwdr kwasu solnego (1:9),
f) czerwien koszenilowa (wzorzec),

g) zb6lcien pomaranczowa (wzorzec).

Aparatura
a) kolumna chromatograficzna szklana,

b) zlewki o poj. 100 cm’, |
¢) kolby miarowe o poj. 10 cm’,
d) roztwory wzorcowe,

e) ptytki chromatograficzne,

f) etanol 96% cz.d.a,

g) octan etylu cz.d.a,
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h) dietyloamina cz.d.a,
1) spektrofotometr UV-Vis, HP 8433,
j) kuwety kwarcowe, d =1 cm.

Materiat badany
Spozywcze galaretki owocowe (czerwone 1 z6ite) oraz napoje.

8.3.3. Opis wykonywanego ¢wiczenia

Sporzadzamy kolumng¢ chromatograficzna szklana, nalezy ja zabezpieczy¢ od
dotu u wylotu kawatkiem waty, a nast¢pnie wypetni¢ do wysokosci 10 cm tlenkiem
glinu. Tak przygotowana kolumng¢ zamyka si¢ watg powyzej] warstwy tlenku
glinu. Wypetnienie kolumny przemywa si¢ 45 cm’ roztworem HCI (1:9), a na-
stepnie woda destylowana.

Nalezy przeprowadzi¢ ekstrakcj¢ barwnikéw z danych prébek, w tym celu
odwazona prébke galaretki o masie ok. 1 g zalewa si¢ ok. 50 cm® wody destylo-
wanej o temp. 50°C 1 miesza si¢ do momentu rozpuszczenia probki. Rozpuszczong
badana prébke galaretki zakwasi¢ za pomoca kwasu solnego do pH ok. 2.5,
a nastgpnie przenies¢ ilosciowo na kolumng¢ chromatograficzna z tlenkiem glinu.
Sztuczne barwniki spozywcze wystgpujace w galaretkach ulegaja adsorpcji na
powierzchni tlenku glinu. Nastepnie kolumne przemywa sie 120-150 cm® wody
destylowanej o temp. 70°C w celu usuni¢cia substancji przeszkadzajacych, jak
cukier, kwas cytrynowy, substancje zapachowe itp.). Barwniki zaadsorbowane na
Al,O; eluuje si¢ roztworem bedacym mieszaning 25% amoniaku 1 wody (1:9).
Otrzymane przesacze odparowuje si¢ na tazni wodnej do malej objgtosci ok.
6-8 cm’. Po sprawdzeniu pH, ktére powinno wynosi¢ ok.7.0, roztwér przenosi sie
ilosciowo do kolbek o poj. 10 cm’ oraz uzupetnia woda destylowana do kreski.

Pozyskane przesacze zawieraja pojedyncze syntetyczne barwniki spozywcze.
Roztwér eluatu z kolbki miarowej o poj. 10 cm’ nalezy przenie$é¢ do kuwety
pomiarowej o grubosci d = 1 cm 1 zarejestrowa¢ widmo absorpcyjne w obszarze
UV-Vis w zakresie od 200 do 800 nm. Pomiary absorbancji roztworéw wykonuje
si¢ w temp. 25°C w Srodowisku wodnym (pH ok. 6.5) wzgledem wody destylo-
wanej jako odnosnika.

W celu przygotowania roztworéw podstawowych badanych barwnikéw
spozywczych o stezeniu 1-10°M odwazyé 0,4524 g zélcieni pomaranczowej
i 0,6045 g czerwieni koszenilowej. Odwazone prébki barwnikéw nalezy rozpuscié
w wodzie destylowanej w kolbkach o poj. 100 cm’. Z roztworéw podstawowych
barwnikéw sporzadza si¢ w kolbkach o poj. 10 cm’ roztwory wzorcowe. Odmierzyé
5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 140 ul roztwory podstawowego 1 uzupeini¢ woda desty-
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lowana do kreski. Roztwory starannie wymiesza¢. Widma absorpcyjne roztworéw
wzorcowych rejestruje si¢ wzgledem wody destylowanej jako préby Slepej.
Po wykonaniu pomiaréw spektrofotometrycznych roztworéw sporzadza si¢
wykres krzywej wzorcowej, czyli zalezno$ci absorbancji roztworu (A) od stezenia
barwnika (c) w badanej prébce.

8.3.4. Opracowanie wynikow

a) Spektrofotometria absorpcyjna UV-Vis

Obliczamy zawarto$¢ barwnika w badanych prébkach spozywczych. Z krzywej
wzorcowej nalezy odczytaé zawarto$¢ X, [mol/dm’] zanalizowanego barwnika
spozywczego w badanym ekstrakcie 1 przeliczy¢ na zawartos¢ barwnika w prébce
deseru X [mg/kg]:

Z=1x, x 00ldm> x 1000 x M__

Z-R
X - 1000 g
X=2

Z - masabarwnika w eluacie [mg],
M., — masa czasteczkowa danego barwnika [g/mol],
R - nawazka prébki spozywczej [g].
Wyniki nalezy przedstawi¢ w formie tabeli, widocznej ponizej.

