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Bevezetés

Az Analitikai kémia élelmiszermérnokoknek cimii konyv a Sapientia Erdélyi Ma-
gyar Tudomanyegyetem Csikszeredai Karanak élelmiszermérnok-hallgat6i szama-
ra készilt. Reményeink szerint e kdnyvet a leendé élelmiszermérnokokon kiviil a
kornyezetmérnok szak hallgatoi is fogjak hasznalni, s6t talan a leendé 14j szakok
hallgat6inak is segitségére lesz tanulmanyaik sordn. A konyv megirasakor figye-
lemmel kellett lenni a karon kialakult hagyomanyokra, hogy a kényvben szereplé
analitikai médszerek kapcsolédjanak az egyéb targyak keretében oktatott anyag-
hoz, ezért olyan konyvet szerettiink volna {rni, amelyet a hallgaték tobb targy
gyakorlati oktatdsa sordn is hasznositani tudnak, sét a leendd élelmiszeripari
mérnokok is szivesen lapozgatni fognak.

A konyv rovid mindségi kémiai analizissel indul, melyet nagyobb terjedelmi
klasszikus mennyiségi kémiai analizis kovet. E fejezetekben a hallgaték meg-
ismerkedhetnek a minéségi és mennyiségi analizis menetével, az acidi-alkali-
metridval, az oxidéacids-redukcids, valamint csapadékos titrdlasi médszerekkel,
legvégiil pedig a komplex vegyiiletek képzddésén alapulé meghatérozasokkal. Ezt
kovetéen az ultraibolya-lathaté abszorpciés spektrofotometria és az elvalasztasi
modszerek, ezen beliil az élelmiszerek analizisében rendkiviil nagy jelentéségiti
kromatografia, elektroforézis és izoelektromos fékuszalas elméleti alapjait ismer-
tetik a szerz6k.

Ezen fejezetek utan az élelmiszerek f6bb komponenseinek meghatarozasara
kifejlesztett médszerek keriilnek targyaldsra. E rész elején a nedvességtartalom
meghatarozéasat kovetéen az dsvanyi alkotérészek meghatarozasaval és a kiillonbo-
76 spektroszkopiai mdodszerekkel ismerkedhetnek meg a hallgaték. A tovabbiak-
ban a nitrogéntartalmu anyagok meghatéarozasaval; ezen beliil a fehérjetartalom,
a fehérjefrakciok, illetve a fehérje aminosav-osszetételének meghatarozasaval
foglalkozunk. Az élelmiszerek legdragdbb makrokomponensével, a fehérjével ki-
emelten foglalkozunk, és prébalunk minden olyan mddszert ismertetni, amelyek
alkalmasak az élelmiszer-fehérjék mindésitésére. A zsirtartalom és a zsirsavossze-
tétel meghatarozasat kovet6en a nyersrost, a nyersrostfrakciék analizisét targyal-
juk. A nitrogénmentes kivonhaté anyagok sordban meghatarozzuk a cukrokat és
a keményitét, és vizsgaljuk a kiillonb6z6 cukortartalmu készitmények tulajdonsa-
gait is. Jelentds helyet szenteliink a provitaminok és vitaminok meghatérozasa-
nak, valamint a mikotoxinoknak. A legtobb fejezetet a Vdlogatott fejezetek cimii
Osszedllitas zarja, amelyekben specidlis élelmiszer-analitikai médszerek kertilnek
ismertetésre.

A konyv irasa sordn igyekeztiink a fejezeteket tigy osszeallitani, hogy azok
megismerésére és a vizsgalatok végzésére, az Elelmiszer-tudomanyi tanszék m-
szereire és eszkozeire alapozva, a hallgatoknak lehet6ségiik legyen. A fejezeteket
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probaltuk tgy egymasra épiteni, hogy a hallgat6 az egyszeriibb vizsgalatoktél
folyamatosan jusson el a bonyolultabbakig, megismerve az élelmiszerek analizi-
sének legfontosabb lépéseit.

Végil halas koszonetiinket szeretnénk kifejezni lektorunknak, dr. Kovacs
Béla professzornak és Stanics Judit vegyész technikusnak a lelkiismeretes gé-
pelésért és a konyvben 1évé képletek szerkesztéséért. A konyvben maradt hibak
kizarélag a szerzék ,,érdemei”. Kérjiik a hallgatékat, sziveskedjenek ezekre a fi-
gyelmet felhivni.

Csikszereda, 2020. augusztus 30.

Dr. Albert Csilla Dr. Csapd Janos Kiss Déra
egyetemi adjunktus az MTA doktora, egyetemi tanér PhD-hallgaté



0. fejezet

Az analitikai modszerek felosztasa
és a jellemzésiikre alkalmas paraméterek

0.1. Az analitikai modszerek felosztasa

A klasszikus analitikai m6dszereket a 19. szdzadban kezdték fejleszteni, mely
munka a 20. szdzad elején rendkiviili mértékben felgyorsult. Olyan modszerek
alakultak ki ebben az idében, melyeket, megfelel§ médositast kévet6en, ma is
széles korben alkalmazunk. A nitrogént még ma is a Dumas- vagy a Kjeldahl-
eljarassal hatarozzuk meg; az alapelv ugyanaz, a kifejlesztett médszerek azon-
ban a gyorsasdgot és a megbizhat6sagot jelent6sen javitottdk. Ezzel a klasszikus
analitikai médszerektél maris eljutottunk a mtszeres analitikaig, mely ma mar
uralja az analitikai kémiat, az alapokrol, a klasszikus médszerekrél azonban nem
feledkezhetiink meg.

0.1.1. Klasszikus analitikai médszerek

Kezdetben a legtobb elemzést a minta komponensei elvalasztasaval végezték,
mely sordn csapadékképzdidést, extrakciét vagy desztillaciét alkalmaztak. Az el-
vélasztott komponenseket ezt kovetéen valamilyen reagenssel kezelték, amely
segitségével olyan kémiai reakciét alkalmaztak, mely megvéltoztatta a mérni
kivant komponens tulajdonsédgait, aminek alapjan a komponens mennyisége
meghatdrozhatéva valt. Az analizdlandé komponensek kvantitativ elemzéséhez
gravimetrias (tomeg szerinti) vagy térfogatos (térfogat szerinti) elemzési modszert
alkalmaztak. A gravimetrids méréseknél a meghatarozést a vizsgdland6 kompo-
nens tomegvaltozasara vagy az adott komponenssel képzett csapadék tomegének
mérésére vezetjiik vissza. A titrimetrias eljarasok esetén az analizdland6 kompo-
nenst oldat fazisban reagaltatjuk a méréoldatban 1év6 reagenssel, és a méréoldat-
bdl szamoljuk ki a koncentraciét. Ezeket a klasszikus analitikai modszereket a mai
napig hasznéljdk szdmos laboratériumban, alkalmazasuk azonban egyre inkabb
csokken; a miiszeres analitikai médszerek egyre jobban kiszoritjak dket.

0.1.2. Miiszeres analitikai mddszerek

A huszadik szazad elején a tudésok kezdték kihasznalni a mérendé komponen-
sek fizikai tulajdonsagaiban rejlé lehetGségeket, amelyekkel miiszeres analitikai
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modszereket dolgoztak ki. Ilyen fizikai tulajdonsdgok voltak a vezetéképesség, az
elektrédpotenciél, a fényabszorpci6 vagy -emisszid, a fluoreszcencia és a tomeg-
toltés arany. Hatékony kromatogréfias és elektroforetikus technikékkal kezdték
helyettesiteni a desztillaciés, az extrakcids és a csapadékképzésen alapulé méd-
szereket a meghatarozast megel6z6en. Ezeket az (j médszereket, melyek nagyon
hasonlé tulajdonsédgt komponensek elvalasztasara és meghatarozaséara egyarant
alkalmasak voltak, miszeres analitikai mdédszereknek nevezték. Az utébbi idé-
ben a szamit6gép- és az elektronikai ipar nagyaranyu fejlédése nagymértékben
hozzéjarul a modern miiszeres analitikai médszerek jelent6s fejlédéséhez és el-
terjedéséhez.

0.2. Az analitikai médszerek jellemzésére
alkalmas paraméterek

Az analitikai médszerek jellemz6i koztl a legfontosabbak a szelektivités, a spe-
cifikussag, a zavarttirés, a méréstartomany, a linearitas, az érzékenység, a kimu-
tatasi hatar, a meghatarozasi hatar, a pontossag és a precizitas.

0.2.1. Szelektivitas és specifikussag

Egy analitikai médszer szelektivitasa azt jelenti, hogy az analitikai médszer mi-
lyen mértékben képes az adott komponens meghatdrozasara a mintaban taldlhato
zavaré komponensek jelenlétében. Akkor szelektiv egy mddszer, ha a mért jel az
analizaland6 komponenstél szarmazik, és az egyéb komponensek csak kismérték-
ben jarulnak hozza a valaszjelhez. Az alkalmazott minta-el6készité mdodszerrel,
a zavar6 komponensek tobbségének eltavolitasaval lehetséges a zavaré hatésat
csokkenteni és a modszert szelektivebbé tenni. Egy meghatdrozandé komponens-
re vagy a komponensek egy csoportjira tokéletesen szelektiv mddszert specifi-
kusnak nevezziik, mivel azonban a mintamatrix mindig befolyédsolja a mérendé
komponens vélaszjelét, tokéletesen specifikus analitikai médszer nem létezik.

0.2.2. Zavarturés

A zavartlrés, azaz a médszer eszkoz- és kornyezetéllésaga, az analitikai mod-
szerek egyik legfontosabb tulajdonsdga. Az analitikai médszer zavart(irését gy
vizsgaljuk, hogy szandékosan megvaltoztatott mérési koriillmények kozott végez-
ve az analizist szadmitjuk a pontosségot és a precizitast, majd meghatérozzuk az
egyes paraméterek azon alkalmazhatésagi tartomanyait, amelyeknél a pontossag
és a precizitds nem tér el szignifikdnsan.
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0.2.3. Méréstartomany

A méréstartomany a mérendé komponens azon koncentraciétartomanya, amely
intervallumban az adott komponens kielégit6 pontosséggal és precizitassal ele-
mezhetd. A mdédszer méréstartomanyét, a kalibracids tartomanyt tgy kell meg-
hataroznunk, hogy az alkalmazott kalibraci6s pontoknak 4t kell fogniuk a mintak
koncentracidjat.

0.2.4. Linearitas

A koncentracio és az analitikai jel kozott az adott tartomanyban az 6sszefiiggés-
nek linearisnak kell lennie, mely koncentraciétartoméanyt a mérégorbe linearis
tartomanyéanak nevezziik. A linedris méréstartomanyt standard mintak elemzésé-
vel hatarozzuk meg, és a koncentracié-valaszjel adatparokra a legkisebb négyze-
tek médszerével szamitjuk a kalibraciés egyenes egyenletét. A kalibraciét abban a
koncentraciotartomanyban tekintjik linearisnak, ahol az illesztett és mért értékek
eltérése nem nagyobb mint 10%.

0.2.5. Erzékenység

Az érzékenység a kalibracids egyenes meredeksége, azaz az érzékenység az egy-
ségnyi koncentracidvaltozasra esé valaszjelvaltozas. Ha a kalibraciés gorbe egye-
nes, akkor a mérés érzékenysége a kalibraciés gorbe meredeksége. Ha a kalib-
racids gorbe nem egyenes, akkor nem egy tartoményra, hanem csak egy pontra
tudjuk megadni az érzékenységet, ami az ahhoz a ponthoz hiizott érint6 egyenes
meredeksége.

0.2.6. Kimutatdasi hatar

Egy analitikai médszer kimutatasi hatara az a koncentraciéérték, amelynek mé-
résekor kapott valaszjel egyértelmiien megkiilonboztethet6 a hattér vélaszjelétél,
azaz a vakminta szérasanak haromszorosdhoz tartozé koncentracioérték. Ez a
definicié akkor érvényes, ha vakérték-korrekciét alkalmazunk a kalibraciés gorbe
megszerkesztése el6tt. Ha nem hasznalunk vakérték-korrekciot, akkor az elméleti
kimutatasi hatar egy adott komponens azon koncentraci6ja, amelyhez tartozé
valaszjel értéke megegyezik a vakminta valaszjelének és a vakminta vélaszjel
héaromszoros tapasztalati szérdsanak 6sszegével.

0.2.7. Meghatarozasi hatar

A meghatérozasi hatér az a legkisebb koncentraci6érték, amely az adott mdédszer-
rel még elfogadhaté precizitas és pontossag mellett hatdrozhat6 meg. Ha a kalib-
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racids gorbe tengelymetszete nem hanyagolhat6 el, akkor egy adott komponens
meghatarozasi hatdra azon koncentraciéérték, amelyhez tartozo6 valaszjel értéke
megegyezik a vakminta vélaszjelének és a vakminta-valaszjel tizszeres tapaszta-
lati szérdsanak 6sszegével.

0.2.8. Pontossag

A mébdszer pontosséga, helyessége azt fejezi ki, hogy a mérési eredmény a mé-
rend6 mennyiség valddi értékéhez milyen kozel esik. Meghatarozésa ismert kon-
centracidju anyaggal torténhet, melyet egy megbizhat6 referenciaanyag analizi-
sével végezhetiink. Ha megfelel referenciaanyag nem all rendelkezésre, akkor a
mintdhoz a mérend$ komponens ismert mennyiségét adjuk, és meghatarozzuk a
hozzaadas el6tti és utani koncentracidértékeket, majd szamitjuk a koncentracio-
a mérés pontossagat egytitt tudjuk becsiilni, a mésodik esetben viszont csupén
az analitikai médszer pontossagara tudunk kovetkeztetni.

0.2.9. Precizités, ismételhet6ség, reprodukélhatésag

A mébdszer precizitdsa az egymés utan, rovid id6tartamon beliill megismételt
vizsgélatok eredményei kozotti eltérés mértéke, amelyet rendszerint a szérédssal
fejeziink ki. A mérések szdmanak novelésével csokkenthetd a tapasztalati szérés
értéke. A szdrasokat konnyebb 6sszehasonlitani, ha a relativ szérast (a szérast
szorozzuk 100-zal és osztjuk az atlaggal) adjuk meg.

A mérési eredmények ismételhet6sége a precizitas azon fajtaja, amely a mé-
rendé mennyiség ugyanazon feltételek kozott megismételt mérései soran kapott
eredmények kozelsége. A mérési eredmények reprodukalhatésaga a precizitas
azon fajtaja, amely a mérendé mennyiség legalabb egy megvaltozott feltétel mel-
lett megismételt mérései sordn kapott eredmények kozelsége.



1. fejezet

Mindségi kémiai analizis

A kémiai analizis feladata az anyagok alkotérészeinek minéségi felismerése és az
alkotorészek viszonylagos mennyiségének meghatarozasa, igy a kémiai analizis
feladatkore két nagy részre oszthato:

— mindGségi vagy kvalitativ analizisre és

— mennyiségi vagy kvantitativ analizisre.

1.1. A minéségi kémiai analizis célja

A mindségi analizis célja a vegyluletek, elegyek vagy keverékek egyszerti vagy
oOsszetett alkotorészeinek a felismerése. Szabatos és megbizhaté kovetkeztetést a
mindségi 6sszetételre vonatkozdan csak kémiai reakcidk alapjan kaphatunk, ezért
a vizsgdland6 anyagot ismert 6sszetételii reagensekkel, kémszerekkel hozzuk 6sz-
sze, és megfigyeljuk az ekozben felléps kémiai valtozasokat. A reakcidk javarészt
folyadékokban, f6ként vizes oldatokban jatszédnak le. A reakcidval jaré feltting
kémiai valtozas leggyakrabban abbdl 4ll, hogy a vizsgalt anyag egyik alkotérésze
a kémszer valamelyik alkotdrészével oldhatatlan vegyiiletté alakul, és csapadék
formajéban kivélik. A csapadék szinébél és mas kémszerekkel szemben tanisitott
viselkedésébdl kovetkeztethetiink a keresett alkotérész minéségére. Gazfejldés-
sel jaré reakciok esetében a géaz fizikai és kémiai tulajdonségait figyeljiikk meg.
Néha a kémszer az oldatban szinvéltozast hoz létre, amely jellemz6 bizonyos
alkotorészek jelenlétére.

A keresett alkotorész felkutatasa akkor sikertil gyorsan és kell4 biztonsaggal,
ha az alkalmazott reakci6 jellemz6 és érzékeny. A kémiai reakcié akkor jellemz6,
ha a megfigyelhetd valtozast csak az a keresett egy bizonyos alkotérész mutatja.
A reakci6 akkor érzékeny, ha a vizsgélt anyag nagyon kis mennyiségének vagy
igen hig oldatanak alkalmazasakor is élesen megfigyelhet véltozéas kovetkezik
be. Igy péld4ul a higany(Il)kation jellemz6 kémszere a natrium-hidroxid, mert ez
csak a higany(Il)ionok vizes oldatédval okoz sarga csapadékot. A kloridionok na-
gyon kis mennyisége is kimutathat6 AgNO,-tal, mert a keletkez6 AgCl-csapadék
még igen hig oldatban is észlelhetd.

Hasonl6 alkotérészek egy-egy csoportjanak jellemzésére az tn. kozos kém-
szerek hasznélatosak, az egyes csoportokon beliili alkotérészek felismerését pedig
kiilonleges kémszerekkel végezziik. A kémszerekkel végzett reakcidkat a kivi-
telezés modja szerint kémcs6-, csepp- és mikrokémiai reakciéknak nevezziik.



42 ®m 1. Minéségi kémiai analizis

A kémcséreakciokat a vizsgdlandé anyag 1-2 cm®-ével kémcsdében végezziik.
A kémszert cseppenként, razogatas, esetleg melegités kozben adjuk a vizsgalando
anyaghoz, és megfigyeljiik az ekdzben végbemend valtozasokat. A cseppreakci-
okat a vizsgalt anyag 1-2 cseppjével és kb. ugyanannyi kémszerrel 6rativegen,
porcelancsészében, cseppentblemezen vagy sziir6papiron végezziik. A mikroké-
miai reakciékat mikroszkép segitségével végezziik 150-200-szoros nagyitdsban,
keresve a jellegzetes szinti és alak kristalyokat, illetve azok halmazait.

Az analitikai eljarasok sordan rendkiviil fontos az igen tiszta, j6 minéségii
desztillalt vagy ioncserélt viz el6allitasa. Két ilyen mindéségl vizet el6éllit6 be-
rendezés lathat6 az 1.1. dbrén.

Ultratisztaviz-el64llit6 berendezés Vizdesztilldlé berendezés

1.1. dbra. Tiszta vizet el6allit6 késziillékek

1.2. A minéségi kémiai analizis menete

Az analizalni kivant anyag el6vizsgalata utan a vizsgalati anyagot legtobbszor hig
savakban vagy vizben feloldjuk, amennyiben nem oldédik, feltarjuk, oldhatéva
tessziik. A vizsgalando anyag oldatéval végezziik a keresett alkotorészek felkuta-
tasat. Az egyszer( analizis célja egy homogén vegyiilet jelenlétének megéllapita-
sa, a keverékek alkotérészeinek felkutatdsa viszont az Gsszetett minéségi analizis
modszereivel torténik. A mindségi analizis munkamenete a kovetkez6:
— el6vizsgalat,
— a vizsgalni kivant komponensek extrakciéja vagy az anyag feloldésa, fel-
tarasa,
— a kationok felkutatasa
— egyszerii analizissel,
— Osszetett analizissel,
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— az anionok felkutatasa,
— szerves vegyliletek kimutatasa.

1.2.1. A kationok felkutatasa az egyszerd analizis soran

A leggyakrabban el6fordulé kationokat szulfidjaik és karbonatjaik eltéré oldhaté-
saga alapjan az osztalyreagensek segitségével ot osztalyba sorolhatjuk. Az osztaly-
reagensek a sésav, a kén-hidrogénes viz, az ammoénium-szulfid és az ammoénium-
karbonét.

Az 1. osztaly kationjainak savanyt oldatabdl a kén-hidrogén vizben, hig sa-
vakban és ammoénium-szulfidban oldhatatlan csapadékot valaszt le. Ezen kationok
a s6savval szemben két alosztalyba sorolhatok. Az I/a. alosztély kationjai klorid-
ionokkal csapadékot adnak (kozéjiik tartoznak az Ag*®, Pb** és a Hg?"). Az I/b.
alosztély kationjai kloridionokkal nem adnak csapadékot (idetartoznak a Hg**,
Cu*f, Bi**, Cd*).

A II. osztaly kationjainak savanyu oldatabédl a kén-hidrogén csapadékot va-
laszt le, amely ammonium-szulfidban oldédik. E csoport tagjai az As®**, As®*,
Sb**, Sb°*, Sn** és az Sn*".

A TII. osztaly kationjai hig savanyt oldatban kén-hidrogénnel nem adnak
csapadékot. Csapadékot csak semleges vagy lagos kozegb6l amménium-szulfid-
dal lehet levalasztani. Kozéjiik tartoznak a Co**, Cr’*, Ni**, Fe**, Fe’*, AI**, Zn**
és a Mn**.

A IV. osztaly kationjainak szulfidjai oldhaték, de semleges vagy gyengén
lagos oldatb6l amménium-karbonattal csapadékot adnak. E csoporthoz tartoznak
a Ca?*, Sr** és a Ba*".

Az V. osztaly kationjai az el6z6ekben nem emlitett kémszerekkel jellemezhe-
ték. A csoport tagjai a Mg**, Na*, K*, Li*, NH} ésa H".

Az egyes kationok kimutatésa altalaban speciélis reakciok segitségével torté-
nik. Néhény példat az 1.3. fejezet tartalmaz.

1.2.2. Az anionok felkutatdsa az egyszer( analizis sordn

Az anionokat a kozos kémszerekkel szemben tanusitott viselkedésiik alapjan
szintén analitikai osztalyokba sorolhatjuk. Az egyes osztalyok jellemzésére és
egymastél val6 megkiilonboztetésére a kovetkezd osztédlyreagensek szolgélnak:
s6sav vagy salétromsav, barium-klorid vagy barium-nitrat és eziist-nitrat. Az
anionok elkiilonitése 1ényegesen nehezebb feladat, mint a kationoké. A felsorolt
kémszerekkel val6 viselkedésiik alapjan az anionokat az aldbbi négy osztalyba
sorolhatjuk.

Az 1. osztaly anionjainak vizes oldatébdl az erés savak (sésav, salétromsav) gazt
fejlesztenek vagy csapadékot valasztanak le. E csoportba tartozék a CO2", HCO;, SO,
S,0%, SO, S*, §%, Si0%, ClO.
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A 1I. osztaly anionjai erés savaktol észrevehet6en nem valtoznak, semleges
oldatukbél azonban a Ba**-ionok csapadékot vélasztanak le, tehat ezen anionok
béariumsoi vizben oldhatatlanok. E csoport tagjai a SO, POY, BOY, F-, 10;, BrO;.

A TII. osztaly anionjai erds savaktél, valamint semleges oldatban bariumio-
noktél nem véltoznak, salétromsavval megsavanyitott oldatukban viszont eziist-
nitrattal csapadékot adnak. Az e csoportba tartoz6 anionok bariumséi tehét viz-
ben oldédnak, eziists6i viszont vizben és salétromsavban oldhatatlanok. Ezek a
CI, Br, I, CN-, SCN", [Fe(CN),]*, [Fe(CN),]*".

A IV. osztaly anionjai er6s savaktél nem valtoznak, semleges oldatukbdl ba-
riumionok nem valasztanak le csapadékot, salétromsavval megsavanyitott olda-
tuk nem reagél az ezist-nitrattal, tehét az e csoportba tartoz6 anionok barium- és
eziists6i vizben oldhaték. Idetartoznak az NO;, NO,, CH,COO", ClO;, OH és S,0% .

Az egyes osztalyokba sorolt ionokat specidlis reakcidk segitségével lehet
egymaéstol elkaloniteni és kimutatni. A konyvnek nem feladata az 6sszes anion
és kation kimutatdsanak ismertetése, a hallgatok tudasszintjének novelése érde-
kében csak a legfontosabb kationok és anionok kimutatasat mutatjuk be.

1.2.3. Langfestési proba

A kationok egy részének haloids6i nem vilagit6 Bunsen-langban izzitva elparo-
lognak, és g6ziik a langot jellemz6 szintre festi. E s6k a lang magas h6mérsékle-
tén fém- és halogénatomokra disszocidlnak, a fématomok pedig e hémérsékleten
jellemzé szind fényt sugdroznak ki. Mivel a halogének fénysugarzasa rendkiviil
csekély, ezért a lang szine a fémalkotorészre jellemzd.

A langfestési préba sordn 4-5 mm hosszi, vékony platinadrét egyik végét
egy tivegcsébe forrasztjuk, masik végét pedig kor alakban meggorbitjiik tgy, hogy
az atmérdje kb. 2 mm legyen. A langfestési proba el6tt a drét meggorbitett végét
nem vil4git6 Bunsen-langba tartjuk mindaddig, amig a lathatatlan szennyezés el-
pérolog és a lang szintelen lesz. Ha ez nem torténik meg, a drétot tomény sésavba
maértjuk és Gjbol kiizzitjuk. Az izz6 platinavéggel megérintjik a vizsgidlando sé
szilard porét, amelybdl egy kevés a drétra tapad, majd a drét végét 1 csepp sésav-
val megnedvesitjiik, a lang csticsdhoz tartjuk, amit a vizsgdland6 anyag jellegzetes
szintire fest. A langfestési préba soran kiilonféle fémek az alabbi szint adjak:

sarga: Na
fakoibolya: K
karminvoros: Li, Sr
téglavoros: Ca
fakozold: Ba
smaragdzold: Cu

fakokeék: Pb, As, Sb
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Ha a langfestési préba negativ, az még nem jelenti azt, hogy a keresett fém
esetleg kis koncentraciéban nincs jelen. Ha a vizsgalandé anyagban a fémek fém-
oxidok vagy rosszul old6dé csapadékok formajaban vannak jelen, célszert ezeket
izzitas utan sésavval haloidokka atalakitani, amelyek rendszerint sokkal illéko-
nyabbak az eredeti vegyiiletnél.

1.3. Néhany fontosabb kation és anion kimutatasa

A kimutatéds menete: A reakciokat kémcsdében, kis anyagmennyiségekkel (1-1,5 cm®)
végezziik. A reagensbdl csak néhany cseppet adagolunk, majd a véltozas megfigye-
lése utén tjabb mennyiség hozzdadasaval tessziik teljessé a reakciét.

A Cu’*-ionok kimutatasa
Torzsoldat: 0,5 M CuSO,.

— Kén-hidrogén hatéasara a s6savval megsavanyitott oldatbdl fekete CuS-
csapadék valik le.

CuSO, + H,S — CuS + H,SO,

— Kevés NH,OH-t6l vilagoskék csapadék alakjaban bazisos réz(1I)sé valik le,
ami az NH,OH foloslegében réz(Il)-tetraminsé keletkezése kozben intenziv kék
szinnel oldodik.

2 CuSQO, + 2 NH,OH — [Cu,(OH),]SO, + (NH,),SO,
[Cu,(OH),]SO, + (NH,),SO, + 6 NH,OH — 2 [Cu(NH,),]SO, + 8 H,0

— A natrium-hidroxid hideg oldatbél vilagoskék Cu(OH),-csapadékot valaszt
le, mely csapadék a f6zésre megfeketedik, a Cu(OH), ugyanis vizvesztéssel CuO-
da alakul.

CuSO, + 2 NaOH — Cu(OH), + Na,SO,
Cu(OH), — CuO + H,0

— A K,[Fe(CN),] a vorosbarna Cu,[Fe(CN),] csapadékot véalasztja le, ami hig
savakban nem oldédik, az NH,OH azonban a csapadékot oldja.

2 CuSO, + K,[Fe(CN),] — Cu,[Fe(CN),] + 2 K,SO,
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— Kélium-cianid hatésara el6szor sarga szinti Cu(CN), csapadék valik le,
mely azonnal CuCN-ra és cidngdzra bomlik (igen mérgez6!). KCN f6loslegében a
CuCN szintelen komplex vegytletként oldédik.

CuSO, + 2 KCN — Cu(CN), + K,SO,

— A kalium-jodid fehér réz-jodid-csapadékot vélaszt le, azonban az egyideji-
leg keletkez6 jod barna szine a csapadék fehér szinét elfedi. Ha a jédot natrium-
tioszulfattal eltédvolitjuk, el6ttinik a réz(I)-jodid csapadék fehér szine.

2 CuSO,+4 Kl — 2 Cul + 1, + 2 K,SO,
I, + 2 Na,S,0, — 2 Nal + Na,S,0,

A Fe’*-ionok reakcio6i
Torzsoldat: 1 M FeCl,.

— (NH,),S hatasara semleges vagy gyengén lagos kozegben fekete csapadék
alakjaban FeS + S keveréke valik le.

2 FeCl, + 3 (NH,),S — 2 FeS + S + 6 NH,CI
Sésavban a csapadék oldédik, levegén pedig barna szint Fe(OH),-da oxi-
dalédik.
— NH,OH hatasara vorosbarna, kocsonyas allapotu vas(IIl)-hidroxid valik le,
ami a kémszer feleslegében sem oldédik.

FeCl, + 3 NH,OH — Fe(OH),+ 3 NH,CI
A csapadék hig savakban oldédik.
— NaOH hatésara vorosbarna, kocsonyas alloménya vas(Il)-hidroxid valik
le, mely a kémszer feleslegében oldédik.

FeCl, + 3 NaOH — Fe(OH), + 3 NaCl

— K,[Fe(CN),] hatasara kék szinti (berlinikék) csapadék valik le. A csapadék
hig savakban nem oldédik, koncentréalt savak azonban oldjak.

4 FeCl, + 3 K,[Fe(CN),] — Fe,[Fe(CN)],+ 12 KCI

A vas(Il)-[hexaciano-ferrat(I)] natrium-hidroxid hataséra vorésbarna Fe(OH),-
da alakul.
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Fe,[Fe(CN)s, + 12 NaOH — 3 Na,[Fe(CN),] + 4 Fe(OH),
A berlinikék-reakcié rendkiviil jellemz6 a vasvegytiletekre.

A Ca®*-ionok reakcio6i
Torzsoldat: 1 M CaCl,.

— Savanyt oldatban a H,S, valamint semleges oldatban az (NH,),S csapa-
dékot nem okoz.

— (NH,),CO, vagy a Na,CO, semleges vagy gyengén ligos oldatbdl fehér
CaCO,-csapadékot valaszt le.

CaCl, + (NH,),CO, — CaCO, + 2 NH,CI

— A H,SO, vagy az oldhat6 szulfitok témény kalciumséoldatbdl CaSO,-ot
(gipsz) vélasztanak le.

CaCl, + H,S0, — CaS0, + 2 HCI

— (NH,),(COO0), gyengén liigos, semleges vagy ecetsavas kozegbdl fehér kal-
cium-oxalat-csapadékot valaszt le.

CaCl, + (NH,),(CO0),— Ca(COO0),+ 2 NH,CI

— Na,HPO, semleges vagy gyengén lagos kalciumséoldatbél fehér CaHPO,
csapadékot vélaszt le.

CacCl, + Na,HPO, — CaHPO, + 2 NaCl

A csapadék s6savban és salétromsavban kénnyen, ecetsavban valamivel ne-
hezebben oldédik.

2 CaHPO, + 2 CH,COOH — Ca(H,PO,), + (CH,CO0),Ca

A Na“-ionok reakci6i
Torzsoldat: 1 M NaCl.

Kélium-antimonat K[Sb(OH),] frissen késziilt telitett oldata 1%-nal tomé-
nyebb natriumsé semleges vagy gyengén lagos oldatabdl fehér, porszert, krista-
lyos natrium-antimonétot vélaszt le.

NaCl + K[Sb(OH),] — Na[Sb(OH),] + KClI
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A karbonationok (CO%) reakcio6i
— HCI vagy szénsavnal erdsebb savak a karbonatokat CO,-gaz fejlédése kozben
elbontjak,
Na,CO, + 2 HCl — 2 NaCl + H,0 + CO, 1

a fejl6dé szén-dioxid a meszes vizet [telitett Ca(OH),-oldat] kalcium-karbo-
néat keletkezése kozben megzavarositja.

Ca(OH),+ CO, — CaCQO, + H,0
— Az oldhaté karbonétok hidrolizis folytan ltgos kémhatéstak,
Na,CO, + H,O === NaOH + NaHCO,

tehat ha a karbonatok vizes oldatahoz 1 csepp fenolftaleint tesziink, az oldat
élénkpiros lesz.

A szulfationok (SO?) reakcioi
— BaCl, fehér, porszerti BaSO,-csapadékot valaszt le.

Na,SO, + BaCl, — 2 NaCl + BaSO,

— (CH,CO0),Pb hatédsara fehér PbSO,-csapadék valik le, ami vizben és hig
kénsavban alig, hig salétromsavban nehezen, forr, témény sésavban azonban
teljesen feloldodik.

Na,SO, + (CH,CO0),Pb — PbSO, + 2 CH,COONa
A kloridionok (CI) reakciéi
— AgNO, hatasara fehér, tir6s csapadék valik le, amely napfényen megsotétedik.
A csapadékot a NH,OH komplex sé keletkezése kozben oldja.
NaCl + AgNO, — AgCI + NaNO,
AgCl + 2 NH,OH — [Ag(NH,),]CI + 2 H,0

A KCN az AgCl-csapadékot komplex eziist-cianid keletkezése kozben oldja.

AgCl + 2 KCN — K[Ag(CN),] + KCI
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Natrium-tioszulfatban a csapadék komplex natrium-eziist-tioszulfat keletke-
zése kozben oldodik.

AgCl + 2 Na,S,0, — Na,[Ag(S,0,),] + NaCl

1.4. Specialis vizsgalatok élelmiszerek
komponenseinek kimutatasara

1.4.1. A nitrationok kimutatasa ivovizbdl

A nitratok vas-szulfat és koncentralt kénsav hatdsara nitrogén-monoxidra bom-
lanak, ami a vas-szulfat feleslegével barna szint komplex vegyuletté egyesiil.
Utébbi egyértelmtien a nitrat jelenlétére utal. 1 cm® nitrattartalmt oldathoz
6vatosan 3 cm® koncentralt kénsavat adunk, és a reakcidelegyet vizcsap alatt
lehttjiik, majd a megdontott kémcesé falan végigfolyatva fele térfogatnyi, fris-
sen késziilt vas-szulfat-oldatot rétegziink f6lé. Nitrat jelenlétében a két folyadék
hatarfeliiletén barna gytir( keletkezik, mely a ferdén tartott kémcsé 6vatos for-
gatésakor szélesebb lesz, és igy jobban észrevehet6vé valik. A két folyadékréteg
osszekeverésekor vagy melegités hatdsara a szinezddés eltlinik. A barna gytrid
a nitrozo-ferro-szulfattél {[Fe(NO)]SO,} szarmazik, ugyanis témény kénsav ha-
tdsara a nitratokbél salétromsav szabadul fel, amely a f6l6s koncentralt kénsav
jelenlétében a vas-szulféatot erélyesen oxidalja az alabbi reakciéegyenlet szerint:

6 FeSO, + 3 H,SO, + 2 HNO, — 3 Fe,(SO,), + 4 H,0 + 2 NO

A felszabadul6 nitrogén-monoxid a vas-szulfét feleslegével barna szind, laza
komplex vegyiiletté egyesiil az aldbbi reakci6 szerint:

FeSO, + NO — [Fe(NO)]SO,
E vegyiilet magas hémérsékleten elbomlik, és a folyadék elszintelenedik.
1.4.2. Arzén kimutatésa
Az arzén kimutatasira a Marsh-féle proba és a Gutzeit-préba alkalmas. A Marsh-
proba sordn az oldhaté arzénvegyiileteket a naszcensz hidrogén AsH, gazza re-

dukalja, ami hevités sordan 6sszetevéire disszociél.

H,AsO, + 6 H — 3 H,0 + AsH,
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2AsH; = 3H,+2As

Az elemi arzén kivalasaboél az arzéntartalomra tudunk kovetkeztetni.

A Gutzeit-préba sordn az arzénvegyiiletb6l naszcensz hidrogénnel eléalli-
tott AsH,-géz a tomény eziist-nitrattal atitatott szlir6papiron sarga foltot idéz eld,
amely vizzel megcseppentve megfeketedik. A lejatszddé reakcié a kovetkezé:

AsH, + 6 AgNO, — Ag,As - 3 AgNO, + 3 HNO,
Ag;As - 3AgNO, + 3 H,O0 — 6 Ag + H,AsO, + 3 HNO,

A kivalt fekete eziistbél az arzén jelenlétére lehet kovetkeztetni. A probat
agy végezziik, hogy a kémcsébe néhdny darabka tiszta, granulalt cinket tesziink,
hozzaadjuk a vizsgélandé oldat néhény cseppjét, majd kénsavat és réz-szulfatot
adunk hozza. A kémcsé szajat a savcseppek visszatartasdra vattadugoval bedug-
juk, majd tiszta, fehér szlir6papirt helyeziink rd, amit gumigytrtivel régzitiink.
A kifeszitett szir6papir kozepére 1 csepp 50 tomeg%-os eziist-nitrat-oldatot
cseppentiink, melyen arzén jelenlétében barna vagy fekete gytirtivel szegélye-
zett citromsérga szint folt keletkezik. A sérga folt vizzel val6 megnedvesitésekor
megfeketedik. Hasonlé dsszedllitdssal egy vakprébat is készitiink, amely az arzén-
tartalmu (vizsgédlando) oldat kivételével minden mas egyéb vegyiiletet tartalmaz.
A szlir6papirok szinét rovid id6kozonként dsszehasonlitjuk.

1.4.3. Az ammonia kimutatasa Nessler-reagenssel

A Nessler-reagens [K-Hg(II)-jodid ltgos oldata] ammoéniumsék oldataban sargés-
barna csapadékot, higabb oldatban sargasbarna elszinezédést okoz. A lagos rea-
gens ugyanis ammoéniumsoék oldatabél ammoniat tesz szabadda, mely K-Hg(II)-
jodiddal bazisos Hg(II)-amido-jodid [HgO-Hg(NH,)I] keletkezése kozben reagal
az alabbi reakcibegyenlet szerint:

NH,CI + 2 K,Hgl, + 4 KOH — HgO-Hg(NH,)I + KCI + 7 KI + 3 H,0O
A kémszer hatéanyaga val6jaban a Hg(II)-jodid, amelyet a f616s mennyiségii
kalium-jodid tart oldatban. E rendkiviil érzékeny reakcié ivévizek ammoniatar-
talmanak kimutatasara szolgal.

1.4.4. Zsirok és olajok avasodasanak kimutatasa Kreiss-reakciéval

A Kreiss-reakciét a zsirok avasodésakor keletkezett aldehidek és ketonok kimu-
tatdséra hasznéljak. A kimutatédskor 2 cm® olajat vagy megolvasztott zsiradékot,
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esetleg 2 cm® megolvasztott zsiradéknak kloroformos vagy éteres oldatat 2 cm?®
koncentralt s6savval 1 percig rdzzuk, majd 2 cm® 0,6%-0s benzolos rezorcinolda-
tot adunk hozza, és végiil az elegyet erésen Gsszerdzzuk. Ezt kovetéen 5 percig
allni hagyjuk, majd a savas rész szinébdl kovetkeztethetiink az avasodas mérté-
kére. Amennyiben az olaj vagy a zsir avas volt, a savas rész piros vagy kékespiros
szinezédést ad. Ha a reakci6ét nem rezorcinoldattal, hanem 0,1%-os floroglucin-
oldattal végezziik, akkor az élénkpirostél az ibolyaszinig terjedd szinezédést ta-
pasztalunk. A reakcié rendkiviil érzékeny az aldehidek jelenlétére, ezért halvany
elszinezddés esetén — ha egyébként érzékszervileg az avassdg nem érzékelhetd —
nem szabad a zsir vagy olaj avas voltdra kovetkeztetni.

