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1. Zakres stosowania metody. Metode stosuje
sie do oznaczania w tluszczu ryb wmrozonych
liczby nadtlenkowej. Metode stosuje sie w bada-
niach pelnych.

2. Zasada metody polega na utlenianiu przez
nadtlenki obecne w jelczejgcym tluszczu jonow
zelazawych do zelazowych i kolorymetrycznym
oznaczaniu stezenia harwnych jonow zespolonych
‘worzacych sie z jonow zelazowych w obecnosci
rodanku amonu.

3. Aparatura, przyrzady i materialy

a) Robot laboratoryjny typ 309 lub miynkomik-
ser kuchenny. -

b) Kolorymetr fotoelektryczny z filtrem nie-
bieskim o diugosci fali 470 nm.

c) Probowki z korkiem szlifowanym, pojem-
nos¢ 15 lub 25 cm3 lub kolby stozkowe z korkiem
szlifowanym, pojemnosé 25, 50 lub 100 cm3.

d) Gruszka gumowa do pipet.

4. Odczynniki i roztwory

a) Chloroform cz.d.a.

b) Metanol cz.d.a.

c¢) Chlorek cynawy (SnCl,2H,0) cz.d.a.

d) Chlorek rteciowy (HgCl,) cz.d.a.

e) Rodanek amonowy (NH,CNS) cz.d.a.

f) Siarczan zelazawy (FeSO, 7TH;0) cz.d.a.

g) Roztwor podstawowy. Do 5 g siarczanu zela-
zawego rozpuszczonego w 50 cm?® wody destylo-
wanej doda¢ 5 g rodanku amonowego rozpusz-
czonego w 50 cm3 metanolu oraz 5 g chlorku rte-
ciowego rozpuszczonego w 25 cm? metanolu i roz-

cienczonego 25 cm? wody destylowanej. Nastepnie
doda¢ 0,5 g chlorku cynawego. Roztwor przecho-
wywany w butelce z ciemnego szkla z doszlifowa-
aym korkiem jest trwaly przez kilka miesigcy.
Roztwor po wstrzgsnieciu powinien mie¢ barwe
zéltozielong. Przed uzyciem do analizy roztwor
nalezy wstrzgsngé.

h) Roztwor roboczy. Do 25 cm3 metanolu doda¢
5 cm3 roztworu podstawowego, dodaé¢ 25 cm? chlo-
roformu, zmiesza¢ i pozostawi¢ na okres okoto
15 min. Nastepnie roztwoér znad osadu przesgczyc¢
przez podwéiny sgczek do suchej kolby z doszli-
fowanym korkiem. Roztwoér roboczy jest nietrwa-
ly'1 nalezy go przygotowa¢ w dniu wykonywania
oznaczan.

Wszystkie odczyvnniki i roztwory sa trujace.

5. Przygotowanie probki do badan. Z opakowar:
transportowych wybranych 2z vartii zgodnie
z PN-71/A-86752 nalezy pobiera¢ probki nie roz-
mrazajac catkowicie ryb-bloku. Prébke jednostko-
wg z ryb malych Iub filetéw nalezy pobraé¢ przez
odciecie cze$ci bocznej bloku w ilosci zgodnej
z PN-T71/A-86752. Ryby z probki laboratoryjnej
nalezy sfiletowaé¢, zemle¢ na maszynce do migsa
i pobierac¢ do analizy. Zmielone mieso mozna prze-
trzymywa¢ w zamknietym naczyniu w tempera-
turze okolo 5°C przez okolo 6 h.

6. Przygotowanie ekstraktu. 40 g zmielonego

miesa (odwazonego z dokiadnoscia do 0,01 g)
i 200 cm? chloroformu homogenizuje si¢ w po-
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jemniku robota laboratoryjnego przez 30 s przy
obrotach okolo 9000 obr/min i powtarza sie ho-
mogenizowanie po przerwie d-minutowej otrzy-
many homogenizat sgczy¢ przez podwéjny karbo-
wany sgczek z bibuly filtracyjnej do suchej kolby
z doszlifowanym korkiem. '

7. Sporzadzanie krzywej wzorcowej. 1 cm? nad-
tlenku wodoru (H,0, 30%0) rozpusci¢c w mieszani-
nie chloroform-metanol (1:1) w kolbie pomia-
rowej pojemnosci 100 cm3, dopelniajac do kreski
(roztwor W,). Sprawdzi¢ zawartosé tlenu aktyw-
nego w roztworze W,; metodg jodometryczng Sul-
ly. Roztwor W, rozcienczy¢ 10-krotnie chlorofor-
mem w kolbie pojemnosci 100 cm3 — roztwor Wo.
Roztwor W, rozcienczyé 10-krotnie chloroformem,
jak wyzej — roztwor Wj;. Pobierajac kolejno od
0,1 do 2 cm? roztworu W3 dopelnia¢ chlorofor-
mem do objetosci 3 cm?® i oznacza¢ zawartos¢ nad-
tlenkow, jak w 8. Wykresli¢c krzywa wzorcowsg
odkladajgc na osi rzednych wartosci absorbancji,
a na osi odcietych mg tlenu aktywnego.