Tabela na wyniki spektrofotometrycznego oznaczania barwnikow i obliczone
wartosci barwnikow w prébce

ZawartoS$¢ ., )
. Zawartos¢ barwnika
Badany barwnika )
. Amax A . w prébce
barwnik w eluacie (mg/kg]
m
[mol/dm3 ] g

b) Chromatografia cienkowarstwowa

Na ptytce TLC zaznaczy¢ delikatnie lini¢ startowa w odlegtosci 0,5 cm od
jednego brzegu bibuly (patrz ponizej rysunek). Na linii startowej zaznaczy¢
2 jednakowo oddalone od siebie punkty, ktore stanowig miejsca naniesienia wzorca
barwnika i badanego eluatu. Na przeciwleglym brzegu bibuly zaznaczy¢ kolejno
nanoszone prébki. Poszczegdlne roztwory nalezy nanosi¢ malymi porcjami tak,
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aby po dotknigciu bibuly kapilarg powstajaca mokra plamka nie przekraczata ok.
5 mm, suszac kazdorazowo w strumieniu ciepltego powietrza suszarkg fryzjerska.
Po naniesieniu wszystkich roztworéw chromatografy umiesci¢ w komorach
chromatograficznych, w ktorych na dnie znajduje si¢ octan etylu, etanol, dietylo-
amina, woda w stosunku obj¢tosciowym 55:20:10:10.

Uwaga: prosz¢ nie wklada¢ rozwinigtych ptytek do kolejnych komér. Po

osiagnigciu przez rozpuszczalnik wysokosci, jak pokazano na rysunku, plytke
wysuszy¢ suszarkg 1 zanalizowaé. Poréwna¢, czy wzorzec barwnika odpowiada
z analizowanym barwnikiem w prébce spozywcze;.

czoto rozpuszczalnika
-"'-FF'—F’-P.
N
= ® barwnik
Rf=a/b
b a
h N O miejsce naniesienia roztworu
Schemat opisujgcy chromatogram TLC
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9. OZNACZANIE KUMARYNY W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

9.1. Wlasciwosci fizykochemiczne kumaryny

Kumaryna jest bezbarwng krystaliczng substancja o przyjemnym, charaktery-
stycznym zapachu suszonego siana, gorzko-palacym smaku 1 aromatcie macie-
rzanki. T, = 69-70°C; T,, = 301,1°C/760 mmHg, rozpuszczalnos¢ w wodzie:
1:400/20°C, rozpuszczalno$¢ w etanolu 90%: 1:10/10°C.

AN

O O

Kumaryna (lakton kwasu o-hydroksycynamonowego: CoHgO,)

Jest ona benzo-a-pironem, czyli laktonem kwasu kumarynowego. Kumaryna
jest zwigzkiem wystepujacym w postaci glikozydéw (potfaczenie kwasu kumary-
nowego z czasteczka glukozy), ten bezwonny zwigzek dopiero po scig¢ciu rosliny
ulega rozkltadowi do kwasu kumarynowego, samorzutnie ulegajacego cyklizacji
do laktonu. Proces zachodzi pod wplywem enzyméw zawartych w surowcu
roslinnym. Fakt ten ttumaczy wyst¢powanie intensywnego zapachu kumaryny
w wielu roslinach dopiero w czasie ich wigdnigcia czy suszenia.

W przyrodzie istnieje wiele pochodnych kumaryny. Przy czym te o prostszej
budowie, tj.: hydroksy- i metoksykumaryny, tworza glikozydy, zas furano-
1 piranokumaryny wystgpuja w postaci wolne;j.

Z. surowcow roslinnych kumaryn¢ wyodrebnia sie przez ekstrakcje¢ rozpusz-
czalnikami organicznymi. Jednak otrzymywanie kumaryny z surowcéw naturalnych
nie posiada praktycznego zastosowania, ze wzgledu na ich wysoka ceng. Do celéw
perfumeryjnych i spozywczych stosuje si¢ kumaryng syntetyczna.

9.2. Wystepowanie kumaryny w Srodowisku i jej toksycznos¢

Kumaryna 1 jej homologi wystepuja w niewielkich ilosciach w ponad 80
gatunkach roslin z rodzin: traw, storczykowatych, motylkowatych, jasnotowatych,
zaliczy¢ mozemy tu m.in. nastgpujace gatunki: |
— turéwka wonna (zubréwka) (Hierochloe odorata L.),
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— tonka wonna (Dipteryx odorata Willd.),
— nostrzyk lekarski (Melilotus officinalis L.),
— marzanka wonna (Asperula odorata L.).

Kumaryna byla powszechnie stosowana w wielu kompozycjach perfumeryjnych
1 mydlarskich, duza jej 1lo$¢ zuzywatl przemyst spozywczy do wyrobu cukierkéw
1 napojow, a takze przemyst tytoniowy do aromatyzowania papieroséw. Obecnie
kumaryna zaliczana jest do grupy substancji toksycznych i jej ilo$¢ stosowana
w produktach spozywczych jest limitowana. Badania laboratoryjne wykazaty, iz
kumaryna powoduje marsko$¢ watroby u szczuréw, w mitozie zas hamuje podziat
komorek 1 dlatego w ubieglym stuleciu zostata ona niemal catkowicie wycofana
z produktow spozywczych w Europie i USA. Aczkolwiek badania opublikowane
w 2008 r. wykazatly, iz ilo$¢ toksycznych metabolitéw powstajacych w organi-
zmie ludzkim na skutek spozycia kumaryny jest nieporéwnywalnie nizsza niz
u Sszczurow.