1.4.5. A kiilonb6z6 fémnyomok kimutatésa

Szinte minden fémnek megvan az a speciélis reagense, amellyel csak ré jellemzé
szinreakciot ad, és amelynek segitségével az illet6 fém nyomnyi mennyisége is
kimutathat6. Elelmiszerekben jelen 1év6 szennyezé fémnyomok kimutatasahoz
el6szor roncsolassal a szerves anyagokat el kell tavolitani, hogy a fémtartalom
zavartalanul meghatdrozhaté legyen. A roncsolas sordn a vizsgalt élelmiszert sa-
létromsav-, kénsav- vagy perklérsav-oldattal mindaddig hevitjiik, amig az 6sszes
szerves anyagot el nem roncsoltuk. A roncsolast akkor tekinthetjiik befejezettnek,
ha viztiszta, gyengén fehér vagy sarga szind oldatot kapunk, amelybdl kozvet-
leniil vagy megfelel6 higitds utdn végezhetjiik a killonboz6 fémek kimutatasat.
A torzsoldatbél az éntartalmat a fenil-fluoronnal végzett reakciéval mutatjuk ki,
melynek soran az 6n(IV)ionok a reagenssel narancsszinli komplexet képeznek.
Az aluminium a 8-hidroxi-kinolinnal sarga szini komplex vegyiiletet képez,
amelynek szinintenzitdsa az aluminiumtartalommal aranyos. A vastartalom kimu-
tatdsa sordn az oldathoz hidroxilamin-hidrogénkloridot adunk, amely a harom-
értéki vasat kétérték(ivé redukalja. A vas(Il)ion a a,0’-dipiridillel 6-os pH-nél
voOros szinez6dést ad, melynek szinintenzitdsa a vas koncentraciéjaval ardnyos.
A réztartalom kimutataséara a roncsolas utdn kapott oldathoz lagositas utan Na-
dietil-ditiokarbonétot adunk, ami sarga szinti rézkomplexet eredményez. A szines
vegyliletet szén-tetrakloriddal kirdzva a m6dszert mennyiségi meghatarozassa is
lehet fejleszteni, hisz a szinintenzitas a réz koncentraci6javal aranyos. Az 6lom-
tartalom kimutatasa sordn ditizon-oldatot adunk a mintdhoz, melynek hataséra
voros szint fémkomplex keletkezik, aminek szinintenzitdsa az 6lom mennyisé-
gével ardnyos.

A tobbi fémre is kidolgoztak hasonlé médszereket, s6t ezen modszerek koziil
tobbet mennyiségi analizisre alkalmas eljarassa fejlesztettek, melyeket a kiillonbo-
z6 fotometrids nyomelemzési mddszerek targyalnak.



52 M 1. Minéségi kémiai analizis
1.4.6. Karbamid kimutatasa élelmiszerekbdl

A karbamid az uredz enzim hataséra az alabbi reakci6 szerint bomlik amméniara
és szén-dioxidra:

NH,CONH, (aq) + 2 H,0 (I) + H" —%, 2 NH; + HCO;

A keletkezett hidrogén-karbonat anionok a késébbiek soran szén-dioxidra és
vizre bomolhatnak, az ammoéniumionok pedig amménia forméaban tdvozhatnak a
rendszerbdl. A keletkez6 ammoéniumionok a rendszer pH-jat akar tobb egységgel
is megnovelhetik, amit egy jol megvalasztott indikatorral lehet mérni. A gyakor-
latban torténé kimutatas soran 5-10 g feltételezhet6en karbamidot tartalmazé
mintabol vizes kivonatot készitenek, majd ebbdl uredz enzimet és indikatort tar-
talmaz6 szlir6papirra vagy tesztcsikra cseppentenek pér cseppet. A tesztcsikot
vagy szlir6papirt olyan reagensoldatba martjak bele, melynek 100 cm®-e 0,1 g
krezolvoros indikatort, ill. 1 g por alakd uredzt tartalmaz. Karbamid jelenlétében
a tesztcsikra cseppentett oldat helyén pér percen beliil piros szint folt figyelhetd
meg pozitiv teszt esetén.

A karbamid meghatarozéasara lehet6ség van ammoniaszelektiv elektréddal is,
ugyanis az uredz enzim hatéséra a felszabadul6 amméniumionok az amménia-
szelektiv elektrod membranpotencialjat megvaltoztatjak. Ismeretesek olyan elekt-
rodak is, melyek membrénja fixen kotott uredz enzimet tartalmaz, aminek segit-
ségével a karbamid ammoniava torténd atalakuldsa a membranban végbemegy.

Az el6z6ekben ismertetett eljaras alkalmas a széja uredzenzim-tartalmanak
gyors kimutatédsara gy, hogy a sztir6papirt 1% karbamidot és 0,1% krezolvoros
indikatort tartalmazo oldatba martjuk, és amelyre szdjaliszt vizzel készitett szusz-
penzidjat cseppentjilk. Amennyiben a széjaliszt uredz enzimet tartalmazott, a
szlir6papir szine az enzim aktivitdsdnak fiiggvényében halvany rézsaszintél
a sotétvorosig valtozhat.



2. fejezet

Mennyiségi kémiai analizis

2.1. Bevezetés a mennyiségi kémiai analizisbe

2.1.1. Mennyiségi kémiai analizis

A mennyiségi kémiai analizis célja vegyiiletek, keverékek vagy elegyek ming-
ségileg elézetesen jellemzett alkotorészei viszonylagos mennyiségének megha-
tarozasa. Mig a minéségi analizis arra ad feleletet, hogy a vizsgalt anyag milyen
alkotorészekbdl 4ll, addig a mennyiségi analizis megmondja, hogy az anyag ezen
alkot6részekbdl mennyit, altalaban hany szézalékot tartalmaz. A keresett alkoté-
rész meghatarozasa csak egészen ritka esetben torténhet gy, hogy az alkotdrészt
elemi éallapotban, tisztan levalasztjuk és tomegét megmérjiik. Talnyomoérészt
bizonyos kémiai vagy fizikai-kémiai mddszerekhez folyamodunk, melyek ered-
ményébdl szamitas ttjan kovetkeztethetiink az illet6 alkotérész mennyiségére.
A meghatérozas maédja szerint tehat megkillonboztetiink kémiai és fizikai-kémiai
mébdszereket.

A mennyiségi analizis kémiai modszerei kozvetve vagy kozvetleniil a mér-
legelésen alapszanak. A meghatarozandé anyagon teljesen végbemend kémiai
véaltozasokat idéziink el6, és a reagens térfogatabdl vagy a reakciotermék tome-
gébdl kovetkeztetiink az alkotérész mennyiségére. Eszerint megkiillonboztetiink
térfogatos (titrimetrids, volumetrids) és tomeganalitikai (gravimetrids) médsze-
reket. A mennyiségi analizis fizikai-kémiai mddszerei igen sokfélék lehetnek.
E konyv tobb fejezetében a mennyiségi kémiai analizis térfogatos médszereit
ismertetjik.

2.1.2. Térfogatos (titrimetrias) kémiai analizis

A térfogatos kémiai analizis m6dszereinél a megmért vizsgialand6 anyag olda-
tdhoz olyan ismert toménységii méréoldatot adunk, ami a meghatarozandé al-
kotorésszel gyorsan és teljesen végbemend reakcioba lép. A fogyott méréoldat
térfogatédbol a keresett alkotérész mennyisége kiszamithato.

A szamitasok elvégzésére a keresett alkotérész kémiai atalakulasahoz
sziikséges méréoldat mennyiségét pontosan ismerniink kell, ezért a mérdéol-
datbdl éppen csak annyit kell alkalmaznunk, amennyi a reakci6 befejezéséhez
sziikséges. Ez csak akkor lehetséges, ha a reakcié, amelyen a kérdéses modszer



54 M 2. Mennyiségi kémiai analizis

alapszik, egyértelmiien és teljesen végbemegy, élesen végzidik, és befejezédése
pontosan megfigyelhetd.

A reakcidk végpontjanak jelzésére, ha ezt az oldat szinének megvaltozasa
killonben nem jelzi, altalaban indikatorokat (jelz6ket) hasznalunk, amelyek a
reakci6 befejezését élénk szinvaltozassal aruljak el. E festékindikatorokon kiviil
a vizsgilandé oldatba meriil6 elektréd potencialvaltozasa vagy az oldat vezetd-
képességének valtozasa is alkalmas lehet a reakci6 végpontjanak felismerésére.

2.1.3. Analitikai mérleg és mérlegelés

A térfogatos analizis soran szazalékos osszetételt, vagyis tomegviszonyokat allapi-
tunk meg, tehat ismerniink kell a kiindulédsul szolgalé vizsgiland6 anyag pontos
tomegét. Ismert koncentraciéji méréoldatot is csak tigy tudunk késziteni, hogy
az oldandé anyag tomegét pontosan megmeérjiik, illetve a kész oldatot pontosan
ismert tomeg( anyagra allitjuk be. Ezek szerint a térfogatos analizis részben koz-
vetleniil, részben kozvetve tomegmérésen alapszik.

Az anyagok tomegének meghatdrozasara az analitikai mérleget hasznal-
juk. Az analitikai mérleg régebben finom kivitelezésd, gyakorlatilag egyenld
kard mérleg volt. Lengé rendszere két merevitett, rendszerint sargarézbdl vagy
aluminiumbdl késziilt, konny(i karbol és erre mer6leges mutatébél allt, mely
achéat- vagy acélprizma élével tdmaszkodik a mérlegoszlop tetejére szerelt achét-
lemezre. A mérleg serpeny6i ugyancsak achatlemezbdl valé betéttel ellatott
kengyelek segitségével voltak a mérlegkarok végére erdsitett achatékekre fel-
fuggesztve. A mérlegoszlop belsejében foglal helyet az arretdlé (tehermentesité
emel6) szerkezet, ami kivilrél rézkilincs elforgatasaval hozhaté miikodésbe.
A mérleg egyéb részei még az oszlopra, a mérlegnyelv ald erdsitett skala, a
lovastomeg eltoldsédra val6é szan, valamint az egész mérleget magaba foglald,
felhtizhato ajtoval ellatott iivegszekrény. Az analitikai mérleg legnagyobb teher-
birasa rendszerint 100-200 g. A modern analitikai mérlegek pontossaga elérheti
a 0,1-0,01 mg-ot (2.1. &bra).

A mérlegelésnél, a mérleg hasznalatanal az aldbbiakat kell betartani. A mér-
leget és a tomegeket tartsuk tisztdn. Evégbdl tartsunk a mérlegben egy kis haj-
szalecsetet, és legyen kéznél egy darabka szarvasbér is, amellyel az egyes al-
kotérészeket vagy a mérlegasztalt idénként letisztitjuk. A mérleg egyoldali fel-
melegedését és lehtilését keriiljiik. A mérleg felallitasa ezért flit6testektdl tavol,
napfénytél és léghuzattdl 6vott helyen, a laboratériumtél elkiilonitett mérleg-
szobdaban torténjék. Forré vagy meleg targyakat a mérlegelés el6tt szabad levegén
hagyjuk kihtilni, majd exszikkatorban (2.2. 4bra) vagy lefedett ivegpohérban a
mérleg mellé tessziik, és teljes hémérséklet-kiegyenlit6désig allni hagyjuk. Pél-
déaul edényeket a melegitéstsl szamitott fél éra, tiveg- vagy porcelanedényeket
45 perc mulva mérhetiink. Meleg testek a mérlegkarok megnytlasa és féleg a
meleg hatasara fellép6 konvekciés 1égaramlasok miatt nem mérheték meg pon-
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precisa

2.1. dbra. Laboratériumi mérlegek

2.2. dbra. Exszikkatorok

tosan. Kozepes méreti, befedett tégely példaul, melynek h6mérséklete 1 °C-kal
nagyobb a kornyezeténél, pusztian a benne 1év6 leveg6 kisebb stirtisége folytan
0,1 mg-mal kéonnyebb, mint teljes hémérséklet-kiegyenlit6dés utdn. A méré-
tomegeket a h6mérséklet-kiegyenlitédés miatt ugyancsak tartsuk &llanddan a
mérleg mellett.

Az exszikkatorbdl kivett méréedényeket vagy nagyobb feltleti tvegeszko-
zoket nem szdlasodé vaszonnal vagy szarvasbdrrel val6 letorlés utédn, beduga-
szolt allapotban 10 percre helyezziik a mérlegszekrénybe, hogy feliiletiik a leve-
g6 nedvességével egyenstulyba kertiljon. Kozvetlenill a mérés el6tt nyissuk ki az
edény dugbjat egy pillanatra, hogy a nyomaskiilonbség kiegyenlitédjék. Kozon-
séges iivegbdl késziilt edény a koriilményektdl fiiggden 100 cm*-enként 1-10 mg
nedvességet is megkothet feliiletén. Nagy feliilet(i ivegedények mérésénél tehat
helyesen jarunk el, ha az edényt ugyanolyan térfogatu, alaka és el6kezelésti iveg-
edénnyel egyenstlyozzuk ki.

Papircimke, sziir6papir, dugé, valamint ujjlenyomatokkal ellatott edény nem
ad allandé tomeget. A mérendd targyakat alkalmas fémfogdkkal, szarvasbérrel
vagy nem szélasod6 vaszondarabbal megfogva helyezziik mérlegre. Kozvetlen
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mérés el6tt az ivegeszkdzoket nem szabad vaszonnal vagy szarvasbérrel dorzsol-
ni, mert feltiletiik elektromosan feltoltédhet, és ez zavarja a mérést.

A lemérendd anyagot nem szabad kozvetlentil a mérleg serpenyd6jére rakni,
hanem valamilyen kénnyti edényben kell mérni. Nem higroszképos anyago-
kat nyitott kis tiveg beparlocsészében vagy csénak alakt tivegedényben mériink
le. A higroszképos anyagok mérésére becsiszolt dugdval ellatott méréedénykét
vagy mérdcsovecskét hasznalunk. Az iires edények pontos abszolit tomegének
ismerete folosleges, ezért az egyszertiség kedvéért ezek tomegének megallapita-
sakor a mérleg egyenstlyi helyzetét nem az iires mérleg egyensulyi helyzetére,
hanem a skala nullapontjara allitjuk be. Ugyanigy jarunk el az anyag és az
edény egyiittes tomegének megallapitasakor is. Mivel a bemért anyag t6megét
a két mérés kiilonbsége adja meg, az edény tomegének mérésekor elkovetett kis
hiba kiesik.

Ha ugyanabbdl az anyagbdl kiilonb6z6 kis részleteket akarunk lemérni, Ggy
jarunk el, hogy elészor lemérjik az anyaggal telt edény tomegét, majd veszteség
nélkiil kiszérjuk bel6le egy masik edénybe a kivant anyagmennyiséget, és a ma-
radékot visszamérjiik. A masodik részletet egy masik edénybe szdrjuk, és a mara-
dékot Gjbél visszamérjiik. Ily modon eljarva két beméréshez 6sszesen csak harom
tomegmeérést kell végezniink. Illékony anyagok vagy vizes oldatok lemérését be-
dugaszolt iivegdugés edényben végezziik. A parolgéssal jaré tomegcsokkenést az
oraiiveggel valé befedés nem kiiszoboli ki. 0,1%-nal nem pontosabb meghatéro-
zasoknal 10 g-nél nagyobb tomegii beméréseket (oldatok) célszertibb milligramm
pontossagu taramérlegen végezni.

Az analitikai gyakorlatban szazalékos anyagtartalmat, vagyis tomegviszonyo-
kat allapitunk meg. Ezért nem kell ismerntiink a meghatarozott alkotérész és a
bemért anyag pontos abszolat tomegét, hanem csupén a ketté tomegviszonyat. Ez
a tomegmérést annyiban egyszertsiti, hogy abszolit tomegmérés helyett aranylag
egyszerlibb, relativ tomegméréssel is megelégedhetiink. Ha ugyanis méréseinket
mindig ugyanazon mérleg ugyanazon serpenyéjén végezziik, a karok egyenlétlen-
ségébdl szarmazo hiba a tomegviszonyok szamitdsanal kiesik.

2.1.4. Laboratériumi edények anyaga

Pontos mennyiségi analizishez feltétleniil sziikséges, hogy a laboratériumi edé-
nyek anyagaval, hasznalati mddjaval és az alkalmazéasukkal jaré hibakkal tiszta-
ban legytiink.

A kozonséges natroniiveg (koriilbeltli 6sszetétele: SiO, 75%, Na,O 12%,
CaO 13%) enyhe vords izzason (500-600 °C) lagyul, konnyen megomleszthetd és
a hémeérséklet-valtozasokra érzékeny. Vizben és savakban, kiilontsen magasabb
hémeérsékleten, jelentékeny mértékben oldédik. Lugok er6sen megmarjak. Féleg
tivegcsovek, mér6hengerek, mérélombikok, pipettdk és erés fald edények (kém-
szeriivegek) készitésére hasznaljak.
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A jénai iiveg (bérsav, natrium- és magnéziumszilikat tartalmu tvegek) 600
700 °C kozott lagyulnak, hémeérséklet-valtozassal szemben elég ellenélléak, és
kémiai ellenall6 képességiik is igen nagy. Erds ltigok azonban, kiilonésen magas
hémeérsékleten, megtdamadjak. Lombikok, poharak, hémérék és nagyobb ellenall6
képességli eszkozok készitésére hasznaljak (2.3., 2.4. abra).

A kaliiiveg (kortilbeliili 6sszetétele: SiO, 71%, K,O 18%, CaO 11%) magas
hémeérsékleten (700-800 °C-on) lagyul, hé6mérséklet-valtozasokkal, valamint vegy-
szerekkel szemben elég ellenallé. Eget6csévek, nehezen olvadé iivegeszkozok
készitésére hasznaljak.

Az 6lomiiveg (koriilbelili osszetétele: SiO, 52%, K,O 13%, PbO 35%) ala-
csony hémérsékleten (400-500 °C) lagyul, héérzékeny, vizzel és vegyszerekkel
szemben kicsi az ellenall6 képessége. Redukélélangban hevitve, fémdlom kiva-
lasa miatt megfeketedik. Lagy tiveg, fénytord képessége nagy. Féleg optikai eszko-
z0k készitésére, valamint fémeknek tivegbe val6 forrasztasara hasznaljak.

A porcelan magasabb hémeérsékletre (1300 °C) hevithets, mint az {iveg.
Lugokkal és savakkal szemben ellenéllébb, de a foszforsav erésen megtamadja.
A hémérséklet-valtozasra kevésbé érzékeny, azonban hevitését és hiitését 6vato-
san kell végezni. Ligos 6mledékek kevés aluminatot és szilikatot oldanak ki be-
16le. Féleg tégelyek, tégelyfeddk, beparlcsészék, izzitdlemezkék és égetdesovek
készitésére hasznéljak. 1000 °C feletti hasznélatra zomancozas nélkiili porcelan-
eszkozoket is forgalomba hoznak.

A kvarc edények 1700 °C koriil lagyulnak. Homérséklet-valtozassal szemben
teljesen érzéketlenek. A kvarc savakkal szemben ellenallé (kivéve a foszforsavat),
lagok mar kozonséges hGmérsékleten is megtamadjak. Magasabb hémérsékleten
minden bézisos fémoxid, borét és foszfat megtamadja. Magas hémérsékleten még
az ujjlenyomatok kevés fémoxid-tartalma is tivegképzdédéshez és igy meghoma-
lyosodashoz vezet. A kvarc, a megmunkalds h6mérséklete szerint, kétféle alakban
kertil forgalomba: a magas hémérsékleten megmunkalt kvarceszkozok tivegsze-
rien atlatszéak (kristdlykvarc), mig az alacsonyabb hémérsékleten megmunkalt
eszkozok leveg6buboréktdl homalyosak. A kvarcot f6leg tégelyek, csészék és ége-
téesovek készitésére hasznaljdk. A kvarctégelyekben féleg savanyu feltarasokat
végziink.

A platina - tégely, csésze stb. alakjaban — a mennyiségi analizis gyakran
nélkiilozhetetlen eszkoze. Magas olvadaspontja (1800 °C), mechanikai és kémi-
ai ellenallé képessége, jo hévezetése a platinat majdnem poétolhatatlanna teszi.
Mechanikai szilardsaganak novelésére gyakran 0,5-1,0% iridiummal 6tvozik.
Fejl6d6 halogének a platinat megtamadjak, ezért beléle késziilt edényekben nem
szabad kiralyvizet vagy haloidokat tartalmazo6 anyagot oxidal6anyagokkal (HNO,,
KMnO,, FeCl, stb.) melegiteni. Ligos 6mledékek a platinaedény feliiletét meg-
tamadjak. A Na,CO, énmagédban még nem idéz el6 karos valtozast, de a szilard
NaOH, KOH, Na,0,, valamint Na,CO, + KNO, mér reagél a platindval és jelent6s
korréziot idéz elé.
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A nikkelt tégelyek és csészék készitésére hasznaljak. Olvadaspontja 1455 °C.
A nikkel mar hig savakban is oldédik és konnyen oxidélédik, ezért savanyt vagy
oxidéalé omlesztést nem szabad benne végezni. A ltgos 6mledékek megsavanyi-
tdsat sem szabad nikkeledényben végezni. A nikkeledényeket ltigos anyagok 6m-
lesztésére hasznaljak, habar kismértékben ezek az anyagok is megtamadjak, és az
omledék mindig tartalmaz kevés nikkelt. A nikkeledényeket a gazlang redukalo
része nikkel-tetrakarbonil képzédése kozben megtamadja.

Az eziistot tégelyek és csészék készitésére hasznaljak. Az eziistot lagos ol-
datok és 6mledékek nem tdmadjak meg, ezért kivaléan alkalmazhat6 ligos 6m-
ledékek készitésénél. Az eziist olvadaspontja ardnylag alacsony (960 °C), ezért
hevitését dvatosan kell végezni, szirélangban nem szabad izzitani.

Az aranyedényeket a megolvasztott fém-hidroxidok nem tdmadjak meg.
A tiszta arany olvadaspontja 1060 °C.

2.1.5. Térfogatméro eszkozok

A folyadékok térfogatanak pontos mérésére a mér6lombikok, a pipettdk és biiret-
tdk szolgalnak. A térfogatmérd eszkozok a kereskedelemben ,hitelesitett” ming-
ségben keriilnek forgalomba.

A mérélombikok keskeny nyakd, tivegdugds all6lombikok, nyakukon korkéros
jellel. A mér6lombikokat meghatarozott térfogatt oldatok készitésére hasznaljuk, és
éppen ezért betoltésre vannak kalibralva. Ez azt jelenti, hogy a mér6lombikot a rajta
feltiintetett h6mérsékleti (rendszerint 20 °C-11) folyadékkal pontosan a jelig toltjiik,
a benne 16v6 folyadék térfogata éppen annyi, mint ahdny cm®-es a lombik jelzése.
A lombikbol kiontott folyadék térfogata az tiveghez valé tapadas folytan valamivel
kisebb. A mérélombikok (és dltalaban a térfogatméré eszkozok) 20 °C hémérséklet-
re vannak kalibralva. Ha tehat benniik oldatokat készitiink, az anyag felold6dédsa
utdn meg kell varnunk, mig az oldéas kozben bedll6 hémérséklet-csokkenés vagy
hémérséklet-emelkedés kiegyenlitédik, majd 20 °C-a vizzel, razogatés kézben any-
nyira toltjik fel, hogy a folyadék meniszkusza a jel alatt 1-2 cm-re élljon. Kétpercnyi
uténfolyés bevéarasa utan fecskendépalackbél vagy pipettdb6l annyi vizet csepeg-
tetiink hozz4, hogy a folyadék meniszkuszanak alsé része a jelen atfektetett sikot
éppen érintse. A lombikot ezutdn bedugjuk, tartalmét alaposan 6sszerazzuk.

A pipettak a mérélombikhoz hasonléan a meghatérozott folyadékrészletek
lemérésére szolgalnak. A mérélombikkal ellentétben kifolyasra kalibréltak, vagyis
a belélik kiengedett folyadék térfogata egyezik a rajtuk feltiintetett térfogattal.
A pipettak valédi térfogata tehat a belsé feliilletiikon tapadé folyadékréteg térfoga-
tdval nagyobb a rajtuk feltiintetett térfogatnal. A folyadék pontos adagolédsara ma
mar f6ként automata pipettikat és diszpenzereket alkalmaznak (2.5., 2.6. dbra).

Az egyjelti pipettaval val6 térfogatmérés tigy torténik, hogy a folyadékot lasst
szivassal a pipetta nyakan 1év6 korkoros jel folé szivjuk, a felsé nyilasat szaraz
mutatéujjunkkal befogjuk, a pipetta szarat kiviilrél sziir6papirral vagy tiszta ru-
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2.5. dbra. Kiilonbo6z6 tipusi pipettorok és pipettorhegyek

héval szarazra toroljik, majd kifolyonyilasat az edény falahoz érintve és a felsé
nyildson tartott ujjunkat kissé meglazitva, a folyadék meniszkuszat a jelre beél-
litjuk. Kitritésnél a pipettat fiiggélegesen tartjuk, és csticsat az edény falahoz
érintjik. Teljes kifolyas utdn 15 mésodpercnyi utanfolyést varunk, mikézben a
pipetta csicsat allandban az edény faldhoz érintve tartjuk.

A kétjelii pipettdkat az egyjelii pipettakhoz hasonlé médon toltjik meg, kitiri-
tésnél azonban akkor varunk uténfolyési id6t, amikor a folyadék meniszkusza az
alsé jel folott kb. 5 mm-re 4ll. Az utanfolyas bevarasa utén a folyadék meniszkuszat
pontosan az alsé jelre allitjuk, mikozben a pipetta végét az edény falahoz érintjiik.

Az osztott pipettdk egyenletes keresztmetszet(i, alul lehtzott vég, feliil kes-
kenyebb iivegcsében folytatéds, cm® vagy 0,1 cm® beosztéassal ellatott ivegcso-
vek. Pontosabb térfogatmérésre nem alkalmasak. Tetszés szerinti kisebb folyadék-
mennyiségek kozelité pontossagt lemérésére hasznaljuk.

Csak teljesen zsirmentes fald pipettaval lehet helyes térfogatmérést végezni.
A zsirmentesités kromkénsavval torténhet. Evégbdl a pipetta végére rovid gumi-
csovet htizunk, 6vatosan krémkénsavat szivatunk bele, tigyelve arra, hogy az ne
érjen a gumics6hoz, majd a gumicsovet szoritdcsappal elzarjuk. A pipettat krém-
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2.6. dbra. Kiilonb6z6 tipusia diszpenzerek

kénsavval egy éjszakan &t allni hagyjuk, majd vizzel és desztillalt vizzel kioblitjik
és fliggbleges helyzetben széritjuk.

A biiretta kifolyasra kalibrélt térfogatméré eszkoz. Egyenletes keresztmet-
szetl, alul csappal elzarhat6 mér6csd, amely az 6ssztérfogaton belill tetszéleges
térfogata folyadékrészletek pontos lemérésére alkalmas. A gyakorlatban legin-
kébb elterjedtek az 50 és 25 cm’® térfogatd, 0,1 cm® beosztasi biirettak, melye-
ken a 0,1 cm’-eket pontosan leolvashatjuk, a 0,01 cm®-eket pedig becsiilhetjiik.
E biirettak skélaval beosztott részének hossza kb. 60 cm. 10 cm®-nél kisebb térfo-
gatok pontos mérésére a kb. 50 cm hosszt, 0,02 cm® beosztést, 10 cm®-es, finom
biirettak szolgalnak. Ezeken 0,01 cm®-t pontosan lehet becsiilni. A mikrobiirettak
2-5 cm® térfogatti, igen finom beosztasi biirettdk, melyek rendszerint utantolts
berendezéssel is el vannak latva. Ezeken 0,001 cm®-t még becsiilni lehet.

A birettakat allvanyba fogva, fuggéleges helyzetben hasznéljuk. A biiretta
csapjét csapzsirral vagy vazelinnel vékonyan bekenjiik, és a csapiilésbe szorit-
va néhanyszor koriilforgatjuk. A j6l zsirozott csaptest atlatszo, levegébuboréktél
mentes, és furata nincsen zsirral eltémddve. A biiretta belsé faldnak zsirmentes-
nek kell lennie. A tefloncsapos biirettdk zsirzdst nem igényelnek. 10 cm’® folya-
dékra legalabb 1 perc kifolyasi idét kell szamitanunk. Ez id6 alatt az utanfolyas
olyan csekély, hogy csak gyakorlatilag észre sem vehet6 hibét okoz. A leolvasést
a csap elzardsa utan fél perccel végezziik. Minél kisebb a biiretta atméréje, an-
nél nagyobb hibét okozhat az utdnfolyas. Talsdgosan kis atméréji burettaknal
(mikrobiirettak) a kifolyési id6t 10 cm®-enként 4-5 percre kell hosszabbitanunk.

A csepphiba csokkentése céljabol a burettacsap ,,csérének” lehetéleg kis at-
mérdjlinek kell lennie. Ha ez tilsdgosan nagy lenne, szarélangban meglagyitva
vékonyabbra hizzuk. Legmegfelel6bbek az olyan csapnyilasi biirettdk, melyeken
egy csepp térfogata kb. 0,03 cm®. A csepptérfogatot tgy allapitjuk meg, hogy kb.
50 cseppet kiengediink a biirettdbdl, és a leolvasott térfogatvaltozast elosztjuk a
cseppek szamaval. Az igen sziik csapnyilasi biirettdk konnyen eltémdédhetnek.
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A biiretta leolvasasét nagy kortiltekintéssel kell végezniink. A parallaktikus
hiba kikiiszobolésére leolvasaskor a szemiinket a meniszkusszal egy magas-
sagban tartjuk. E feltételnek konnyen eleget tudunk tenni olyan biirettaknél,
amelyek minden cm® beosztédsndl kérkoros jellel vannak ellatva. Ezeknél a leol-
vasas akkor parallaxismentes, ha a jelet vizszintes vonalnak latjuk. Ko6zonséges
biirettak leolvasasa alkalméval a 0,01 cm®-t, mikrobiirettdknél a 0,001 cm®-t
becsiljitk. A csap végén 16g6 cseppet az edény faldhoz valé érintéssel le kell
szedniink.

A térfogatméré edények kalibralasa. A forgalomban levd, hitelesitett térfo-
gatmér6 edények pontossaga kozonséges analitikai célokra altalaban megfeleld.
Ezen edények hibéja ugyanis a kozonséges analitikai meghatarozasok hibahata-
ran belil esik. A hitelesitett edények hibahatarai:

Mérblombikoknél: 50 cm® + 0,06%, 100 cm® + 0,05%, 500 cm® + 0,028%,
1000 cm® = 0,019%.

Pipettaknal: 2 cm® + 0,3%, 10 cm® + 0,15%, 20 cm® + 0,1%, 100 cm® + 0,05%.

Biirettdknal: 10 cm® + 0,2%, 30 cm® * 0,1%, 50 cm® = 0,08%.

Az értékekbdl lathaté, hogy a kisebb edények pontatlanabbak, mint a na-
gyobbak. Ha a meghatarozéast nagyobb pontossaggal akarjuk végezni, vagy nem
hitelesitett méréedények allnak rendelkezésiinkre, a hasznalatba vett edények
térfogatat tomegmeérés utjan kalibralni, illetve a hasznalat k6zben leolvasott tér-
fogatot a kapott korrekcidval helyesbiteni kell.

2.1.6. Mérdoldatok

A térfogatos analizishez pontosan ismert toménységii méréoldatokra van sziiksé-
giink. Barmilyen koncentraciéju oldattal titrdlhatunk, ha az oldat koncentraciéjat
ismerjitk. A szamitas egyszertisitésére azonban célszerti olyan méréoldatokkal
dolgozni, amelyek koncentraci6ja az oldott anyag molekulatomegével aranyos.
Az oldatok koncentraci6jat molaritasban fejezziik ki.

A mbélos oldat 1000 cm®-ében a kérdéses anyag g-molekulatomegnyi meny-
nyisége van oldva. Ebbd! kovetkezik, hogy a mélos oldat 1000 cm’-e a meghatd-
rozandé anyag g-molekulatémegnyi mennyiségét méri. A gyakorlatban legtobb-
szor mélos oldatnél tizszer higabb oldatot — 0,1 M oldatot — hasznalunk. Ennek
1000 cm’-ében a g-molekulatomeg tizedrésze van feloldva. Hasznédlatos még
0,5 M, 0,2 M és 0,01 M koncentraci6éju méréoldat is.

A molos oldatok készitése ritkan torténhet az anyag kozvetlen bemérésével.
Erre csak olyan anyagok alkalmasak, amelyek:

— tisztan eldallithatok;

— Osszetételiik pontosan megegyezik a képletbél szamithat6 osszetétellel;

— leveg6n konnyen mérhetdk, vagyis nem higroszkdposak és nem vesztik el
konnyen kristalyviziiket, illetve a levegé oxigénjétsl és szén-dioxid-tartalmétél
nem véltoznak.
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E kovetelményeknek megfelel§ anyag a legtobb esetben nem all rendelkezé-
siinkre. Ilyenkor durvabb beméréssel vagy toményebb oldat higitasaval kozelits
pontossaga oldatot készitiink, és az oldat hat6értékét titralassal allapitjuk meg.
E beéllitast természetesen olyan anyagra kell végezni, ami tiszta, konnyen mér-
heté és osszetétele pontosan ismert. A beallité anyagok tisztitdsara és szaritasara
nagy gondot kell forditani, mert nem tudjuk ellenérizni ezek hat6értékét.

2.1.7. A titralas hibaforrasai

A titralds, mint minden mérés, bizonyos hibaval jar. Ha tehat ugyanazt a titralast
tobbszor egymas utdn megismételjiik, nem kapjuk pontosan ugyanazt a fogyast,
hanem az egyes mérések eredményei bizonyos szérast mutatnak. Az egyes mé-
rési eredmények tehat eltérhetnek a valodi értéktél. Eredményeink megitélése
szempontjabdl fontos az észlelési hiba nagysdganak ismerete. Az észlelési hiba
két részbdl tevédik 6ssze: a szubjektiv okokra visszavezethetd véletlen hibabdl és
az objektiv okokra visszavezethet6 rendszeres hibabadl.

A titralas véletlen hibai. A véletlen hibdk érzékszerveink tokéletlenségébdl,
az észleld pillanatnyi faradtsagabdl és a kisérleti feltételek kismértékd ellenériz-
hetetlen ingadozasaibdl szdrmaznak. Ha a rendszeres hibédkat kikiiszoboljiik vagy
legalabbis dllando6an tartjuk (pl. ugyanazon biirettabdl, ugyanazzal a méréoldattal
és indikatorral, ugyanazon térfogatban végezziik a titralést), a tobbszor megismételt
titralasok eredményei a mért mennyiség valddi értéke kortl szérast mutatnak. Ez
onnan szarmazik, hogy a véletlen hibdk hol novelik, hol csokkentik az eredményt.

A véletlen hibakrél mondottakbél kittinik, hogy egyetlen titrdlas véletlen
hibéja elméletileg végtelen nagy, vagyis nulla annak a val6szintisége, hogy egyet-
len titralassal a meghatdrozast pontosan elvégezhessiik. A titrdlasoknal tehat mi-
nél tébb, de legalabb harom parhuzamos meghatarozast kell végezniink. Ilyen
kisszamt mérés esetében a val6szinii hiba nagysagrendjét a kozépértéktsl valo
legnagyobb eltérésbél (a legnagyobb szérasbdl) allapithatjuk meg. Tudomanyos
pontossagu titralasoknal 8-12 parhuzamos meghatérozast kell végezniink, feltéve,
hogy a titrdlas rendszeres hibai a véletlen hibak mellett elhanyagolhatok.

A titralas rendszeres hibai az alkalmazott mdédszer sajatos hibain (nem tel-
jesen végbemend reakciok) és a mérlegelés hibain kiviil az eszkézdékbdl szdarmazé
hibdbdl, a miiveletekbdl szarmazo hibabdl, a személyi hibabdl és a médszer hibd-
ibdl tevédnek Gssze.

Az eszko6zokbdl szarmazo hiba. Idesoroljuk a méréeszkozok kalibracids hi-
bait, amiket ismételt ellenérzéssel kiiszobolhetiink ki. A leolvasdsi hibat tobbszori
parallaxismentes leolvasassal csokkenthetjuk. A térfogatmérd eszkozok utdnfo-
Iyasi hibdgjat a kalibraldsnal mért kifolyasi és utanfolyési id6k pontos betartasaval
csokkenthetjiik.

A miiveletekbdl szarmazoé hibak. Ebbe a csoportba sorolhaték azok a hibék,
amelyek a helyteleniil vagy gondatlanul végzett mtiveletekbél adédnak. Ilyen hibak
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2.7. Gbra. Kiilonb6z6 tipusti magneses kevergk

okozoja lehet az oldatba hullé por, a gazfejlédéskor vagy forralaskor keletkezé freccse-
nés, a til nagy edény alkalmazasa, a leveg6bdl abszorbeél6dott szénsav, a mestersé-
ges fénynél valé titralas stb. E hibakat gondos és koriiltekint6 munkéval, a mtveletek
begyakorldsaval és a munkakoriilmények helyes megvélasztasaval kikiiszobolhetjiik.

Személyi hiba. Az analitikus személyiségébdl, egyéni adottsagaibdl ad6do
hibék sorolhaték ide. Sokan példaul az indikéatorok szinvéltozasat nem képesek
pontosan észlelni, annak ellenére, hogy nem mindsitheték teljesen szinvaknak.
A személyi hiba kiillonos fajtaja az ,el6itéletb6l” szarmazé hiba. Ennek az a 1é-
nyege, hogy mérési eredményeink megallapitdsanal hajlanddk vagyunk el6z6 mé-
réseink eredményei altal befolyasoltatni magunkat. Igy masodik vagy harmadik
parhuzamos titralasnal hajlamosak vagyunk inkabb a biirettafogyast figyelni, és
kisebb figyelmet szenteltink az indikator szindtcsapaséanak.

A médszer hibai. E hibafajtat az alkalmazott médszer koralményei szabjak
meg. Okozhatjék a nem teljesen végbemend kémiai folyamatok, az indukalt reak-
ciok, a mellékfolyamatok, a csapadékos reakciéknal a csapadék oldhat6saga vagy
az egyltt levélas jelensége. A médszer hibaja szérasban és allandé eltérésben
egyarant megnyilvanulhat. E hiba nagysagat csak gy tudjuk megallapitani, hogy
pontosan ismert mennyiség(i anyaggal végezziik el az elemzést pontos eszkdzok-
kel, a személyi hiba lehetd elkeriilésével. A valédi érték és a titraldssal megha-
tarozott érték eltérése megadja a rendszeres hibat, illetve az el6z6 hibdk kikii-
szObolésével a modszer hibajat. A térfogatos mddszereknél majd mindig fellépé
modszeres hiba a csepphiba és az indikdatorhiba. A titrélasi folyamat segitésére a
2.7. dbran lathat6 magneses keverdket alkalmazzuk.

Csepphiba. A titrdlasnal a mérdoldatot addig adagoljuk a meghatarozando
anyag oldatdhoz, mig az utoljara hozzaadott részlet, rendszerint egy csepp, j6l ész-
lelhet6 véltozast (szinvéltozas, zavarosség stb.) idéz elé. Ilyenkor valdszint, hogy
az oldatot az utoljara hozzdadott méréoldatrészlettel, rendszerint egy cseppel tual-
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titrdljuk. Ennek oka egyrészt az, hogy a titrélas végpontjét jelzé reakcié lathatésagi
hatéra kicsi, masrészt pedig az, hogy a mérdoldat adagolhat6 legkisebb részlete egy
csepp tortrészeinek adagoldsaval csokkenthetjiik. A csepphibat kolorimetrias vagy
potenciometrias iton meg is hatdrozhatjuk és korrekcidba vehetjiik.

Az indikatorhiba onnan szarmazik, hogy a reakci6 végpontjat jelz6 indikator
nem pontosan az ekvivalenciapontban mutat atcsapast, hanem valamivel elébb
vagy késébb. Az indikatorhiba tisztan a lejatsz6dé kémiai folyamattél és az al-
kalmazott indikétor természetétél fiigg, tehat sajdtosan jellemz6 az illetd titralasi
eljarasra. Nem csokkenthet6 tetszés szerint; értéke csak akkor nulla, ha az indi-
kator pontosan az ekvivalenciapontban mutat atcsapast, vagyis ha az indikator
megfelel az ekvivalenciapontnak.

2.2. Acidi-alkalimetria, neutralizacios analizis

s s,

Ismeretlen koncentraci6ja savaknak ismert koncentraci6ja lagokkal valé tér-
fogatos meghatarozasat acidimetrianak (savmérésnek) nevezziik. Ehhez hason-
térfogatos meghatarozasat alkalimetrianak (lagmérésnek) nevezziik. Mindkét
eljaras alapja a savak és bazisok egymasra hatasakor lejatsz6d6 kézombdosités.
A végbemend folyamat:

H,0" + OH = 2 H,0
egyenlettel kifejezett vizképzbdés.
2.2.1. Az indikatorok miikodése

Az acidi-alkalimetrias titrdlasok végpontjat indikatorral jelezziik. Az acidi-alka-
limetrias indikatorok gyengén savanyid vagy gyengén bazikus karakterii festé-
kek, melyek savanyt kozeghen mas szint mutatnak, mint lagos kézegben. A sav,
ill. lag hatéséra beall6 szinvaltozas festékindikatoroknal rendszerint a molekula
belsé atrendezédésének kovetkezménye.