Metoda Sully. Do kolby pomiarowej pojemnosci
100 cm3® dodaje sie 10 cm3 chloroformu i 10 cm?
kwasu octowego lodowatego, zamyka sie¢ kolbeg
korkiem z rurkg szklang dlugosci 75 cm i natlo-
zona na koniec chlodnica dilugosci okolo 15 cm.
Kolbe ogrzewa sie na wrzgcej tazni wodnej. Gdy
pary chloroformu wrzgcej cicczy osiagng miejsce
chlodzone, za pomoca pipety wicwa sig z gory
jodek potasowy (1 g X 1,3 cm?® wody) i pozosta-
losé na rurce splukuje sie nie wigcej niz 6 kro-
pelkami wody. Mieszanina nie powinna si¢ zabar-
wiaé. Gdy roztwor jest bezbarwny, dodaje sie
1 ecm? roztworu Wj;, gotuje 3--5 min, odlgcza
chlodnice, chlodzi pod kranem, zdejmuje rurke,
dodaje 50 ¢m? wody, 1 cm? roztworu skrobi i mia-
reczkuje 0,01 N roztworem tiosiarczanu sodu.
Zawartos¢ tlenu aktywnego w 1 cm?® roztworu
wzorcowcgo wylicza sie ze wzoru

X=a " 0,08
w ktorym a — ilos¢ ecm? 0,01N tiosiarczanu so-
du zuzyta do miareczkowania.
8. Wykonanic¢ oznaczania. Do probowki z do-
szlifowanym korkiem pobraé¢ 2 cm? ekstraktu spo-
rzadzonego wg 6, 1 cm? chloroformu i dodac

12 cm?® roztworu roboczego. Zawarto$¢ probowki
zmiesza¢ i po 10 min oznaczaé¢ kolorymetrycznie
wobec $lepej proby, przy diugosci fali 470 nm.
Slepg -probe stanowig 3 cm3? chloroformu i 12 cm3
roztworu roboczego. W przypadku uzyskania zbyt
intensywnej barwy proby do oznaczania kolory-
metrycznego nie nalezy rozcienczaé¢ lecz oznacza-
nie powtorzy¢ pobierajac mniejszg ilos¢ ekstraktu
i uzupetnié chloroformem do objetosci 3 cm3. Przy
probach z wyraznie wyczuwalnym organoleptycz-
nie zjelczeniem nalezy pobiera¢ do oznaczen
0,5--1 em?® zkstraktu.

9. Oznaczanie zawartosci tluszezu w ekstrakcie.
Wysuszone w suszarce w 105°C i ostudzone w ek-
sykatorze naczynko wagowe pojemnosci 10 cm?
zwazy¢ z dokladnoscig do 0,0001 g. Do naczynka
wla¢ 10 ecm? ekstraktu i suszy¢ w suszarce w tem-
peraturze 105°C przez 30 min. Po ostudzeniu
w eksykatorze ponownie zwazy¢ naczynko wraz
z ttuszczem i z roéznicy ciezaréw obliczy¢ zawar-
tos¢ tluszczu w 10 em3 ekstraktu. Za wynik na-
lezy przyja¢ srednig arytmetyczng trzech réwno-
legltych oznaczen.

10. Obliczanie wynikéw. Na podstawie uzyska-
nc¢j z oznaczania kolorymetrycznego wartosci ge-
stosci optycznej odczyta¢ zawartos¢ tlenu aktyw-
nego (X) z krzywej wzorcowej i przeliczy¢ na
100 g tluszczu wg wzoru

e a - 10 - 100
B n-b
w ktorym:
a — odczytana z krzywej wzorcowej zawartosc

tlenu aktywnego w pobranej do oznacze-
nia ilosci ekstraktu,

. n — zawartos¢ tluszczu w pobranej do ozna-
czenia ilosci ekstraktu,
b — iloé¢ cm?® ekstraktu pobrana do oznaczania
kolorymetrycznego.

11. Wynik. Za wynik nalezy przyjgc¢ Srednig
arytmetyczng wynikow dwoch rownoleglych ozna-
czan, rozniacych sie miedzy sobg nie wigcej niz
o 5% mniejszego wyniku. '
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