Wiadomo jednak iz homologi kumaryny wyraznie oddzialuja na cztowieka.
Piranokumaryny rozszerzaja naczynia krwionosne i majga dziatanie rozkurczowe.
Umbeliferon, eskuletyna i herniaryna chronig organizm przed dzialaniem promieni
ultrafioletowych. Dikumarol hamuje wytwarzanie protrombiny we krwi, a co za
tym idzie obniza jej krzepliwos¢. Wiekszos¢ kumaryn dziata tez przeciwbakteryjnie
1 przeciwzapalnie. Niektére z furanokumaryn uczulaja na $wiatlo, np. psoralen
zawarty w baldaszkowatych, a angelicyna (np. w arcydzigglu) obniza cisnienie
krwi. Silne dziatanie zélciotwércze wykazuja hydroksykumaryny (izofraksydyna,
skopolentyna) bylicy bozego drzewka.

0 O 0”0 g 0" o
—

Piranokumaryna Furanokumaryny
m Hom m
HO o) O HO O @) MeO o) O
Umbeliferon Eskuletyna Herniaryna

Homologi kumaryny
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Naukowcy wyliczyli, iz maksymalna bezpieczna dawka kumaryny, jaka
mozna dziennie spozyc, to 0,1 mg na kilogram masy. Bardzo tatwo jednak t¢
dawke przekroczy¢, tym bardziej, ze kumaryna trafia do organizmu z réznych
zrédet, nie tylko zywnosci, napojow, ale 1 z kosmetykéw. Kumaryna wystepuje
m.in. w turéwce wonnej — gatunku trawy nazywanej potocznie zubréwka stoso-
wang jako przyprawa do wddek oraz nalewek. Kumaryn¢ zawiera réwniez
w pewnych ilosciach stosowany przez nas cynamon. Zgodnie z prawem Unii
Europejskiej w produktach spozywczych maksymalna dopuszczalna zawartos¢
kumaryny wynosi 2 mg na kg produktu. W napojach alkoholowych dopuszczalna
zawartos¢ to maksymalnie 10 mg/kg.

Kumaryna jest zwiazkiem czynnym, ktéry charakteryzuje si¢ duza réznorod-
noscig dziatan farmakologicznych. Z najwazniejszych wymieni¢ nalezy dziatania:
przeciwzakrzepowe, uspokajajace 1rozkurczowe oraz przeciwobrzekowe. Zwigzek
ten wykazuje ponadto wptyw immunostymulujacy i cytotoksyczny, ale metabolit
kumaryny 1,7-hydroksykumaryna dziata niestety hepatotoksycznie. Kumaryna
jest rowniez inhibitorem kietkowania nasion, w mitozie hamuje podziat komérek.
A ze wzgledu na jej walory zapachowe stosowana jest w przemysle: perfumeryjnym,
mydlarskim, tytoniowym oraz spirytusowym.

9.3. Oznaczanie kumaryny w napojach alkoholowych metoda
chromatografii gazowej (GC) i chromatografii gazowej sprzezonej
ze spektroskopia mas (GC-MS)

9.3.1. Cel i zasada metody

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie jakosciowe i ilosciowe (GC) kumaryny
w nalewkach. Pierwszy etap ¢wiczenia opiera si¢ na wydzieleniu kumaryny
z napoju alkoholowego na drodze destylacji z para wodna, a nastgpnie ekstrakcji
destylatu rozpuszczalnikiem. Kolejny etap to odparowanie na wyparce obrotowe;j
rozpuszczalnika. Uzyskany ekstrakt wazy si¢ 1 poddaje analizie metoda chroma-
tografii gazowej (GC) oraz chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrometrig
masowa (GC-MS). Metoda GC-MS pozwala na zidentyfikowanie kumaryny
w ekstrakcie, na podstawie charakterystycznego widma masowego tego zwiazku,
natomiast z chromatogramu gazowego uzyskanego w wyniku analizy metoda
GC-FID odczytujemy indeks retencji, bedacy wielkoscia charakterystyczng ozna-
czanego zwigzku. Te dwie informacje pozwalaja na potwierdzenie obecnosci
kumaryny w ekstrakcie.
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Zawartos¢ kumaryny w ekstrakcie oznaczamy metodg standardu wewngtrznego
(tridekan), wykorzystujac wartos¢ uprzednio obliczonego wspétczynnika korek-
cyjnego dla kumaryny. Zawarto$¢ procentowa kumaryny w mieszaninie zwigzkéw
lotnych wyrazamy w [mg/100cm’®] napoju alkoholowego.

a) Chromatografia gazowa (GC)

Analiz¢ metoda chromatografii gazowej wykonuje si¢ w tzw. chromatografach
gazowych. Technika ta umozliwia procentowe ustalenie sktadu mieszanin zwiazkéw
chemicznych, a w polaczeniu ze spektrometria masowa (GC-MS) metoda ta
umozliwia petng identyfikacj¢ zwigzkéw. Chromatografia gazowa jest najczgscie)
stosowang metoda do szybkiej analizy zlozonych mieszanin zwigzkéw chemicznych
oraz oceny czystosci tych zwiagzkéw zar6wno w przemysle, jak 1 w laboratoriach.