2.2.1.1. Az indikatorok dtcsapasa. Indikatorexponens

Erés sav oldata er6sen savanyd kémhatas, vagyis az oldat H'-koncentraciéja nagy
(pH-ja kicsi). Ha a savat erds laggal titrdljuk, akkor az oldat H*-koncentraci6ja csok-
ken (pH-ja né). A savval éppen ekvivalens mennyiségii lag hozzaadéasakor az oldat
sem szabad savat, sem szabad ltgot nem tartalmaz. Az oldat H*-koncentraciéja tehét
éppen akkora lesz, mint a tiszta vizé (pH = 7). Ha a titrdland6 erés savhoz olyan
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indikétort adunk, mely szinét éppen a semleges pontban (pH = 7) vaéltoztatja, ez
pontosan jelzi a titrélas végpontjat. A valésagban kevés olyan indikétor akad, amely-
nek atcsapasa éppen a semleges pontba esik. Az indikatorok legnagyobb része vagy a
savanyu tartoményban (pH kisebb mint 7), vagy a ltigos tartoméanyban (pH nagyobb
mint 7) mutat szinatcsapést. Ez azonban nem jelenti azt, hogy ezek az indikatorok
alkalmatlanok az acidi-alkalimetriés titralasok végpontjanak jelzésére. A savak és
bézisok ekvivalenciapontja ugyanis nem mindig esik egybe a semleges ponttal. Ilyen-
kor tehat olyan indikatort kell valasztanunk, melynek atcsapésa az ekvivalenciapont
kozelébe esik. Maskor viszont a titrdlandé oldat és a méréoldat koncentraciéjanak
novelésével az indikatorhibat annyira csokkenthetjiik, hogy tdgabb pH-tartoméanyban
atcsapo indikatorok kozott is valogathatunk.

Az indikatorok jellemzésére két adat szolgal: az indikator 4tcsapési pontja
vagy indikdtorexponense, illetve az indikator atcsapési tartomanya.

Az indikator atcsapasi pontja (indikatorexponens) alatt azt a pH-értéket
értjitkk, amelynél az indikator savanyt vagy lagos alakja egyenlé koncentraci6ban

,,,,,,

Hella]
HAl
Az indikatorok savmaradékionja [A7] és disszocialatlan molekulaja [HA] kii-
16nb6z6 szinti. Az atcsapasi pontban a savmaradékion koncentraciéja megegyezik

H1=K,

Az atcsapasi pont H*-koncentrécidja tehat szdmszertien megegyezik az indi-
katorsavak disszociaciés egyensilyi dllandéjaval. Ha az egyenlet mindkét olda-
lanak negativ logaritmusat vessziik, akkor (mivel — log [H] = pH):

pH =-log K..

Vagyis az atcsapasi pont pH-ja indikéatorsavak esetében megegyezik az egyen-
sulyi dlland6 negativ logaritmusaval. Ezt a negativ logaritmust (kitevét) indikd-
torexponensnek nevezzik és pK;-vel jeloljik.

Indikatorbazis esetében az indikatorexponens értékét a kovetkezéképpen
hatas térvénye:

[B:]-Jor]_

[BOH] Ko
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A K-t a viz ionszorzatéval elosztva az aldbbi 6sszefiiggéshez jutunk:

[BoH][H"] K

v

B* b

al

ahol K, = [H*]- [ OH'] = a viz ionszorzata. Szamértéke: K, = 107

10714
K

b

Az étcsapési pontban [BOH] = [B*], tehat [H*] =

Az egyenlet mindkét oldaldanak negativ logaritmusat véve,
—log K, = pK,, pH =14 — pK,.

Indikatorbazisok esetében tehét az indikatorexponens szamértékét tgy kap-
juk meg, hogy a viz ionexponensének (14) szdmértékébdl levonjuk az indikator-
bazis exponensét (pK,).

Ha pK, = 7, vagy attél csak kevéssé tér el, akkor az indikator egyenléen érzé-
keny a H*- és OH -ra. Ha pK kisebb 7-nél, akkor az indikétor kevésbé érzékeny
savakra, mint lagokra. Ha viszont pK; 7-nél nagyobb, akkor az indikétor savakra
érzékenyebb.

Az indikator atcsapasi tartomanya. A szem érzékenysége szinvaltozasok-
ra eléggé korlétozott. Az egyik szin mellett altalaban csak akkor veszi észre a
masikat, ha az a masiknak legalabb 10%-at teszi ki. Ebb6l kovetkezik, hogy az
atcsapasi intervallum (pK; — 1) pH-nél kezdédik és (pK; + 1) pH-nal végzédik.
El6bbi esetben a ligos kozegben alland6 forma a savanyt formanak 10%-at teszi
ki, ut6bbi esetben pedig a savanyu forma 10%-a a ligos formanak. A legtobb
indikétor atcsapasi tartoménya tehéat 2 pH-egység. Az indikatorok tobbségénél
mar 0,2 pH-valtozas az atcsapasi pont kérnyezetében észrevehetd szinvaltozast
okoz. Egyes titralasoknal a csapadék képzédését vagy oldddasat, a szines komplex
keletkezését vagy megsziinését, a fluoreszcencia vagy a lumineszcencia jelenség
fellépését vagy eltiinését hasznalhatjuk fel a titralas végpontjanak jelzésére.

2.2.1.2. Keverékindikdatorok

Az indikatorok 4tcsapési intervalluma nem véltozik meg mas szines anyag je-
lenlétében, csupan a szubjektiv szinérzet valtozik az oldat 6sszes extinkcidjanak
megvaltozasa kovetkeztében. Néhany indikator szinatcsapasa élesebbé és kont-
rasztosabbé tehetd, ha az oldat egyidejlileg mas szint, és az atcsapasi intervallum
koérnyezetében ugyancsak atcsapédst mutat6 indikatort vagy szinét nem véltoztato
festéket tartalmaz. Igy példaul elényos a sarga—voros atcsapast mutaté indikator-
hoz (metilnarancs, dimetilsarga, metilvoros) valamilyen kék szint festéket (meti-
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1énkék) keverni. Az 6nmagéban indikétor tulajdonsagokat nem mutaté kék festék
a kevéssé kontrasztos sdrga—voros atcsapast kontrasztosabb zold—ibolya atcsapas-
sa valtoztatja. E két utébbi szin kozelitéleg komplementer, és igy az 4tmenet igen
sz(ik tartoméanyra szoritkozé sziirke tonusban mutatkozik meg. A keverékindika-
torok igen el6nyosek gyengén szines oldatban vagy mesterséges vilagitas mellett.
Igen sziik 4tcsapési intervallumuk folytan olyan titralasoknal is hasznalhatdk,
amelyeknél a tébbi indikator nem mutat éles atcsapast.

2.2.1.3. A kisérleti koriilmények hatdsa az indikatorok dtcsapdsdra

Hoémérséklet-emelkedés hatasara az indikatorok atcsapasi pontja a semleges pont
felé tolédik el. Ennek oka f6leg az, hogy a viz ionszorzata nagymértékben valtozik
a hémérséklettel, mig az indikatorok egyenstlyi 4llandéjanak valtozasa viszony-
lag kicsi. Bazisokra érzékeny indikatorok (metilnarancs, metilvoros) atcsapasa
meleg oldatban &ltaldban igen bizonytalan, mig savakra érzékeny indikatorok
(fenolftalein, timolftalein) dtcsapasa a forrasi hémeérsékleten is éles. Bazisokra
érzékeny indikatorok jelenlétében tehat csak hideg oldatban lehet titralni. Ha a
titralast valamilyen oknél fogva forralni kell, a titrédlast a lehtités utan fejezziik be.

Az oldatok szén-dioxid-tartalma. Leveg6n végzett titraldsoknal szamolnunk
kell azzal, hogy oldataink szén-dioxidot tartalmaznak. A vizben oldott szén-dio-
xid, mint gyenge sav, megvaltoztatja az indikator szinét. Mindazok az indikdtorok,
amelyek indikdtorexponense 4-nél nagyobb (metilvoros, fenolftalein, timolftalein),
szén-dioxidra érzékenyek. Az ezekkel végzett titralasoknal tehat kiilonos gondot
kell forditanunk a levegd szén-dioxidjanak tavol tartasara. Ez Gigy torténhet, hogy
oldataink készitésére frissen kiforralt és lehtitott vizet hasznalunk. A 0,1 MPa nyo-
mast CO,-dal telitett viz pH-ja 3,9 koriil van. A kézonséges leveg6 szén-dioxidjaval
egyenstlyban 1évé vizes oldat pH-ja viszont csak 6 korili érték. Ez tehat azt jelenti,
hogy sok CO,-ot tartalmazé vizen kozonséges levegét atszivatva a viz CO,-tartal-
ma annyira csokken, hogy az emlitett indik4torokat mar nem zavarja. Karbonéatok
titrdlasa alkalméval a felszabadulé szén-dioxidot tgy tavolitjuk el, hogy az oldatot
a végpont elérése el6tt felforraljuk, majd a titralast gyors lehtités utan fejezziik be.
Fenolftaleinindikatort hasznélva, a titralast forr6 oldatban is végezhetjiik.

Az indikatorkoncentracié befolyasa kalénosen az egyszinii indikatoroknal
nagy, mivel itt a szines forma lathat6ségi hatéra szabja meg az indikator atcsapasi
pontjat. igy pl. mig sok fenolftaleinnél az els6 észrevehetd rézsaszini szinezédés
pH = 8,2-nél jelenik meg, addig kevés fenolftalein alkalmazasa esetén észrevehe-
t6 szinezddést csak pH = 9,2-nél észleltink. A kétszinti indikatorok koncentracio-
janak befolyéasa az 4tcsapésra tobb korilménytél fugg (viszonylagos szinerdsség,
a két indikatornak kiilonboz6 oldhatésaga stb.). Tul sok indikator alkalmazasa
esetén az atcsapas altalaban kevéssé éles.

Az alkohol befolyasa az indikatorok atcsapasara. Igen sok titralast alkoholos
kozegben vagy alkohol-viz elegyében kell végezniink. Régi alkohol alkalmazasa
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esetén szadmolnunk kell azzal, hogy oxidacié folytan ecetsavat tartalmazhat, és igy
savanyd kémbhatast. Oldészeriil val6 alkalmazasa esetén tehat vagy vakprobat kell
végezni a felhasznalt mennyiséggel, vagy az oldoszert el6z6leg kozombositeni kell.

2.2.1.4. Néhdany acidi-alkalimetrids indikdtor

Metilnarancs. Savanyt kozegben vords, ltigos kozegben sarga szint. Erzékenysé-
ge bazisokra nagy, savakra kicsi. Erds vagy gyenge bazisok és erds savak titrala-
sanal alkalmazzuk. Gyenge savakra nem érzékeny, és igy a szénsav alig zavarja.
0,1%-o0s vizes oldatat hasznaljuk felforralds és sz(irés utan. 20 cm® titralando
oldathoz 1 csepp indikatort hasznalunk.

Dimetilsarga. Szine, atcsapasi intervalluma és indikatorexponense (pK; =
3,9) kb. ugyanolyan, mint a metilnarancsé. Atcsapésa valamivel kontrasztosabb.
Erds és gyenge bazisok, valamint erds savak titralasanal alkalmazzuk. Indi-
katorhibéja valamivel nagyobb, szénsavérzékenysége viszont valamivel kisebb,
mint a metilnarancsé. 0,1%-os alkoholos oldatabél 20 cm® titralandé oldatra
2 csepp indikétort hasznalunk.

Metilvoros. Indikatorexponense: pK; = 5,3, dtcsapési intervalluma pH = 4,4-
6,2. Savanyu kozegben élénkvoros, 1agos kozegben sarga szinti. Erds és gyenge
bazisok, valamint erds savak titralasanal alkalmazzuk. Gyenge savakra kissé
érzékenyebb, mint a metilnarancs, ezért a szénsav kissé zavarja. A szénsav za-
var6 hatasat lugok titralasanél gy kiiszoboljiik ki, hogy a szinatcsapasig titralt
oldatot kb. 5 percig forraljuk, és a megséargult és teljesen lehtit6tt oldatot Gjbél a
végpontig titraljuk. Készitése: 0,2 g szilard metilvérost 60 cm® alkoholban oldunk,
és az oldatot vizzel 100 cm®-re egészitjitk ki. 20 cm® titralandé oldathoz 2 csepp
indikatort hasznalunk. A metilvoros hig, erés savak titralasara kiillonosen alkal-
mas, mert kicsi az indikatorhibaja.

Fenolftalein. Indikatorexponense: pK; = 8,4, atcsapasi intervalluma pH =
8,2-10. Savanyu kozegben szintelen, ligos kozegben voros. Erds és gyenge sa-
vak, valamint erds bazisok titralasanal alkalmazzuk. A szén-dioxid zavarja
a fenolftaleint, ezért a titralas befejezése el6tt a szén-dioxidot a savanyd vagy
semleges oldat forralasaval el kell tavolitani. Lagok titralasanal a levegé szén-
dioxidjét tavol kell tartani. 1 g fenolftaleint 60 cm® alkoholban oldunk és vizzel
100 cm®-re egészitjitkk ki. 20 cm® titralandé6 oldatra 2 csepp indikétort hasznélunk.
Erésen ligos kozegben a fenolftalein fenoléat képzédése kozben elszintelenedik.

Metilvoros-metilénkék keverékindikator. 1 térfogat 0,2%-o0s alkoholos me-
tilvoros és 1 térfogat 0,1%-o0s alkoholos metilénkék keveréke. Indikatorexponen-
se: pK, = 5,4. Szine savanyu kozegben vorosesibolya, 1tigos kézegben zold. Szin-
atcsapasa igen éles: pH = 5,3-ndl vorosesibolya, 5,4-nél piszkoskék, 5,6-nal pisz-
koszold. Szénsavra éppen annyira érzékeny, mint a metilvords. Erds és gyenge
bazisok, valamint erés savak titralasanal alkalmazzuk. 20 cm’® oldatra 2 csepp
indikatorkeveréket hasznalunk.
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2.2.2. Ekvivalenciapont

Erés savak és erds bazisok kozombositésénél a titrdlas végpontjat akkor érjik
el, amikor az oldatban a H*-ionok koncentréaci6ja egyenlévé vélik az OH-ionok
koncentraci6javal, vagyis az oldat semleges kémhatast lesz (pH = 7). Més az
eset azonban a gyenge savak és gyenge bazisok titraldsa alkalmaval. Ha gyenge
savat erds bazissal titralunk, a gyenge sav sdja keletkezik, ami a hidrolizis folytan
lagos kémhatédst mutat. Ha viszont gyenge bazist titralunk erés savval, olyan s6
keletkezik, amelynek kémhatésa hidrolizis révén savanyd.

Azt a pH-értéket, amelyre az oldat ekvivalens mennyiségii sav és bazis egymasra
hatasakor beall, ekvivalenciapontnak vagy titralasi exponensnek nevezziik. Az ekvi-
valenciapont nem egyezik meg feltétleniil a semleges ponttal, hanem ettél — gyenge
savak és gyenge bazisok titralasa esetén — tobbé-kevésbé eltérhet. A reakcié végpontjat
jelzd indikatort tigy kell megvdlasztanunk, hogy annak indikatorexponense az ekvi-
valenciapont kézelébe essék. Az ekvivalenciapont meghatarozasa torténhet kisérleti
Gton vagy szamitédssal. Az ekvivalenciapont kisérleti meghatdrozdsa tulajdonképpen
pH-mérési feladat. Erre barmelyik kolorimetrids vagy potenciometrids pH-mérési
moédszer megfelel. Az ekvivalenciapont szamitdssal valé megallapitdsa a titralas fo-
lyaman keletkez6 s6 hidrolizisegyenstlyanak tanulmanyozésa ttjan torténhet.

2.2.2.1. Az ekvivalenciapont szamitdsa

Erds savak és erés bazisok egymésra hatdsakor keletkezé sék hidrolizise gya-
korlatilag elhanyagolhaté mértéki, ezek ekvivalenciapontja tehat megegyezik a
semleges ponttal: pH = 7.

Gyenge savaknak erds bazissal valé kozombositésekor keletkez6 normalis
s6 hidrolizis révén gyengén ligos kémhatast, az ekvivalenciapont pH-ja tehat
nagyobb 7-nél. Az oldat pH-ja fiigg a gyenge sav disszociaciés egyenstlyi alland6-
jatol és az oldat koncentraciéjatol. A gyenge sav s6janak hidrolizisére vonatkozo
egyenstlybdl a kovetkezé dsszefiiggés vezethetd le:

+| _ Kviz 'Ks
p]- [k

ahol K, a viz ionszorzata (szamértéke szobahémérsékleten 10™*), K, a sénak
megfelel$ gyenge sav disszocidciés egyensilyi allandéja, ¢ a sé koncentraci6ja
mol/dm’-ben kifejezve. Ha a fenti kifejezés negativ logaritmusat vessziik, a ko-

vetkez6 kifejezést kapjuk:
H=7+ 1 K +1Io c
p SPRs+ 5100

ahol: pK, = — log K, = savexponens.
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Az 6sszefiiggésbdl ki tudjuk szdmitani a gyenge savak ekvivalenciapontjdnak
pH-jat. Ki lehet szdmolni példaul, hogy milyen pH-ig kell a 0,1 M ecetsavat titral-
nunk 0,1 M NaOH-dal. Mivel a k6zo6mbdosités befejezésekor a keletkezé Na-acetat
kétszer akkora térfogatban van, mint az ecetsav, a koncentraci6é ¢ = 0,05 M. Az
ecetsav disszociacids egyensilyi allandéja K, = 1,8 107 (pK; = 4,75).

pH =7+ %sz+%logc

Az ekvivalenciapont pH-ja 8,72. A titralast tehat fenolftalein indikator jelenlé-
tében végezhetjilk, mert ez a pH-érték a fenolftalein atcsapasi intervallumaba esik.

Tobbértéki savak titralasanal elvileg megvan a lehet6ség arra, hogy a titra-
last normalis s6 vagy savanyu sé képzédéséig folytassuk. Tulajdonképpen hason-
16 a helyzet tobb, kiillonb6z6 erdsségi sav egymas melletti meghatarozasanal is.
A titrdlas megvalositasanak lehetdsége az egyes disszociaciés dllandék nagysaga-
tol és viszonyatol fliigg. Ha a titralast normalis s6 képzddéséig folytatjuk, az ekvi-
valenciapont kiszamitdsara az utolso, a legkisebb egyensulyi allandé a mérvado.
A szamitést éppen 1gy végezziik, mintha csak egy sav lenne jelen. A borkdsav
két disszociacios dllandéja példaul kozonséges hémérsékleten K, = 9,7-107* és
K, = 9-107°. A borkdsav tehat a normalis s6 képzdédéséig éppen ugy titrdlhato,
mint egy 9:10°° egyenstlyi 4lland6ju egybazisi sav. Hasonlé az eset a citromsav-
nal (K, = 8107 K, = 5-107° és K, = 2-10™°), ami siman megtitrdlhat6 mint 2-10™°
egyenstlyi alland6ju egybézisi sav. A foszforsav harmadik egyensulyi 4llandéja
(K, = 3,6-107") oly kicsi (az ekvivalenciapont pH-ja 13 kériil), hogy a titralds nem
végezhetd el. Ilyen esetben a titralast csak savanyt s6 képzdédéséig végezziik.

Savanyu s6 képz&déséig csak akkor titralhatunk meg valamilyen tobbértékd
savat, ha a megfelel6 egyensilyi allandék hanyadosa — elméleti megfontolasok
alapjan — legalabb 10 000. Az ekvivalenciapont hidrogénion-koncentraciéjat a sav
elsé (K,) és masodik (K,) egyensulyi allandéjabél a kovetkezé kifejezés alapjan
szamithatjuk ki:

Az ekvivalenciapont pH-jat megkapjuk, ha e kifejezések negativ logaritmusat
vessziik:

pH = 1/2 (pK, + pK;)

Az ekvivalenciapont tehat figgetlen az oldat koncentraci6jatél. Lényegileg
ugyanezek a feltételek és kifejezések érvényesek két killonbozé erdsségi sav
egymas melletti meghatarozésara is. A foszforsav esetében az egyensilyi dllan-
dok: K, = 1,1-10% K, = 2:107, K, = 3,6-10"°. Az egyensulyi alland6k viszonya:
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K/K, = kb. 10° és K,/K, = kb. 2:10°. A foszforsav tehat mint egybézist sav és mint
kétbazist sav is titralhatd. A megfeleld titralasi exponensek pH = 4,35 és 9,57.

A gyenge bazisoknak erds savakkal valé titralasanal az ekvivalenciapont hid-
rogénion-koncentraciéja, ill. pH-ja a keletkezé s6 hidrolizisének egyenstlyébdl a
gyenge savakhoz hasonléan vezethet6 le. A szamitasok eredményei a kovetkezdk:

)= 52

1 1
= 7- —pK,-—logc
pH 5 PKy——log

A titrdlasi exponens:

Ahol pK, = —log K, ¢ pedig a keletkezé s6 moélkoncentracidja az ekvivalen-
ciapontban. A tobbértékl savak titralasadra vonatkozé térvényszertiségek vonat-
koznak a tobbértékii bazisokra is. Ha tehét egy tobbértékd bazist normalis sbig
akarunk kozombositeni, tgy a titraldsi exponenst a legkisebb egyenstilyi 4llan-
débol szamitjuk ki. A tobbérték( bazist bazisos soig csak akkor titralhatjuk, ha a
megfelel$ egyensilyi alland6k viszonya legaldbb 10 000. A titrdl4si exponenst ez
esetben a kovetkez6 képlettel szamithatjuk ki:

pH =14 -1/2 (pK, + pK,).

A savak és bazisok titralasi exponensének kiszamitdsahoz ismerntink kell
tehat a disszociaciés egyenstlyi dllandékat. A leggyakrabban el6fordulé savak és
bazisok egyensulyi allandoit, valamint a megfelel6 exponenseket a 2.1. tablazat
tartalmazza.

2.1. tabldzat. Néhany gyenge sav és gyenge bazis disszociacids egyensilyi allandéja

20 °C-on

Savak K., PK, Bazisok K, iis pK,
H,AsO, K, . 6-107"° 9,22 Ammonia ................. 1,87-107° 4,76
H,AsO, K ... 5:107° 2,30 Hidrazin....... . 3-10° 5,52
H,BO, K, ... 610" 9,22 Hidroxil-amin .......... 1-10° 8,00
H,CO, K, .o 3-107 6,52 Etil-amin .................. 5,6:10™ 3,25
H,CO, K,..... 6-10™" 10,22 Dietil-amin............... 1,3-10° 2,90
H,PO, K, ... 1,1-107 1,96 Anilin.......coceevereneen, 4,610 9,34
H,PO, K,..... 2-107 6,70 251010 b1 o 1,25-10 8,90
H,PO, K,...... 3,6-10™ 12,44 Brucin K,.. 9-107 6,04
H,SO, K,...... 3-107 1,52 Brucin K,.. 2-10™ 11,70
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Savak K., pK, Bazisok K iis pK,
H,SO, K, ... 1,7-1072 1,77 Kinin K,.. 1-10° 6,00
H,SO, K,.... 1-10™ 7,00 Kinin K,... 1,3-10™ 9,89
H,S K, ... 5,7-107 7,24 Kokain .........ccccueunes 2,6'10° 5,60
H,S K,..... 1,210 14,92 Kodein .. 9107 6,05
Hidrogén-fluorid........... 3,7-10™ 3,43 Koniin......ccceevveeneee. 1-10° 3,00
Hangyasav.................... 2-10™ 3,70 Morfin .....c.cccvvvvurnee. 7,4-107 6,13
Borostyankésav K, ...... 6,5-107° 4,18 Nikotin K,.. 7107 6,16
Borostyankésav  K,...... 5,9-10°° 5,23 Nikotin K,... 1,4-10™ 10,86
Citromsav K, ... 810" 3,10 Papaverin ................. 810° 8,10
Citromsav K,..... 5-107 4,30 Piperidin ................. 1,6:107° 2,80
Citromsav K, ... 2:10°° 5,70 Sztrichnin K,.. 110" 6,00
Hidrogén-cianid............ 7-10" 9,14 Sztrichnin K,.. 2-10° 11,7
Ecetsav.....ccoevveevevvennan, 1,86-107° 4,73
TeJSAV ..vvvvevrerrerrereverrenans 1,5:-107* 3,82
Oxalsav K ... 3,810 1,42
Oxalsav K,.... 3,5:107 4,46
Borkdsav K, ... 9,7-10"* 3,01
Borkdsav K,... 9:10° 4,05
... 6,86-107° 4,16

1,3-10™ 9,89
....................... 1,6-10" 0,80
..................... 1,06-107°

2.2.3. A hidrogénion-koncentracié valtozasa titralas kozben

Savak, illetve bazisok titraldsahoz olyan indikatort kell vélasztanunk, melynek
indikatorexponense az ekvivalenciapont kozelébe esik. Az atcsapas élessége
szempontjabdl igen fontos azonban tudnunk azt is, hogy a titralas folyaman mi-
lyen az oldat hidrogénion-koncentraciéjanak valtozasa az ekvivalenciapont kor-
nyezetében. Ha ugyanis az ekvivalenciapont kornyezetében az oldat pH-janak
valtozasa nem eléggé ugrasszeri, a titralas végpontjat nem tudjuk pontosan
megallapitani, még akkor sem, ha az atcsapas pontosan az ekvivalenciapontban
kovetkezik be. Az indikator helyes megvélasztasa, valamint az eredmény varhaté
pontossdga szempontjabol fontos tehat, hogy ismerjiik az oldat pH-janak valtoza-
sat a kozombosités folyaman.
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2.2.3.1. A pH valtozasa erds sav, illetve erds bazis titralasa kézben

0,1 M HCI titralasa: Vizsgaljuk meg 100 cm® 0,1 M sésav pH-janak valtozasét
1 M NaOH-dal valé titrdlas kozben. A beall6 térfogatvaltozast hanyagoljuk el.

A HCI er6s sav, tehét 0,1 M oldatban teljesen disszociéltnak tételezhetd fel.
Kiindulaskor az oldat pH-ja: 1
9,00 cm® 1 M NaOH hozz4adasaval az oldatban levé sav 90%-at kozombo-
sitjiik, tehat az eredeti oldat hidrogénion-koncentraci6ja 1/10-ére csokken. Az

oldat pH-ja: 2
9,90 cm® 1 M NaOH hozzaadaséra az oldat hidrogénion-koncentraciéja az
eredetinek 1/100-ara cs6kken, pH-ja: 3
9,99 cm® (vagyis tovabbi 0,09 cm®) 1 M NaOH hatdsara az oldat hidrogénion-
koncentracidja Gjabb 10-es hatvannyal csokken, pH-ja: 4
10,00 cm® 1 M NaOH hozzdadasara elérjiik az ekvivalenciapontot, az oldat
pH-ja tehat megegyezik a tiszta vizével, pH: 7
0,01 cm® 1 M NaOH-felesleg hatdsara az oldat NaOH-ra nézve 10 M lesz,
vagyis az oldat pH-ja: 10
0,10 cm® 1 M NaOH-felesleg az oldat hidrogénion-koncentraci6jat tovabb
csokkenti, pH: 11
1,00 cm® 1 M NaOH-felesleg hozzaadésakor, pH: 12
10,00 cm® 1 M NaOH-felesleg hozzaadé4sakor, pH: 13

Az ekvivalenciapont elétt 0,1%-kal (9,99 cm® 1 M NaOH hozzaadasa utan)
az oldat pH-ja tehat 4, mig 0,1%-kal az ekvivalenciapont utdn (0,01 cm® 1 M
NaOH-f6losleg) 10-re valtozik. A pH-ugras tehét igen jelentékeny. Ha tehdat 0,1 M
erds savat erds bazissal 0,1%-ndl pontosabban akarunk kézémbdsiteni, a végpont
meghatdarozasdra minden olyan indikdtort haszndlhatunk, amelyek indikdatorex-
ponense pH = 4 és 10 kozé esik (metilnarancs, timolftalein). Ennél toményebb
(1 M) savaknal a viszonyok még kedvezébbek. Az ekvivalenciapont kornyezet-
ében igen kis lag vagy savmennyiség igen nagy pH-valtozast idéz eld.

0,01 M HCI titralasa: 100 cm® 0,01 M HCI pH-ja erés ltggal valé titralaskor a
kovetkezéképpen valtozik. Hogy a beallé térfogatvéltozast elhanyagolhassuk, végez-
ziink kozoémbositést 1 M NaOH-dal. A teljes kozémbésitéshez dsszesen 1,000 cm®
1 M NaOH-ra lesz sziikségiink.

A pH véltozasat a kovetkezd 6sszeallitds mutatja:

0,000 cm’ 0%-o0s pH=2
0,900 cm’® 1 M NaOH 90%-0s kozombosités pH =3
0,990 cm’® 99%-0s pH=4
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0,999 cm® 99,9%-0s o pH=5
——————% — 1MNaOH —————— kozombésités —— ————
1,000 cm 100%-0s pH=7
1,001 cm® 0,1%-0s pH=9
1,010 cm® 1%-0s . pH =10
—————————— 1MNaOH ———————— NaOH-fdlosleg ———————
1,100 cm’ 10%-0s pH =11
2,000 cm® 100%-0s pH = 12

Amikor 0,01 M erds savat erds bazissal akarunk titraIni 0,1% pontossdggal,
csak olyan indikatort hasznalhatunk, amelynek indikdatorexponense pH = 5 és 9
kozé esik (metilvoros—fenolftalein). 0,01 M-néal higabb erés savak vagy erds bé-
zisok titrdlasdnal az atmenet mar olyan sziik intervallumra (pH = 6-8) korlato-
zodik, hogy a megkivant pontossagu titralas csak pontosan a semleges pontban
atcsapo6 indikator hasznalataval és a leveg6 szén-dioxidjanak teljes kizarasaval
val6sithat6 meg.

2.2.3.2. A pH valtozdsa gyenge sav és gyenge bazis kézombdsitése
alkalmaval

A viszonyokat ecetsavnak NaOH-dal valé kozombositésén tanulmanyozhatjuk.
Vizsgéaljuk meg tehét példaképpen a pH véltozésat 100 cm® 1 M CH,COOH-nak
1 M NaOH-dal valé titrdlasa kozben. A titrdlas kozben beéllé térfogatvaltozast itt
is hanyagoljuk el. A pontos kézémbositéshez 10 cm® 1 M NaOH-ra van sziiksé-
giink. A pH valtozasa a titralas elején viszonylag nagy, mivel a keletkez6 acetat
a pH valtozasa kicsivé valik, vagyis az oldat pufferkapacitasa itt a legnagyobb.
Ezutén a pH ismét csokken, majd az ekvivalenciapont kornyezetében 7 és 10 pH
érték kozott erés ugras mutatkozik. Az oldat pH-ja mér a titralas elején a metilna-
rancs atcsapasi intervallumaba esik. Csak a fenolftalein atcsapasi intervalluma
foglalja magaban az ekvivalenciapontot, ezért csak a fenolftalein jon tekintetbe a
titrdlas végpontjanak jelzésére.

Gyenge bazisnak er6s savakkal vald titrdlasa alkalmaval a gyenge savéhoz
hasonl6 a pH-véltozas, csak annak lefutasa forditott. Az ekvivalenciapont ugyanis
ezeknél a savanyu tartomanyba esik. Az atcsapas szélessége a gyenge bazisok tit-
ralasakor is csokken a disszociacids allando csokkenésével. K, = 107°-nél kisebb
egyensulyi alland6ja gyenge bazis még 1 M koncentraciéban sem mutat éles
atcsapast.

Gyenge savaknak gyenge bdzisokkal valé titrdlasa alkalmaval az ekvivalen-
ciapont a pH = 7 kérnyezetébe esik. A pH véltozasa a hidrolizis folytan altalaban
kicsi, tehat a titrdlas csak kedvezé koriillmények kozott végezhetd el pontosan.
A gyakorlatban emiatt gyenge savakat mindig erds bazissal, gyenge bazisokat
pedig erés savakkal titralunk.
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2.2.3.3. A pH mérése

A pH mérésére a gyakorlatban két lehetéség adédik. Az egyik lehetdség szerint
a hidrogénion-koncentracié mérhet6 hidrogénelektr6dokbél készitett koncent-
racios elem segitségével, de mérheté iivegelektrodbol és fém—csapadék elekt-
rodbél allé galvanelem segitségével is. A hidrogénelektr6dbdl allé galvanelem
potencialkiilonbsége az alabbi 6sszefiiggés szerint {rhato le:

_ 00592, H T
T2 9y

Ae =g, +¢g, =0,0592 pH.

Az egyenlet dtrendezve és figyelembe véve, hogy —log [H'] = pH, a kovetkezb
osszefliggést kapjuk:

H= Ag
PH = 50592 °

azaz a pH egyenesen aranyos a koncentraciés elem potencialkiilonbségével,
vagyis az ismeretlen hidrogénion-koncentraciéji oldatboél készitett hidrogéne-
lektrod potencialjaval.

A gyakorlatban a hidrogénelektrodok helyett a konnyebben kezelhetd tiveg-
elektrédot hasznéljak az ismeretlen hidrogénion-koncentracié meghatérozasara,
amelynek potencialjat fém-csapadék elektrodra mint referenciaelektrédra vonat-
koztatjak. Az iivegelektréd olyan vékony fald iivegmembran, amelynek belsejében
oldatba mértva a membrant annak belsé és kiils6 felszine kozott potencialkiilonb-
ség alakul ki. Az tivegelektrod potencialjat az AgCl(s)|Ag* masodfaju elektréddal
osszekapcsolt galvdnelemmel hatarozzak meg, aminek potenciélkiilonbsége:

Ag = konstans + 0,0592 pH,

egyenesen aranyos a pH-val, a konstans értéke pedig az ivegelektr6d min6ségé-
tél fugg. A pH-méréshez hasznalt iivegelektrdd és kalomelelektréd, valamint az
iiveg- és kalomelelektrédot egyiittesen tartalmazé kombinalt elektrod szerkezetét
a 2.8. dbra mutatja.

A gyakorlati mérés sordn az elektrodak segitségével a késziiléket ismert pH-ji
pufferekre allitjuk be, tigyelve arra, hogy a beéllitdsra hasznalt puffer és a megha-
tarozni kivant minta pH-ja hasonlé tartoméanyba essen. Preciziés pH-mérdékkel az
ismeretlen oldat pH-jat kéttizedes pontossagig lehet mérni.

A pH kozelité mérésére alkalmasak a kiillonb6z6 indikatorpapirok is, me-
lyek sziniiket a pH fiiggvényében valtoztatjak (2.9. 4bra). Az univerzal indikéa-
torpapir példaul savas koriillmények kozott voros, mely a semleges tartomany
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Uvegelektréd Kalomel elektréd Kombinélt iivegelektréd

kabelarnyékolas

tomités utantoltés
| Pt beforrasztva
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A ] Ag-droétok
arnyekolas 12 T AgCl-dal bevonva
i +

KCI + Hg,Cl, 5 = 3 telitett KCI + puffer
vatta == = ’
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KCI + pufferoldat - —] e
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[~ =} —— porozus dugo

— AgCl

|
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uvegmembran

— azbesztszal

2.8. dbra. Elektréodak

2.9. dbra. Indikatorpapirok

felé folyamatosan sargdba megy at, majd a lagos tartomanyban intenziv kék szi-
ni lesz. Ismertink olyan indikatorpapirokat, melyek szélesebb pH-tartomény-
ban hasznalhaték, valamint olyanokat is, amelyek egy sztikebb tartomanyban,
de pontosabb pH-mérésre alkalmasak.
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2.2.4. Méro6oldatok készitése

Az acidi-alkalimetrias titralasoknél leggyakrabban a kovetkez6 mérdoldatokat
hasznaljuk: 1 M HCI; 0,5 M HCI; 0,1 M HCI és 1 M NaOH; 0,1 M NaOH; 0,1 M
Ba(OH), és alkoholos kozegben végzett titralasoknal, valamint zsirok és olajok
vizsgalatanéal 0,5 M alkoholos KOH. 0,1 M-nal higabb mérgoldatot rendszerint
nem tartunk készenlétben, hanem azt téményebb méréoldatbol, esetrdl esetre
higitassal allitjuk eld.

2.2.4.1. 1 M HCI készitése és bedllitasa

A sésav, mint erés sav, valamennyi bazis titrdlasara alkalmas. Forral4s alkalmaval
nem illan el, ha az elparolgé viz folytonos pétlasaval megakadalyozzuk, hogy
nagyon betoményedjék. Igy tehat nem kell tartanunk attél, hogy pl. a szénsav
elforralasa alkalmaval HCl is tavozik. Elvileg a s6savhoz hasonl6an hasznalhaté
méréoldatnak a kénsav és a salétromsav is. Mivel azonban a kénsav a s6savnal
valamivel gyengébb, salétromsav alkalmazésa esetén pedig oxidaci6 folytan mel-
lékreakcidk is végbemehetnek, e két sav alkalmazasa korlatozottabb.

1 M HCI készitése. Mivel a tomény s6savoldat nem &llandé 6sszetételdt,
és parolgdsa miatt nem mérheté meg kell6 pontossaggal, egyszerti beméréssel
nem készithet6 beléle pontos mérdoldat. A gyakorlatban gy jarunk el, hogy a
kozelit6leg ismert koncentraci6ja és kelld tisztasagt tomény s6savboél a kelleté-
nél valamivel toményebb oldatot allitunk eld, az oldat hatéértékét jol mérhetd
anyagra beallitjuk, és a sziikséghez mérten vizzel annyira higitjuk, hogy az oldat
kozelitéleg 1 M legyen. A kész oldat pontos koncentraciéjat ezutan meghata-
rozzuk. A tomény sésav kozelité HCl-tartalmat stirtiségméréssel allapitjuk meg.
Evégbdl a tomény sésav hémérsékletét 20 °C-ra allitjuk be és megmeérjiik a stiri-
séget. Alkalmas tédblazatbol kikeressiik, hogy a kapott stirtiségnek hany mol/dm®
HCl-tartalom felel meg. 30 tomegszazaléknél toményebb sésavra az értékeket a
2.2. tablazatbdl olvashatjuk ki:

2.2. tdbldzat. A sosav siiriisége és osszetétele

Sésav stiriisége 20 °C-on HCl-tartalom
tomeg%-ban mol/dm?-ben
1,150 30,14 9,505
1,155 31,14 9,863
1,160 32,14 10,22
1,165 33,16 10,59
1,170 34,18 10,97

1,175 35,20 11,34
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Sosav stiriisége 20 °C-on HCl-tartalom
tomeg%-ban mol/dm?-ben
1,180 36,23 11,73
1,185 37,27 12,11
1,190 38,32 12,50
1,195 39,37 12,90
1,198 40,00 13,14

A kapott értékekbél kiszamithatjuk, hogy hany cm® témény sésav tartalmazza a
HCI 1 mélnyi mennyiségét. Biirettabol vagy kellé pontossagi méréhengerbél e meny-
nyiségnél valamivel (2 cm®-rel) tébbet 1000 cm®-es mérélombikba toltiink, desztillalt
vizzel felhigitjuk, majd a hémérséklet-kiillonbség kiegyenlitédése utan vizzel ponto-
san jelig toltjikk. Végiil a lombikot tivegdugdval bedugjuk és alaposan dsszerazzuk.

Az ily médon elééllitott 1 M HCI a kelleténél valamivel toményebb. Ha pon-
tos oldatot akarunk eléallitani, akkor ismert mennyiséget pipettdzunk ki beléle,
és KHCO, segitségével megéllapitjuk, hogy a mér6lombikban maradt sésavoldatot
mennyi vizzel kell még higitanunk, hogy pontosan 1 M HCl-at kapjunk. Ezt a
vizmennyiséget tiszta biirettabél mérjiik az oldathoz. Osszerazas utan titralassal
megallapitjuk a kapott 1 M HCI pontos koncentraciéjat.

1 M HCI beallitaisa KHCO,-ra. M: 100,19 g. A tiszta KHCO, igen alkalmas
anyag savak pontos koncentracidjanak beallitdsara. El6nye, hogy:

— nem higroszkoépos, és igy levegén minden tovabbi nélkiil mérhetd, valamint

— relativ molekulatomege elég nagy, és igy a tomegmérés relativ hibaja el-
hanyagolhaté.

A kereskedelmi KHCO, azonban sohasem teljesen tiszta, és igy Osszetétele
nem felel meg pontosan képletének. A tisztatlanabb készitményeket vizben val6
oldassal, sziiréssel és alkohollal valé kicsapéssal tisztithatjuk. A KHCO, titrdl4sa
kozben a kovetkez6 reakcié zajlik le:

KHCO, + HCI = KCI + H,0 + CO,.

A reakci6 soran szénsav szabadul fel. Olyan indikatort kell tehat valaszta-
nunk, ami szénsavra nem érzékeny, viszont indikatorexponense 3 és 11 kozé esik.
E célra a metilnarancs és a dimetilsarga felel meg.

Meghatarozas: Lemériink nagyobb mennyiségi (kb. 10 g) KHCO,-ot, majd visz-
szaméréssel 2,0-2,5 g-os részleteket mériink harom titrdl6lombikba. A KHCO, rész-
leteket 20-30 cm® hideg vizben oldjuk, egy csepp metilnarancs-indikétort adunk
hozz4, és 1 M HCl-val addig titraljuk, mig az oldat narancsszint lesz. Ezutén a CO,
eltédvolitdsara két percig forraljuk; az oldat ekkor rendszerint visszaséargul. Teljes
lehtilés utdn atmeneti szintire titraljuk. Az indikator 4tcsapasa igen éles. A fenti
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egyenletbdl kovetkezik, hogy 100,19 g KHCO, kézémbositéséhez 1000 cm® pontos
1 M HCI sziikséges. Ha bemérésiink A g volt, akkor erre 1000-A / 100,16 cm® pontos
1 M HCl-nak kellett volna fogynia. Ha a titraldsnal B cm® mérdoldat fogyott, akkor
a mi méréoldatunk pontos koncentracidja:

1000-A
100,19-B

A titrdlast még legaldbb kétszer meg kell ismételniink.
Hibahatar: =0,2%. A pontos koncentraciét haromtizedes pontossaggal ad-
juk meg.

1 M HCI beallitasa Na,CO,-ra. A beallitdsra hasznalt Na,CO,-nak tisztanak
és vizmentesnek kell lennie. A felhasznélt Na,CO, tisztasdgat minden esetben
ellenérizni kell. A készitménynek vizben kristalytisztan kell old6dnia, kloridot
és szulfatot nem szabad tartalmaznia.

A vizmentes Na,CO, erésen higroszképos anyag, ezért bemérés el6tt szari-
tanunk kell. A tiszta, vizmentes Na,CO,-ot platinatégelybe tessziik, és dvatosan
homokfiirdébe agyazva 1 éra hosszat 300 °C-on széritjuk. Ekozben a széda elvesziti
nedvességtartalmat, és az esetleges NaHCO,-tartalma dtalakul Na,CO,-ta4. Magasabb
hémeérsékletre hevitett Na,CO, egy része CO,-ot veszitve atalakul Na,0O-d4, és igy
hasznalhatatlanna valik. A még meleg tégelyt exszikkatorban hagyjuk kihtlni.

Meghatarozas: A kiszaritott és lehtlt sz6dat gyorsan, becsiszolt dugds méré-
edénybe ontjiik, bedugaszoljuk és analitikai mérlegen pontosan lemérjiik. Visz-
szaméréssel 1,0-1,3 g-os részleteket mértink harom titral6lombikba, tigyelve arra,
hogy a méréedényke fedelét csak rovid ideig tartsuk nyitva. A lemért részleteket
20-30 cm® hideg vizben oldjuk, hozzaadunk egy-egy csepp metilnarancs-indika-
tort, majd a beéllitand6 1 M HCl-oldatunkkal 4tmeneti szinig titraljuk. A végpont
végleges megéllapitasa el6tt a CO,-ot forralassal eltavolitjuk, a rendszerint vissza-
sargult, lehtitott oldatot 6vatosan atmeneti szinig titraljuk.

Na,CO, + 2 HCI = 2 NaCl + H,0 + CO,

Az egyenlet szerint 1 mol sésav 0,5 mél Na,CO,-tal reagal, tehat 53,00 g
Na,CO,-nak 1000 cm® pontos 1 M HCI felel meg. A bemért A g széda kdzémbosi-
tésére tehat 1000-A / 53,00 cm® pontos 1 M HCI sziikséges. Ha a mi oldatunkbél
B cm® fogyott a kozémbositésre, akkor a pontos koncentracio:

1000-A
53,00-B
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Ha a harom titralasbdl megallapitott koncentracidk egymast6l +0,2%-nél job-
ban eltérnek, a meghatdrozast meg kell ismételni.
Hibahatar: =0,2%. A koncentraciét haromtizedes pontossaggal kell megadni.

2.2.4.2. 0,1 M HCI készitése és bedllitdsa

A 0,1 M HCI készitésénél kiindulhatunk 1 M HCI-bél vagy tomény sésavbél. Ha
pontosan 1 M HCI 4ll rendelkezésiinkre, akkor ebbél 100 cm?®-t, kdzelitd pontossa-
pipettéaval, illetve biirettaval 1000 cm®-es mérélombikba, és vizzel jelig feltsltjiik.
A kapott 0,1 M HCI kozelitéleg pontos lesz.

A 0,1 M HCI készitését tomény sésavbél az 1 M HCl el6allitasdhoz hasonléan
végezzik. Az ismert stirtiségti HCI-bdl itt annyit mériink biirettdbol egy 1000 cm’-
es mér6lombikba, amennyi a HCl molekulatomegének 0,1-részét tartalmazza,
illetéleg e mennyiségnél valamivel (0,2 cm®) tébbet.

0,1 M HCI beallitasa KHCO,-ra. 0,1 M erds sav titralasanal olyan indikatorok
hasznalhat6k, amelyeknek atcsapési pontja pH = 4 és 10 kozé esik (metilnarancs,
fenolftalein). Az indikatorok koziil legtobbszor a metilnarancsot és dimetilsargat
részesitjiikk elényben, mivel ezek szénsavra kevésbé érzékenyek. 0,1 mélos savak
és bazisok titrdlasanal azonban ezeknek az indikatoroknak a hibaja oly nagy, hogy
tallépi a buiretta leolvasasi hibajat.

Ha metilnarancsra vagy dimetilsargara beéllitott 0,1 M sésavunkat a késéb-
biekben csak metilnarancs vagy dimetilsarga jelenlétében hasznéljuk, a titralasi
hiba kiesik. Ha azonban a metilnarancsra beéllitott méréoldatunkat fenolftalein-
indikator mellett akarjuk hasznalni, tekintetbe kell venniink az indikéatorhibat,
vagyis a méréoldat abszoliit koncentracisjat is meg kell allapitanunk.

A beallitds menete: A CO,-dal t6lt6tt exszikkatorban megszaritott KHCO,-bol
visszaméréssel titral6lombikba mériink 0,20-0,25 g-ot, kb. 20 cm® hideg vizben
feloldjuk, egy csepp metilnarancs-indikatort adunk hozz4, és a beallitandé 0,1 M
HCl-val 4tmeneti szinig titraljuk. Az oldatbél a CO,-ot két percig tart6 forraléssal
eltavolitjuk, a folyadékot vizcsap alatt lehttjilk, és a visszasargult oldatot pon-
tosan atmeneti szinre titraljuk. Ha a bemért KHCO, témege A g és fogyott B cm®
0,1 M HCI, akkor a 0,1 M HCI pontos koncentraciéja metilnarancsra:

1000-A
100,19-B

Hibahatér: =0,2%. A koncentraciét haromtizedes pontossaggal adjuk meg.

Hasonl6 moédon allapitjuk meg a 0,1 M HCI pontos koncentraciéjat fenolfta-
leinindikatorra is. Ez esetben a CO, kif6zését a végpont végleges megallapitasa
el6tt tobbszor meg kell ismételni, vagy a titralast forralas kozben kell befejezni.
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Azonos méréseket feltételezve, a két indikator kozotti fogyaskiillonbség 0,15 cm?-
nél nem szokott nagyobb lenni.

A 0,1 M HCI beallitasa vizmentes Na,CO,-ra az 1 M HCI beallitasdhoz ha-
sonldan torténhet. A Na,CO, higroszkopossagabdl, valamint a kisebb bemérésbél
szarmazo6 hiba itt természetesen nagyobb hibaknak lehet okozéja. Egy titralashoz
ugyanis kb. 0,1 g Na,CO,-ot kell bemérni, tehat 0,1 mg tomegmérési hiba a titralas
eredményében 0,1% hibat okoz. Célszertibb tehat nagyobb beméréssel torzsol-
datot késziteni és ennek egyenld részleteit titralni. A titralas folyaman keletkez6
szénsavat a végpont elérése el6tt forraldssal el kell tavolitani.

2.2.4.3. 1 M NaOH készitése és bedllitdsa

A gyakorlatban a NaOH-mérgoldat kevés Na,CO,-tartalma, kiillonosen gyenge savak
titralasa alkalmaval, nagy hibat és bizonytalan atmenetet okozhat, ezért igyekez-
niink kell lehet6leg karbonétszegény, illetve gyakorlatilag karbonatmentes NaOH-
mérdoldatot eléallitani.

Karbonatszegény 1M NaOH. Szilard NaOH-b6l taramérlegen lemériink
45-50 g-ot, kevés vizzel gyorsan leoblitjiik a feliiletére tapadt Na,CO,-ot, majd
gyorsan 1000 cm®-es mérélombikba vissziik, amibe elézetesen 600 cm® kiforralt
és lehttott desztillalt vizet tettiink. Teljes felold6das és a hémérséklet kiegyenli-
tédése utan a lombikot jelig toltjik kiforralt és lehtitott desztillalt vizzel.
meg leggyorsabban. A kapott, kozelitéleg molos ltughodl pontosan 20 cm’®-t tit-
ralélombikba pipettazunk, egy csepp metilnarancsot vagy dimetilsargat adunk
hozza, és 1 M HCl-val dtmeneti szinig titraljuk. Ha e célra A cm® 1 M HCI fogy,
akkor az oldat koncentracioja:

20,0

A fenti médszerrel elééllitott 1ig nem teljesen karbonatmentes. Az oldat
csekély karbonattartalma azonban a metilnarancs, illetve dimetilsarga atcsapa-
séra nincs befolyéssal. Az oldat Na,CO,-tartalma tehat tigy viselkedik, mintha
NaOH lenne. Ha azonban a titrdlast fenolftaleinindikétor jelenlétében végezziik,
a szénsavtartalom észrevehet6vé valik. Fenolftaleinnel végzett titrdlasoknal tehat
a fenolftaleinre megallapitott koncentraciéval kell szamolnunk. Ha a fenolftalein
jelenlétében végzett titralast az oldat forraldsa kozben fejezziik be, akkor a szén-
sav az oldatbdl eltavozik, és igy azzal a koncentracidval kell szdmolnunk, amit a
metilnarancsra vagy dimetilsargara allapitottunk meg.
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Ha a titralast forditva végezzik, vagyis bemért mennyiség(i savat titralunk
NaOH-dal, akkor az alland6 savfolosleg folytan az oldatbél a szénsav eltavozik,
és igy metilnarancs és fenolftalein hasznélata esetén ugyanazt a fogyast kapjuk.

2.2.4.4. 0,1 M NaOH készitése és bedllitasa

Karbonatszegény 0,1 M NaOH-ot gy allitunk els, hogy 100 cm® karbonatszegény
1 M NaOH-ot kiforralt és lehtitott desztillalt vizzel 1000 cm®-re higitunk. Ha 1 M
NaOH nem all rendelkezésre, akkor 5 g szilard NaOH-ot — a feliiletére tapadt Na,CO,
ledblitése utan — kiforralt és lehtitott desztillalt vizzel 1000 cm®-re oldunk.

0,1 M NaOH beallitasa 0,1 M HCl-ra. Pontosan 20 cm® 0,1 M NaOH-ot metil-
narancs- vagy dimetilsarga-indikatort hasznélva 0,1 M HCl-val dtmeneti szintire
titralunk. A kapott fogyasbdl kiszamitott koncentracié a 0,1 M NaOH metilna-
rancsra, illetve dimetilsargara megallapitott koncentraciéja.

0,1 M NaOH beallitasa kristalyos oxalsavra. A kristalyos oxalsav [(COOH),
- 2 H,0] jol definialt 6sszetételi, nem higroszképos és jél mérhets. Hatranya,
hogy kristalyvizet tartalmaz, de ezt kozonséges hémérsékleten, szabad levegén
nem veszti el. Exszikkéatorban elmallik ugyan, de kristdlyvizét mar kézonséges
levegén visszanyeri.

A koncentracié megallapitasa fenolftaleinre. Mivel az oxalsav gyenge sav,
kozvetleniil csak fenolftaleinre titrdlhaté meg. Kb. 20 cm® fogyésnak megfelels
mennyiségli oxalsavat (0,12 g) analitikai mérlegen lemériink, 20 cm® szénsavmen-
tes desztillalt vizben oldjuk, és fenolftalein alkalmazasa mellett 0,1 M NaOH-dal
megtitraljuk. A bemért oxalsavbél (A g) és a fogyott méréoldat cm®-eibél (B cm?)
kiszdmitjuk a lig koncentraciéjat:

1000-A
63,034-B

Hibahatar: 0,2 %.
2.2.4.5. 0,5 M alkoholos KOH készitése

Zsirok, olajok, viaszok, gyantdk savszamanak, elszappanositasi szdmanak, vala-
mint észterszdmanak meghatarozasara alkoholos KOH-mérdoldatot hasznalunk.
Oldészernek altalaban etil-alkoholt alkalmazunk, azonban nehezebben szappano-
sodé zsiroknél célszertibb a magasabb forraspontt propil-alkoholt hasznélni. Az
oldat készitése soran 35 g szilard KOH-ot 30 cm® vizben oldunk, és a teljes lehtilés
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utan 1 dm® 96%-o0s alkoholba éntjiik. Alapos elkeverés utdn néhany napig allni
hagyjuk. A kivalt K,CO,-rél leontjitk és sotét helyen tartjuk. A kapott kb. 0,5 M lag
karbonatmentes, mert a K,CO, alkoholban nem oldédik. Az ily médon elééllitott
lig lassanként megsargul, majd megbarnul, szerves savak so6i keletkeznek benne, és
hatéértéke csokken. Alkalmazasa esetén mindenkor vakprobat is kell vele végezni.

A 0,5 M alkoholos KOH-ot ismert koncentraciéja 0,5 M HCl-ra 4llitjuk be fe-
nolftaleinindikator jelenlétében. Célszert a beallitast a meghatarozassal egyideji-
leg végezni, mikozben a beéllitand6 1tggal ugyanazokat a miiveleteket végezzitk
el, mint magaval a meghatédrozandé oldattal.

2.2.5. Er6s savak titralasa

Erés savak titralasanal az indikatort a titralandé oldat koncentraciéjanak megfele-
16en kell megvalasztani. igy 1 M erds sav titralasanal minden olyan indikator hasz-
nalhaté, aminek indikatorexponense pH = 3-11 kozé esik. 0,1 M oldatok esetében
e hatérok 4-10 pH értékre, 0,01 M oldatoknal pedig 5-9 pH tartomanyra korlatozod-
nak. 1 M oldatok esetében tehat a dimetilsérgatél a timolftaleinig minden indikator
hasznélhaté. A szénsav zavaré hatdsa miatt azonban célszer(ibb olyan indikétoro-
kat valasztani, melyek savakra kevésbé érzékenyek (pK; < 4; metilnarancs, dimetil-
sérga). Ezeknek az indikatoroknak a hasznalatanal a titralasi hiba elhanyagolhaté.

0,1 M oldatokban ugyancsak hasznalhaté minden indikator, aminek atcsapa-
si pontja a dimetilsérga és timolftalein k6zé esik, azonban a pH = 4 és pH = 10
koral atcsapo indikatorok titralasi hibdja mar szdmottevd. Azoknal az indikato-
roknal, amelyeknek atcsapéasi pontja a metilvoros és a fenolftalein kozé esik, a
titralasi hiba elhanyagolhaté. Ezeket az indikatorokat azonban a szénsav zavarja,
tehat gyakorlatilag karbonatmentes ligot kell a titralasnal hasznalni, és a végpont
elérése el6tt célszert az esetleg jelen levs szénsavat kiforralni.

0,01 M oldatokban csak olyan indikatorok hasznalhat6k, melyeknek atcsapasa
a metilvoros és fenolftalein atcsapasi pontja kozé esik. Ezen oldatokban a pH = 5
és pH = 9 korl atcsap6 indikatorok titralasi hibaja nagyobb a biiretta leolvasési
hibajanal. A metilvoros vagy fenolftalein jelenlétében végzett titralasoknal tehat
ezekre az indikatorokra megallapitott koncentracioval kell szamolnunk, vagy kiilon
kisérletben meg kell allapitanunk az indikatorhibat. A semleges pont koral atcsap6
indikétorok hibaja elhanyagolhaté. A 0,01 M méretben végzett titralasoknal gyakor-
latilag szénsavmentes lagot kell hasznalnunk, és a végpont elérése el6tt célszerti a
szénsavat kiforralni.

2.2.5.1. Sésavoldat HCI-tartalmanak meghatarozasa

A sésav egybézisu, erds sav. Relativ molekulatémege: 36,465 g. 1 cm® 1 M NaOH
36,465 mg HCl-val egyenértéki.



2.2. Acidi-alkalimetria, neutralizacigs analizis B 85

HCI + NaOH = NaCl + H,0

Ismeretlen toménységli sésav koriilbeliili HCl-tartalmat stirtiségméréssel alla-
pitjuk meg. Analitikai mérlegen, becsiszolt dugbs méréedénykében annyit mériink
le beléle, hogy vizzel veszteség nélkiil mérélombikba oblitve és ismert térfogatra
higitva, HCl-ra kb. 1 M legyen. Ezen oldat 20,0 cm®-es részleteit metilnarancs-indi-
kator jelenlétében 1 M NaOH-dal megtitraljuk. 1 M-nal higabb HCl-at térfogatra
is bemérhetiink.

Hibahatar: +0,2%.

2.2.5.2. Salétromsavoldat HNO -tartalmanak meghatdrozdsa

A salétromsav egybézisa erés sav. Molekulatomege 63,016 g. 1 cm® 1 M NaOH
63,016 mg HNO,-at mér.

HNO, + NaOH = NaNO, + H,0

A salétromsav meghatdrozésat mindenben a sésavéhoz hasonléan végezziik.
Tekintettel arra, hogy a tomény salétromsav Gsszetétele pipettazas folytdn nem
valtozik, a bemérést méregpipettaval is végezhetjiik.

A pipettabdl kb. 1 g savat 100 cm’-es mér6lombikba engediink, a lombikot
pontosan jelig toltjitk, 6sszerazzuk, majd a toérzsoldat 20,0 cm®-es részleteit me-
tilnarancs hozzaadéasa utan 0,1 M NaOH-dal megtitraljuk. A szdmitast a metilna-
rancsra beallitott koncentracioval végezziik.

Hibahatar: +0,2%.

2.2.5.3. Kénsavoldat H,SO -tartalmdnak meghatdrozasa

A kénsav kétértékii erds sav. Molekulatomege: 98,08 g. 1 cm® 1 M NaOH 49,040 mg
H,SO,-at mér.

H,SO, + 2 NaOH = Na,SO, + 2 H,0
Az 1 M H,S0,-nak metilnarancsra valé titraldsa alkalmaval az indikétor at-
csapasa éles, ha azonban a titralast 0,1 M oldatban végezziik, mar nem kapunk
olyan jé szinatcsapast. Ennek az az oka, hogy a H,SO,, mint kétértékd sav, foko-
zatosan disszocial:

H,S0, == H'+ HSO;

HSO; == H'+SO0*
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Az elsé disszociaci6 gyakorlatilag teljes, a mésodik azonban lényegesen ki-
sebb (K, = 3-107). 0,1 M koncentraciéban tehét a titralast célszertibb metilvo-
ros-indikator jelenlétében végezni. Ez esetben az indikator szinatcsapasa éles.
Metilvoros alkalmazésa esetén karbondtmentes liggal kell dolgoznunk. Ha ilyen
nem all rendelkezéstinkre, a végpont elérése el6tt az oldatot fel kell forralnunk,
hogy a szénsav eltdvozzék, majd a teljes lehtilés utén a titralast befejezziik.

Kb. 1 g vizsgélandé (tomény) kénsavat ismert tomegt (becsiszolt dugds) mé-
r6edénykébe mériink, és desztillalt vizzel széles szaju titral6lombikba mossuk.
Kb. 50 cm®-re higitjuk, két csepp metilnarancs-indikatort adunk hozza és 0,1 M
NaOH-oldattal titraljuk.

1 cm® 0,1 M NaOH-oldat megfelel 4,9040 mg H,SO,-nak.

2.2.5.4. Peroxi-diszulfdtok meghatdrozdsa

Ha a kalium-, natrium- vagy barium-peroxi-diszulfat vizes oldatét hosszabb ideig
f6zziik, a s6 a kovetkez6 egyenlet szerint bomlik:

2K,S,0, + 2 H,0 = 2K,SO, + 2 H,S0, + O,

Semleges szulfét és szabad kénsav keletkezik, mikdzben az oldatbél oxigén
tavozik el. A keletkezett kénsavat 0,1 M NaOH-mérGoldattal megtitralhatjuk.

Meghatarozéas: A meghatdrozandé peroxi-diszulfatbél analitikai mérlegen
lemériink kb. 0,25 g-ot. Nagyobb Erlenmeyer-lombikban, kb. 200 ¢cm® vizben
oldjuk, ha sziikséges, metilvoros jelenlétében hidegen semlegesitjiik, majd fel-
melegitjiik és 20-25 percig forrasban tartjuk. Lehtlés utan metilvoros-indikétort
adunk hozza, és a keletkezett kénsavat 0,1 M NaOH-dal megtitraljuk.

1 cm’® 0,1 M NaOH megfelel 13,515 mg K,S,0,-nak, 11,906 mg Na,S,0,-nak,
illetve 16,474 mg BaS,0,-nak.

2.2.6. Gyenge savak titralasa

Gyenge savak pontos kozombositése alkalmaval az oldat a keletkezett sé hidroli-
zise révén tobbé-kevésbé lugos kémhatasi. Az ekvivalenciapont pH-jat a kavet-
kezé egyenlet adja:

pH =7+ 1/2 pK, + 1/2 log ¢

A titralaskor tehat olyan indikatort kell alkalmaznunk, aminek atcsapéasi
pontja az ekvivalenciapont kozelébe esik. Az indikéatoratcsapas élessége fiigg az
ekvivalenciapont kornyezetében bedllé pH-ugrastél. Az ekvivalenciapont kor-
nyezetében mutatkozé pH-ugrds annal kisebb, minél kisebb a sav disszociaci-
6s allandéja és koncentraci6ja. Ha a sav disszocidciés allandéja K,,, = 107°-nél
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kisebb, még koncentralt oldatban sem kapunk éles atmenetet. Ennél gyengébb
savak tehat nem titralhatok.

A tobb-bazisti savak semleges sbig vald titrdlasdnal az ekvivalenciapontot a
legkisebb disszociacios alland6bol az egyértékii savakhoz hasonléan szdmitjuk
ki. A tobb-bazist savakban savanyud sé képzddéséig valo titralasnal csak akkor
varhatunk éles 4tmenetet, ha a megfelel$ disszociaciés allandék hanyadosa leg-
aldbb 10 000. Az ekvivalenciapont pH-jat a kovetkez6 egyenletbdl szamitjuk ki:

pH = 1/2 (pK, + pK,)

Két killonboz6 erdsségli sav is megtitralhaté egymas mellett, ha disszociacios
allandéjuk viszonya 10 000-nél nagyobb.

2.2.6.1. Ecetsavoldat CH,COOH-tartalmanak meghatdrozdsa

Az ecetsav disszocidcios dllando6ja K, = 1,86:107°, tehat még 0,01 M oldatban is jol
titralhato fenolftalein jelenlétében. Molekulatémege 60,052 g. 1 cm® 1 M NaOH
60,052 mg CH,COOH-at mér.

CH,COOH + NaOH = CH,COONa + H,0

A jégecet CH,COOH-tartalmat a kovetkez6képpen hatarozzuk meg: J6l zaréd
iivegdug6s mérdedénykében lemériink 3 g jégecetet, majd a méréedénykében
annyi kiforralt és lehtitott vizzel higitjuk, amennyivel csak lehetséges. Veszteség
nélkiil 500 cm®-es mérélombikba oblitjiik, és szénsavmentes desztillalt vizzel je-
lig toltjiik. Ezen oldat 20,0 cm®-es részleteit 0,1 M karbonatmentes liggal titraljuk,
fenolftaleinindikator jelenlétében.

Hibahatar: +0,2%.

2.2.6.2. Ecetsavanhidrid meghatdrozasa

Az ecetsavanhidrid vizzel nehezen elegyedd folyadék, ami azonban vizzel 6sz-
szehozva héfejlédés kozben lassanként feloldodik, mikézben ecetsavva alakul:

CHiCO_
70 +H,0 = 2 CH;COOH
CH,CO

A hidrolizis befejeztével a keletkezett ecetsavat karbonatmentes ltaggal, fe-
nolftalein jelenlétében megtitraljuk. Az ecetsavanhidrid old6dasat melegitéssel
gyorsithatjuk, azonban ilyenkor a lombikra visszafoly6 hiit6t kell szerelntink,
hogy a bomlatlan anhidrid elillandsat megakadalyozzuk.
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Meghatarozas: Kis atméré6ji tivegdugés edénykébe bemérunk 1,0 g ecetsav-
anhidridet, és az edénykét dugoval egyiitt széles sz4ji lombikba levé 25 cm® vizbe
dobjuk. Gyakori rdazogatas kozben néhany éréig allni hagyjuk, mig az anhidrid
teljesen feloldédik. Az oldatot két csepp fenolftaleinindikator hozzaadasa utan
karbonatmentes 1 M NaOH-dal megtitraljuk. Az ecetsavanhidrid molekulatome-
ge: 102,1 g. 1 cm® 1 M NaOH tehat 51,05 mg ecetsavanhidridet mér.

2.2.6.3. Tejsav titralasa

A kozonséges vagy erjedési tejsav (etilidéntejsav) egybézist, az ecetsavnal vala-
mivel erésebb sav (K, = 1,5-10*). Molekulatémege: 90,08 g. 1 cm® 1 M nétrium-
hidroxid 90,08 mg tejsavat mér.

A gyogyszerkonyvi készitmény etilidéntejsavon kiviil még dilaktilsavat (an-
hidrotejsav) is tartalmaz. A koncentralt tejsavoldatban ugyanis a tejsav egy része
észterszeri anhidriddé alakul, ami azonban még tartalmaz szabad karboxilcso-
portot, és igy sav gyanéant viselkedik.

2 CH;-CH(OH)-COOH

CHy—CH(OH)~COOCH—COOH + H,0
CH;,

A gyégyszerkonyvi tejsav 55-63% tejsavon kiviil 30% dilaktilsavat tartalmaz.
Ha a készitményt kozonséges hémérsékleten ltggal titraljuk, akkor nemcsak a
tejsavat, hanem a dilaktilsavat is megtitraljuk. A lagfogydsbdl szamitott tejsav-
tartalom kb. 75%-nak felel meg. Ha a megtitralt oldathoz f6los ltgot adunk és
vizfirdén melegitjiik, a dilaktilsav észterszerti kotése felbomlik, és a felszabaduld
karboxilcsoport tGjabb lagot kot meg.

CH,—CH(OH)-COO-CH—(CH,)COONa + NaOH = 2 CH,~CH(OH)-COONa

A f6los lagot sésavval visszatitraljuk. Ebbél a ligfogyasbdl szamithaté ki a
tejsavanhidrid-tartalom, az el6bbi és mostani ligfogyas kiillonbségébdl pedig a
tejsavtartalom. A szénsav hatdsanak kikiiszobolésére célszerti az utébbi titralédst
gy végezni, hogy a ligos folyadékhoz f616s savat adunk, a szénsavat kif6zziik, és
a savanyu oldatot ltig-mérGoldattal visszatitraljuk. A titralashoz karbonatmentes
lagot kell hasznalni, melynek koncentraci6jat ugyanolyan koriilmények kozott
kell meghataroznunk, mint ahogy a titralast végeztiik. Indikatornak fenolftaleint
hasznalunk.

Meghatarozas: Taramérlegen 100 cm’-es mér6lombikba mériink 10,0 g tej-
savat, és vizzel jelig toltjiik. Alapos 6sszerazas utén az oldat 20,0 cm®-ét j6 mi-
néségii tivegbdl késziilt lombikba pipettdzzuk, és 2 csepp fenolftaleinindikator



2.2. Acidi-alkalimetria, neutralizaciés analizis B 89

hozzaadésa utdn karbonatmentes 1 M NaOH-dal megtitraljuk. E célra fogy A cm?®
1 M NaOH.

A semlegesitett folyadékhoz tovabbi 10,0 cm® 1 M NaOH-ot adunk, és vizfiir-
dén 1 éra hosszat melegitjiik. Ezutan az oldathoz 10,0 cm® 1 M HCl-at adunk, a
szénsavat kiforraljuk, és két csepp fenolftalein hozzaadasa utan a sésavfolosleget
1 M karbonéatmentes luggal visszatitraljuk. E célra fogy B cm® 1 M NaOH.

Mivel 1 cm® NaOH 90,08 mg tejsavat és 162,0 mg anhidrotejsavat mér, a
masodik titralas alapjan a dilaktilsav-tartalom B-162,0 mg a lemért 2 g tejsavban.
Az elsd és a masodik titralas kiilonbsége adja a tiszta tejsavra fogyott ltg cm’-eit.
Eszerint 2 g tejsavban van (A — B)-90,08 mg tiszta tejsav.

2.2.6.4. Borkdsav és borkd titraldsa

A borkdsav kétbazist gyenge sav. A disszociacios allanddk: K, = 9,7-10%és K, =
9-107°. A két disszociacids allando viszonya nem éri el a 10000-t, tehat a titrélas
csak normalis s6 képzdédéséig végezhetd el. Az ekvivalenciapont pH-ja akkora,
mint egy K_,, = 9:107° egyensilyi dlland6ji gyenge savé. A titrdlast tehat fenolfta-
leinindikator jelenlétében kell végezni. A molekulatomeg: 150,08 g. 1 cm® 1 M
NaOH tehat 75,04 mg borkésavat mér.

Meghatérozas: kb. 1,5 g borkésavat pontosan lemériink, 40 cm® szénsavmen-
tes desztillalt vizben oldjuk, 2 csepp fenolftaleinindikéatort adunk hozz4, és 1 M
karbondtmentes NaOH-dal megtitraljuk.

Hibahatér: =0,2%.

2.2.6.5. Borsav és alkdliboratok H,BO -tartalmanak meghatdarozasa

A bérsav 6nmagéban olyan gyenge sav (K, = 6-107'°), hogy vizes oldatdban a me-
tilnarancs nem pirosodik meg. T6bbértékl alkoholokkal azonban lényegesen eré-
sebb komplex savakat alkot. Ha tehét borsav oldatdhoz glicerint, mannitot vagy
invertcukrot (glitkkéz + fruktéz) adunk, bels6-komplex képzddése folytan kozepes
erésségl, egybazisti savva alakul, és fenolftalein jelenlétében laggal titralhato.

: :
HC—OH HC—O
HsBO3 + | === | BO +H +2H,0
HCll—OH H?—O
R R

Meghatérozas: 20 cm® kb. 0,1 M bérsavhoz 6-8 cm® invertcukor-oldatot
adunk, és fenolftaleint adva hozz4a, karbonatmentes 0,1 M NaOH-dal gyenge r6-
zsaszintre titraljuk. Ha az oldat Gjabb 10 cm® invertcukor hatéséra elszintelene-
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dik, ismételten dtmeneti szintire titraljuk. A végpont helyességét invertcukorral
0jbol ellendrizziik. Molekulatomeg: 61,84 g. 1 cm® 0,1 M NaOH tehat 6,184 mg
H,BO,-at mér. Hibahatar: +0,3%.

A fenti médszer alkalmazésaval a borsavat mas erés sav mellett tgy titraljuk
meg, hogy metilnarancs- vagy metilvoros-indikétor jelenlétében megtitraljuk az
erés savat, majd az oldathoz mannitot vagy invertcukrot adunk, és fenolftalein
jelenlétében megtitraljuk a bérsavat.

2.2.6.6. Szénsavoldat CO ,-tartalmdanak meghatdarozdsa

A szénsav (H,CO,) kétbézistu gyenge sav. Disszociécios dllandoi: K, = 3-107 és K,
= 6-107"". Masodik disszocidciés dllandoja tehédt annyira kicsi, hogy mint kétba-
zist sav, NaOH-dal nem titralhat6 meg. Ha azonban gondoskodunk réla, hogy a
titralas folyaman keletkezé karbonationok az oldatbél csapadékképzédés ttjan
eltdvozzanak, akkor a titralds fenolftaleinindikator alkalmazésaval elvégezhetd.
Igy Ba(OH), méréoldat alkalmazasa esetén a titralas siman elvégezhetd, mert a
keletkez6 BaCO, csapadék alakjaban kivélik az oldatbdl.

H,CO, + Ba(OH), = BaCO, + 2 H,0

1 cm® pontos 0,1 M Ba(OH),-oldat 2,2 mg CO,-ot mér.

A szénsav elsé és masodik disszociaciés allandéjanak viszonya: K;:K, =
0,5-10%, tehat bikarbonatképzdédésig valo titralasa csak 6sszehasonlit6 oldat alkal-
mazasa esetén végezhetd el pontosan, mivel az egyenértékpontban bekovetkezé
pH-valtozas nem eléggé ugrasszerti. A reakcié egyenlete:

H,CO, + NaOH = NaHCO, + H,0
Az ekvivalenciapont pH-jat a kovetkez6 6sszefiiggésbdl szamitjuk ki:
pH = 1/2 (pK, + pK,) = 1/2 (6,25 + 10,22) = 8 4.

Ez az érték a fenolftalein atcsapdsi tartoméanyéba esik. A fenolftalein rézsa-
szine azonban az el4irt koncentraciéji indikator alkalmazasa esetén, mar 7,7 pH-
értéknél megjelenik. Ha tehat a titralast a szokasos koncentraciéji indikatorral
a r6zsaszin megjelenéséig végezziik, az oldatban még titralatlan szénsav marad.
Ennek mennyisége 7,7 pH-nél a szénsav mennyiségének 5%-at is elérheti.

A szénsav k6zombositése nem pillanatszerti reakcid. A szénsav ugyanis a viz-
ben jorészt CO, alakjaban van jelen, és csak kis része hidrolizal H,CO,-ra. Ez utébbi
a laggal pillanatszertien reagél, azonban a CO,-bél csak lassan képzédik utana.

CO, + H,0 == H,CO,
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Ezért a H,CO, val6jaban jéval erésebb sav, mint az az el6bbi disszociacios allan-
débdl adédna. Ha ugyanis a tomeghatés torvénye kifejezésében a valodi H,CO,-kon-
centraciot helyettesitjiik, Ggy az elsé disszocidcios allando értéke a kovetkezd lesz:

Ko™ o]

=13-10"*

A gyorsan megtitralt oldat r6zsaszine tehat néhany perc mulva Gjbdl elttinik.
A titralast csak akkor tekinthetjiik befejezettnek, ha a fenolftalein r6zsaszine 5-10
percen belil nem tiinik el.

Meghatérozas: Az tivegdug6s palackban 1évé 100,0 cm® oldathoz 0,5 cm’®
hig fenolftaleint (350 mg/dm®) adunk, és 0,1 M NaOH-dal éppen rézsaszintire
titraljuk. Ha az oldat 6t percen beliil elszintelenedik, néhany csepp 0,1 M NaOH-
dal 4lland¢ rézsaszintire titraljuk. Mivel az oldat razogatasa alkalmaval szénsav-
veszteség allhat elg, a titralast célszert igy megismételni, hogy az elsd titralasnal
fogyott ligmennyiséget egyszerre adjuk az oldathoz, és ha az oldat szintelen ma-
rad, allandé rézsaszintre titraljuk. (Toményebb fenolftalein alkalmazésa esetén
dsszehasonlité oldatot hasznalunk.) 1 cm® 0,1 M NaOH megfelel 4,4 mg CO,-nak.

Hibahatar: =1%.

2.2.6.7. Foszforsav és alkdlifoszfatok meghatdarozasa

A foszforsav disszocidci6ja harom fokozatban megy végbe:

H,PO, == H"+H,PO;  K,=1,1102 pK,= 1,96

H,PO; == H'+HPO>  K,=20107 pK,= 6,7

HPOZ == H'+ PO} K;=3,6:-10" pK,=12,44

A foszforsav tehat mint egybazisua sav elég erés, mint kétbazisi sav gyenge, és
mint harombazisid sav igen gyenge. A foszforsav mint egybéazist sav és mint kétba-
zist sav is megtitralhaté acidimetridsan. Harmadik disszocidciés 4llandéja azonban
annyira kicsi, hogy normalis s6 képz6déséig nem titralhaté meg kozvetleniil. Ennek
megfelelGen a foszforsav titralasi gérbéjén az 1. és 2. folyamatnak megfelelGen két
hatarozott ugrast észleliink a pH = 4,4, illetve 9,6 értékeknél. A harmadik folya-
matnak megfelel6 pH-ugrés oly kismértékd, hogy alig észrevehetd.

A foszforsav mint egybazisi sav. Az ekvivalenciapont a pK, és pK, értékébél
a kovetkezéképpen szamithaté ki:

pH = 1/2 (pK, + pK,) = 1/2 (1,96 + 6,7) = 4,4
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Ez az érték a metilnarancs és a dimetilsarga atcsapasi tartomanyéba esik. Az
indikator atcsapédsa azonban az oldat gyenge pufferhatasa folytdn nem elég éles,
tgyhogy a titrdlasnal konnyen 1-2% hibat kévethetiink el. Osszehasonlité oldat
hasznalata esetén a hibat 0,5%-nal kisebbre csokkenthetjiik.

Meghatarozas: Csiszoltdugds méréedénykében lemériink 1,0 g tomény fosz-
forsavat. Veszteség nélkiil 100 cm®-es mérélombikba 6blitjiik, és kiforralt és le-
hiitott desztillalt vizzel jelig toltjiikk. Az oldat 20,0 cm®-es részletéhez 2 csepp
metilnarancs-indikatort adunk, és karbonatmentes 0,1 M NaOH-dal addig titral-
juk, mig az oldat szine megegyezik egy azonos indikatormennyiséggel megfestett
0,05 mélos KH,PO, 6sszehasonlit6 oldat szinével (6,8 g KH,PO,/1000 cm®).

H,PO, + NaOH = NaH,PO, + H,0

A foszforsav molekulatomege: 98,00 g. 1 cm® 0,1 M NaOH 9,8 mg H,PO,-at mér.

Hibahatér: +0,5%.

A foszforsav mint kéthazisid sav. Az ekvivalenciapont pH-ja 9,6. Az oldatot
tehat az ekvivalenciapontban a fenolftalein erésen vorosre szinezi. Ha a titralést
a fenolftalein gyenge rézsaszinének megjelenéséig végezziik, a foszforsavnak
kb. 7%-a titrdlatlanul marad. Némileg kedvezibbek a viszonyok, ha az oldatot
a végpont elérése el6tt NaCl-dal félig telitjiikk. Ez ugyanis a Na,HPO, hidrolizi-
sét visszaszoritja, és igy a titralas fenolftalein jelenlétében kb. 1% pontossaggal
elvégezhetd. A NaCl ugyanis ionjai hidratburkénak kialakitasara sok vizet kot
meg, és igy ennek aktivitasat csokkenti, ami a hidrolizis visszaszoruldsat ered-
ményezi:

H,0 + HPO? <= H,PO; + OH"

Meghatarozas: A foszforsav vagy primer foszfat oldatahoz fenolftaleinindiké-
tort adunk, és annyi szilard NaCl-ot oldunk fel benne, hogy az ekvivalenciapont
kozelében az oldat NaCl-ra félig telitett legyen (100 cm® végtérfogatra 18 g NaCl).
Karbonatmentes 0,1 M NaOH-dal gyenge r6zsaszinig titraljuk.

H,PO, + 2 NaOH = Na,HPO, + 2 H,O
NaH,PO, + NaOH = Na,HPO, + H,0
1 cm® 0,1 M NaOH megfelel 4,9 mg H,PO,-nak, 12,0 mg NaH,PO,-nak, ill.