Zasada dziatania chromatografu zostata pokazana na rysunku umieszczonym
na nastgpnej stronie 1 jest nastepujaca: Gaz no$ny (najczesciej hel, argon, woddr,
azot) ze zbiornika plynie przez regulator przeptywu, oczyszczalnik (osuszacz
1 odtleniacz) oraz przeptywomierz do dozownika, a nast¢pnie przez kolumng
chromatograficzng 1 detektor do atmosfery. Probka analizowanej mieszaniny jest
wstrzykiwana do dozownika. Skladniki przechodza w stan gazowy. Nastepnie
pary prébki sa porywane przez gaz nosny i kierowane do kolumny, gdzie nast¢puje
rozdzial skladnikéw. Na koncu kolumny znajduje sie detektor mierzacy st¢zenie
zwiazkéw opuszczajacych kolumne chromatograficzna.

Metoda chromatograficzna oparta jest na rozdzielaniu mieszanin na dlugich
i cienkich kolumnach kapilarnych z odpowiednim polimerycznym wypetnieniem
stalym. Mechanizm rozdzialu zwiazkéw jest oparty na wystgpowaniu oddzialywan
mi¢dzyczasteczkowych miedzy sktadnikami rozdzielanych mieszanin i wypetnie-
niem kolumn. Oddzialywania te hamuja przeptyw zwiazkéw chemicznych przez
kolumne. Im sg one silniejsze, tym czas przej$cia zwigzku chemicznego przez
kolumng jest dtuzszy. Czas przejscia danego zwiazku chemicznego przez calg
kolumng jest nazywany czasem retencji. Przy odpowiednio dtugiej kolumnie,
zawierajacej odpowiednie wypelnienie, czasy retencji zwiazkéw sa na tyle rézne,
ze opuszczaja one kolumny osobno, przy czym cata objetos¢ zwiazkéw wychodzi
w stosunkowo krétkim czasie (np. od 1 min. do 90 min.).

Skiadniki prébki analizowane metoda chromatografii gazowej musza by¢
lotne oraz nie ulega¢ rozpadowi w podwyzszonej temperaturze. Najczgsciej sg to
rozmaite mieszaniny gazéw i1 roztwory zawierajace lotne (zdolne do parowania)
zwiazki organiczne. Zaleta chromatografii gazowej jest mozliwo$¢ uzycia bardzo
niewielkiej prébki analizowanej substancji (od nawet 0,01 mm’ do maksymalnie
100 mm®) i wysoka czuto$é tej metody.
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| — butla z gazem no$nym, 2 — regulator przeptywu gazu, 3 — oczyszczacz gazu,
4 — przeptywomierz gazu, 5 — dozownik, 6 — urzadzenie dozujace, 7 — kolumna chromatograficzna,
8 — termostat kolumny, 9 — detektor, 10 — urzadzenia regulacji i pomiaru temperatury,
11 — wzmacniacz sygnatu detektora, 12 — komputer
i wydruk chromatogramu

Schemat chromatografu gazowego

b) Chromatografia gazowa sprze¢zona ze spektrometrig mas (GC-MS)

W analizach majacych na celu identyfikacj¢ substancji zwykle ma si¢ do
czynienia z mieszaninami zwiazkéw chemicznych. Identyfikacja wielu zwiazkéw
chemicznych znajdujacych si¢ w jednej prébce jest zwykle niemozliwa, jesli sto-
suje si¢ tylko spektrometr mas. Problem ten mozna rozwiazac taczac spektrome-
tri¢ mas z np. chromatografia gazowa. W obu metodach analiza mieszaniny prze-
biega w fazie gazowej, a wielkos$¢ probki potrzebna do badania moze by¢ mniej-
sza niz 10° g. W ukladzie takim wszystkie substancje opuszczajace kolumng
chromatografu gazowego kierowane sg do zrédta jonéw w spektrometrze mas.
Podczas analizy mieszanin, z chromatografu wydostaja si¢ kolejne, rozdzielone,
pojedyncze substancje. Spektrometr nie analizuje calej mieszaniny w jednym
momencie, tylko kolejno pojedyncze zwiazki chemiczne.

Podstawa spektrometrii masowej jest pomiar stosunku masy danego zwiazku
do jej tadunku elektrycznego (m/z). Niezaleznie od konstrukcji 1 przeznaczenia
we wszystkich spektrometrach mas wyst¢puja nastgpujace elementy:

— zrédio jonéw — urzadzenie, w ktérym nastgpuje jonizacja czasteczek na skutek
m.in. bombardowania ich elektronami, w wyniku czego nastgpuje pgknigcie
wiazan chemicznych danego zwiazku i jego podzial na mniejsze fragmenty,
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— analizator — w ktérym wczesniej powstate jony ulegaja rozdziatowi na pod-
stawie stosunku ich masy do tadunku,

— detektor — urzadzenie "zliczajace" jony naptywajace z analizatora, rejestrowany
przez komputer sygnal w postaci widma stosunku masy do tadunku elektryczne-
go (nazywanego cz¢sto widmem masowym).