13,61 mg KH,PO,-nak.
Hibahatér: = 1%.
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2.2.7. Er6s és gyenge bazisok titralasa

Az erGs savak és erds bazisok titralasi gorbéjének szimmetriajabol kovetkezik,
hogy az indikéator megvélasztdsa szempontjabol az erds bazisok titrdlasanal is
ugyanazok a szabalyok érvényesek, mint az er6s savaknél. 1 moélos ltgok titrala-
sanal tehat mindazok az indikatorok hasznalhaték, melyeknek atcsapési pontja
a dimetilsarga és a timolftalein atcsapasi pontja (pK; = 3-11) kozé esik. 0,1 M
Iagoknal mindazok az indikatorok hasznéalhaték, amelyek indikétorexponense
pH = 4 és 10 kozé esik. Dimetilsarga, metilnarancs és timolftalein alkalmazasa
esetén azonban az indikatorhiba mar szamottevs. Azoknél az indikatoroknal,
melyek atcsapési pontja a metilvoros és a fenolftalein kozé esik, az indikatorhiba
elhanyagolhat6. 0,01 M lagok titralasdnal csak azok az indikétorok hasznalhaték,
melyek atcsapasi pontja pH = 5 és 9 kozé esik.

2.2.7.1. Kalilig, natronlig és meszesviz titraldsa

A KOH és NaOH er6s bazisok. Molekulatomegiik: KOH = 56,104 g, NaOH =
40,005g.

NaOH + HCI = NaCl + H,0
KOH + HCI = KCI + H,0

Meghatarozés: A szilard alkalidkbol jol zaré tivegdugés méréedénykében
lemérjik kb. a molekulatomeg 0,1 részének megfelel6 mennyiséget. Kiforralt és
lehttott desztillalt viz kis részletében gyorsan feloldjuk és veszteség nélkil 100
cm®-es mérélombikba 6blitjitk, majd a lombikot a h6mérséklet teljes kiegyenlits-
dése utan jelig toltjiik. Az oldat 20,0 cm’-es részleteit, jelz4iil metilnarancs-indi-
katort hasznélva, 1 M HCl-val megtitraljuk. Ily médon eljarva a lag karbonattar-
talmat is megtitraljuk. 1 cm® HCl megfelel 56,10 mg KOH-nak, illetve 40,01 mg
NaOH-nak. Hibahatér: =0,2%.

A meszesviz a Ca(OH), telitett oldata. A Ca(OH), latszélag kozepes erésségii ba-
zis, ezért fenolftalein jelenlétében célszerti titrdlni. A tiszta meszesviz karbonattartal-
ma elhanyagolhat6, mivel a CaCO, vizben oldhatatlan és igy az oldatbdl leiilepszik.

Ca(OH), + 2 HCI = CaCl, + 2 H,0

Meghatérozas: 50,0 cm® tiszta meszesvizet titral6lombikba pipettazunk,
2 csepp fenolftaleint adunk hozza, majd 0,1 M HCl-val megtitraljuk. A telitett
meszesviz kozoénséges hémérsékleten 0,15-0,17% Ca(OH),-ot tartalmaz. 1 cm®
0,1 M HCI megfelel 3,705 mg Ca(OH),-nak, illetve 2,804 mg CaO-nak. Hibaha-
tar: £0,2%.
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2.2.7.2. Amméniameghatdrozas

Az ammonia mint egyérték(i bazis (K = 1,75-107°) 0,1 M és 0,01 M oldatokban
metilnarancs jelenlétében, 1 M oldatban pedig metilvoros jelenlétében sésavval
titralhaté. Az illékonysaga miatt bedllé esetleges veszteségeket tigy keriilhetjitk
el, hogy a meghatdrozandé prébahoz f6los és ismert mennyiségti 0,1 M HCl-at
adunk, és a savf6losleget metilvoros-indikator jelenlétében karbonatmentes 0,1 M
NaOH-dal visszatitraljuk. Az 6sszes 0,1 M HCI térfogatabdl levonva a visszamérés-
re fogyott 0,1 M NaOH térfogatat, megkapjuk az amménia k6zombositésére fogyott
0,1 M HCl-at. Molekulatémeg: NH, = 17,032 g, N = 14,008 g, NH,OH = 35,048 g.
1 cm® 0,1 M HCI megfelel 1,703 mg NH,-nak, 1,401 mg N-nek, illetve 3,505 mg
NH,OH-nak.

Az ammoéniumsok NH}-tartalmanak meghatéarozasa. A szabad ammonia
meghatédrozasanal gyakoribb eset az ammoéniumsék ammoniatartalmanak meg-
hatarozasa. Ebben az esetben tigy jarunk el, hogy erés lag (NaOH, KOH) csekély
feleslegével s6ib6l szabadda tesszitk az ammoniat, ismert mennyiség(, f616s sav-
ba desztillaljuk, és a savfolosleget visszatitraljuk.

NH,CI + NaOH = NaCl + H,0 + NH,

Az ammonia ledesztilldlasara a Kjeldahl-féle nitrogénmeghatarozasnal (1asd
késébb) alkalmazott desztillalé berendezéseket hasznalhatjuk. Az ammoénia at-
hajtasa utan a palackban 1év6 savat karbonatmentes laggal visszatitraljuk.

1 cm® 0,1 M HCI 1,7032 mg NH,-t; 5,3496 mg NH,Cl-ot; 8,0048 mg NH,NO,-ot
és 6,6070 mg (NH,),SO,-ot mér.

Kjeldahl médszere szerves vegyiiletek nitrogéntartalmanak meghataroza-
sara. A médszer azon alapszik, hogy a szerves vegyiiletek tomény kénsavval
valé f6zése (roncsoldsa) alkalmaval a benniik megkotott nitrogén amménia
alakjaban lehasad, illetéleg a kénsavbdl keletkez6 SO, hatasara ammaéniava re-
dukalédik, és a kénsav foloslegével nem illékony NH,HSO,-t4, ill. (NH,),SO,-ta
alakul. A roncsolés befejezése utan a keletkezett NH,HSO,-bdl, ill. az (NH,),SO,-
b6l az ammoniat erds laggal felszabaditjuk, majd ismert mennyiségii savba
desztillaljuk at. A savfolosleget laggal visszatitraljuk. Ekozben a kénsav bom-
lasakor (H,SO,— H,O + SO, + O) keletkezett atomos oxigén a szenet CO,-d&
oxidélja. Aminosavak esetén a reakcid a kovetkezéképpen altaldnosithato:

NH,(CH,),COOH + (m+1) H,S0, — (n+1) CO, + m SO, + n H,0 + NH,HSO,

Roncsolas: A tomény kénsavas roncsolast katalizatorok (CuSO,, Se) és forras-
pontnéveld anyagok (K,SO,) jelenlétében végezziik. Hosszii nyaki, 250-500 cm®-es
Kjeldahl-lombikba visszaméréssel bemériink 0,15-0,20 g fehérjét tartalmazo szer-
ves anyagot. A lombik nyakara tapadt anyagot kb. 8 g finoman apritott K,SO,-tal
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2. 10. Gbra. A Kjeltec-nitrogénelemzé ammoniadesztillalé része
kiilonb6z6 nagyitasban. Az abran feliil az amménia vizgézdesztillacioja,
alul pedig az atdesztillalt ammoénia meghatarozasa lathato

és 20 cm® (NH,-mentes) koncentralt H,SO,-val a lombikba ¢blitjitk. Ha a roncso-
landé anyag 1 g-nal tébb szarazanyagot tartalmaz, igy minden tovébbi 1 g széraz-
anyagra 5 cm® koncentrélt H,SO,-at adunk még hozz4a. A roncsoléds gyorsitasara
1 g finoman elporitott kristalyos CuSO,-ot (vagy 0,05 g elporitott Se-t) és a forras
kozben esetleg beall6 felhabzas megakadalyozaséra egy kis tiveggyongyot adunk
a lombikba. A lombikot fiilkében ferdén &llvanyba fogjuk, szajaba kis tolcsért
teszlink, majd kis langgal melegiteni kezdjik. Miut4n az anyag habzasa gyengiil,
a langot erdsitjik, de vigyazzunk arra, hogy a lang ne melegitse a lombik oldalét.
A langot gy szabalyozzuk, hogy a kénsav enyhén forrjon, és a kénsavgézok a
lombik nyakéban, illetve a tolcséren kondenzaljanak. A lombik tartalma el6szor
szenesedés folytan rendszerint megsotétedik, majd kb. 1-2 éra mulva kitisztul
és vilagossarga lesz. A lombik nyakara tapadt elszenesedett részeket 16balassal a
kénsavba oblitjik. A kénsav forraldsat a folyadék kitisztuldsa utan még 20 percig
folytatjuk. Ha roncsoléds kozben a kénsav mennyisége ttlsdgosan csokkenne, az
elparolgott mennyiséget pétoljuk.

Desztillalas: Az ammonia desztillalasat az dbran lathat6 specialis eszkozzel,
az Un. Parnas-féle ammodniadesztillalé berendezéssel végezziik. A desztillatum
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felfogaséara egy 200 cm’-es Erlenmeyer-lombikot hasznalunk, amibe 25,0 cm®
0,1 M HCl-at pipettazunk. Az atdesztillalé ammoéniat 0,1 M HCI helyett bérsav-
ban is felfoghatjuk. A bérsav annyira gyenge sav, hogy metilnarancsra vagy me-
tilvorosre hatdstalan, az atdesztillalt ammoniat tehat 0,1 M HCl-val kozvetleniil
megtitralhatjuk. E médszernek az az el6nye, hogy a meghatéarozashoz egy méré-
oldat is elegendd. Hogy a bérsav az ammoniat tokéletesen megkdsse, nagy feles-
legben kell alkalmaznunk. Szedének desztillalt vizet hasznalunk, melybe annyi
borsavat tesziink, amennyit a viz és a desztillatum fel tud oldani.

A savfolosleget metilvoros vagy metilvoros-metilénkék keverékindikator je-
lenlétében karbonatmentes 0,1 M NaOH-dal visszatitraljuk, a bérsavban elnye-
letett ammoniat pedig 0,1 M HCl-val hatarozzuk meg. A roncsolasnal, valamint
a desztillalasndl alkalmazott kémszereknek ammoéniamentesnek kell lennitik.
Célszert az alkalmazott kémszerekkel vakprébat végezni, és az erre fogyott so-
savmennyiséget korrekcioba venni. A 0,1 M HCl minden cm®-e 1,401 mg N-t mér.
A N-6,25 szorzat a vizsgalt anyag fehérjetartalmat adja. A 2.10. abrén a Kjeltec
2400 automata nitrogénelemzé ammoniadesztillalé egysége lathatd kiilonbo6zé
nagyitésban.

2.2.8. Nitratmeghatarozas
A nitréatok fejl6dé hidrogén hatdsara ammoniava redukal6dnak:
NaNQO; + 8 H=NaOH + NH, + 2 H,0

Ha a redukciét savanyt kozegben végezziik, az ammonia a sav foloslegével
ammoéniumsé6va alakul. Az oldatbél az ammonia erds laggal felszabadithat6. La-
gos kozegben végzett redukcié alkalméval a redukci6 és a desztillaci6 egyszerre
végezhetd.

Nitratmeghatarozas savanyu redukcidval. A nitrattartalmd anyagot kénsa-
vas kozegben vasporral ammoéniava redukaljuk, és megltagositds utan a keletke-
zett ammoniat ismert mennyiségl sésavba desztillaljuk. A kémszerek, kiilonos-
képpen a vas nitrogéntartalma miatt vakprobat is kell végezniink. Ha a meghata-
rozandé anyag jelentés mennyiség( nitritet tartalmaz, a redukciot lagos, illetve
semleges kozegben kell végezniink, vagy pedig a nitritet KMnO,-tal el6zetesen
nitratta kell oxidalni. E célbél az 5 cm® 1:2 ardnyban higitott H,SO,-val megsa-
vanyitott prébahoz f616s mennyiségben KMnO,-ot adunk és 40 °C-ra melegitjiik.
A meghatarozést az alabbiak szerint végezziik.

Meghatéarozas: Analitikai mérlegen lemériink 1,2-1,5 g KNO,-ot vagy en-
nek megfelel6 mennyiségli vizsgalandé anyagot, és mérélombikban pontosan
100 cm’-re oldjuk. Az oldat 10,0 cm®-es részletét 250 cm®-es Kjeldahl-lombikba
pipettazzuk, hozzdadunk 3 g vasport, 10 cm® 1:2 ardnyban higitott kénsavat és
egy tveggyongyot. A fiiggblegesen allvanyba fogott lombik nyakéba vizzel t6ltott
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és beforrasztott csovi tolcsért illesztiink. A lombik tartalméat kezdetben dvatosan
melegitjiik, majd kb. 5 perc milva forrdsba hozzuk. 30 perc milva a redukci6
befejezédik. Ekkor a tolcsért és a lombik nyakat leoblitjiik, és a lombik tartalmat
100-150 cm’-re higitjuk. A desztillaciét és a titralast a Kjeldahl-féle ammoniameg-
hatarozasnal ismertetett médon végezziik.

Nitratmeghatarozas ligos redukciéval. E mdédszerrel egy munkamenetben
nemcsak a nitratok, hanem a nitritek nitrogéntartalma is meghatarozhaté. Ha
a meghatdrozand6 anyag ammoniumsoékat is tartalmaz, akkor kiilén prébaban
lagos desztillacidval meghatdrozzuk az ammoniatartalmat, és az eredményt le-
vonjuk a redukciés desztillaciéval kapott nitrogéntartalombél.

Meghatarozés: 250-500 cm®-es Kjeldahl-lombikba visszaméréssel bemériink
0,12-0,15 g KNO,-ot. 100 cm® vizben oldjuk, majd két g finoman elporitott Dewarda-
otvozetet (50% Cu, 5% Zn, 45% Al) adunk hozza. A lombikba egy tiveggyongyszemet
adunk, és a lombikot desztilldciés berendezéssel kotjitk dssze. Szedének 200 cm®-es
Erlenmeyer-lombikot hasznélunk, melybe 20,0 cm® 0,1 M HCl-at pipettazunk. 50-
60 cm® kb. 2 M NaOH-ot csepegtetiink a lombikba, majd enyhe melegitéssel meg-
inditjuk a redukci6t. Ha a gazfejlédés talsagosan erds, a langot kissé gyengitjiik; kb.
1 6ra mulva a redukcié befejez6dik. Ekkor a folyadék 1/3 részét ledesztillaljuk. A sze-
dében levé savat metilvoros-indikator jelenlétében 0,1 M karbonatmentes NaOH-dal
visszatitraljuk. Vakprébaval megallapitjuk az alkalmazott vegyszerek amméniatartal-
mat, és a lugfogyasnal korrekcidba vessziik. 1 cm® 0,1 M HCI 6,2008 mg nitratot mér.

2.2.9. Acetilszalicilsav (aszpirin) meghatarozéasa

Az acetilszalicilsav egyidejtileg sav is és észter is. A régebbi vagy nedvesen tarolt
készitmény csekély fokd bomlas folytan gyakran tartalmaz kevés szabad ecetsavat
és szalicilsavat. Ha tehéat az ilyen készitményt kozvetlentil megtitraljuk laggal,
nem a val6di acetilszalicilsav-tartalmat kapjuk. Ha azonban a semlegesre titralt
készitményt tovabbi ligfolosleg mellett melegen elszappanositjuk, gy minden
mol acetilszalicilsavra 1 m6l lag fogy:

/OCO—CH3 /OH
CeHa + NaOH = CgH, + CH;3;COONa
“COONa \COONa

A teljesen tiszta acetilszalicilsav esetében az elsé titralasnal éppen annyi
lag fogy, mint az elszappanositasnédl. Bomlott készitménynél az elsé titrdlasnal
tobb lig fogy, mint a masodiknal, és a bomlas foka a két titrdlasbél kiszamithato.

Meghatérozas: Kb. 0,4 g acetilszalicilsavat 200 cm®-es, j6 minéségii ivegbdl
késziilt lombikba mériink, 10 cm® semlegesitett alkoholban oldjuk, és fenolfta-
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lein jelenlétében karbonatmentes 0,1 M NaOH-ot adunk hozza. Natronmeszes
cs6vel bedugaszolt visszafolyé hiitét erésitiink a lombik nyakéra, és a folyadékot
5 percig forraljuk. Ezutan a natronmeszes csével még mindig elzart lombikot
lehtitjiik, és a lagfolosleget 0,1 M HCl-val visszatitraljuk. Az elszappanositasra
fogyott 0,1 M ltig minden cm®-e 18,015 mg acetilszalicilsavat mér.

2.3. Oxidacios és redukcios titralasi modszerek

2.3.1. Oxidéacio-redukcio

Elektrokémiai értelemben oxiddcionak nevezziik azokat a folyamatokat, amelyek
sordn valamely ion vagy atom elektronokat veszit, vagyis pozitiv toltéseinek sza-
ma né. Ezzel szemben redukcids folyamatoknak nevezziik azokat a folyamatokat,
amelyekben valamelyik ion vagy atom elektronokat vesz fel, vagyis pozitiv tol-
téseinek szama csokken. Minden oxidé4cié redukcidval kapcsolatos; ha tehat egy
atom vagy ion elektronokat ad le (oxidalédik), az elektront egy masik atomnak
vagy ionnak sziikségképpen fel kell vennie (redukalédnia kell). Egy atom vagy
ion oxidalhat6saganak, illetve redukalhatésdganak mértéke annak elektronaffi-
nitadsa. Minél nagyobb ugyanis egy atom vagy ion elektronaffinitasa, annal kony-
nyebben egyesiil az elektronnal, vagyis annal konnyebben redukalhat6; viszont
minél lazabban van megkdtve az elektron az illet§ atomban vagy ionban, annal
konnyebben le tudja azt adni, vagyis annél kénnyebben oxidalédik. Ha példaul
egy vasdarabot Cu**-ionokat tartalmazo oldatba martunk, a vas feliiletére fém-réz
vélik ki, mikozben a vas Fe**-ionok alakjdban oldatba megy:

7
Fe + Cu”=Fe”+Cu

A fém-vas tehat oxidalédik, mig a Cu**-ionok redukélédnak. A folyamatot
két részfolyamatra bonthatjuk:

Fe = Fe?* + 2e elektronleadas (oxidacid)
Cu®™ +2e =Cu elektronfelvétel (redukcio)
2.3.2. Redoxindikatorok

Az oxidé4ciés-redukcids titralasoknél, mint minden térfogatos médszernél, fon-
tos, hogy a titralas végpontjat pontosan meg tudjuk allapitani. Ezért alkalmazzak
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mar régéta oxidimetrids méréoldatnak a KMnO,-ot (permanganometria) és a KI-
os I,-oldatot (jodometria), redukal6szernek pedig a KI megsavanyitott oldatat.
A KMnO, legkisebb foloslege ugyanis konnyen folismerheté intenziv szinérél,
mig az elemi I, keményit6oldattal konnyen jelezhet§. Mas oxidalé- és redukalé-
anyagokkal a meghatarozast gyakran kozvetett médon végezziik, vagyis a kém-
szert foloslegben alkalmazzuk, és a folosleget jodometridsan vagy permangano-
metridsan visszamérjiik. Ismeriink azonban olyan redoxindikatorokat is, me-
lyeknek szinatcsapasa hatarozott redoxpotencidlnal kovetkezik be, anélkiil, hogy
valamelyik kémszerre specifikus lenne.

A KMnO, lathat6sagi hatara: Ha valamilyen szintelen oldatot 0,1 M KMnO,-ol-
dattal titralunk, a méréoldat foloslegét akkor vessziik észre, ha 100 cm® folyadékra
szamitva 0,02 cm® 0,1 M KMnO,-tal titrdlunk. Ez a méréoldat-mennyiség még ép-
pen a biiretta leolvasasi hibdjaval azonos nagységrendy, és igy elhanyagolhat6. Ha
azonban a titralast nagyobb térfogatban vagy higabb mérdoldattal végezziik, meg
kell dllapitanunk az indikatorhibat. Ez agy térténik, hogy a megtitralt oldattal egye-
70 térfogati desztillalt vizhez annyi KMnO,-mérdoldatot adunk, hogy szine a meg-
titralt oldat szinével megegyezzék. E mérGoldat-mennyiséget a fogyasbodl levonjuk.

2.3.3. Permanganometria

A KMnO, erdsen savanyu kozegben erélyesen oxidél, mikézben mangén(II)-séva
redukalédik. Az MnO;-ion ugyanis 6t elektront vesz fel, mik6zben a benne levé
VII-vegyértékd mangan II-vegyértékiivé redukalédik. Mondhatjuk azt is, hogy a
két molekulatomegnyi KMnO, 6t oxigént fordit oxidaciéra:

2 KMnO, + 3 H,S0O, = K,SO, + 2 MnSO, +3H,0+50
Vagy ionegyenletben:
MnO, + 8 H* + 5 e = Mn** + 4 H,0

Redoxpotencialja er6sen kénsavas oldatban ¢ = +1,52 V.
A reakci6 lényege tehét:

Mn™ + 5 e = Mn*

A reakcidegyenletekbdl lathaté, hogy a permanganat oxidal6é hatasa nagy-
mértékben fligg az oldat hidrogénion-koncentraci6jatol.

Gyengén savanyu vagy gyengén ligos kozegben a KMnO, csak hdrom oxi-
gént fordit oxidaciora:

2KMnO, + H,O0=2MnO, + 30 + 2 KOH
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Ionegyenletben:
MnO; +4 H" + 3 e =MnO, + 2 H,0
Mn™ + 3 e = Mn*

Ha azt akarjuk, hogy a reakcié egyértelmiien folyjék le, nagy savfoloslegrél
kell gondoskodnunk. A permanganattal valé titrdlasnal kiilon indikatort nem kell
hasznalnunk, mert a méréoldat csekély foloslege is felismerheté az oldat gyenge
ibolyaszinérél.

2.3.4. Jodometria

A jodometria sokoldaltisaga egyrészt az elemi jod oxidal6é hatdsan, mésrészt a
jodidion redukaloképességén alapszik. Redukéléanyagok az elemi jédnak elekt-
ronokat adnak at, mikézben jodidionok keletkeznek:

L+ 2e—21

Er6sen oxidal6anyagok semleges vagy savanyu kozegben a jodidionokt6l
elektronokat vonnak el, és elemi jédot tesznek szabadda:

21 >1,+2e

A jédnak jodidionna val6 4talakuldsa tehat megfordithaté folyamat, és igy a
két egyenlet 6sszevonhat6:

L, +2e == 21

Hogy melyik irdnyba tolédik el a jodid—-j6d rendszer egyensulya, attél fiigg,
hogy milyen a reakciéban részt vevé anyagok redoxpotenciélja. A jodid—jéd rend-
szer redoxpotenciélja (+0,62 V) koriilbeltl kozépre esik, és fiiggetlen az oldat
hidrogénion-koncentraci6jatél. Az ennél nagyobb redoxpotenciéla anyagok te-
hét jodidion-tartalmi oldatbél jédot tesznek szabadda, a kisebb redoxpotenci-
ala anyagok pedig az elemi jodot szintelen jodidionna redukaljdk. Ha a reakcio
kvantitativ és elég gyors, a szabaddé tett jo6d mennyiségébdl, illetve az anyag
jodfogyasztdsabol megallapithaté ennek mennyisége.

A jodometrids mddszereket tehat két csoportba oszthatjuk: Redukalé (a jod—
jodid rendszernél kisebb redoxpotenciali) anyagokat ismert titert jédoldattal
titrdlunk (jodimetria). Az eredetileg barna szinii jédoldat (mely a jod oldatban
tartasara KI-ot is tartalmaz) a titradlas folyamén elszintelenedik, és a reakcié vég-
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pontjat arrél ismerhetjiik fel, hogy a méréoldat kis feleslegétél az oldat borsarga
szint lesz. A végpont észlelését keményitdindikatorral érzékenyebbé tehetjiik.

Oxidalé (a jod—jodid rendszernél nagyobb redoxpotenciali) anyagokat gy
hatarozhatunk meg, hogy Kl-ot vagy Nal-ot adunk hozza, amikor az oxidalé-
anyaggal ekvivalens mennyiségti jod valik szabadd4. Ezt valamilyen alkalmas
redukalészer pontosan beallitott oldataval megtitraljuk (ez a jodometria). Az ol-
datban levé6 elemi jod meghatarozasara a natrium-tioszulfat oldatat hasznaljuk.

A natrium-tioszulfat (Na,S,0,) semleges vagy savanyu kozegben a kovetkez6
egyenlet szerint hat a jédra:

2 Na,S,0, + I, =2 Nal + Na,S,0,

A jod tehat a tiokénsavat tetrationsavva oxidalja. A jédnak az egyenlet sze-
rinti redukciéja csak semleges vagy gyengén savanyt kozegben megy végbe kvan-
titative. Savas kozegben a tioszulfationon oxidaléanyagokra rendkiviil érzékeny
SH-csoport alakul ki, mely a I,-nak kénnyen atadja hidrogénjét, és a keletkezé
szabad gyokok parosaval egyesiilnek tetrationat-ionokka. A kiilénben irreverzi-
bilis folyamat standard redoxpotenciédlja pH = 2-10 kozott:

€ =+0,25 V.

Ha a titrdland6 jédoldat tobbé-kevésbé lugos, tigy a jod egy része hipojodit
alakjaban van jelen az oldatban:

l,+OH — I+ H" + Ol

A hipojodit oxigénje azonban a tiokénsavat méar nem tetrationsavva, hanem
kénsavva oxidélja:

S,07+40I"+H,0=280>+41 +2H"

Ligos kozegben tehat a jod sokkal kevesebb Na,S,0,-ot fogyaszt, mint sem-
leges vagy savanyu kozegben. Ha tehat jédoldatot tioszulfattal akarunk titralni,
ugyelniink kell arra, hogy az oldat pH-ja bizonyos maximalis értéknél ne legyen
nagyobb. E maximélis pH-értékek kiilonb6z6 koncentraci6ja jodoldatokban a ko-
vetkezdk:

0,1 M I, oldatban pH max. = 7,6

0,01 M1, oldatban pH max. = 6,5

0,001 M 1, oldatban pH max. = 5,0

Ha azonban a titralast forditva végezziik, vagyis lagos Na,S,0,-oldatot titra-
lunk j6doldattal, igy a Na,S,0,-oldatban levé OH -ionok zavaré6 hatdsa nem érvé-
nyesiil, mivel a Na,S,0, + I, reakcié sebessége nagyobb, mint a I, + OH reakcio6é.
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Ha jodometrias titralas utan a tioszulfattal megtitralt oldatot tovabbi anali-
zisre akarjuk felhasznélni, gy tekintetbe kell venni, hogy az oldatban levé tetra-
tionat bomlékony, és a bomlas termékei szintén fogyasztanak jédot. A titralasok
végpontjét a jddoldat szinének elttinése jelzi. 0,1 M vagy ennél téményebb oldat-
ban e szin eltiinése elég élesen észlelhetd. Higabb vagy szines oldatban célszerti
keményit6t hasznélni indikatorul.

2.3.4.1. Jodometrias indikatorok

A jodometrias titralasok végpontja felismerhet6 a jod szinének elsé fellépésérdl
vagy eltiinésérdl. A jodometrias titralasokban szerepld jédoldat elemi jéd mellett
KI-ot is tartalmaz, és igy az oldatban mindig keletkezik komplex trijodidion (L),
mely intenziv barna szint.

I, + Kl == K,

Ezért még az 5-10°M Kl-os L,-oldat is észrevehetden sérga, és igy 0,05 M vagy
ennél toményebb oldatokkal valé dolgozas esetén a reakci6 végpontja kiilon indikétor
nélkil is észlelhetd. Ha azonban higabb vagy szines oldatban titrdlunk, tigy célszerti
keményit6oldatot hasznélni indikatornak. Az elemi j6d ugyanis a keményit6vel in-
tenziv kék szinezédést ad, ami még igen hig oldatban is észrevehetd. igy még 10°M
koncentracidban is felismerhet6 a jod. A jédkeményit6 lathatségi hatéra tehat joval
nagyobb, mint az elemi j6dé. A gyakorlat szempontjabél rendkiviil fontos, hogy a
jodkeményitds reakcié érzékenysége csak jodidionok jelenlétében és hideg oldatban
nagy. Jodidmentes vagy meleg oldatban a keményit6 nem hasznéalhat6 indikatornak.
Legmegfelel6bb, ha az oldat 4-10° M jodidionokra nézve. Ennél kisebb koncentra-
ci6 mellett az érzékenység lényegesen csokken, mig a jodidkoncentracié novelése
alig van befolyéssal az érzékenységre. Erés savak (HCI, H,SO,) és semleges sék az
érzékenységet novelik, mig a vizben oldhat6 szerves vegyiiletek nagy része (alkohol,
glicerin, cukor) az érzékenységet csokkenti. Mar 20% metil- vagy etil-alkohol jelen-
1étében a KI-os jod sajat szine élénkebb, mint a jddkeményit6é. A keményitét csak a
titralas végén adjuk az oldathoz, akkor, amikor a j6d sarga szine mar alig észrevehe-
t6. Toményebb jodoldat ugyanis kicsapja a keményit6t. A keményit6oldat hosszabb
allas utan a penészcsirdk elszaporodésa folytan tonkremegy, ezért a keményit6indi-
katort vagy frissen kell késziteni, vagy konzervalGszerrel (szalicilsav) kell tartéssa
tenni. Ha 100 cm® vizhez 5 cm® keményitSindikatort és egy kis csepp 0,1 M L,-oldatot
adunk, az oldatnak tiszta kék szint kell mutatnia. Ha az oldat ibolyés vagy voroses
szindrnyalatot mutat, a keményitéindikator nem hasznélhaté.

Keményitéoldat készitése: Ha a keményitéoldatra csak ritkdbban van sziik-
ségiink, akkor minden titraldshoz frissen készitjik. A késhegynyi (0,02-0,04 g)
finoman elporitott burgonyakeményitst kémesében 3-5 cm® vizzel alaposan 6sz-
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szerdzzuk, hogy tejszert folyadék élljon el§. Mésik kémcsébe kétharmadaig vizet
teszlink és felforraljuk. A keményit6tejet gyors mozdulattal a forrd vizhez ontjiik,
és az oldatot még egyszer felforraljuk. A keményit6 ekozben elcsirizesedik és az
oldat kitisztul. A lehtilt oldatbél egy titralashoz 1-2 cm®-t hasznalunk.

2.3.4.2. 0,1 M Na,S,0, mérdoldat
Vizes oldatban a Na,S,0, a kovetkez6 egyenlet szerint reagal az elemi jéddal:
2 Na,S,0, + I, =2 Nal + Na,S,0,

Eszerint egy atomtomegnyi mennyiségi j6d a natrium-tioszulfat molekulato-
megnyi mennyiségével reagal (Na,S,0,- 5 H,O = 248,20 g). A kristalyviztartalmua
natrium-tioszulfat 20 °C-on 23-69% nedvesség mellett tomegét nem valtoztatja,
és osszetétele megfelel a sztochiometrikusnak. Annak ellenére, hogy a kereskede-
lemben analitikai célokra forgalomba hozott natrium-tioszulfat igen tiszta, illetve
a szennyezett készitmény tobbszori atkristdlyositassal konnyen megtisztithato,
mégsem készithet6 belble egyszeri beméréssel pontos méréoldat, mert a desz-
tillalt vizben lev6 szénsav a Na,S,0,-b6l tiokénsavat tesz szabadd4, ami ismert
médon kénessavra és elemi kénre bomlik.

Na,S,0, + H,CO, = NaHCO, + NaHSO, + S

Ezek szerint a tioszulfat hatéértékének novekednie kellene, mivel a tioszul-
fatbol keletkez6 biszulfit molekuldnként két jédot fogyaszt:

NaHSO, + I, + H,0 = NaHSO, + 2 HI

Kiilonosen régebbi tioszulfatoldatoknal tapasztalhatjuk, hogy az oldat hato-
értéke kénkivalas kozben csokken. Ez arra vezethet6 vissza, hogy a levegé CO,-ja
altal a fentiek szerint szabadda tett szulfit a leveg6 oxigénjének hatasara lassan-
ként szulfatta oxidalédik:

2 NaHSO, + 0, = 2 NaHSO,

A tioszulfatoldatban kénbacilusok szaporodhatnak el, melyek a tioszulfatnak
A koncentraciévaltozés tehat részben kémiai, részben bakteriolégiai erede-
tl. A kémiai eredeti bomlést lelassithatjuk, ha megakadalyozzuk az oldat gyors
savanyodasat. E célbdl kevés Na,CO,-ot adunk az oldathoz. A kénbaktériumok
elszaporodésat amil-alkohollal vagy izobutil-alkohollal lassitjuk. A koncentracié-
valtozas az els6 8-14 napon jelentds, késébb a jol konzervalt oldat honapokon
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keresztiil tartja 6sszetételét. A 0,01 M oldat eltarthat6saga joval kisebb, ezért nem
készitiink nagyobb készletet bel6le, hanem hasznélat el6tt a 0,1 M oldatbél ké-
szitjiikk higitassal.

0,1 M Na,S,0,-oldat készitése. A fentiek figyelembevételével a tioszulfat
bemérését nem érdemes analitikai mérlegen végezni. Mivel az oldat hatéértéke
id6vel csokken, valamivel tobbet mériink be, mint a relativ molekulatémeg ti-
zedrésze. J6 tdramérlegen vagy kézimérlegen lemériink 25 g Na,S,0, - 5 H,O-t,
veszteség nélkiil 1000 cm®-es mérélombikba vissziik, hozzdadunk kb. 0,2 g viz-
mentes Na,CO,-ot, 10 cm® izobutil-alkoholt (vagy amil-alkoholt), és forraléssal
CO,-mentesitett, majd gyorsan lehtitott desztillalt vizzel jelig feltoltjiik. Az oldat
beallitasat 2-3 napi allas utdn végezzik. Végleges hatdértékét 2 hét milva al-
lapitjuk meg. A kész oldatot kromkénsavval, vizzel és a méréoldattal kioblitett
iivegdugés tivegben, lehetéleg sotét helyen tartjuk. Ha az oldat az id6k folyamén
uveget kromkénsavval kitisztitjuk.

A 0,1 M Na,S,0, mér6oldat bedllitasa torténhet szilard joédra, kalium-bijo-
datra [KH(IO,),], kalium-jodatra (KIO,), kalium-bromatra (KBrO,) vagy kalium-
pirokromatra (K,Cr,0,).

Beallitas szin-jédra: Kis atmérdj, jol zar6 tivegdugos edénykébe bemériink
0,25-0,30 g jodot. A lemérés utan az edény fedelét csak pillanatokra megnyitva
2-3 g finoman poritott, tiszta KI-ot és 0,5 cm® vizet adunk hozza. A koncentralt
KI-oldatban a I, gyorsan felold6dik. Teljes feloldédés utén 20 cm® desztillalt vizet
adunk hozz4a, majd az igy kapott I,-oldatot a beallitandé 0,1 M Na,S,0,-oldattal
megtitraljuk. A titralas végpontjénak jelzésére keményitéindikatort hasznalunk,
amit kozvetlentil a végpont el6tt adunk az oldathoz. A 0,1 M Na,S,0,-oldat pon-
tos koncentracidjat 3-4 titralas kozépértékébdl allapitjuk meg. Ha B g jodra A cm®
0,1 M Na,S,0,-oldat fogyott, akkor az oldat pontos koncentracidja:

B
A0,12692

Bedllitas KH(IO,),-ra: A KH(IO,), savanyt kozegben a KI-b6l I,-ot tesz szabadda:
KH(IO;), + 10 KI + 11 HCI =11 KCI + 6 H,0 + 6 |,
A KH(IO,), egyenértéktomege a molekulatomeg 1/12-ed részével egyenlé:
112 KH(10,), = 32,495 g
A KH(IO,), tisztan el6éllithaté, kristdlyvizet nem tartalmaz, nem higroszko-

pos és 100 °C-nal nem magasabb hémérsékleten 2 6ra hosszat (vagy exszikkator-
ban 24 éra hosszat) szaritva, 6sszetétele pontosan megfelel képletének. A nem
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megbizhaté készitményt célszerd forré vizb6l néhanyszor atkristalyositani.
A KH(IO,),-nak mint beallitéanyagnak hatranya, hogy egyenértéktomege kicsi, és
igy a tomegmérés hibdja er6sen befolyasolja a koncentraciébeéllitds pontosségit.
E hiban tigy segithetiink, hogy nagyobb beméréssel torzsoldatot készitiink beléle.

500 cm® KH(10,), beallit6oldat eléallitdsdhoz bemériink analitikai mérlegen
1,6248 g szaritott szilard KH(IO,),-ot, veszteség nélkiil 500 cm*-es mérélombikba
mossuk, majd teljes felold6das utan vizzel jelig toltjilkk. Alapos Gsszerazas utan
az oldat 20,0 cm®-es részletét titral6lombikba pipettazzuk, 0,5-1,0 g KI-ot adunk
hozz4, 10 cm® 10%-0s HCl-val megsavanyitjuk, és 0,1 M Na,S,0,-tal borsarga
szinig titraljuk. 2-3 cm® keményit6oldat hozzdaddsa utan éppen szintelenre tit-
raljuk. A tioszulfat koncentraci6jat harom mérés kozépértékébdl hatarozzuk meg.
Ha a titrdldshoz A cm® fogyott, akkor az oldat pontos koncentraciéja:

20
A

Bedllitds KIO,-ra: A KIO, savanyu koézegben Kl-oldattal a KH(I0,),-hoz ha-
sonlban reagél, mikézben egy molekulatémegnyi mennyisége harom molekula
jodot szabadit fel.

KIO, +5KI+6 HCI=31,+ 6 KCl + 3 H,0
A KIO, egyenértéktomege a molekulatomeg hatodrészével egyenlé:
1/6 KIO, = 35,669 g.

Viszonylagosan alacsony egyenértéktomege miatt célszertibb a KIO,-bdl is
pontos oldatot késziteni a tioszulfat beéllitaséhoz, mégpedig tgy, hogy 1,7835 g
KIO,-ot 500,0 cm®-re oldunk. Az oldat 20,0 cm®-éhez 0,8-1,0 g KI-ot adunk, s6-
savval vagy kénsavval megsavanyitjuk, és a beallitandé 0,1 M Na,S,0,-oldattal
megtitraljuk. A végpont jelzésére keményit6oldatot hasznalunk. A tioszulfat kon-
centrécicjat 3-4 titrdlas kozépértékébdl szamitjuk. Ha a titralashoz A cm® tioszul-
fat fogyott, akkor az oldat koncentréacidja:

20
A

Bedllitds 0,1 M KBrO, oldatra: A KBrO, a megsavanyitott KI-oldatra a KIO,-
hoz hasonldan hat, vagyis a molekulatémegnyi KBrO, hdrom molekula jédot tesz
szabadda.
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2.3.4.3. 0,1 M I, mérdoldat

A szin-j6d vizben csak csekély mértékben oldédik, ezért 0,1 M oldat kozvetleniil
nem készithetd beléle. J6l oldédik azonban KI foloslegében, amivel részben kali-
umtrijodidda (KL,) alakul:

I, + Kl == K,

Ha az oldatot olyan redukaléanyaggal hozzuk 6ssze, amely jodot fogyaszt, a
fenti egyenstly az als6 nyil iranyaba eltolédik, és ugyanannyi j6d szabadul fel, mint
amennyit feloldottunk. A KI a j6d géznyomasit is csokkenti, és igy az tivegdugds
iivegben, sotét helyen tartott KI-os I,-oldat sokéig megtartja koncentraciojat.

A jod atomtomege: I = 126,920 g. A tiszta jodbdl pontos beméréssel teljesen
pontos mérdoldat készithets, melynek koncentraciébeallitasa folosleges. Uveg-
dug6s mérdedénykében lemértink pontosan 12,692 g tisztitott és elporitott jodot,
veszteség nélkiil 1000 cm®-es mérélombikba razzuk, amibe elézetesen tdramér-
legen 25 g jodatmentes KI-ot mértiink. Ezutan 30-35 cm® desztillalt vizet éntiink
a lombikba, és addig razogatjuk, mig a j6d teljesen feloldédik. A kapott tomény
jodoldatot csak akkor higitjuk fel, mikor mar a j6d utolsé nyomai is feloldédtak,
mert a higitast id6 el6tt végezve, a fel nem oldédott jédrészecskék csak napok
mulva old6dnak fel. Miutéan a lombikot desztillalt vizzel jelig toltottitk, alaposan
osszerazzuk. Az oldat azonnal kész hasznélatra, és sotét helyen, tivegdugos tiveg-
ben tartva, f6leg ha dugdjat kevésszer nyitogatjuk, sokéig valtozatlanul eltarthaté.

0,1 M I, oldat beallitasa 0,1 M Na,S,0,-ra: A beallitand¢ J, oldat 20,0 cm®-
ét titral6lombikban levé 30 cm® vizhez pipettdzzuk, és pontosan beallitott 0,1 M
Na,S,0,-tal megtitraljuk. Ha e célra A cm® 0,1 M Na,S,0, fogyott, akkor 0,1 M
I,-oldat pontos koncentracidja:

A
200

2.3.4.4. Oxidaléanyagok altal szabadda tett j6d mérése
2.3.4.4.1. Szabad halogének meghatarozasa

Jod: Az elemi joéd KI-oldatban feloldva tioszulfattal kozvetlentll megtitralhaté.
A végpont jelzésére keményitéindikatort hasznalunk. Kloroformban, szén-tetra-
kloridban stb. oldott jédot tigy hatarozunk meg, hogy kb. négyszeres mennyiségi
hig KI-oldattal 6sszerdzzuk, és ismételt razogatas kozben addig titraljuk, mig a
kloroformos fazis éppen elszintelenedik.
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Brom és klor: E két halogén kozvetleniil nem titralhaté tioszulféttal, mivel
ezt majdnem kvantitative szulfattd oxidaljak. Ha azonban e halogének vizes olda-
tdhoz f6los mennyiségben KI-ot adunk, ekvivalens mennyiségi jod valik ki, ami
tioszulféttal titralhato.

Br, + 2 KI = 2 KBr + 1,
Cl, + 2 Kl = KCl + I,

A klor és brom vizes oldatban is elég illékony, és kényelmesen pipettazni
sem lehet, célszerti tehat a bemérést tomeg szerint végezni, gy, hogy a jo tara-
meérlegen iivegdug6s lombikban kitéraljuk 1 g KI-nak néhany cm’® vizzel késziilt
oldatét, azutan hozzaontjiik a kivant mennyiségii kléros vizet vagy bromos vizet,
és Gjra megmérjiik. A kivalt jodot 0,1 M tioszulféattal megtitraljuk. Indikatornak
keményitét hasznalunk. A telitett kl6ros vizbél kb. 15 g-ot, a telitett brémos viz-
bél pedig kb. 5 g-ot mériink be. 1 cm® 0,1 M Na,S,0, megfelel 3,5457 mg klérnak,
illetve 7,9916 mg brémnak.

2.3.4.4.2. Hipokloritok meghatarozasa
Savanyt kozegben KI-oldattal a hipokloritok a kovetkezé egyenlet szerint reagélnak:
ClO+2I"+2H" =CIr+H,0 +1,

A kivélt jod tioszulfattal megtitralhaté. Régebbi hipoklorit-oldatoknél vagy
nyirkos kloros mésznél gyakran tapasztalhatjuk, hogy hig kénsavval vagy sésav-
val val6 savanyitas utdn nagyobb fogyast kapunk, mint ha a savanyitast ecetsav-
val végeztiik volna. Ennek az az oka, hogy a hipokloritok vizzel lassanként klori-
tokka alakulnak. A kloritok ecetsavas kozegben csak igen lassan reagalnak KI-dal,
mig dsvanyi savak jelenlétében az atalakulas néhany perc alatt teljessé valik:

ClO;+41 +4H=21,+CIr+2H,0

Tiszta hipokloritok tehat ecetsav és kénsav jelenlétében ugyanannyi jéodot
tesznek szabadda. Ha ecetsavval val6 savanyitds utdn azonnal végezziik a titralast,
csak a hipokloritokat mérjiik, ha pedig hig kénsavval vagy s6savval val6 savanyi-
tas utan 2-3 perc milva titrdlunk, a (hipoklorit + klorit)-tartalmat mérjiik. Ha a
gyakorlatban fehéritésre hasznalt hipokloritok aktiv klértartalméat akarjuk megha-
tdrozni, a savanyitast asvanyi savakkal végezziik, mivel a klorittartalom is fehéri-
téleg hat. A kivalasztott joddal ekvivalens klér adja az oldat aktivklor-tartalmaét.

Kléros mész aktivklér-tartalma: Uvegdugés beméréedénykében lemériink
pontosan 5 g kléros meszet, és 5 cm® vizzel porceldnmozsarban addig dérzsoljiik,
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mig homogén pépet nem kapunk. Az elegyet veszteség nélkiil 500 cm®-es mérs-
lombikba oblitjiik, vizzel jelig toltjik és alaposan Gsszerdzzuk. A homogén ol-
datbol 50,0 cm®-t titral6lombikba pipettazunk, 1-1,5 g KI-ot adunk hozza, 30 cm®
10%-o0s H,SO,-val (vagy HCl-val) megsavanyitjuk, és 2 percnyi varakozés utan a
kivélt jédot 0,1 M Na,S,0,-tal megtitraljuk. Indikatornak keményit6t hasznalunk.
1 cm® 0,1 M Na,S,0,-nak megfelel 3,5457 mg klor. Az eredményt az eredeti anyag
szazalékos aktivklor-tartalméra szamitjuk at.

2.3.4.4.3. Hidrogén-peroxid meghatarozasa
A hidrogén-peroxid savanyud kozegben KI-bél jodot valaszt ki:
H,0,+2KIl+2HCI=2H,0+2KCl +1,

Az atalakulas lassan megy végbe, tgyhogy a titralés el6tt az elegyet legalabb
fél 6ra hosszat allni hagyjuk. A molibdénsav a reakciéra katalizatorként hat, és
igy ennek jelenlétében a titrdlas minden vérakozas nélkiil azonnal elvégezhetd.
Igen fontos, hogy a hidrogén-peroxidot a KI hozzaadasa el6tt savanyitsuk meg,
mert ellenkez6 esetben reprodukélhatatlan eredményeket kapunk. A

H,0, + 2 KI = 2 KOH + I, = KOI + KI + H,0

reakcié szerint ugyanis hipojodit keletkezik, ami a még valtozatlan H,O,-ot el-
bontja:

H,0, + OI" = 0, + H,0 + I

Meghatarozés: 1 g tomény (30%-o0s) vagy 10 g higitott (3%-o0s) hidrogén-per-
oxidot 100 cm®-es mérélombikba mériink, vizzel jelig toltjiikk, majd Osszerédzas
utén a torzsoldatbol 10,0 cm®-t tivegdugds lombikba (jédszamlombik) mériink. Az
oldatot 10 cm® 10%-0s kénsavval megsavanyitjuk, 1 g KI-ot és harom csepp 1 M
ammoénium-molibdétot adunk hozz4, és 0,1 M Na,S,0,-tal megtitraljuk. 1 cm®
0,1 M Na,S,0, megfelel 1,70081 mg H,0,-nak. Ha a meghatdrozast ammoénium-
molibdat katalizator nélkiil végezziik, a KI hozzdadéasa utan legalabb fél éraig
ledugaszolva allni hagyjuk az elegyet.

2.3.4.4.4. Permanganatok jodometrias meghatarozasa

A permanganatok savanyu koézegben KI-b6l jodot tesznek szabadda a kovetkezd
egyenlet szerint:

2 KMnO, + 8 H,S0, + 10 KI = 6 K,SO, + 2 MnSO, + 8 H,0 + 51,
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A felszabadul6 jod tioszulfattal megtitralhaté. A titralast permanganéatoldat-
nak pontos tioszulfatra vagy tioszulfatoldatnak pontos permanganatoldatra valé
beéllitasdnal hasznaljuk. A moédszert olyan redukal6anyagok meghatérozasanal
is értékesitjik, amelyeket permanganat foloslegével oxiddlunk. A f616s permanga-
nétot jodometridasan mérhetjiik vissza.

Meghatarozas: 20,0 cm® kb. 0,1 M KMnO,-oldathoz 10 cm® 10%-0s H,SO,-at
és 1 g Kl-ot adunk, majd vizzel 50 cm®-re higitjuk. A kivalt jodot 0,1 M Na,S,0,-tal
megtitrdljuk. 1 cm® 0,1 M Na,S,0, megfelel 3,1605 mg KMnO,-nak.

2.3.4.4.5. Vizben oldott oxigén meghatarozasa Winkler szerint

A vizben oldott oxigén jodometrids meghatarozésanak lényege az, hogy ltugos
oldatban a mangan(Il)-hidroxid az oldott oxigén hatasara mangan(II)-hidroxidda
oxidéalédik, ez pedig savanyitas utan KI-bél az oxigénnel egyenértékii jédot tesz
szabadda, ami azutan tioszulfattal megtitralhat6. Ha tehat az oldott oxigént tar-
talmazo6 vizhez mangan(Il)s6-oldatot és natronligot adunk, el6szér mangan(I)-
hidroxid-csapadék keletkezik:

2 MnCl, + 4 NaOH = 4 NaCl + 2 Mn(OH),

Ha a csapadék feleslegben van, az oldott oxigénnel egyenértékl része man-
gén(Ill)-hidroxiddé oxidéalédik:

+2 0 +3
4 Mn(OH), + O, + 2 H,0 = 4 Mn(OH),

A lagos, csapadékos oldatban KI-ot oldva és a folyadékot s6savval megsava-
nyitva a keletkezé hidrogén-jodid a mangén(III)-hidroxidot mangan(Il)s6va redu-
kalja, mikozben jod vélik ki:

+3 -1 2 0
2 Mn(OH), + 4 HCI + 2 HI = 2 MnCl, + 6 H,0 +1,

A keletkezett szin-j6d mennyisége tehat a mangan(III)-hidroxiddal egyenértékd.

Vegyszerek: 10 g tiszta, kristdlyos mangan(II)-kloridot (MnCl,- 4 H,0) 20 cm®
desztillalt vizben oldunk. 10 g tiszta, nitritmentes szilard natrium-hidroxidot
20 cm® desztillalt vizben oldunk. A meghatarozast kb. 250 cm®-es jol zéar6, tiveg-
dugos kémszeriivegben végezziik, aminek dugéjat célszerii ferdén lecsiszolni,
hogy buborékmentesen t6lthessiik meg. A sziniiltig t61tott és bedugaszolt kémsze-
riivegbe féré viz térfogatat pontosan ismerniink kell. Evégbdl taramérlegen meg-
hatarozzuk az iires és szaraz kémszeriiveg tomegét dugéval egyiitt, majd desztil-
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141t vizzel szinltig toltjiikk, buborékmentesen ledugaszoljuk, szérazra toroljiik és
tomegét megmeérjiik. A tobblet a palackba féré viz tomege.

Meghatarozas: Az ismert térfogatd mintavevd tiveget fenékig éré tivegcs6von
keresztiil megtoltjiik a vizsgalandé vizzel Ggy, hogy a viz legaldbb haromszor ki-
cserél6djék benne. Ha valamilyen alloviz vagy foly6viz meghatarozott mélységé-
b6l kell mintat venni, kiilonleges mintavevé berendezéseket hasznalunk, melyek
a viz tobbszori kicserélgdését biztositjak. Csapbdl a mintat tivegesével felszerelt
gumicsével vessziik gy, hogy a viz a mintavevd tivegig leveg6vel ne érintkez-
hessék. A teljesen megtoltott iivegbe hosszi és keskeny szart, 1 cm®-es kétjell
pipetta segitségével 1 cm® ligot, majd 1 cm® mangan(I)-kloridot rétegeziink az
edény aljara tugy, hogy a pipetta hegye majdnem az iiveg fenekéhez érjen. Az
igy kiszoritott 2 cm® vizet utébb a szdmitasnal figyelembe vessziik, és levonjuk
a megmintazott viz térfogatabdl. Ezutan a palackot késedelem nélkiil, 6vatosan
bedugaszoljuk, vigyazva, hogy légbuborék ne maradjon benne. Ezt kénnyen el-
érhetjiik, ha a dug6t el6zetesen megnedvesitjik. Ezutan a palackot tobb izben
felforditjuk, mikozben dugdjat leszoritva tartjuk. Ha a palack tartalma elegyedett,
félretessziik, hogy a keletkezett pelyhes csapadék letilepedjék. Ha a letilepedett
csapadék folott levé folyadék barnas szinti és nem teljesen tiszta, a palack tartal-
méat még néhanyszor 6sszerdzzuk. Ha az elegyet sziikségtelentil sokaig razzuk, a
csapadék pelyhességét elveszti, porszerti lesz és lassan iilepedik. Miutan a csapa-
dék letilepedett, hosszi szara, vizzel nedvesitett pipettaval 5 cm® 50 témeg%-os
kénsavat adunk hozz4a. Az tiveget Gjbél lezarva, a folyadékot tobbszori 16bélédssal
elegyitjiik. 1-2 perc mulva 0,5 g durvan poritott KI-ot adunk hozza, elkeverjiik,
és a palack tartalmat nagyobb lombikba ¢blitjiik at. A kivalt jodot, indikétorul ke-
ményitét hasznalva, 0,01 M Na,S,0,-oldattal megtitraljuk. 1 cm® 0,01 M Na,S,0,
megfelel 0,08 mg oxigénnek, illetve 0,056 cm® normal é4llapotd oxigéngaznak.
A kapott oxigéntartalmat 1 dm® vizsgalandé vizre szamitjuk 4t. Az eredmény
kiszdmitasanél a prébahoz adott natrium-hidroxid- és mangan(II)-klorid-oldatok
térfogatat (2 cm®) levonjuk a palack térfogatébol.

2.3.4.5. Jodometrias cukormeghatdrozas

Ha valamilyen redukal6cukor oldat4t Fehling-oldattal forraljuk, az oldatban
1évé II-vegyértékii réz I-vegyértékiivé redukéalodik, mely voros szind réz(I)-oxid
alakjaban kicsapddik. (A Fehling-oldat natronltigos réz(II)-szulfat-oldat, amely a
Cu(OH), oldatban tartaséra Seignette-so6t tartalmaz.) A Fehling-oldat erésen lagos
kémhatasa miatt a cukormolekula az oxidacién kiviil hasadast is szenved, ezért
a cukrok Fehling-oldat-fogyasztasa nem sztéchiometrikus, hanem a cukor anyagi
mindségén kiviil az oldat ligosségatol, a hevités idejétsl és modjatol, valamint a
koncentracioktdl is fiigg. Pontosan betartott kisérleti kortilmények kozott azon-
ban egy bizonyos cukorféleség meghatarozott mennyisége mindig ugyanannyi
Fehling-oldatot fogyaszt. A kiilénb6zé cukrokra e fogyasztdsok tdblazatba foglal-
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cukrok széazalékos cukortartalma meghatédrozhaté. A Schoorl altal kidolgozott
cukormeghatarozasi mdodszernél a kiilonb6zé cukorféleségeket azonos koncent-
raciéju Fehling-oldattal és azonos munkamenetben redukaljuk. Schoorl ponto-
san bemért Fehling-oldattal dolgozik, és a redukcié utdn megmaradt réz(II)-ionok
mennyiségét jodometridsan hatirozza meg.

Schoorl A-oldat: 69,28 g kristalyos réz(Il)-szulfatot desztillalt vizzel 1000 cm®-
re oldunk. Schoorl B-oldat: 346 g Seignette-sot (K-Na-tartarat) és 100 g natrium-
hidroxidot vizzel 1000 cm®-re oldunk. A két oldatot kiilén edényben tartjuk el.
A B-oldat tarolaséra szolgal6 iivegdug6s edény dugdjat vazelinnal leheletvékonyan
bekenve 6vjuk meg a beragadastol.

Meghatérozés: J6 mindségli iivegbdl késziilt 200-300 cm®-es Erlenmeyer-
lombikba bemériink 10,0 cm® Schoorl A- és 10,0 cm® Schoorl B-oldatot, hoz-
zdmériink a meghatérozandé cukoroldatbél annyit, amennyi kb. 70-90 mg cukrot
tartalmaz, és annyi vizet adunk hozza, hogy az 6sszes térfogat mindig 50 cm?®
legyen. A lombikot olyan azbesztlapra allitjuk, melyen 6 cm atméréji kerek kiva-
gésa van, és j6l szabalyozhaté Bunsen-égével forrdsba hozzuk (a langot tgy kell
szabalyozni, hogy a folyadék kb. 3 perc alatt forrasba j6jjon), majd pontosan 2 per-
cig forraljuk (e forraldsi id6 valamennyi cukornél, még a tejcukornal is elegendd).
Forrés kozben a lombik szajara kis t6lcsért rakunk, és a folyadékot csak kis ldnggal
melegitjiik, hogy a folyadék térfogata beparlodas folytan ne valtozzék 1ényegesen.

A lombik tartalmat ezutdn vizcsap alatt gyorsan lehtitjiik. Ha a meghata-
rozast jodometridsan akarjuk végezni, hozzdadunk 3 g KI-ot kevés (legfeljebb
10 cm®) vizben oldva, az oldatot 10 cm® 25%-o0s kénsavval (1 térf. konc. H,SO, +
6 térf. viz) megsavanyitjuk, és a kivélt jédot 0,1 M Na,S,O,-oldattal megtitraljuk,
mig a csapadékos folyadék sarga szinti nem lesz. Ekkor néhédny cm® keményits-
indikatort adunk hozza és tovabb titraljuk, mig a jédkeményité kék szine éppen
eltinik, és a réz(I)jodid savdsérga szine el6ttinik. A jol megtitrélt oldat szine né-
héany percig 4lland6 marad.

Teljesen hasonlé koriillmények kozott a Schoorl-oldatokkal vakprébat vég-
ziink az oldatok koncentraci6ja megéllapitasara. A vakproébat is forralni kell, mert
cukor nélkiil is redukalodik kevés két vegyértékii réz. Ha a vakprébara fogyott
tioszulfat térfogatabdl levonjuk a fékisérletnél fogyott tioszulfét térfogatat, meg-
kapjuk a redukalt réznek megfelel tioszulfat térfogatat. Ebbdl a Schoorl-féle tab-
lazat segitségével kiszdmitjuk a keresett cukor mennyiségét.

2.3.4.6. Zsirok és olajok jodszamanak,
illetve jod-bromszdamanak meghatdrozasa

Az allati és novényi eredetii zsirok és olajok nagyobb szénatomszamu zsirsavak gli-
cerinésztereinek elegyébdl dllnak, melyek rendszerint csekély mennyiségli szabad
zsirsavakat és el nem szappanosithaté, alkoholszeri vegytileteket tartalmaznak.
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A glicerinnel észterezett zsirsavak koziil leggyakoribbak a sztearinsav (C,,H,;COOH),
a palmitinsav (C,;H,,COOH) és az olajsav (C,,H,,COOH), de ezeken kiviil a linolsav
(C,,H;,COO0H), linolénsav (C,,H,,COOH), valamint csekélyebb mennyiségben a vaj-
sav, valeridnsav, kapronsav, kaprilsav stb. glicerinészterei is el6fordulnak a zsirokban
és olajokban. Az észterek kiilonboz6 keverési aranyban képezik a természetes zsirok
és olajok 6 tomegét. A szilard, konzisztens zsirokban a sztearinsavas és palmitinsa-
vas glicerinészterek dominalnak, a félfolyékony zsirokban és az olajokban az olajsa-
vas glicerinészterek képezik a f6 tomeget, mig a szarado olajok f6 alkotérészei a linol-
savas és linolénsavas glicerinészterek. Az azonos eredetti zsirok és olajok 6sszetétele
az eléallitasuktdl és tarolasuktol szarmazé kis ingadozasokon beliil eléggé allando.

A telitetlen zsirsavak (olajsav, linolsav, linolénsav) és ezek glicerinészterei a
molekuldjukban levé kettés kotésekre halogént képesek addicionélni. A megko-
tott jod mennyiségét a jodszammal jellemezziik. A jédszam az a grammokban
kifejezett jodmennyiség, amelyet 100 g zsir vagy olaj meghatarozott kisérleti
koriillmények kozott megkotni képes.

Ha az egy telitetlen kettds kotést tartalmazé olajsavra jod hat, a kovetkez6
kémiai atalakulas megy végbe:

C,;H;COOH + I, = CH,(CH,),CHI-CHI(CH,),COOH

Egy molekulatomegnyi olajsav két atomtomegnyi jédot kot meg, egy moleku-
latomegnyi (kb. 884 g) olajsavas glicerinészter tehat hat atomtomegnyi (6 - 127 g)
jodot addicional. 100 g olajsavas glicerinészterre eszerint 86,2 g jod esik. A tiszta
olajsavas glicerinészter jédszama tehat 86,2.

Hasonl6 médon szdmitva a két telitetlen kettds kétést tartalmazo linolsavas glice-
rinészter jodszdma tehat 173,6. A hdrom telitetlen kettds kotést tartalmazoé linolénsa-
vas glicerinészter jédszama 260 koriil van. A palmitin- és sztearinsav jodszama nulla,
mivel telitetlen kettés kotést egyik sem tartalmaz. Ezek szerint a zsirok altalaban
alacsonyabb jédszamuak, az olajok jédszama kozepes, a szaradé olajoké pedig nagy.

A jédszam meghatéarozasa: A j6d 6nmagaban csak lassan reagal a telitetlen
zsirsavakat tartalmazo zsirokkal, illetve olajokkal, és a kapott termékek 6sszetéte-
le és a megkdtott jod mennyisége is nagyon ingadoz6. Nagyon j6l reprodukalhatd,
allandé értékeket kapunk azonban, ha a szén-tetrakloridban vagy kloroformban
oldott zsirra olyan alkoholos jédoldat hat, melyben két atom jodra szamitva leg-
alabb egy molekula higany(II)-klorid is van oldva. A jéd ugyanis a higany(II)-klo-
ridbél csekély mennyiségt klért tesz szabadda, ami a jod f6loslegével jod-kloridot
alkot. Ez utébbi azutan a telitetlen zsirsavakban levé kettés kotéssel siman reagal:

HgCl, + 2 I, — Hgl, + 2 ICI

—CH=CH- + ICl - —CHI-CHCI-
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Kell6 varakozasi id6 betartasa, valamint viz és KI hozzdadésa utdn a jodfo-
losleg tioszulfat mérdoldattal visszatitralhaté.

Alkoholos jédoldat készitése: 25 g jodot 500 cm® 95 térfogat%-os alkoholban
oldunk. Uvegdugés edényben tartjuk.

Alkoholos higany(Il)-klorid-oldat készitése: 30 g higany(Il)-kloridot 500 c¢m®
95 térfogat%-os alkoholban oldunk, ha sziikséges, megsziirjilk, és tivegdugés
edényben tartjuk. A két oldatot kiillon-kiilon tartjuk el. Hasznélat el6tt egyenld
térfogatukat elegyitjiik.

Meghatéarozas: Szilard zsirokbél bemériink 0,8-1,0 g-ot egy 250 cm’-es iiveg-
dugés Erlenmeyer-lombikba (jédszdmlombik), hozzdadunk 15-20 cm® tiszta szén-
tetrakloridot, és hozzapipettdzunk pontosan 30,0 cm® alkoholos jéd-higany(II)-
klorid-oldatot. A lombikot megnedvesitett dugéval bedugjuk. Ha a folyadék a
kevergetéskor nem lesz teljesen tiszta, még kevés szén-tetrakloridot (kloroformot)
adunk hozza. A jédmennyiségnek annyinak kell lennie, hogy a reakcié végén az
oldat még barna szint legyen. A jédozas alatt az elegyet kozvetlen napfénytél
6vjuk. Célszerti a lombikot sotét helyen tartani. 2 6ra alatt a reakcié befejez6dik.
Ekkor az elegyhez 15 cm® 10%-o0s KI-oldatot adunk, és 100 cm® vizzel felhigitjuk.
Ha voros csapadék vélik ki (Hgl,), a KI kevés volt, ilyenkor még utdlag annyit
tesziink hozz4, hogy a csapadék felold6djék. Ezutan gyakori razogatds kozben
annyi 0,1 M Na,S,0,-oldatot adunk hozza, hogy a vizes folyadék és a szén-tetra-
kloridos fazis csak gyengén sarga szint legyen. Ekkor keményitéindikéatort adunk
az elegyhez, és alapos razogatas kozben szintelenre titraljuk.

Vakpréba: A f6kisérlettel egyidejlleg zsir, illet6leg olaj nélkiil az alkalmazott
kémszerekkel vakprobat végziink, mellyel egyszersmind a jédoldat koncentraciojat
is beallitjuk. A jédoldat koncentraciéja ugyanis idével csokken. Szarado olajoknél a
hosszi varakozasi id6 miatt a kisérlet elején és a kisérlet végén is végziink vakproé-
bat. A két vakpréba kozépértékébdl szamitjuk a jédoldat koncentraciojat.

A vakprébara és a f6kisérletre fogyott 0,1 M Na,S, 0, térfogatanak kiilonbsége
a zsir, illetve olaj altal elfogyasztott joddal egyenértéki. 1 cm® 0,1 M Na,S,0, meg-
felel 12,692 mg jédnak. A jédszamot megkapjuk, ha az elfogyott j6d mg-okban
kifejezett mennyiségének szédzszorosat osztjuk a bemért olaj vagy zsir mg-okban
kifejezett mennyiségével.

2.4. Csapadékos titralasi modszerek

A csapadékos titralasi modszereknél a meghatarozandé alkotérészt oly méréoldat-
tal titraljuk, ami azt oldhatatlan csapadék alakjaban kivalasztja. A csapadék teljes
levélasztasdhoz szitkséges méréoldat térfogatabol kovetkeztethetiink a meghataro-
zando alkotérész mennyiségére. Térfogatos meghatarozasra csak azok a csapadékos
reakcidk alkalmasak, amelyeknél a csapadék osszetétele jol definidlt, a reakcio elég
gyors, a kivéal6 csapadék oldhat6saga elég kicsi, és a reakcié végpontjat jol tudjuk
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észlelni. A végpont észlelésére a reakcidk specifikus volta miatt nem hasznalha-
tunk olyan altaldnos indikatorokat, mint a neutralizaciés vagy oxidimetrids meg-
hatérozédsoknél tettitk, hanem j6forméan minden meghatérozési médszernél killon
indikatortipust kell alkalmazni. Szdmos egyértelmtien lefoly6 kvantitativ csapa-
dékos reakciot nem tudunk térfogatos meghatarozasra hasznositani az indikator
hianya miatt.

A csapadékos titrdlasok ekvivalenciapontjat a kivalt csapadék oldhat6sagi
szorzata szabja meg. Ha ugyanis pl. AgNO,- és NaCl-oldat egyenértékii mennyi-
ségét 6sszeontjiik, a keletkez6 AgCl-csapadék felett 16v6 oldat a csapadék kisfoku
oldhat6sdga miatt Ag*-ionokat és Cl™-ionokat is tartalmaz. A tomeghatés térvénye
értelmében ezek koncentraci6ibdl alkotott szorzat, az oldhatdsdgi szorzat, a kon-
centracidk abszolut értékétdl figgetlen dllandé szam.

[Ag']- [CIT=L=10"

Az ekvivalenciapontban azonban az Ag*-ionok és Cl-ionok koncentraciéja
egymaéssal is egyenld, tehat

[Ag']=[CIT=10"

Az oldhat6sagi szorzat a targyalt egyszerii esetben formalis anal6giat mutat
a viz ionszorzataval. Savak, illetve ligok titralasanal az ekvivalenciapontban az
oldat hidrogén- és hidroxidion-koncentraci6ja egyenlé egymassal és az ionszorzat
négyzetgyokével. Az analédgia teljesebbé valik, ha a pH fogalmahoz hasonléan
itt is bevezetjitkk az ionexponenst (pl): Az ionexponens az ionkoncentracié tizes
alapt negativ logaritmusa.

PAg=-log [Ag’];  pCl= —log [CI]
Az oldhat6sagi szorzat negativ logaritmusét véve, a kovetkezé kifejezést kapjuk:
pAg + pCl=-logL=10
Az ekvivalenciapontban pedig:
pAg=pCl=—1/2logL=5

Ha tehat akar kloridionokat titralunk AgNO, mérdoldattal, akar eziistionokat
NaCl mérdoldattal, a titralast akkor kell befejezniink, ha az oldat ionexponense
ezen ionokra nézve 6t. Hasonlé koriilmények kozott jodidionos oldatot titralva

AgNO, mérdoldattal az ekvivalenciapontban az ionexponensnek nyolcnak kell
lennie, mivel az Agl oldhatéségi szorzata:
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L =107
2.4.1. Néhany modszer a csapadékos titralasok végpontjanak jelzésére

Titralasok K,CrO,-indikatorral Mohr szerint: Ha a titrdlas folyaman kivél6 csa-
padék fehér vagy csak gyengén szinezett, a végpont jelzésére olyan indikatort
hasznalhatunk, ami a meghatdrozandé ionnal vagy lecsaposzer foloslegével élénk
szinl, nehezen oldhat6 csapadékot ad. Példa erre a halogenidek argentometrias
meghatérozasa K,CrO,-indikator jelenlétében Mohr szerint. Ha valamilyen klorid
oldatat K,CrO, jelenlétében titraljuk, gy el6bb AgCl valik ki, mivel ez oldhatat-
lanabb, mint az Ag,CrO,. Ha azonban az oldatban levé 6sszes kloridot lecsaptuk,
az AgNO, els6 cseppjének foloslegétél vorosbarna Ag,CrO, csapadék vélik le,
amirdl a titrdlas végpontja észrevehetd. A meghatarozas természetesen csak sem-
leges kozegben sikeriil, mert az Ag,CrO, savanyud kozegben felold6dik, mig lagos
kozegben Ag,0, esetleg Ag,CO, keletkezik.

Titralasok vas(III)-s6 indikatorral Volhard szerint: A csapadékos titraldsok
végpontjénak jelzésére olyan indikatort is hasznalhatunk, ami a méréoldat f616s-
legével intenziv szint, oldhaté vegyiiletet alkot. Az indikator szinvaltozdsanak
természetesen itt is az ekvivalenciapont kozelében kell bekovetkeznie. A Vol-
hard-féle eziisttitraldsoknal mér6oldatnak amménium- vagy kélium-rodanidot
hasznalunk, mig a végpont jelzésére vas(Il)-s6-oldatot alkalmazunk. Ha eziist-
so6oldathoz vas(III)sé jelenlétében rodanid mérdoldatot csepegtetiink, oldhatatlan
eziist-rodanid-csapadék keletkezik, amelynek oldhatéséaga oly kicsi (L = 107),
hogy az oldatban szines vas(IIl)-rodanid nem keletkezhet. Az ekvivalens mennyi-
ségti rodanid hozzdadésa utdn azonban az elsé csepp méréoldat-foloslegtél az ol-
dat intenziv voros szint lesz. Mivel az eziist-rodanid oldhat6sagat hig savak alig
befolyasoljak, valamint a vas(III)-rodanid is érzéketlen savakkal szemben, a Vol-
hard-féle médszer a Morh-félével ellentétben, savanyt kozegben is alkalmazhat6.

Indikatornak vas(Ill)-ammoénium-szulfat (vastimso6)-oldatot hasznalunk,
amit annyi hig salétromsavval savanyitunk meg, hogy az oldat barna szine vila-
gossérgara valtozzék (10 g vastimsét 80 cm’® vizben és 10 g 25%-0s salétromsav-
ban oldunk). 100 cm? titrdlandé oldatra 4-6 cm® indikéatort hasznalunk. (Hasz-
nélhatjuk indikatornak a vastimso telitett oldatat is, amihez annyi salétromsavat
adunk, hogy az oldat barna szine sargara valtozzék. Az igy kapott kb. 30%-o0s
oldatbél 100 cm?® titralandé oldathoz 2 cm®-t adunk.)

2.4.2. 0,1 M NaCl mérd6oldat készitése

A natrium-klorid (egyenértéktomeg 58,454 g) tisztan eléallithaté, nem higroszké-
pos, 0sszetétele megfelel a képletével kifejezett 6sszetételnek, és a belble késziilt
oldat tetszés szerinti ideig, valtozas nélkiil eltarthatd. A natrium-klorid méréoldat
tehat kival6an alkalmas eziistionok pontos meghatdrozasara, valamint eziist-nit-
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rat méréoldat beallitdsara és ellenérzésére. A sébél 1 dm® 0,1 M méréoldathoz
5,8454 g-ot mériink be, és vizzel 1000,0 cm®-re oldjuk.

2.4.3. 0,1 M AgNO, mérdéoldat készitése

A finoman elporitott, tiszta ezlst-nitratot nagy érativegen vékony rétegben ki-
teritjik, és szaritészekrényben, pormentes helyen 130 °C-on 3-4 6ra hosszat
szaritjuk. Kihtilés utan lemériink beléle pontosan 16,9888 g-ot, mérélombikban
1000 cm®-re oldjuk. A portél és kozvetlen napfénytsl védett oldat csiszoltdugés
tivegedényben tetszés szerinti ideig valtozatlanul eltarthaté. A kész oldatot 0,1 M
NaCl-ra allitjuk be.

A méréoldat beallitisa Mohr szerint: 20,0 cm® 0,1 M NaCl-oldathoz 1 cm®
K,CrO,-indikétort adunk, és a beallitand6 0,1 M AgNO, mérdéoldattal alapos ra-
zogatéas kozben maradandé vordsbarna szinezédésig titraljuk.

2.4.4. 0,1 M NH,SCN (KSCN)-oldat készitése és beallitasa

A mérdoldat készitésénél gy jarunk el, hogy a molekulatomege 0,1 részénél valami-
vel tobbet lemériink taramérlegen [NH,SCN-bdl 8,50 g-ot (molekulatomeg: 76,120 g);
KSCN-bél 10,50 g-ot (molekulatémeg: 97,176 g)], és 1 dm®re vizzel oldjuk.

A méréoldat beallitasa: 20,0 cm® ismert koncentraciéja 0,1 M AgNO,-oldat-
hoz 10 cm® 10%-0s HNO,-at és 2-4 cm® salétromsavas vas(III)-ammoénium-szulfat
indikatort adunk. A beéllitand6 0,1 M rodanidoldattal alland6 rdzogatés kozben
addig titraljuk, mig az oldat éppen észrevehetéen vorosbarna lesz, és a szinezédés
Gjabb alapos Gsszerdzéds utan sem ttinik el.

2.4.5. Az eziist csapadékos meghatarozésa

Volhard médszere: Az eziistionokat tartalmazoé salétromsavas oldatot vas(III)s6
indikator jelenlétében ammoénium-rodanid mérdoldattal addig titraljuk, mig ala-
pos 0Osszerdzas utan a folyadék vas(IlI)-rodanid keletkezése folytan vorosbarna
szint lesz.

AgNO, + NH,SCN = AgSCN + NH,NO,

A titraland6 oldat savtartalma tag hatarok kozott ingadozhat, azonban 0,3 M
HNO,-nal ne tartalmazzon kevesebbet. A szokésos titralasi térfogatok mellett 4lta-
ldban 10-20 cm® 2 M HNO,-val savanyitunk. A savanyitasra hasznalt salétromsav-
nak nitrogén-oxidokat nem szabad tartalmaznia, mert ezek az ammoénium-rodani-
dot elroncsoljak. Célszerti tehat az alkalmazott savat el6zetesen kifézni. A titralas
végpontja kozelében a folyadékot igen erélyesen kell razogatnunk, mert a kivalt
eziist-rodanid csapadék jelentés mennyiségii eziistot kot meg adszorpcio6 dtjan,
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ami csak erds razogatasra deszorbealodik. Eppen ezért a titrdlasokat célszert jol
zar6 uvegdugbs edényben végezni.

A titralas pontossaga 0,1 M oldatok alkalmazasa esetén, ha a titralast ala-
pos razogatas kozben fejezziik be, 0,01-0,02%. 1 cm® 0,1 M NH,SCN megfelel
10,788 mg eziistnek.

2.4.6. Kloridionok meghatarozasa

Meghatarozas Mohr szerint: A meghatarozand6 oldatnak semleges kémhatasi-
nak kell lennie, mert savanyd kozegben a reakcié végpontjat jelzé eziist-kromat
oldédik, lagos kozegben pedig eziist-oxid, esetleg eziist-karbonat valhat ki. Az
oldat pH-janak 6,5-10,5 kozé kell esni. Indikatornak 100 cm’® titrdlandé oldatra
2 cm® 5%-0s semleges K,CrO,-oldatot hasznalunk. Mivel az eziist-kromét oldha-
tésaga a hémeérséklettel nd, a titradlast csak szobahémeérsékleti oldatban végez-
hetjiik.

Meghatarozés: Kb. 0,07 g kloridiont tartalmaz6 semleges vagy semlegesitett
oldathoz 1 cm® 5%-o0s K,CrO,-oldatot adunk, vizzel kb. 50 cm®-re higitjuk, és
0,1 M AgNO,-oldattal, 4lland6 razogatas kozben, maradandé vérosbarna szinezé-
désig titraljuk. 1 cm® 0,1 M AgNO, megfelel 3,5457 mg Cl-nak; 5,8454 mg NaCl-
nak; 7,4553 mg KCl-nak, ill. 3,6465 mg HCl-nak. A titrdlas pontossiga = 0,1 %.

Ivévizek kloridtartalmanak meghatarozéasa: A vizsgidlandé viznek mindenek-
el6tt neutralvorossel megallapitjuk a kémhatasat. Ha az oldat savanyu (az indi-
kator voros szint mutat), kevés KHCO,-ot adunk hozza, ha er6sen szédatartalmu
vizr6l van szé (szikes talajok vize), elébb néhany csepp HNO,-val megsavanyit-
juk, majd bikarbonattal k6zémbésitjitk. A vizsgdlandé viz 100,0 cm®-ét 1-2 cm?®
5%-0s K,CrO, indikator mellett 0,01 M AgNO,-tal gyengén barnasvords szintire
titraljuk, majd az oldat térfogatat desztillalt vizzel 150 cm®-re toltjiik fel, és erélyes
razogatas kozben végpontig titraljuk.

2.4.7. Jodidionok meghatéarozasa

Titralas indikator nélkiil: Hig jodidoldatoknak eziist-nitrat mérdoldattal vald
titralasa alkalméval az oldatban levé f616s jodidionok peptizal6lag hatnak a ke-
letkez6 Agl-csapadékra, ezért az oldat tokéletes kitisztulasa csak az ekvivalen-
ciapontban kovetkezik be, amikor a jodidionok teljesen elfogynak az oldatbdl.
A kitisztulési pontig valo titrdlas hig és tiszta jodidok oldatdban igen pontos ered-
ményeket ad. A kiindulasi oldat jodidion-koncentracié6ja legfeljebb 0,04 M lehet.

Meghatarozas: Kb. 0,25 g I'-ot tartalmazo tiszta jodidoldatot vizzel 60-70 cm®-
re higitunk és tivegdugés edényben, alapos razogatas kézben 0,1 M AgNO,-ol-
dattal 6vatosan titraljuk. Az ekvivalenciapont elérése el6tt kb. 1%-kal az Agl-
csapadék koagulalni kezd, a folotte levé folyadék azonban zavaros marad. Ettél
kezdve cseppenként titrdljuk tovabb, minden csepp hozzdadéasa utan alaposan
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Osszerdzva a folyadékot. Az ekvivalenciapontban a csapadék f6lott levé folyadék
hirtelen kitisztul. Tiszta, idegen s6tél mentes jodidoldatban ily médon igen pon-
tos eredményeket kapunk. Egy cm® 0,1 M AgNO,-oldat megfelel 12,692 mg I"-nak.

2.5. Komplex vegyiiletek képzédésén alapulé médszerek

2.5.1. Komplexometria. Kelatometria

A komplexometria a mérend6 komponensek és a komplexometrias reagensek ko-
zott kell6 stabilitassal biré komplexek kialakuldsan alapszik. Sziikséges, hogy a
keletkezé komplex nagy stabilitdsi legyen, ugyanis ettél figg a titralasi gorbe
meredeksége, azaz a titralas végpontjanak élessége. Lényeges, hogy a mérGoldat
mennyisége a komplexképz&désben részt vevs alkotérésszel a titralas folyaman,
illet6leg annak végpontjaban sztochiometridsan egyértelmii legyen, azaz a komp-
lex a titralaskor sztochiometrids Gsszetételben keletkezzék, illetve a titralas vég-
pontjdban sztochiometrias 6sszetételivé valjék. Lényeges még, hogy a titralas
végpontja jol észlelhetd, lefutdsa pedig gyors legyen. A komplexek stabilitédsat a
musaval jellemezziik. Vizes oldatokban mind az egyfunkciés, mind a tobbfunk-
cios ligandumokkal is stabil komplexeket képezhetiink, a tobbfunkciés ligandu-
mokkal képzett komplexeket azonban nagyobb stabilitas jellemzi.