Spektrometria mas stuzy m.in. do identyfikacji zwiazkéw chemicznych i ich
mieszanin oraz ustalania struktury zwiazkéw chemicznych. W tym celu cze¢sto
wykorzystuje si¢ metodg poréwnywania otrzymanych widm z widmami zawartymi
w bibliotekach komputerowcyh (NIST, Willey, MassFinder, Adams).

9.3.2. Odczynniki, aparatura i material badany

Odczynniki
a) 100 cm’ chlorku metylenu,

b) 10 cm’ pentanu,
¢) tridekan (1% roztwor w etanolu),
d) wzorzec kumaryny.

Aparatura
a) 2 kolby okragtodenne, 250 cm’,

b) chtodnica,

c) nasadka destylacyjna,
d) przedtuzacz,

e) odbieralnik,

f) 2 gumowe weze,

g) czasza grzejna,

h) transformator,

1) rozdzielacz,

j) 2 cylindry, 150 cm’,
k) kolba stozkowa,

1) fiolka,

m) 2 pipety,

n) lejek,

0) saczek.

Material badany
Napoje alkoholowe aromatyzowane ekstraktami z roslin bogatych w kuma-
ryn¢ lub aromatami spozywczymi zawierajacymi kumaryng.

BIBLIOTEKA PL
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9.3.3. Opis wykonywanego ¢wiczenia

Zmontowac aparaturg do destylacji wg schematu ponizej.

~

<«——— termometr

Zestaw do
destylacji prostej
nasadka
destylacyjna
s
chlodnica

TR e

el U K

, ‘.Qz_‘;_\?.\«;;\b przediuzacz

chlodzqcej §~,’ RN
S (zlew) 4 1%‘

zrodlo kolba / ‘,

ciepla | destylacyjna ~ Wlot wody h _ .

chiodzacej — odbieralnik
(kran)

Schemat aparatury do destylacji

Do kolby okragtodennej o pojemnosci 500 cm® wprowadzi¢ 100 cm® nalewki,
nastepnie 200 cm® wody i kamyki wrzenne. Pokretto transformatora ustawié na
200 i oddestylowaé okoto 200 cm’ substancji.

Po ostudzeniu przenies¢ destylat do rozdzielacza 1 ekstrahowaé 3 razy po
20 cm® chlorkiem metylenu. Polaczone ekstrakty osuszy¢ bezwodnym siarczanem
magnezu. Nastgpnie saczy¢ do kolby okraglodennej 1 oddestylowac rozpuszczalnik
na wyparce obrotowej. Ekstrakt zwazyc.

9.3.4. Opracowanie wynikéw

Zawarto$¢ zwiazkéw lotnych [mg/100 cm’] obliczyé z wzoru:

AXx100
B

V =

gdzie: A — masa ekstraktu (mg),
B - objetos¢ napoju alkoholowego wzigta do oznaczenia (cm’).
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Identyfikacji i oznaczenia zawartosci kumaryny w ekstrakcie zwigzkéw lotnych
wykona¢ metoda chromatografii gazowej (GC-FID) i chromatografii gazowe;j
sprzgzonej ze spektrometrig masowa (GC-MS).

Zawartos¢ kumaryny (K) w napoju alkoholowym obliczy¢ wg wzoru:

Mwx Pz><fz><
AX Pw

K = 100

gdzie: Mw — masa wzorca (tridekan) dodanego do prébki otrzymanego ekstraktu,
Pz — powierzchnia piku oznaczanego sktadnika - kumaryny (%),
f —wspéiczynnik korekcyjny kumaryny,
A —masa analizowanej prébki (bez dodatku wzorca),
Pw — powierzchnia piku wzorca (%).

Ustali¢, czy zawartos¢ kumaryny w badanym napoju alkoholowym jest
zgodna z ustalonymi normami.
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10. OZNACZANIE o- I B-TUJONU W OLEJKACH
ETERYCZNYCH

10.1. Wiasciwosci fizykochemiczne a- i B-tujonu

a- 1 B-Tujon to zwiazki organiczne nalezace do grupy tlenowych pochodnych
weglowodorow monoterpendéw (czyli zawierajacych 10 atomow wegla). Zwiazki
te wystepuja w wielu roslinach — sa sktadnikami licznych olejkéw eterycznych,
m.in. szalwil (Salvia officinalis), piotlunu (Artemisia absinthium), bylicy (Artemisia
vulgaris), wrotyczu pospolitego (Tanacetum vulgare), tui (Thuja occidentalis).
Tujony oznaczane s3 takze w napoju alkoholowym z domieszka wyciagu z piotunu
— absyncie, zwanym tez piotunéwka.

a-tujon B-tujon

Tujony

W wiekszych dawkach zwiazki te wywotuja wzmozona czynno$¢ kory mé-
zgowej, potaczona z niepokojem ruchowym 1 drazliwoscia. Zatrucie tujonami
czesto jest zwigzane z pojawieniem si¢ stanéw podniecenia i psychoz, a sposréd
narzagdéw zmianom zwyrodnieniowym ulega przede wszystkim uktad nerwowy.
Ich dziatanie farmakologiczne jest zwiazane z interakcjami z receptorem GABA
(rodzaj receptoréw blonowych). W kontrolowanych dawkach tujon moze stuzy¢
jako srodek przeciwpasozytniczy, antybakteryjny i fungistatyczny, a w optymalnych
dawkach dziata korzystnie na organizm.