Az etilén-diamin-tetraecetsav (EDTA) vizben kevéssé old6do, négyértéki sav:

Il Il
HO—C—CH, H, C—C—OH
N 7
IN—CH—CH—N_
Ho—c—cfi, HiC—C—OH

* O*

Ezért képletét roviditve gyakran H,Y-nal jel6lik, ahol az Y* az etilén-diamin-
tetraacetation. A savas hidrogének kozl kett6 konnyen, kett§ pedig nehezen disz-
szocial (az egyes savexponensek értéke: pK,= 2,0; pK,= 2,7; pK,= 6,2; pK,= 10,3),
ezért mint kétértéki sav kozepes erdsségili. A vegyiiletnek kiilo6nos jelentdséget ad
az a korillmény, hogy a *-gal megjel6lt atomjai konnyen leadhaté elektronpérral
rendelkeznek, és igy komplexképzésre hajlamos (elektronakceptor) fémionokkal
igen stabil belsé komplexeket (kelat komplexek) alkot. A komplexképzésre vald
hajlamossagra jellemz6, hogy nemcsak az dtmenetifémek ionjaival, hanem még a
zért elektronoktettel rendelkezé alkalifoldfémek ionjaival (Mg**, Ca**,...) is képes
komplexeket alkotni. E komplexek erésségét a stabilitasi dllandé exponensének
(pK = —log K) értékeibdl itélhetjik meg (2.3. tablazat).
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2.3. tabldzat. Néhany fém komplex stabilitasi exponense

Me™* Mg Catt Mn2t 72t Pb2t Ni2* Cu2t Crt* Fe®t
pK 8,6 10,6 13,7 16,2 18,0 18,3 18,5 24 25

Mivel a komplexképz6 etilén-diamin-tetraecetsav molekula egyidejtileg sav
is, a fémkomplexek stabilitdsa a pH-nak is fiiggvénye. Ez abban nyilvanul meg,
hogy minél jobban eltolédik a pH a savas tartomany felé, a fémkomplexek annél
ink4bb elbomlanak fémionra (Me"") és etilén-diamin-tetraacetatra. E bomlas an-
nal kisebb, minél stabilabb komplexrél van sz6. Ezért a Fe®* és Cr’" még savas
kozegben is dlland6 komplexeket adnak, mig a kétértékd kation komplexek savas
kozegben rendszerint elbomlanak. Az etilén-diamin-tetraecetsav masik fontos
tulajdonséaga, hogy mint hatfogt ligandum, a fémionnal egy lépésben ad komp-
lexet, amikor is azonnal kialakul az oktaéderes (néha tetraéderes) elrendezédés.
Az etilén-diamin-tetraacetat tehat a fémiont rdakoll6 médjara teljesen koraloleli,
amikor 6t darab ottagu stabilis kelatgytiri alakul ki.

Az etilén-diamin-tetraecetsavnak ez az er6s komplexképz6 hajlama adta az
otletet arra, hogy ezt az anyagot fémionok komplexképzésén alapulé meghatéro-
zasara alkalmazzak. E célra a vizben jol 0ldédo és az ipar altal vizlagyitasi célra
forgalomba hozott dinatriumsét (Na,H,Y - 2 H,O) alkalmazzuk, mely kiilonb6z6
neveken, hazankban Komplexon(IIl) néven keriil kereskedelmi forgalomba.

2.5.1.1. Komplexometrias indikdatorok

Komplexonnal val6 titralas kozben tehat, ha a pH megfelel6en van megvalasztva,
a fémion-koncentrécio eleinte lassan, késébb erésen valtozik, mig végiil az egyen-
értékpontban ugrasszertien igen kis értékre csokken. A végpont jelzésére olyan
fémindikétorok alkalmasak, amelyek a meghatarozandé fémionnal laza, szines
komplexet alkotnak. A fémionmentes indikator szine eltéré a fémkomplexétdl.
A titralas soran a Komplexon(III) el6szor a szabad fémionokat koti meg, azutéan a
szines indikatorkomplexre keriil sor. A Komplexon(III) er6sebb komplexet alkot-
van a fémionnal, mint a fémindikator, a szines komplexbél elvonja a fémiont, és
igy szinvéltozas kovetkezik be, ami a titrdlas végpontjat jelzi. A komplexometrias
titrdlasokhoz az Eriokrémfekete T és a Murexid fémindikéatorok hasznélatosak.

Eriokréomfekete T: kémiai neve: 1',2-dioxi-5-nitro-(1,2')-azonaftalin-4-szulfon-
savas-Na (roviditve NaH,E). A fémionokkal négyfogii ligandum gyanant viselkedik.
A fémionmentes szinezékion (H,E") a pH-t6l fiigg6en mas és més szint mutat:

pH=6,3 pH=11,5
HE <= HE* +H" <= E>+2H’

piros kék narancs
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A pH = 6,3-11,5 intervallumban stabilis kék forma fémionokkal piros szint
komplexet ad:

Me™ + HE> <= [MeE]™¥" + H'

kék piros komplex

A szinezék indikatortulajdonséagai tehat pH = 6,3-11,5 intervallumban érvé-
nyesiilnek. Komplexometrias titrdlasokra legalkalmasabb azonban a pH = 9-10
intervallum, amit NH, + NH,Cl pufferrel egyszertien meg lehet valdsitani. Az
indikator vizes oldatban lassan bomlik, ezért finoman elporitott KNO,-tal keverve
szilard formaban vagy sz6das propil-alkoholos oldatban alkalmazzak.

Szilard indikdtor készitése: 50 g finoman elporitott KNO,-ot 0,1 g Eriokrém-
fekete T szilard szinezékkel alaposan elkevertink. Egy titrdlashoz kb. 0,3 g indi-
katorkeveréket hasznalunk.

Propil-alkoholos Eriokromfekete T indikdtor készitése: 1 g szilard Eriokrom-
fekete T indikatort 30 cm® vizben oldunk, melyhez 1 cm® 1 M Na,CO,-oldatot
adunk. Old6das utan izopropil-alkohollal 100 cm®-re egészitjiik ki. Egy titralashoz
4-6 csepp indikatort hasznalunk.

L. Pufferoldat pH = 9-10 bedllitdsdra: 0,83 g NH,Cl-ot kevés vizben oldunk,
11,3 cm® koncentralt NH,OH-ot adunk hozza és vizzel 100 cm®-re higitjuk. Egy
titrdldshoz 5 cm® oldatot hasznalunk. E puffermennyiség legfeljebb 0,01 mol/
dm®-es oldatokkal val¢ titralas esetén elegends. Téményebb oldatok titralasakor
tobb NH,Cl-ot, illetve NH,OH-ot kell alkalmaznunk a pufferkapacitas novelése
céljabél, kulénben konnyen el6fordulhat, hogy egyes fémhidroxidok [Mg(OH),]
kicsap6dnak. 0,05 mol/dm® koncentrécié koriil 100 cm? titralasi térfogatra 0,25 g
szilard NH,Cl-ot és 10 cm® 10%-0s NH,OH-ot célszerti a kozel semleges oldathoz
mérni.

Murexid (amméniumpurpureat): Erésen 1tgos kozegben (pH>12) a mure-
xid ibolyaszint mutat. Fémionok (Ca**-ion) hatédséra lazacvorés komplexet ad.
Titralaskor a Komplexon(III) kivonja a fémiont a komplexbdl, és a murexid sajat
szine tlinik eld. Az indikatort Ca**, Cu** és Ni** komplexometrids titralasanal
alkalmazzuk. Utébbi két iont hig NH,OH-oldattal tartjuk oldatban.

Murexidindikdtor készitése: 50 g finoman poritott KNO,-ot (vagy NaCl-ot) 1 g
murexiddel elkeveriink. Egy titralashoz kb. 0,1 g keveréket hasznélunk. Haszné-
latos a murexid telitett vizes oldata is indikatornak.

II. Pufferoldat: 2 g NaOH-ot 50 cm® kiforralt és lehtitott vizben oldunk. A kb.
molos oldatot célszert beliil paraffinozott edényben tartani. Az oldatb6l néhany
cm’®-t alkalmazunk egy titrdlashoz, hogy a titrdlandé oldat biztosan erdsen lugos
(pH>12) legyen.
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2.5.1.2. Komplexon(Ill)-mérdoldat készitése

A titralasokat 0,1 mélos, 0,05 mélos, 0,01 mélos vagy 0,001 mélos Komplexon(III)-
méréoldattal szoktuk végezni (molekulatomeg = Na,H,Y - 2H,0 = 372,2 g). A viz-
keménység meghatarozasdhoz legtobbszor a kb. 0,01 mdlos oldatot hasznaljuk.
Ezt ugy készitjitk, hogy 3,8 g Komplexon(Ill)-hoz 800 cm® vizet és 0,86 g NaOH-ot
adunk, majd oldédas utén vizzel 1 dm®-re feltoltjikk. Az oldat hatéértékét MgSO,-ra
allitjuk be. 1 cm® pontos 0,01 mélos Komplexon(IlI)-oldat 0,01 mmol fémiont mér.

MgSO,-térzsoldat készitése: A kristdlyos MgSO, - 7 H,O rendszerint sztochi-
ometrikus Osszetételi, és egyszeri beméréssel pontos oldat készithets beldle.
0,01 moélos MgSO,-oldat készitéséhez 2,4649 g-ot mériink le, és vizzel 1000 cm®-
re oldjuk.

A 0,01 mélos Komplexon(IIl)-oldat bedllitdsa: 20,0 cm® MgSO,-térzsoldatot
titrdlélombikba pipettazunk, 5 cm® (NH,~NH,CI) I Pufferoldatot adunk hozza,
és vizzel kb. 50 cm’-re higitjuk. Késhegynyi (kb. 0,3 g) Eriokromfekete T szilard
indikatorkeverék hozzaadéasa utan a beallitand6 0,01 mo6los Komplexon(III)-mal
addig titraljuk, mig az oldat szine pirosbdl az iboly4skék szinarnyalaton keresztiil
égszinkékbe csap at. A végpont kozelében a titralast lassan végezziik. A mérGol-
dat hat6értékét célszer(i 0,01 mmol/cm®-ben megadni.

Magnézium-komplexondt térzsoldat: A titralas eredménye alapjan készithe-
tink magunknak Mg-komplexonét torzsoldatot egyenértékiit MgSO,-torzsoldat és
Komplexon(IlI)-méréoldat 6sszedntésével (indikator nélkiil).

2.5.1.3. Kalcium és magnézium egytittes mennyiségének
megallapitdsa. A viz 0sszes keménységének meghatdrozasa

A komplexometriés kalcium-magnézium-meghatarozas f6ként a viz dsszes kemény-
ségének meghatérozasa szempontjabol nagy jelentségii. A titralas pH = 9-10 kortili
értéknél Eriokromfekete T indikator jelenlétében elvégezhets. A Komplexon(III)
ugyanis a Ca*"-ionokkal, az indikétor viszont a Mg**-ionokkal alkot erésebb
komplexet. A titralds sordn tehat a Komplexon(Ill) elszér a Ca**-ionokat koti
meg, és csak ezutan egyesiil a Mg**-ionokkal. Végiil a titralas végpontja kortil ki-
szoritja a komplexbdl az indikatort, és ezért az oldat szine pirosbol kékbe csap at.
A titrélas Mg**-ionok nélkiil nem végezhetd el, mert a Ca**-ionok Eriokromfekete
T-vel nem adnak komplexet.

Meghatérozas: 50,0 cm® vizmintdhoz 1-5 cm® (NH,~NH,Cl) I pufferoldatot,
és egy kis kandlka Eriokrémfekete T indikatorkeveréket adunk, majd 0,01 molos
Komplexon(III)-mal addig titraljuk, mig a szin pirosb6l kékbe csap at. 1 cm® 0,01 mo6-
los Komplexon(III)-oldat megfelel 0,4008 mg Ca-nak, ill. 0,2432 mg Mg-nak.

Magnéziumion-mentes vizben a titrdlas nem megy. Ha az oldat kevés Mg**-
iont tartalmaz, a szindtcsapas nem elég éles. A szinatcsapéast élesebbé tehetjiik,
illetve a meghatarozést Mg**-ion mentes oldatban is elvégezhetjiik, ha a meghata-
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rozando oldathoz 10-20 csepp Mg-komplexonét térzsoldatot adunk. A Ca**-ionok
ugyanis egyesiilve a Komplexon(III)-mal, szabadda teszik a Mg**-ionokat. Ezek
viszont az Eriokromfekete T indikétorral egyesiilnek piros szinti komplexszé. Tit-
ral4s kozben azonban az Eriokromfekete T kék szine éppen akkor jelenik meg,
amikor az oldathoz a Ca**-ionokkal egyenértékii Komplexon(Ill)-at adunk.

2.5.1.4. A kalcium komplexometridas meghatarozasa

A kalcium szelektiven meghatarozhaté magnézium mellett is, ha a végpont jel-
zésére murexidindikétort alkalmazunk, és természetesen erésen ltagos kézegben
dolgozunk. A murexid ugyanis gyengébb komplexképzé anyag révén, a Mg**-
ionokat mar meg sem koti, de a Ca**-ionokkal piros szinti komplexet alkot.
Komplexon(IIl)-mal valé titrdlas alkalmaval egyenérték(i mérdoldatot adunk az
oldathoz. A médszer tehat alkalmas egy vizminta kalciumsok okozta keménysé-
gének kozvetlen meghatdrozasara.

Meghatarozas: 50 cm® vizsgaland6 vizmintét titrdl6lombikba mériink, hoz-
zdadunk 2-5 cm® 1 M NaOH-ot (II. Puffer) és kb. 0,1 g szilard murexidindikétort,
majd 0,01 mélos Komplexon(IIl)-oldattal addig titraljuk, mig az oldat lazacvoros
szine kékesibolyéaba csap at. Az oldatot ligositas utan azonnal titralni kell, mert
allas kozben a leveg6 vagy a lig esetleges CO,-tartalma kovetkeztében CaCO, valhat
ki. 1 cm® 0,01 molos Komplexon(III)-oldat 0,4008 mg Ca-ot mér.

2.5.1.5. A vas(Ill)-ionok komplexometrias meghatdarozasa

A vas(Il)-ionok jelenlétében, gyengén savas kozegben, a variaminkék B indikator
kékesibolya oxidacids szint mutat. Ha az oldathoz Komplexon(III)-at adunk, ez a
vas(IIl)-ionokat megkéti, és az oldat redoxipotencialja a variaminkék B atcsapasi
potenciéljanél negativabbé vélik. Az indikator tehat elszintelenedik. A variamin-
kék e viselkedése alapjan alkalmas vas(III)-ionok komplexometrias meghataroza-
sanak végpontjelzésére.

Meghatérozas: A kb. 20 cm® 0,01 mélos gyengén savas vas(Ill)-s6 oldathoz
kezd6d6 csapadék kivéalasig NaOH-oldatot adunk, majd annyi koncentralt han-
gyasavat, hogy a csapadék feloldédjék. 1-2 cm® hangyasavat adunk még hozza
feleslegben, és az oldatot 40-50 °C-ra melegitjitk. Ezutdn 1 csepp 1%-os variamin-
kék B indikatort adunk hozza, és az oldatot azonnal titrdljuk addig, amig annak
szine kékesibolyabdl a vas(IlI)-komplexonatnak megfeleld tiszta sdrga szinbe nem
vélt. 1 cm® 0,01 molos Komplexon(IlI)-oldat megfelel 0,5585 mg vasnak. A titralas
szulfoszalicilsav indikétor jelenlétében is elvégezhetd.



3. fejezet

Az ultraibolya-lathaté abszorpcios
spektrofotometria és elvalasztasi
modszerek élelmiszerek analizisében

Az utébbi id6ben végbement analitikai médszerfejlesztések nagy valtozasokat
hoztak az élelmiszer-analitika tertiletén is. Sorozatban dolgoztak ki olyan érzé-
keny modszereket, amelyekkel nagyon hasonlé tulajdonsagi vegyiileteket lehet
szétvélasztani és ng/kg vagy pg/kg mennyiségben meghatérozni. Anélkil, hogy a
moédszerek kozott rangsort akarnénk felallitani, iigy gondoltuk, hogy a részletes
élelmiszer-analitika targyaldsa el6tt ismertetjlik az élelmiszer-analitikdban széles
korben alkalmazott ultraibolya-lathat6é spektrofotometria, a kromatografia és az
elektroforézis alapjait.

3.1. Ultraibolya-lathaté abszorpcios spektrofotometria

A molekula vagy az atom alapallapotban a legalacsonyabb energiaszintjén tar-
tézkodik, és akkor keriil gerjesztett 4llapotba, ha megfelel§ energiaja elektromag-
neses sugarzast abszorbedl. A gerjesztett molekula vagy a gerjesztett atom ener-
giaszintjét energia kibocsatdsa (emittdlasa) kozben képes csokkenteni. Mindkét
esetben az abszorbealt vagy emittalt sugarzas hullamhossza jellemz6 az anyagi
mindségre, intenzitdsanak valtozasa pedig jellemz6 a vizsgalt komponens relativ
vagy abszolit mennyiségére.

A fehérfény kiillonboz6 hullamhosszisaga fénysugarak keveréke, melyet a
spektroszkdpiai vizsgalatoknal hullimhossz szerint komponenseire kell bontani
azért, hogy az analitikai vizsgalatokban alkalmazhaté monokromatikus fényhez
jussunk. A monokromatikus fény egy nagyon sztik hulldimhossztartomény foto-
nokat tartalmazé fénynyalab.

Az ultraibolya-lathaté (UV-VIS) abszorpciés spektrofotometria a legelterjed-
tebb vizsgalati médszerek kozé tartozik; az ultraibolya-lathat6 spektrofotométe-
rek minden laboratériumokban megtaldlhatok. Alkalmazéasuk viszonylag kevés
szakértelmet igényel, a késziilék megfizethetd, a minta-el6készitéshez, valamint
az analitikai vizsgalatokhoz sziikséges vegyszerek és eszkozok konnyen és olcsén
beszerezhetdk.

Az elektromagneses sugarzéds hulldimhossza a gammasugarzastél indul és az
ultraibolya, a lathaté és kozeli infravoros sugérzéson keresztiil a radiohullamokig
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tart. Az UV és a lathat6 fény kolcsonhatasba 1éphet a mintaval, mely kélcsonhatés
lehet abszorpci6 (a vizsgdlandé komponens fényt nyel el), vagy lehet emisszi6
(azaz a gerjesztett atomok vagy ionok energiat bocsatanak ki). A tavoli ultraibolya
(10-180 nm), az ultraibolya (180-380 nm) és a lathat6 (380-780 nm) sugérzas a
vegyértékelektronok gerjesztésének eredményeként, a kiils§ elektrondtmenetek
révén jon létre. Az elektromagneses sugéarzas hullamhossza és az energidja kozott
az aldbbi 6sszefiiggés irhato fel (Planck-egyenlet):

E,—E,=AE=hv.
Mivel u = c/A, ezért:
C
E,—E,=AE=hwv= h-T,

ahol:
E, — kezdeti allapot energiaszintje (J)
E, — végéllapot energiaszintje (J)
AE — kezdeti és a végallapot energiaszintje kozotti killonbség (J)
h — Planck-allandé (6,624-10 J-s)
v — elektromagneses sugarzas frekvenciéja (Hz=?]

c - fény sebessége (levegében 3-10° %}
A — fény hullamhossza (nm)

A fenti Osszefiiggésbdl kovetkezik, hogy ha ismerjik az elektromégneses
sugarzéas hullamhosszat, abban az esetben az el6z6 egyenletek segitségével sza-
mithat6 az elektromégneses sugérzas frekvenciaja, valamint az energiavéltozas
nagysaga.

A spektroszképiai médszereket egyrészt atom- és molekula-spektroszkopi-
ai modszerekre oszthatjuk, annak megfeleléen, hogy az analitikai informécié
atomokt6l vagy molekulaktdl szarmazik, masrészt az elektromagneses sugarzas
hullamhossza szerint is csoportosithatjuk. Az ultraibolya és lathaté fény elnyelé-
sekor a molekulak elektroneloszlasa megvaltozik, az elektronjaik kisebb energiaji
palyakrol nagyobb energiaja palyakra ugranak, azaz gerjesztédnek. Egy molekula
azon részét vagy részeit, amelyekben az elektronatmenetek létrejonnek, kromo-
féroknak hivjuk. Azt az energiatartomanyt, amelynél az adott kromofér elnyel,
elnyelési savnak nevezziik, melynek hullaimhossztartoménya a kromofér anyagi
mindségétdl fiigg, ezért jellemzé a vizsgalandé komponens mindéségére.

Amikor a keresett komponenst tartalmazé oldatot besugarozzuk, és a fény-
elnyelést abrazoljuk a besugéarzo6 fény hulldamhosszanak fliggvényében, akkor az
abszorpciés spektrumot kapjuk. Az abszorpciés spektrum a minéségi informaci-
6kon kiviil mennyiségi informaciékat is hordoz, mivel ha a vizsgalandé mintét
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besugéarozzuk egy I, intenzitést, adott hullimhossz (monokromatikus) fénnyel,
annak intenzitasa a fény abszorpcidja miatt lecsokken I-re. Az abszorpciot egy
mértékegység nélkiili mennyiséggel, az abszorbancidval lehet kifejezni.

Az UV-VIS szinképtartomany abszorpcids savjai szélesek, a kiillonb6z6 atom-
csoportokra jellemzé sdvok egymaéssal atfedésben is lehetnek, ezért az UV-VIS
abszorpciés spektrofotometria nem alkalmas mindségi azonositisra, mennyiségi
analizisre viszont széles korben hasznalt médszer. A mennyiségi meghatarozas
alapja a Lambert-Beer-térvény, amely a meghatarozandé komponens koncentra-
ci6ja (c) és az abszorbancia (A) kozotti 6sszefiiggést irja le.

A=lg?,

ahol A az abszorbancia, I, a besugarz6 fény kezdeti intenzitasa, I pedig a besu-
gérzo fény végsé intenzitdsa. Az abszorbancia a kovetkez6 médon is kifejezhetd:

ahol A az abszorbancia, a az abszorpcids koefficiens, I az optikai athossz (a kiivet-
ta szélessége, ¢ pedig a mérend6 komponens koncentracioja.

Az abszorpcios koefficiens annak a val6szintiségnek a mértéke, amely val6-
szintiséggel a fényttba es6 molekulak a fotonokat elnyelik, mely az anyagi miné-
ségre jellemzd dllandé, és fuggetlen a koncentraciotél. Az abszorpcios koefficienst
az analitikai vizsgalat alatt konstansnak tekinthetjiik, valéjaban viszont a méren-
d6 komponens mindségén és allapotan kiviil az alkalmazott fény hullaimhosszé-
nak a faggvénye. Mivel a vizsgalatok sordn ugyanazt a monokromatikus fényt
alkalmazzuk, igy az abszorpciés koefficiens gyakorlatilag 4llandénak tekintheté.

Az I/I, viszonyt transzmittancianak (T) (4teresztésnek) nevezzik, melynek
szézszorosa a széazalékos fényatbocsaté képesség (transzmisszié %). A vizsgalt
oldat transzmittancidja (T) a bees6 elektromégneses sugédrzas azon része, amely a
mintan 4thalad. Ertéke 0 és 1 (0 és 100 %) kézott valtozhat. Ha a monokromatikus
fény az oldaton 4thaladva teljes mértékben abszorbeélédik, akkor a transzmittan-
cia értéke 0,

ahol T a transzmittancia, I, a besugarzé fény kezdeti intenzitasa, I pedig a besugar-
z6 fény végso intenzitasa. Az el6z6 egyenletekbdl adodik, hogy a transzmittancia
az abszorbancia negativ logaritmusa, azaz A = -1gT.

Egy adott hulldimhosszt és adott intenzitdsi monokromatikus fénnyel a vizs-
galand6 mintat atsugdrozva az alkalmazott fény részben a mintaban elnyelddik
(abszorbeal6dik), részben 4thalad rajta (transzmittal6dik), a maradék része pedig
visszaverddik (reflektalédik). Igy felirhatjuk a kovetkezé egyenletet:
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L=L+1,+1,

ahol I, a besugarzo fény intenzitésa, I, a transzmittélt fény intenzitasa, I, az ab-
szorbeélt fény intenzitasa, I, pedig a reflektalt (visszavert) fény intenzitasa.

A Lambert-Beer-torvényt csak akkor alkalmazhatjuk, ha a kovetkezé feltéte-
lek is teljesiilnek: Csak viszonylag hig oldatok (<10 mol/dm?) esetében alkalmaz-
haté. A kromofér csoport kémiai reakci6i a Lambert-Beer-torvénytél valé eltérést
okozhatjédk. Az olddszercsere megvaltoztatja a molekulédk energiaallapotait, igy
megvaltozhat az abszorpciéhoz sziikséges energia nagysaga, azaz megvaltozhat
az abszorpciés spektrum is. A Lambert-Beer-torvényben eltérést okozhat, ha nem
az elnyelési spektrum abszorpciés maximumanél végezziik a mérést.

A Lambert-Beer-torvény nem alkalmazhatd, ha a vizsgélandé oldat jelentds
mennyiségl kolloidrészecskét tartalmaz. A vizsgaland6 oldat hémérsékletének
valtozasa befolyédsolhatja az energiaszinteket, ezért az elektronatmenetek ener-
gidjanak nagysiga megvaltozhat. Csak a kozel megegyezé hémérsékleten végzett
mérések adatai hasonlithaték 6ssze. Fontos tudni, hogy az abszorbancia additiv
tulajdonsag, ezért ha a vizsgalt oldatban tobb, egymés mellett el6fordulé kromo-
fér komponens talalhatd, akkor azok fényabszorpcidja 6sszeadddik.

Az ultraibolya-lathat6 abszorpciés spektrofotometria mind szervetlen, mind
szerves 0sszetevlk vizsgalatara alkalmas. Mivel ezek szama szinte végtelen, ez-
altal elkeriilhetetlen, hogy az elsésorban folyadék halmazallapotti mintdkban
16v6 kiillonb6zé kromofér csoportok savatfedési problémékat okozzanak. Ha az
elemzend6 komponensnek van elnyelése az UV-VIS tartomanyban, amely nem
rendelkezik jelentds zavaro tényezG6vel, akkor kozvetleniil vizsgalhat6. Ha viszont
a meghatarozandé komponensnek nincs olyan elnyelése, amely kozvetleniil ele-
mezhetd, akkor keresniink kell egy olyan fényelnyelést mutaté kromofér csopor-
tot, amely sztochiometriai reakciéba tud 1épni a meghatérozni kivant komponens-
sel, és ezéltal egy spektrofotometridsan elemezhetd vegyiiletet képez.

3.1.1. Az UV-VIS spektrofotométer felépitése

Az UV-VIS spektrofotométer fontosabb részei a sugérforras, az optikai rendszer,
a detektor és a vezérl6-értékeld egység.

A sugarforras

A sugéarforras az alkalmazott hulldmhossztartomanyban biztositja a megfelels
fényintenzitdst fénysugarzast, mely az analitikai vizsgalatok teljes idGtartama alatt
stabil fényintenzitast biztosit. Az UV-VIS spektrofotométereket a 160-1100 nm hul-
lamhossztartomanyban hasznaljuk analitikai vizsgalatok kivitelezésére. A hullam-
hossztartomény alsé részén, a vakuum ultraibolya- és az ultraibolya-tartoményban
(160-380 nm) deutérium lampét, mig a felsé részén és az infravoros-tartomany alsé
részében is (350-2500 nm) volfrdimlampat hasznalunk. Mivel 200 nm hullamhossz
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alatt az tiveg elnyeli a sugarzast, ezért a deutériumlampéhoz kvarc kilépéablakot
hasznalunk. A 350 nm f6lotti hullamhossztartoméanyban izzészélas lampat haszné-
lunk, amely az egész tartomanyban folytonos spektrumot ad. Az izzészélas lampak-
nél egy lezért és evakualt iveggtmbbe spiralla tekert volfram izz6szalat helyeznek,
melyet miikodés kozben izzasig hevitenek elektromos drammal.

Mintatartoé (kiivetta)

A mintatarté (kiivetta) a fényforras és a detektor kozott helyezkedik el. A kiivetta
a legtobb esetben egy centiméter szélességli négyzet alapt hasdb. Fényateresz-
t6 anyagbdl készitik, amely a legtobbszor kvarc, iveg, esetleg mtianyag lehet.
A kvarckuivettat 190 nm-t61 4000 nm hullamhosszig, az tivegkiivettat 350 nm-tél
3000 nm-ig hasznalhatjuk. Az tvegbdl készult eszkozok az ultraibolya sugar-
zast (<350 nm) elnyelik, ezért ezek csak a lathaté tartoményban hasznalhatok.
A kuvettdk szemkozti oldalai tokéletesen parhuzamosak, amelyek a fénysugérral
derékszoget zarnak be.

Optikai rendszer

Az optikai rendszer feladata a kisugarzott fény felbontésa. Fényfelbonté egy-
ségként altalaban monokromatort vagy szinsziir6ket hasznalunk. Az egyszertibb
késziilékek hasznalnak szinsztiréket, melyek f6 tipusai az abszorpciés és az in-
terferencia-szlir6k. Az abszorpciés szlir6k késziilhetnek zselatinbél, tivegbdl,
folyadékbdl vagy miianyagbdl. A szilirés spektrofotométerek egy sztirésorozatot
tartalmaznak, amellyel kivalaszthatjuk a megfelel§ hulliamhossztartomanyt.

Detektor

A detektor feladata, hogy megmeérje az abszorpciét megel6zéen (1) és azt kovets-
en (I) a sugérforrasbdl kibocsatott fény intenzitasat. A killonbozd gyarték kilon-
féle olyan tipust detektorokat alkalmaznak, mint a fotodi6dak, a fotoemisszids
csovek, a fotoelektron-sokszorozo csovek és a szilardtestdetektorok. A fotodidda
a rdesé fényt alakitja at elektromos drammd, melynek nagysaga ardnyos a bees6
fény intenzitdsaval. A diédasoros detektorokban tébb, linearisan kapcsolt fotodi-
6da taldlhaté, melyek szama akar tobb ezer is lehet.

A fotoemisszids csovek evakualt burkolatban talalhaté fotokatéd-fotoandd
kombinaciék, melyekben a bees6 fény elektromos jelet allit els, ezek nagysaga
ardnyos a beesd fény intenzitasédval. A fotoemissziés csovekben a fotokatédot
olyan anyagbdl készitik, mely feltiletébe a becsap6do fotonok hatasara, a fotonok
szdmaéaval ardnyosan fotoelektronok lépnek ki, amelyek a fotoanéd felé vandorol-
va elektromos dramot hoznak létre.

A fotoelektron-sokszorozo csovek és a szilardtestdetektorok a bees6 fény ha-
tasédra szintén a fényintenzitassal aranyos elektromos jelet adnak. A fotoelektron-
sokszoroz6 csovek egy viszonylag sztik hullimhossztartomany detektaldsara
képesek, a szilardtestdetektorok viszont, egy id6ben, szamos hullamhossztarto-
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many detektalasara képesek. A dibdasoros detektorokhoz hasonléan nemcsak egy
hulldmhossztartomany intenzitdsanak mérésére alkalmasak, hanem vagy tobb
egyedi hulldmhossztartomany egyidejii mérését, vagy a vizsgalt minta fényelnye-
lésének spektrumat is képesek detektalni.

3.1.2. Az UV-VIS spektrofotométerek kiillonbozé tipusai

A spektrofotométerek a vizsgalathoz alkalmazhaté hullamhossztartomany szerint
lehetnek az ultraibolya hulldmhossztartomanyban mtik6dék, a lathaté hulldm-
hossztartomanyban miikodék, az infravoérds hulldimhossztartomanyban miikodék
és ezek kombinacidja. Az optikai rendszerben alkalmazott fényfelbontés tipusa
szerint lehetnek prizmas, rdcsos vagy szlirGs rendszertiek, a spektrométer mi-
kodési elve szerint pedig egyfényutas késziilékek vagy kétfényutas késziilékek.

A normal rutin-laborvizsgalatok sordn altalaban oldat forméban vizsgéljuk
a mérendd mintékat, melynek soran kozelitéen 10°-107 mél/dm® koncentracisju
oldatokkal dolgozunk. A folyékony halmazéllapot eléréséhez a mérést megel6z6-
en valamilyen tipust minta-el6készit6 tevékenység sziikséges.

3.1.2.1. Egyfényutas spektrofotométerek

Mind az egyfényutas, mind a kétfényutas késziilék esetében sziikséges referen-
ciaanyag alkalmazésa, mely lehet tiszta old6szer vagy minta nélkiili oldat (vak-
oldat). Az egyfényutas késziiléknél az oldatokat egymads utan mérjitk meg, mig
kétfényutas késziiléknél a spektrofotométer a fénysugarat felvaltva vezeti at a
minta- és a referenciaoldaton, kikiiszobolve az alapoldat (vakoldat) elnyelését.
A modern késziilékek holografikus homort-racsos polikromatort és diédasoros
detektort alkalmaznak, mely utébbi megkozelitéen 10-20 msec alatt a mérést a
teljes spektrumra vonatkozdan elvégzi.

3.1.2.2. Kétfényutas spektrofotométerek

A kétfényutas spektrofotométerben egy deutérium- vagy egy volfrimlampét hasz-
nélunk, melynek fénye a forgathaté optikai racsra vetddik, igy ki tudjuk vélasztani
az alkalmazandé hulldmhosszt. A fénytitban a nem kivant szinkép kirekesztésére
elhelyeznek egy szinsziir6t. Egy szaggat6 kettévalasztja a fénysugarat, melyek
kozil az egyiket a mintat tartalmazé kiivettan vezetjiik at, mig a visszaver6dé
fénysugar a referenciakiivettdn (vakoldaton) halad at, mely csak oldészert, extra-
héléoldatot vagy nagy tisztasdga vizet tartalmaz. A sugarforras fényét a szaggat6
(chopper) egy masodperc alatt tébbnyire néhényszor szaggatja, ezaltal valtogatja a
fényut menetét, és a két fénytton torténd elemzéssel automatikusan kiillon-kiilon
hasonlitja 6ssze a mért abszorbancia- (vagy transzmittancia-) értékeket. Altalaban
ugyanazzal a detektorral mérjiik a fénysugarak intenzitésat.
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A kétfényutas spektrofotométerek elényei az egyfényutas késziilékekhez ké-
pest a kovetkezok: Az egyfényutas késziilékekbe a mintat és a referenciaoldatot
felvaltva kell behelyeznunk, ami neheziti a mérést. Amennyiben tébb hullam-
hossz alkalmazaséval szeretnénk elvégezni a mérést, akkor minden egyes hulldm-
hosszt kiilon kell beallitani. A kétfényutas spektrofotométerekben automatikusan
véltoztathatjuk az alkalmazott hullaimhosszat, ezen tiil a mintaoldat automatikus
korrekcidja a referenciaoldat mérésével egy id6ben torténik, igy a vizsgélatok pon-
tosabbak. A kétfényutas spektrofotométerekkel automatikus hullamhosszpészta-
zas és folyamatos spektrumanalizis is megoldhatd.

Az UV-VIS molekulaabszorpciés spektrofotometria el6nyei és alkalmazasi te-
riiletei a kovetkezbk: Az ultraibolya és lathaté fénysugér alkalmazasaval lehetdség
van az élelmiszer- és élelmiszeralapanyag-mintak killénb6zé szervetlen és szer-
ves komponenseinek azonositdsara és mennyiségi meghatarozasara. Az UV-VIS
spektrofotometria sokkal szélesebb korti elemzést tesz lehet6vé, mint barmely
mas analitikai m6dszer, ezért az élelmiszerek és élelmiszer-alapanyag nagyszamu
komponensének analizisét tudjuk ezzel a mérési modszerrel elvégezni. A 10°-10* M
koncentraciétartomanyban viszonylag nagy érzékenység jellemzi, viszonylag jo a
szelektivitdsa és pontossaga, valamint jellemz6 ra az 1-3%-o0s precizitas, ezen tal
konnyt a kezelhetGsége és egyszertien megoldhaté az adatgytijtés.

3.2. Elvalasztasi modszerek élelmiszerek analizisében

3.2.1. Kromatogréfia
3.2.1.1. A kromatogrdfia elvi alapjai

A kromatografias modszerek kialakuldsa a mult szazad elejére tehetd, amikor
Tswett orosz analitikus novényekbdl, szerves olddszerekkel extrahalt, egynemiinek
hitt festékanyagokat mészkével toltott oszlopon négy kiillonbozé szint vegyiiletté
tudott szétvalasztani. Médszerét szinirdsnak nevezte el, mely a tovabbiakban kro-
matografia néven vonult be az analitikai kémidba. A kromatografia egy olyan fizikai
elvélasztasi m6dszer, melynek soran a kiillonb6z6, de nagyon hasonlé tulajdonségi
komponensek egy all6fazis és egy mozgofazis kozott oszlanak meg, mely megoszlas
az alapja a szétvalasztasnak. Az all6fazis lehet szilard anyag vagy nagy viszkozité-
su, szilard hordozdra felvitt folyadék, mig a mozgoéfazis folyadék vagy gaz.

3.2.1.1.1. A kromatografias médszerek csoportositasa

A kromatografias médszerek csoportosithatok az elvalasztas mechanizmusa
szerint, amely azt mutatja, hogy az elegy komponensei milyen eré hatasara kotéd-
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nek fokozatosan az all6fazishoz. A kétédést okozhatja az adszorpcio, a megoszlés,
az ionok kicserél6dési képessége, a molekulasziir6n valé athatoloképesség és a
biokémiai affinitds. A kotédéskor tobbféle eréhatas is jelentkezhet: az adszorpci6
mellett ioncsere, a gélsziirés mellett pedig pl. az adszorpcié. Az all6fazis alakja
szerint haromdimenziés oszlopkromatografia és kétdimenzios (réteg- és papir-)
kromatografia killonboztetheté meg. A fazisok halmazallapota szerint a kroma-
tografias eljarasok lehetnek gaz-szilard (angol roviditése GSC), folyadék-szilard
(LSQC), gaz-folyadék (GLC) és folyadék-folyadék (LLC) kromatografia.

Az adszorpcidés kromatografalaskor a szétvalasztandé elegy egyes kompo-
nensei a nyugvo adszorbens feliiletén megkstédnek, a tovabbvandorl6 oldészer-
tél, a kevésbé erdsen adszorbeal6dé oldott anyagoktél elkiiloniilnek. A megoszla-
sos kromatografiaban az 4l16fazis feltiletén adszorbeélt folyadék van. A mozgo6fa-
zis az adszorbealt folyadékkal nem vagy csak kevéssé elegyedik. Az elvalasztandé
oldott anyagok, kiillonb6z6 mértéki oldhat6sdguknak megfelel6en, megoszlanak a
nyugvo és mozgd folyadék kozott. Az az oldott anyag, mely a nyugvo folyadékban
sokkal jobban oldddik, mint a mozgéban, teljesen dtmegy a mozgéfazisbdl az allo,
adszorbeélt folyadékba.

Az ioncserél6 kromatografianal a nyugvé és a mozgofazis ionjai egymas
kozott kicserélédnek. A megkotott anyagok az ioncserélé oszloprél az ionkon-
centrécié és a pH-valtozasaval eludlhaték. A gélkromatografidban a kiillonb6z6
méreti komponenseket duzzasztott gélszemcsékbdl allé molekulasziiré segitségé-
vel valasztjuk szét. A gazkromatografidban a 1égnem1i 4llapotban 1évé vizsgalati
elegyet semleges vivégaz segitségével vissziik be a kromatogréfids kolonnéba,
ahol a gazmolekuldk az adszorbens feliilletén més-més id6tartamig kotédnek,
majd szétvalnak.

Osszefoglalva tehat a kromatografias elvalasztasi médszerek csoportositha-
ték az 4ll6fazis alakja szerint (oszlopkromatografia, vékonyréteg-kromatografia),
a mozgo6fazis halmazéllapota szerint (gazkromatogréfia, folyadékkromatografia,
szuperkritikus folyadékkromatografia), illetve mindkét fazis alapjan (folyadék-
szilard-, folyadék-folyadék-, gaz-folyadék-, gaz-szilard kromatografia). Az elva-
lasztas elve alapjan ismert adszorpci6s kromatografia, megoszlasos kromatografia,
ioncserés kromatogréfia, méretkizarasos kromatografia és affinitas-kromatogréfia.