Zatrucia a- 1 B-tujonem byly cqustym zjawiskiem, zwlaszcza we Francji,
gdzie do wyrobu bardzo popularnego napoju alkoholowego — absyntu, stosowano
olejek eteryczny z piotunu. Aktualnie, w wigkszosci krajow Unii Europejskiej
absynt jest legalny, pod warunkiem, ze st¢zenie tujondw nie przekracza w nim
10 mg/dm’. W USA absynt byt zakazany, jednak obecnie zostal dopuszczony
do sprzedazy.
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Tujony jako czyste sktadniki nie moga by¢ dodawane do zywnosci. Moga
natomiast by¢ w produktach spozywczych, jako integralny skladnik surowcow,
z ktérych wyprodukowano zywnos¢. Tujony sa bowiem sktadnikami smakowo-
zapachowymi charakterystycznymi dla wielu gatunkéw roslin (m.in. bylic) 1 ich
olejkéw eterycznych. Napoje i srodki spozywcze utworzone z takich surowcow
moga zawiera¢ maksymalnie 0,5 mg a- i B-tujonu w 1 kg surowca.

10.2. Wystepowanie a- i B-tujonu w Srodowisku i ich toksycznosé

a- 1 B-Tujony sa nieodtacznym sktadnikiem niektérych waédek, likieréw 1 na-
lewek ziolowych, np. nalewki szalwiowej, absyntu (piolunéwki, absyntéwki),
nalewki z bylicy pospolitej lub estragonu. Oto dopuszczalne limity tych zwiaz-
kéw w napojach alkoholowych:

— 5 mg/kg w napojach alkoholowych z nie wigcej niz 25% objgtosci alkoholu,
— 10 mg/kg w napojach alkoholowych z wigcej niz 25% obje¢tosci alkoholu,

— 25 mg/kg w $rodkach spozywczych zawierajacych preparaty na bazie szatwii,
— 35 mg/kg w gorzkich napojach alkoholowych.

Zatrucia tujonami maja miejsce w przypadku nadmiernego spozycia alkoholi
z dodatkiem ekstraktéw lub olejkéw eterycznych roslin zawierajacych ten skladnik,
ponadto przy przedawkowaniu preparatéw opartych na zywotniku (Thuja) 1 jalowcu
(Juniperus). Nastgpuje wéwczas podraznienie przewodu pokarmowego, bél brzucha,
nudnosci z wymiotami, biegunka, zapalenie nerek z podraznieniem ukfadu
moczowego, czgstomocz, a nawet krwiomocz, nast¢pnie zatrzymanie moczu.
U zatrutych czasem wystgpuje tez wysypka na skorze, zaczerwienione plamy,
pokrzywka przechodzaca w wyprysk saczacy. Ponadto diugotrwate, duze dawki
olejku szalwiowego lub wyciagdéw z szalwii przyjmowane doustnie moga wywotac
nudnosci, wymioty, konwulsje, ot¢pienie. Olejek jest dopuszczalny do stosowania
w produktach spozywczych z zastrzezeniem okreslajacym dopuszczalne st¢zenie
tujonéw w koncowym produkcie.

a- 1 B-tujon sa gtébwnymi skladnikami szalwii lekarskiej. Rodzaj szatwia
(Salvia) obejmuje ponad 500 gatunkéw. Wigkszos¢ uprawiana jest w celach
ozdobnych. Znaczenie przemystowe maja trzy sposréd nich: szatwia lekarska
(Salvia officinalis L.), szalwia muszkatolowa (S. sclarea L.) 1 szalwia hiszpanska
(S. lawandulaefolia Vahl.).

Szalwia lekarska jest znanym od dawna lekiem ziolowym stosowanym
w lecznictwie ludowym i medycynie oficjalnej. Napar z lisci byt lekiem przeciw-
goraczkowym, przeciwzapalnym 1 wykrztusnym. Obecnie surowcem farmakopeal-
nym sg liscie szalwii oraz ulistnione szczyty pedéw, wysuszone w temperaturze
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35°C, standaryzowane na zawartos¢ olejku eterycznego (1-2%). Olejek z szatwii
ma nastgpujace wlasciwosci:
— silnie rozkurczowe (okreslone w badaniach na swinkach morskich),
— przeciwbakteryjne wobec niektorych szczepéw chorobotwdrczych,
— przeciwgrzybiczne wobec grzybow patogennych,
— antyoksydacyjne.

Gtéwnymi sktadnikami olejku lisci szalwii lekarskiej sa: a-tujon (2-46%)
i B-tujon (2-30%), kamfora (2-25%) oraz 1,8-cyneol (2-20%). Na zawartos¢
poszczegdlnych sktadnikéw wpltyw ma wiele czynnikdw, takich jak: miejsce 1 czas
zbioru rosliny, warunki glebowe 1 klimatyczne.

Olejek 1 liscie szalwii sa uzywane do aromatyzowania konserw migsnych
1 rybnych, migsa, drobiu, kietbas, serow, ostrych soséw oraz napojéw alkoholowych
— win 1 likieréw. Szatwia jest popularng przyprawa kuchenna w Anglii, Niemczech
1 USA. Znany jest szalwiowy ocet 1 szalwiowe masto. W przemysle perfumeryjnym
do konstruowania kompozycji typowo meskich, sktadnik wéd kolonskich 1 toale-
towych. W przemysle kosmetycznym i farmaceutycznym ekstrakty z szalwii sa
stosowane do maseczek oczyszczajacych i $ciggajacych, a olejek do aromatyzowania
lekéw, past do zgbdw oraz jako Srodek odkazajacy. Olejek stosowany jest rowniez
w aromaterapii ze wzgledu na odkazajace i1 przeciwbdlowe dziatanie. Olejek ma
Swiezy ziotowo-korzenny, ciepty, nieco kamforowy zapach. Nutg $wieza, ziolowa
nadaja a- i B-tujony, a korzenno-drzewng humulen, kariofilen i wiridiflorol.

10.3. Wydzielanie a- i B-tujonu z lisci szalwii lekarskiej oraz
identyfikacja zwiazkéw metodami chromatograficznymi

10.3.1. Cel i zasada metody

Celem ¢wiczenia jest wydzielenie olejku eterycznego z lisci szatwii lekar-
skiej, identyfikacja~i okreslenie zawartosci o- i B-tujonéw oraz obliczenie, jaka
maksymalna ilo$¢ uzyskanego olejku moze zosta¢ wykorzystana do aromatyzowania
1 dm® gorzkiej wédki (z zachowaniem ustalonych norm).

Metoda wykorzystywang do wydzielenia tujonéw jest destylacja z parg wodna.
Destylacja z parg wodng jest najstarsza, znang i wykorzystywana od wiekéw
metoda izolowania lotnych sktadnikéw roslin w postaci olejkéw eterycznych,
ktére wedtug definicji sa mieszaninami wtérnych metabolitow roslin pozyskiwanych
ta technika. Wyjatkiem sa olejki eteryczne otrzymane przez wyciskanie z na-
owocni cytruséw. Mieszaniny lotnych zwiazkéw uzyskiwane z roslin innymi
metodami (np. ekstrakcja rozpuszczalnikami organicznymi i destylacja z para
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wodna otrzymanego produktu lub ekstrakcja gazami w stanie nadkrytycznym)
noszg miano olejkéw lotnych. Olejki eteryczne i lotne moga by¢ mieszaninami
nawet kilkuset sktadnikéw.

Destylacja z parag wodna jest procesem, w ktérym wysokowrzace sktadniki
olejku mozna wydzieli¢ w temperaturze nizszej niz 100°C. Metoda ta jest stoso-
wana zarOwno w przemysle, jak 1 w laboratorium do izolowania olejkéw eterycz-
nych, ktorych sktadniki charakteryzuja si¢ staba rozpuszczalno$cia w wodzie,
lotnoscig z parg wodna 1 odpornoscig przed rozkladem w warunkach procesu.
Metoda polecana jest réwniez do wydzielania olejkéw lotnych z olejéw 1 thuszczéw.

Otrzymywanie olejkéw eterycznych w warunkach laboratoryjnych przepro-
wadza si¢ w szklanym aparacie, zwanym aparatem Derynga, widocznym na
rysunku umieszczonym ponizej.

Aparat Derynga

Metoda polega na oddestylowaniu olejku eterycznego z ogrzewanej w kolbie
mieszaniny surowca olejkodajnego 1 wody. Substancje lotne destyluja wraz z para
wodna, a nastgpnie sa kondensowane 1 jako 1zejsze od wody i nie mieszajace sig¢
Z nig, zbierane s3 w odpowiednim fragmencie aparatury. Gléwna zaletg destylacji
z parg wodna jest uzyskanie produktu pozbawionego sktadnikéw nielotnych.

Rutynowa analiza olejku eterycznego opiera si¢ na wykorzystaniu metody
GC i GC-MS (patrz ¢wiczenie pt. Oznaczanie kumaryny w napojach alkoholowych).
Na podstawie chromatogramu gazowego (GC) oznaczamy zawarto$¢ procentowg
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poszczegdlnych zwigzkéw chemicznych tworzacych olejek eteryczny, oznaczamy
takze tzw. indeks retencji (uzalezniony od czasu retencji zwiazku z kolumny
chromatograficznej, obliczony na postawie retencji wzorcow: alkanéw). Ta ostatnia
informacja wraz z widmem masowym (GC-MS) stanowi ceche charakterystyczng
danego zwiazku. Istnieja bogate bazy danych zaréwno indekséw retencji, jak
1 widm masowych sktadnikéw olejkéw pozwalajace jednoznacznie przypisac je
odpowiednim zwiazkom chemicznym.

10.3.2. Odczynniki, aparatura i material badany

Odczynniki
a) srodek suszacy — MgSOy,,

Aparatura
a) kolba okragtodenna, 1 dm3,

b) aparat Derynga,
C) czasza grzejna,
d) transformator,
e) 2 gumowe weze,
f) fiolka.

Materiat badany
Liscie szatwii lekarskie;j.

10.3.3. Opis wykonywanego ¢wiczenia

Zwazy¢ 50 g surowca roslinnego, rozdrobni¢ go i wprowadzi¢ do kolby.
Zala¢ woda do maksymalnie 2/3 pojemnosci kolby. Napetni¢ skalowana rurke
aparatu Derynga woda, podlaczy¢ gumowe wgze 1 zamontowac aparat w kolbie.
Wiaczy¢ ogrzewanie 1 destylowa¢ 2,5 h od momentu rozpoczgcia wrzenia.
OdczytaC objgtos¢ zebranego w rurce skalowanej olejku i zebra¢ go do fiolki.
Naste¢pnie dodac srodka suszacego.

Olejek podda¢ analizie metodg GC 1 GC-MS. Z uzyskanych wydrukéw
odczytac dla a- 1 B-tujonu odpowiednio indeks retencji oraz widmo masowe, ustali¢
ktéry pik na wydruku chromatogramu odpowiada tujonom. Z chromatogramu
gazowego odczytac zawarto$¢ procentowa a- i $-tujonu.
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10.3.4. Opracowanie wynikow

Okresli¢ wydajno$é (w%) olejku eterycznego z szatwii lekarskiej.

Obliczy¢, jaka maksymalng iloscia wydzielonego na zajgciach olejku ete-
rycznego mozna zaromatyzowaé 1dm’ gorzkiej wédki, tak aby nie przekroczy¢
ustalonych dopuszczalnych norm na zawarto$¢ tujonéw.
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11. PYTANIA KONTROLNE

1. Jakie zastosowania posiada chrom?

2. Podaj wptyw chromu III na organizm cztowieka.

3. Podaj wptyw chromu III na organizm roslinny.

4. Podaj przyktady negatywnego dziatania chromu VI na organizm cztowieka.

5. Jakie sg Zrédta wystegpowania chromu?

6. W jakich produktach spozywczych wystepuje chrom?

7. Opisz wlasciwosci fizykochemiczne glinu.

8. Na czym polega toksycznos¢ glinu?

9. Opisz zastosowanie glinu i jego zwiazkéw w przemysle i zyciu cztowieka.

10. Glin, a choroba Alzheimera, opisz zaleznos¢.

11. Charakterystyka kobaltu i Zrédia jego skazen w srodowisku.

12. Rola kobaltu w fizjologii roslin.i zwierzat.

13. Charakterystyka chemiczna produktéw sojowych.

14. Zasada spektrofotometrycznego oznaczania jondéw kobaltu (II).

15. W jakich produktach spozywczych wystepuje miedz?

16. Opisz wlasciwosci fizykochemiczne miedzi?

17. Miedz, a choroba Wilsona, opisz zaleznos¢.

18. Opisz zastosowanie miedzi i jej zwiazkéw w przemysle i zyciu czlowieka.

19. Jakie sa zrédta wystegpowania niklu?

20. Jakie zastosowanie posiada nikiel?

21. Podaj zrédta emis;ji niklu.

22. Podaj drogi narazenia 1 skutki toksyczne dzialania niklu 1 jego zwiazkéw
na organizm cztowieka?

23. Opisz sposoby dziatania substancji wolotwérczych.

24. Jakie sg zalecenia dziennego spozycia jodu w Polsce dla oséb dorostych?

25. Jakie istnieja typy zwiazkéw o udowodnionym 1 potencjalnym dzialaniu
wolotwoérczym?

26. Opisz dzialanie tiocyjanianéw jako goitrogendw.

27. Jakie sa cele barwienia zywnosci?

28. Czego uzywa si¢ do barwienia zywnosci?

29. Ktéra grupa barwnikéw wykazuje. najwigksze dzialanie toksyczne 1 co jest
tego powodem?

30. Opisz dwa syntetyczne barwniki organiczne: zélcien pomaranczowa 1 czerwien
koszenilowa.

31. W jaki sposéb mozna jakosciowo 1 ilosciowo oznaczy¢ barwniki syntetyczne
w artykulach spozywczych?
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32. W jakich produktach roslinnych i spozywczych wystepuje kumaryna oraz jak
jest limitowana w srodkach spozywczych?

33. Jaki jest cel stosowania metody GC 1 GC-MS?

34. Opisz zasadg¢ analizy metoda chromatografii gazowe;.

35. Opisz toksyczno$¢ a- 1 B-tujonu.

36. Jakie wtasciwosci posiada olejek eteryczny z szatwii lekarskiej?

37. Co to jest olejek eteryczny 1 olejek lotny?

38. Jakie warunki musi spetni¢ zwiazek, aby mégt destylowac z parg wodna?
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