3.2.1.1.2. A kromatografalas mechanizmusa

A kiillonb6z6 komponensek szétvalasztasa sordan azok az 4ll6- és a mozgdfazissal
szemben tantusitott tulajdonsagaik alapjan, a szétvédlasztani kivant komponen-
sek a kromatografalési eljards sordn kiilonb6zé sebességgel haladva, az all6fazist
kalénboz6 idében hagyjak el, ill. killonb6z6 tavolsdgra jutnak el a kiindulési
ponttél. A komponensek koncentracioviszonyait a két fazis kozott a megoszlasi
allandéval lehet kifejezni, mely a fazisok anyagi minéségétdl fiiggetlen, csak a
hémeérséklettdl figg.
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A kromatogréfia tehét szorpcién és deszorpcién alapulé elvélasztastechnikai
modszer, melynek sordn az elvalasztandé anyagok egy keskeny kezdeti zonarél
kalonféle adszorbenseken, folyadék- vagy gazaramlas hatdsara, eltér6 sebességgel
mozdulnak el. Az élelmiszer-analitikdban és a preparativ elvalasztastechnikédban
az oszlopkromatografia kiemelkedd jelent6ségi(i, melynek segitségével hasonlé
szerkezet(i frakcidk vélaszthatok el egyméstol, preparativ oszlopkromatografidval
pedig egy-egy anyag igen nagy tisztasagban izolalhaté. A kilénbo6z6 élelmiszer-
komponensek szétvalasztasara és meghatarozasara mind a folyadék-szilard, mind
a folyadék-folyadék kromatografia elterjedt. Az elvalasztast el6idéz6 hatdsok
alapjan az adszorpcids, a megoszlasos és az ioncserés elvalasztasok a legjelent6-
sebbek. Mindhédrom esetben kévetelmény, hogy az all6fazis oldhatatlan legyen a
mozgobfazisban, az all6fazis irreverzibilisen ne kosse meg az elvélasztand6 anya-
gokat, ne bontsa el azokat, és ne 1épjen reakciéba a mozgo6fazis komponenseivel.

Az eljaras soran az oszlopon az elvédlasztand6 anyagok kiilonbozé erével
kotédnek, majd a mozgofazis dramoltatasaval kotédésiik erésségétol fiiggben de-
szorbeal6dnak, az oszlop tovabbi részében pedig ismét adszorbealédnak az all6fa-
zisra. Ez a folyamat folytatodik az oszlop teljes hosszaban, melynek sorédn jelentés
eltolédasok jonnek létre a szétvalasztani kivant komponensek kozott, aminek
kovetkeztében az elvalasztand6 komponensek kiilonb6zé id6pontban elkiiloniil-
ve jelennek meg az oszlop végén. E fejezet végén az oszlopkromatografiarol talal-
haté 6sszeallitas, hogy a tisztelt Olvaso lassa, hogy a kromatografias elvalasztasi
folyamatok rendkiviil bonyolultak, munkaigényesek, és hogy kivitelezésiik nagy
tudast és gyakorlatot igényel. A tovéabbi fejezetek az egyéb kromatografids mod-
szereket is részletesen tartalmazzak.

3.2.1.1.3. Oszlopkromatografia

A szétvalasztas haromdimenzios oszlopon torténik. A fazisok halmazallapota sze-
rint az oszlopkromatografias eljarasok lehetnek gaz-szilard, folyadék-szilard, gaz-
folyadék és folyadék-folyadék kromatogréfia. Az oszlopkromatografia eszkozei
iivegbdl, fémbdl vagy mtianyagbol késziilt csovek, kapillarisok, melyben a befor-
rasztott porézus ivegre rétegezziik az adszorbenst, az acélcsovekbe préseljiik azt,
vagy maga a csé fala szolgél az all6fazis megtartdsara. Az oszlopkromatografias
eljarasok felolelik a kromatografis eljardsok mindazon teriiletét, ahol a toltet ha-
romdimenziés oszloppal kombinélhatd, tehat a kromatogréafids médszerek nagy
része manapsag mar oszlopkromatografia. A vizsgidlandé komponensek az oszlo-
pon kiilonb6z6 erék hatasara jutnak at, mely lehet a mozg6, folyadékfazis pum-
pékkal, nagy nyomason torténé aramoltatasa, vagy gdzadagolas palackbol, ahon-
nan kontrollalt nyomasa gazhoz lehet jutni. Normél vagy kis nyomason végzett
eljarasnal a mozgdfazis onként atszivaroghat az oszlopon, melyet vakuummal kell
(lehet) elésegiteni, vagy tilnyomésos eljarast lehet alkalmazni. A kromatografalo
csovek véltozatos atmérdjtiek és hossziasagaak, ezért a méreteket a vonatkozé
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specialis fejezetben targyaljuk. Az oszlopok hémérsékletét vizkopennyel vagy
termosztattal lehet szabélyozni.

A kromatografias oszlopok toltete (4ll6fazis) a kromatografias céltél fiiggs-
en nagyon sokféle lehet, az oszlop toltése pedig lehet széraz és nedves. Szaraz
toltéskor az adszorbenst lassanként, rétegezve szoérjuk az oszlopba, és az oszlo-
pot vibratorral vagy dongoléssel tomoritjitk. Nedves toltéskor az oszlopot félig
megtoltjitk oldoszerrel, és az adszorbenst ugyanezzel az oldészerrel feliszapolva
toltjuk az oszlopba. A kiilonféle kromatografias oszlopoknél specidlis eljarasokat
alkalmaznak az oszlop toltetének kialakitaséra.

Az oszlopbdl tavozoé frakcidkat, folyadék mozgofazis esetében, frakcidészedd
berendezések segitségével kémcsovekbe szedhetjitk. A kor alaka, kémcsoveket
tartalmaz6 frakciészedd elforgathato, id6kapcsolé és térfogat-szabalyozé beren-
dezéssel, esetleg cseppszamlaléval ellatott, és mintegy 20-200 kémcsé talalhaté
benne.

Az oszlopkromatografia metodikaja. Folyadékkromatografia esetén a kro-
matografalandé anyagokat tomény oldatta alakitjuk, de ha az elvalasztand6 anya-
gokat az oszlop er6sen adszorbeélja, higabb oldatokkal is dolgozhatunk. A szétva-
lasztand6 anyagok oldatat 6vatosan ontve toltjiik be az oszlopba, hogy az adszor-
bens ne keveredjen fol, iigyelve arra, hogy az oszlopnak nem szabad kiszaradnia.
A kromatogram kifejlesztése sordn az oszlopon tiszta old6szert vagy old6szerele-
gyet engediink at. A kifejl6dést befolyasolja az old6szer atfolyési sebessége, ezért
az optimalis szétvalasztashoz be kell allitani az oldészer 4tfolydsanak megfelels
sebességet. A szines anyagok szétvéilasztdsanak figyelemmel kisérése a legegy-
szerlibb, a szintelen anyagok elvdlasanak észlelése ibolyantili fényben, fluo-
reszkal6 adszorbensek hasznélataval, a szintelen anyagok szines szarmazékokka
alakitasédval, a kivalasztandé anyaghoz megkozelit6en azonos tulajdonséagi szines
indikatorokkal vagy a vizsgélt anyag szinreakcioba vitelével lehetséges.

Preparativ oszlopkromatografia esetében a keverékek alkotéit elvalaszt-
hatjuk, ha az egész oszlopot rovid korongokra vagjuk és a kis egységeket kiilon-
kiillon elualjuk, majd az anyagok elhelyezkedésérél a beparldsi maradék alapjan
gy6z6dink meg. A polédros adszorbensek eluéldsa torténhet etil- vagy metil-al-
kohollal, ecetsavval vagy piridinnel, az aktiv szén eluédlasa benzollal vagy klo-
roformmal. Oldhat6 adszorbens hasznéalatakor a vizsgidland6 anyagot olddszeres
kirazassal kulonithetjik el. A gazkromatogréfias eljarasok sordn alkalmazandé
lépéseket a vonatkozo fejezet tartalmazza.

Az oszlopkromatografias elvalasztasok soran altalaban az eldciés kromatog-
rafiat alkalmazzuk, melynek soran a kromatogram kifejlesztését nem fejezziik be
a savok szétvalasztasaval, hanem az oszlop oldészeres mosasét tovabb folytatjuk,
melynek sordn az egyes anyagok folyamatosan a sziiredékbe keriilnek, és kii-
lon-kiilon fogjuk fel éket. Az eluotrop sor szerint egyre polarosabb old6szereket
alkalmazva a sziiredéket szakaszosan felfogjuk, a kromatografalas lefolyasat pe-
dig grafikusan dbrazoljuk. Ennek soran a vizszintes tengelyre az atfolyt oldészer
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térfogata, a figgéleges tengelyre pedig a bepérldsi maradék tomege keriil. Sziikség
esetén a strliség, a torésmutatd, az optikai forgatoképesség és egyéb tulajdonsa-
gok is kertilhetnek az ordinéatara. A kromatogramokkal, a mennyiségi és a mi-
ndéségi értékeléssel kapcsolatos tudnivalok a vonatkozé fejezetekben talalhatdk.

3.2.1.2. Adszorpciés kromatogrdfia

Adszorpcio

A heterogén rendszerek hatarfeliiletén mtikodé erék hatéséra az egyik fazis a felii-
letén a vele érintkez6 masik fazis molekulait kisebb-nagyobb mértékben képesek
megkatni. A fazis felilletén a komponens koncentréaciéja nagyobb, mint a folyékony
fazisban: a jelenség az adszorpcié. Az az anyag, amelynek feliilete a masik fazis mo-
lekuléit megkoti, az adszorbens, a felilleten megkotott anyag pedig az adszorptivam.

Az adszorpci6 soran az adszorbens feliiletén 1é6vé molekulédk és az adszorpti-
vum molekulédi kozott er6k hatnak, melyek az adszorptivum molekulainak egy
részét az adszorbens feliiletére vonzzak. Adszorpciékor az erék az adszorptivum
molekuldinak hémozgéasa ellenében munkéat végeznek, ami az adszorpciés hé
alakjaban szabadul fel. Az adszorbealt molekuldknak az adszorbens feliiletérél
valé eltavolitasa, a deszorpcid, lehtiléssel jar, az adszorpci6 tehét exoterm, a de-
szorpcié pedig endoterm folyamat.

Az adszorpci6é dinamikus jelenség, melynek sordn az adszorbealt feliileti
réteg és az adszorbealatlan molekulak kozott kicserélédés megy végbe. Az ad-
szorptivum molekuldi a hémozgas kovetkeztében részben deszorbealédnak, az
adszorbedlatlan molekulak pedig az adszorpcids erék hatdsara megkotédnek. Be-
kovetkezik az adszorpciés egyensily, melynek soran az id6egységenként megko-
tott molekuldk szdma azonos a feliiletrél levalé molekuldk szamaval.

Adszorpci6 szilard-gaz halmazallapoti hatarfeliileten

Géz-halmazallapoti anyagok adszorbeédlasara hasznaljak a faszenet, a kiilonféle
aktiv szénfajtdkat (csont-, vér-, cukor-, benzoesav-, mogyoré- és di6héjszén), az
aluminium-hidroxidot és a kiillonb6z6 természetes deritészereket. Az adszorbealt
anyag mennyisége anndl nagyobb, minél nagyobb az adszorptivum koncentraci-
6ja, gdzoknal pedig minél nagyobb a gdz nyomasa. Az adszorbeédlt gdzmennyiség
anndl kisebb, minél magasabb a rendszer hémérséklete, ezért a rendszer kellg
hémérsékletre valo hevitésével az adszorpcié megsziintethetd, és a magas hémér-
séklet alkalmas az adszorpciéra alkalmatlan adszorbensek feldjitasara.

Egy rendszer adszorpcids viszonyai az adszorpcids izotermaval jellemez-
heték, mely adott hémérsékleten az adszorptivum nyomasa és az adszorbeélt
mennyiség kozotti 0sszefiiggést mutatja. A diagram abszcisszajan a gazfazis nyo-
masét, ordindtajan az egységnyi tomegl adszorbens altal megkotott normalalla-
pott gaz térfogatét (fajlagos adszorpcio) dbrazoljak. Kis nyomasokon a nyomas fo-
kozéasédnak hatdsara az adszorbealt gdzmennyiség rohamosan novekedik, melynek
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soran a nyomds és a megkotott mennyiség kozotti 6sszefiiggés linedris. Nagyobb
nyomaésértékeken a gorbék az abszcissza felé hajlanak, kés6bb pedig majdnem
pérhuzamosak lesznek vele, tehét a gaiznyomassal az adszorbealt mennyiség nem
né tovabb, ugyanis nagy nyomésokon az adszorbens felilete telitédik adszorpti-
vummal, az adszorbealt molekulak az adszorbens feliiletét molekula vastagsagu
monomolekuléris réteggel teljesen bevonjak.

Egy adszorbens a kiillonboz6 6sszetételi légnemii anyagokat killonb6z6 mér-
tékben adszorbedlja. A nagyobb molekulatomegii anyagok jobban adszorbeal6d-
nak, mint a kisebbek, és minél magasabb egy 1égnemt anyag normalis forraspont-
ja, annal konnyebben kotédik meg szilard testek feltiletén.

Adszorpci6 szilard-folyadék hatarfeliileten

A nagy fajlagos feliileti szilard testek egyes folyadékokat és oldott anyagokat is
adszorbedlnak. A tiszta folyadék adszorpcidja a lioszorpcié, melynek soréan az
adszorbens feliiletén folyadékmolekulak kot6dnek meg, amik a lioszféranak ne-
vezett adszorpcios réteget hozzak létre. Ha az adszorbealt réteg vizmolekuldkbél
all, akkor a lioszféra neve hidroszféra, a létrejott burok pedig a hidratburok.

A folyadékadszorpcié a szilard és folyékony fazis anyagi természetétdl figg.
A folyadékok, amelyek nedvesitik az adszorbens feliiletét, j6l, amelyek nem ned-
vesitik, rosszul vagy egyaltalan nem adszorbedl6dnak a szilard fazison. A folya-
dékok nedvesitéképessége a hatarfeliileti fesziiltségtdl fiigg, ugyanis minél na-
gyobb a hatarfeliileti fesziiltség, annal kevésbé nedvesedik az adszorbens.

A szén és a viz kozotti viszonyokat vizsgalva megéllapithatd, hogy az adszor-
bens hidroféb, apoléros jellegti, melyen csak az apoldros oldott anyagok adszorbe-
alédnak j6l. Az apolaros szénen tehat a poléros viz nem két6dik meg. A szilikagél
és a viz kozotti viszonyokat elemezve megallapithatd, hogy kicsi a hatarfeliileti
fesziiltség, a szilikagél kivaléan nedvesedik, vizzel érintkezve vastag hidratburok
jon létre, tehat a szilikagél hidrofil, illetve poléros adszorbens.

Az adszorbensek feliiletére mind az oldott anyag, mind az oldészer adszorbe-
alodhat, amely adszorpcids viszony attél fiigg, hogy az olddszer és az adszorbens
kozott milyen a hatarfelileti fesziiltség, és hogy az olddszer nedvesiti-e az ad-
szorbens feliiletét. Az adszorbenst rosszul nedvesit6 oldészerekben oldott anya-
gok adszorpcibja izotermakkal jellemezhets. Az oldott anyagok adszorpcidjanak
mértéke forditottan ardnyos a rendszer hémérsékletével és egyenesen aranyos az
nak, mig az olddszer kisebb-nagyobb mértékben adszorbeal6dik az adszorbens
feliiletén, kiszoritva az oldott anyag molekulait. Az adszorbens akkor telitédik,
ha felaletét monomolekuléris adszorptivum réteg fedi be.

Az oldatokban lejatsz6dé adszorpcié reverzibilis folyamat. Az adszorpcios
egyensuly bedlldsa utan, ha az oldatot higitjuk, részleges deszorpcié kovetkezik
be, melynek soran csékken az adszorbens feltiletén megkotétt anyag mennyisége.
Ha az oldészer a szilard fazist j6l nedvesiti, akkor alkalmatlan vizben oldott anya-
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gok adszorpcidjara. Ha az oldészer nagymérvil adszorpciéja miatt az adszorbens
feliiletérél az oldott anyagok teljesen kiszorulnak, negativ adszorpcié kovetkezik
be. Az adszorbens és az adszorbealt anyag molekulai kozott a hatarfeliileti er6kén
kiviil kémiai kélcsonhatés is kialakul. A kemoszorpcié nem reverzibilis folyamat.

3.2.1.2.1. Az adszorpciés kromatografia miveletei

Az adszorpciés kromatografia soran alkalmazhatunk eltciés modszert, frontalis
kromatografiat vagy kiszoritasos médszert. Az adszorbens elrendezése szerint
alkalmazhatunk oszlopkromatografiat, amikor egy megfeleléen kialakitott csé-
ben a por alakt adszorbenst oszlop alakira tomoritve hasznaljuk, és vékonyréteg-
kromatografiat vagy rétegkromatografiat, amikor a por alakt adszorbenst tiveg-,
miianyag- vagy fémlapra rétegezve hasznaljuk fel.

Az eliicios médszer miiveletei a kovetkezdk: az oldat betaplalasa és az oldott
anyag adszorbeédlddasa (zonaképzés), a tiszta olddszer vagy oldészerelegy betépla-
lasa, a zonat alkoté anyagok savokra valé kiilonitése (kifejlesztés), a sdvok kioldasa
az adszorbensbdl (elacid). A zénaképzés soran az oldott anyagok egymastol fiig-
getleniil adszorbedl6dnak. Harom (A, B, C) 6sszetevd esetén a zénak elsé részében
mindharom anyag jelen van, késébb kettd, és végiil egy dsszetevd zonaja figyelhetd
meg. A kifejlesztés az adszorbeélt zéndban taldlhaté komponensek szétvélasztasat
célozza. Ennek sordn az oszlopra megfelel6 old6szert ontiink, a tiszta olddszer a z6-
néban az adszorbealt anyag egy részét deszorbedlja, az er6sebben adszorbeédlédott
anyag lassabban halad elére, a kevert zonabol egymast6l mindig jobban elkiiloniilé
savok alakulnak ki, melyek a teljes elvalas utan egy-egy tiszta anyagot tartalmaznak.

Az oldat athaladésa kézben az adszorpcié és a deszorpcié folyamata au-
tomatikusan ismétlédik, igy az egyes komponensek adszorbedldképességiiktsl
fuggden elkulontlnek egymastél. A komponensek szétvalasztasanak sikere fiigg
az adott rendszeren beliil az egyes komponensek adszorpciés tulajdonséagaitél, a
jellemzd izotermaktdl. Ha a kifejlesztés kozben mas oldészert hasznalunk, mint
zonaképzéskor, a zéna szélessége megvaltozik. A gyengébben adszorbedlandé
anyag el6rehaladési sebessége nagyobb, az erdsebben adszorbedléd6é kisebb.
Ezért eredményes kifejlesztés utan a zona anyagai teljesen elkiilloniilnek egymas-
tél, azaz mindegyik sav csak egy oldott anyagot tartalmaz.

Az adszorpci6s kromatografia legaltalanosabban hasznélt elmélete a tanyér-
elmélet, a kromatografias elvalasztas hatékonysdganak jellemzésére pedig az el-
méleti tanyérszam hasznalatos, mely szerint a kromatogréfias oszlop tobb olyan
rétegbdl épiil fel, amelyekben létrejon a szétvélasztandé komponens egyensulyi
eloszlasa a mozgo és a stacioner fazis kozott. Egy-egy ilyen réteg az elméleti
tanyér, melynek értelmében minél nagyobb az elméleti tinyérszam, annal toké-
letesebb a vonatkoz6 anyagokra a szétvélas.

Osszefoglalva tehat az adszorpcié soran a folyadék- vagy gazfazisban lévé
komponensek egy nagy fajlagos feliiletii adszorbensen megkotédnek, melynek
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soran a megkot6dott és a szabad molekuldk kozott folyamatos kicserélédés megy
végbe, és kialakul a dinamikus egyenstlyi allapot. Ez az egyenstuly akkor kovet-
kezik be, ha az id6egység alatt megkotott és az adszorbensrél tdvozé molekuldk
szdma azonos. A szétvéilasztani kivdnt komponensek aranyat az 4l16- és a mozgo-
fazisban, az id6 fiiggvényében, az adszorpciés izoterma frja le.

3.2.1.2.2. Adszorbensek és mindgsitésiik

A kromatografidban hasznalt adszorbensek nagy fajlagos feliiletd, szemcsés szer-
kezet(, hidroféb vagy hidrofil tulajdonsagt anyagok. Tulajdonséagaikat alapvet6-
en meghatarozza a szelektivitas, a kapacitds és az aktivitds. A szelektivitas azt
jelenti, hogy az adszorbens képes a komponensek szelektiv adszorpcidjara, a ka-
pacitas az egységnyi tomeg(i adszorbens altal megkotott anyagmennyiséggel, az
aktivitas pedig a kotéképesség erésségével jellemezhetd. Az idedlis adszorbenstél
elvarhat6, hogy szelektivitasa és kapacitdsa legyen minél nagyobb, ugyanakkor
aktivitasa csak a kozepeshez kozelitsen, mert a nagy aktivitast adszorbensrél ne-
héz a szétvalasztani kivant anyagokat eltavolitani, a gyenge aktivitast adszorbens
pedig nem ad szamottevé szeparaciot.

Az adszorbensek aktivitasa kémiai szerkezetiikt6l és feliiletik morfol6giaja-
tol fiigg. Empirikusan az adszorbenseket novekvé kapacitéds, valamint aktivitas
szerint sorba lehet allitani, amely sorrend csak egy adott rendszeren beliil érvé-
nyes. Az ideélis adszorbens szelektivitdsa és szelektiv adszorpcids kapacitasa
nagy, aktivitdsa kozepes. Az elvalasztas sikerét nagymértékben befolyasolja a
szemcsenagysag. Kisebb részecskék esetén gyorsabban 4all be az egyenstly és
kevésbé zavar a difftizi6 hatdsa. A tal finom részecskék alkalmazasakor nagyon
megné az oszlop ellenéllasa a folyadék aramldsaval szemben. Az eléz6ek miatt
legmegfelel6bb szemcsenagysag 2-15 um.

Az adszorbensek aktivitasi, illetve kapacitasi sorozatat a 3.1. tdblazat mutatja.

Az adszorbenseket minésiteni lehet az adszorbens kapacitasa, aktivitésa és
egy anyagparra vagy csoportra vonatkozo szelektivitasa alapjan. Kozvetett tajékoz-
tatas kaphat6 az adszorbens kapacitasarél a kalium-jodidos jédoldat, a kalium-
permanganét-oldat, a metilénkék vagy a szudanvoros adszorpcidjanak vizsgélata
alapjan. A szelektivitas elemzése sordn a vizsgalandé6 adszorbenst szerves szine-
zékparral hozzuk 6ssze, majd szelektaloképességét a szinezékek eludlhatosaga
alapjan mindsitjiikk. Az aktivitas azzal a h6mennyiséggel jellemezhets, amely
felszabadul, ha az adszorbens 50 g-jat 65 cm® petroléterrel 0 °C-on 6sszekeverjiik.

A kromatografiaban adszorbensként alkalmazhatdk az aluminium-oxid, a
szilikagél, a magnézium-oxid, a kalcium-oxid és -hidroxid, a kalcium- és magné-
zium-karbonat, a kalcium-szulfat, a természetes szilikatok, a keményitd, a cellu-
16z, az aktiv szenek kiillonbo6z6 fajtai és a kémiailag médositott (decil-, oktadecil-,
alkan) szilikagélek.
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3.1. tabldzat. Adszorbensek aktivitasi, illetve kapacitasi sorozata

Lefelé novekvé aktivitas Lefelé novekvé kapacitas
Szachar6z Kalcium-oxid
Keményité Kalcium-fluorid
Inulin Aliminium-oxid
Talkum Cukorszén
Natrium-karbonét Cink-szulfid
Kalcium-karbonat Krém-oxid
Kalcium-foszfat Béazisos aluminium-oxid
Magnézium-foszfat Savas aluminium-oxid
Magnézium-oxid Floridin
Kalcium-hidroxid Franconite
Magnézium-szilikat Aktiv szén

Aluminium-oxid

Aktiv szén

Aktiv magnézium-oxid
Fuller-fold

Az adszorpci6s kromatografidban leggyakrabban alkalmazott adszorbens
a hidrofil szilikagél, mely a kill6nb6z6 anyagokat azok polaritdsa sorrendjében
koti meg. Az analitikai elvéalasztast befolyasoljak a szemcseméret és a szilika-
gél feliiletén megkotott ciano-, amino-, nitro-, hidroxil- stb. csoportok, melyek
nagymeértékben befolyasoljak mind a polaritast, mind a szelektivitést. Ha hossza
szénlancu szénhidrogének vannak a feltilethez kotve, annak polaritdsa jelent6sen
megvéltozik, amikor is a mozg6fazis polarosabb lesz, mint az all6fazis (forditott
fazist kromatografia). Ha az 4ll6fazis polarosabb, mint a mozg6fazis, normal
fazisa kromatografiarél beszélink.

3.2.1.2.3. A mozgofazis dsszetétele

Az oszlop mellett az elvélasztast dont6en befolyédsolja a mozgéfazis 6sszetétele is.
Alapvetd, hogy a mozgéfazisban a szétvalasztani kivant komponensek oldédja-
nak, és tegye lehet6vé a komponensek optimalis adszorpcidjat. A polaros adszor-
bensen a szétvalasztani kivant komponensek akkor adszorbealédnak erésebben,
ha a mozgo6fazis polaritasa kisebb.

Az adszorbens feltiletén az oldészer molekuléi (elualészerek) és az adszorpti-
vum molekulai versengenek a megkot6désért, igy az a komponens adszorbeél6-
dik jobban, amelyiknek nagyobb az affinitasa az adszorbenshez. Az old6szerek
eluotrop sorba allithaték. Ennek els6 tagjai vagy ezek keverékei a kromatogréfias
szétvalasztadshoz alkalmas zénaképz6 olddszerek, futtatészerek, az eluotrop sor
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utolsé tagjai a pedig a legjobb eluensek. Apolaris adszorbenseknél az eluotrop
sor forditva érvényes.

A poléros olddszerek elualéképessége tehat nagyobb, amirél az eluotrop
sorba rendezett oldészerek adnak tajékoztatdst. A hidrofil adszorbenseknél az
eluotrop sor tagjai novekvé polaritasuk sorrendjében a kovetkezdk: pentan, he-
xan, toluol, benzol, etanol, metanol, hangysav és viz. Az eluotrop sor tagjainak
elegyitésével az analitikai feladat szempontjabdl optimalis polaritast eluenst le-
het elgallitani.

A legjobb oldészer kivalasztasakor a kiovetkezékre kell figyelemmel lenni:
Az oldészerben a szétvalasztand6 minta oldhaté legyen. Az a legmegfelelébb
oldészer, amelybdl az elegy kozepes erésséggel adszorbealddik, és az egyes al-
kotok kiillonboz6 adszorptivitdsa megfelelGen érvényesiil. Az eluotrop sor egyes
tagjai kozotti kiillonbséget csokkenteni kell, ha kozeli adszorptivitasi anyagokat
akarunk szétvalasztani. Ilyenkor a sor két-harom szomszédos oldészerének keve-
rékét hasznaljuk.

3.2.1.2.4. Az alkalmazott kromatografias eljarasok

Az eliciés kromatografia mellett a gyakorlatban még a frontalis kromatografia és
a kiszoritdsos kromatografia terjedt el. A frontalis kromatografia esetén a tobb
oldott anyagot tartalmaz6 elegy atfolyik az el6z6leg tiszta oldészerrel dtnedvesi-
tett adszorbens oszlopon. Ezt kovetéen el6szor a tiszta olddszer jelenik meg az
oszlop végén, majd az adszorptivitasuktol fiiggben egymast kovetéen az adszor-
bealt anyagok. A leggyengébben adszorbeal6dé anyag jelenik meg el6szor, majd
a tobbi. A kifejlesztés alatt az egyes komponensek csak részlegesen kiiloniilnek
el egymast6l, részben egyidejtileg 1épnek ki az oszloprol.

A kiszoritasos kromatografia esetén az oldott anyagok az oszlop felsé ré-
szén zonat képeznek. A kiszoritéoldatot (erésebben adszorbeal6dik, mint a zéna
anyagai kozil barmelyik) aramoltatasa kovetkeztében a kiszorit6anyag elmozditja
az egyik komponenst, és ugyanezt teszi a kevésbé adszorbeédlédoval. A kiszoritas
folyaman lefoly6 oldatban elészor az els6 anyag jelenik meg tisztan, majd a mé-
sodik anyag ugyancsak tisztan, és aztan kovetkezik a kiszoritéanyag.

3.2.1.2.5. Nagyhatékonysagi (nagynyomasi) folyadékkromatografia (HPLC)

A nagyhatékonysagi folyadékkromatografia (angol roviditése: HPLC) egy olyan
automatizalt elvalasztasi eljaras, melynek soran a nagy hatékonysagot az oszlop-
toltet szemcseméretének csokkentésével, a toltet fajlagos feluiletének novelésével
és az alkalmazott nagynyomast mozgdfazis aramoltatasaval érték el. A berende-
zés részei az eluens tarolok, a pufferek elegyitésére szolgal6 keverd berendezés, a
manuélis vagy automata mintaadagold, a szarmazékképzd egység, a nagy nyomaés
kifejtésére alkalmas szivattyik, a szétvalasztast végzé nagyhatékonysagu oszlop,
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a kiilonféle detektorok és frakci6szeddk, a jelerdsiték, a regisztralé berendezések
és a vezérl$ szamitogép.

A nagyhatékonysagt folyadékkromatografia tehat automatizalt, nagynyo-
mast kromatogréfiés eljaras, melyre mind a ,nagynyomésd”, mind a ,,nagyhaté-
konysaga” kifejezést hasznélja a szakirodalom, de val6jaban nem a nyoméson,
hanem f6leg a hatékonysdgon van a hangsily, ezért a tovdbbiakban ezt az elne-
vezést hasznaljuk. A mozgo6fazis folyadék, a gyakorlatban hasznalt toltet pedig
legtobbszor nagyfoki keresztkotésekkel készitett polimerek (sztirol-divinilbenzol
kopolimerek, polimetakrilatok) vagy szilikagél alapt mikroszemcsék, esetleg ke-
mény gélek.

A nagyhatékonysagi folyadékkromatograf felépitése

Puffertarolok. Az oszlopra felvitt minta komponenseire bontasa az elualéoldat
folyamatos, nyomas alatti bevezetésével torténik. Az eluensek géztalanitasat a tar-
taly légterének ritkitdsaval és az eluensek kiforralasaval oldjak meg. Sziikségessé
valhat, hogy az eluens polaritasat, pH-jét, illetve ionerdsségét folyamatosan val-
toztassuk, amit két vagy tobb egymaéssal elegyedd, de eltérd tulajdonsagt oldészer
osszekeverésével lehet elérni. Az izokratikus eljards soran a puffer dsszetétele
nem véltozik, gradienseltaciékor viszont az eluens Gsszetételét el6zetesen meg-
hatarozott program szerint valtoztatjdk az analizis soran.

Szivattytdrendszer. A toltet nagy hidrodinamikai ellenallasd, ezért 10-50 MPa
(100-500 bar) nyomasra van sziikség a mozg6fazis aramoltatasdhoz, az Gjabb ké-
sziilékek pedig 50-70 MPa nyomdson is dolgozhatnak. Az optimalis szivattyd
pulzélasmentesen széllit, lehet6vé teszi a gradienseltici6hoz szitkséges gyors
folyadékcserét, és minimalisak a belsé holtterek. A HPLC-szivattyua lehet alter-
nélé dugattyas szivattyt és membranszivattyd, melyek pulzalé folyadékaramot
hoznak létre, injekcios rendszerti szivattya, mely liuktetésmentesen dramoltat, és
pneumatikus szivattyd, melynél gaznyomassal miikod6 kisnyomést hengerhez
egy nagynyomaésu henger csatlakozik.

A mintaadagolék lehetnek fecskendés injektélastiak vagy mintabemérs mik-
roszelepek, melyeknél a mintat fecskendével juttatjuk a szelep kiilsé cséspira-
lisdba, majd egy hatdrozott mozdulattal beforgatjuk a feltoltott csGszakaszt az
eluensaramba.

Oszlopok és toltetek. Az oszlopok biztositjak a tokéletes elvalasztast mi-
nimalis sav (cstcs) szélességgel. Nyomaséllo, rozsdamentes acélbdl késziilnek,
hosszuk 15-50 cm, belsé atméréjiuk 2,5-4,0 mm. Az analitikai elvdlasztasok soran
a leggyakrabban a 25 X 4 mm-es oszlopokat hasznaljdk. Az elvalasztas legna-
gyobb hatékonysaggal porézus feluletii gyongyokkel vagy porézus réteggel bevont
gyongyokkel valésithaté meg. A legszélesebb korben alkalmazott toltet a médo-
sitott szilikagél, ill. az aluminium-oxid. Az oszlop téltése 40 um-nél nagyobb
atmér6jd, gomb alakt és 20 um-nél nagyobb atméréji pordzus felilleti szemcsék
esetén torténhet szaraz toltési modszerrel, tomési eljarassal, melynek sorén az
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adagokat teflon végli dugattydval tomoritjik, vagy zagy formajaban, nagynyoma-
st folyadék segitségével, melynek soran tomor toltetté nyomjak 6ssze.

A mozgoéfazis komponenseinél a legfontosabb tulajdonsagok a forraspont
és a viszkozitas, valamint hogy ne mutasson az ultraibolya (UV) tartomanyban
abszorpcidt, mert nagyon sok vegyiilet detektdlasa az UV-tartomanyban torténik.
Mivel a nagy hatékonysaga oszlopok nagy hidrodinamikai ellenallastiak, ezért a
szivattyuktol elvéarjuk, az aramlési sebesség allanddséga mellett, az 1-70 Mpa nyo-
mast. A mintaadagolo6tél elvarjuk, hogy a minta éles savban keriiljon az oszlopra,
melynek a fecskendés injektorok, ill. a mintabeméré mikroszelepek felelnek meg.
Ez utébbinal a mintét egy kiilsé cséspiralba juttatjak, majd egy hatarozott moz-
dulattal beforgatjidk az eluens aramba.

Detektorok és regisztraloberendezések. Az oszlopot elhagy6 eluensben az
elvalasztott komponensek koncentracidéja detektorral folyamatosan kovethetd,
melyek leggyakrabban UV-VIS fotométerek, fluorométerek vagy refraktométerek.
A detektorok fontos tulajdonsédga a detektorzaj, mely ad6dhat a miszer elektro-
nikajabol, a hémérséklet és a haldzati fesziiltség ingadozasabdl, az dramlasi-
sebesség-véltozasbol és a szivattya pulzalasabdl. A kis koncentraciéban jelen 16vé
komponensek kimutatasi hatdranak meghatarozasa miatt ismerni kell a detek-
tor-alapvonal eltolodasat. A kimutatasi hatar az a legkisebb mintakoncentréacio,
amelyet még érzékelni tudunk.

Linearis dinamikus tartomany az a koncentraciéintervallum, amelyen be-
lil a detektor a koncentraciéval ardnyos nagysagu jelet szolgaltat. A nagyhaté-
konységu folyadékkromatografok altaldban UV-VIS fotométerrel, fluorométerrel,
differencial-refraktométerrel vagy di6dasoros detektorral mtikodnek. Az UV- és
lathaté tartomanyban miikodé fotométerek viszonylag érzéketlenek az aramlasi
sebesség valtozasara, a hémérséklet-ingadozésra, és tobb vegyiilet érzékeny de-
tektalasat teszik lehetévé. A detektalas soran a mintdknak az ultraibolya- vagy
lathat6 tartomédnyban abszorbeédlniuk kell. A deutériumlampa fénye résen keresz-
til a monokroméatorhazba jut, homora tiikoér optikai racsra vetiti, és a kivant
hullamhosszt monokromatikus fény kivélaszthaté. A lathaté hullamhossztarto-
manyban dolgozé fotométerek alkalmazésa esetén az oszlop utan a komponen-
seket szinreakcidba vissziik, a reakciéterméket pedig fotometridsan mérjiik. Jé
példa erre a ninhidrinreakci6 aminosavakkal, melynek sorédn a képz6dott kékes-
ibolya szinti vegyiiletet (a prolin és hidroxiprolin esetében sargéat) 570 (illetve
440) nm-en fotometraljuk.

A differencial-refraktométer esetén az érzékel folyamatosan méri a referen-
ciacellaban 1év4 tiszta, és az analizatorcellaban 1évé, az elvélasztott komponenst
is tartalmazé eluens torésmutatéja kozotti kiillonbséget. A fényelhajlasos torés-
mutaté-méré linedris dinamikus tartoménya nagyobb, mint a differenciél-refrak-
tométereké. A fluorimetrias detektorok az elvalasztott komponensek ultraibolya
sugarzéssal keltett fluoreszcens sugarzasat mérik. Nem fluoreszkal6 vegytiletbél
szarmazékképzéssel fluoreszcencidra képes vegyiilet készithets. (Aminosavak pl.
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o-ftdldialdehiddel és merkapto-etanollal adnak ilyen tipust vegyiileteket.) A vol-
tammetrias és a konduktometrias detektalas igen érzékeny és jol hasznélhat6
ionos komponenseknél.

3.2.1.2.6. A kromatogramok értékelése

A kromatogram egy diagram, melynél az id6 fliggvényében olvashat6 le a minta
koncentracidjaval aranyos detektorjel. Ideélis esetben minden komponens szim-
metrikus, haranggorbe vagy Gauss-gorbe alakkal jellemezheté cstics formajdban
1ép ki az oszlopbdl. Minden csiics a komponens anyagi minéségének jellemzésére
alkalmas, amely meghatarozott id6 eltelte utan hagyja el az oszlopot. A minta
injektalasa és az oszlop végén, a csticsmaximum megjelenése kozott eltel id6t
retencios idének nevezziik (t;), mely adott kromatografias viszonyok kozott jel-
lemzé az egyes komponensekre, és amellyel a minéségi analizis elvégezhets. Ha
az adott retenciés idénél nincs jel, a kérdéses komponens nincs jelen a mintaban.
Az elvélasztasra jellemzé a szomszédos csticsok retencios idejének kiilonbsége,
mely minél nagyobb, annél kénnyebben vélaszthat6 el a két komponens egy-
mastél. Minden komponensre jellemz6 a savszélesség, mely minél kisebb, annél
keskenyebbek a csticsok és annél jobb az elvélasztas.

A mennyiségi értékelés a csticsmagassag, illetve a cstcstertilet mérésével
lehetséges. Csticsmagassagnak az alapvonaltél a cstics legmagasabb pontjéig ter-
jedé tavolsagot tekintjik. A cstcsteriilet mérésekor a cstics magassagat szorozzuk
a cstcs félmagassdganal mért szélességével. A cstics magassaga, illetve annak
tertilete egyenesen aranyos a koncentraciéval, ezért ismert koncentraci6éja kom-
ponens csiicsmagassdgédhoz hasonlitva az ismeretlen koncentraci6ji komponens
cstcsmagassagat, az ismeretlen cstcsnak megfelelé koncentracié szamolhaté.
Bels6 standard alkalmazasakor az ismeretlen keverékhez adott koncentracié-
ban ismert vegytiletet adunk, igy azt belsé jelz6ként hasznalva fiiggetlenitjiik az
elemzés pontossagat pl. az injektdlas reprodukéalhatésagatol és egyéb kisérleti
paraméterektdl.

3.2.1.3. Megoszldsos kromatografia

A megoszlasos kromatogréfia soran az elvalasztas alapja az elvalasztand6 anyag
ismételt ellendrami megoszlasa egy allé- és egy mozgaéfazis kozott, melynek so-
ran a minta komponensei egymassal nem elegyed6 folyadékokban (all6fazis és
mozgo6fazis) killonb6z6 mértékben oldédnak. Az all6fazis egy szemcsés hordo-
zora felvitt nagy viszkozitasu folyadék, a mozgéfazis pedig gaz vagy vizes oldatok
és szerves olddszerek kiilonb6zé 9sszetételd elegyei. A fazisok kozotti egyensilyi
koncentraciomegoszlas elsGsorban a mozgéfazis polaritasatdl fiigg, ezért a meg-
oszlasi hdanyados a mozgéfazis 6sszetételének valtoztatdsaval mddosithato.
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3.2.1.3.1. Megoszlas, megoszlasi torvény

A megoszlas az a folyamat, amikor valamely anyag egyidejtileg két egymassal
érintkezd, de nem elegyedd oldészerben oldédik, és ekkor az egyenstly bealltaval
a két oldatban észlelt koncentracié viszonya fiiggetlen a koncentracié abszoluat
értékétdl, allando. Ha az egyik oldészerben az oldott anyag koncentracidja c,, a
vele egyenstlyban 1év6 masik olddszerben c,, akkor a megoszlasi hanyados (K):
K=c,/c,, figgetlentl a c,, illetve a c, abszolut értékétsl. A megoszlasi hanyados
hig oldatokban csak a résztvevék anyagi min6ségét6l és a hémérséklettdl flgg,
viszont fiiggetlen a koncentraciétol.

A megoszlasi torvény akkor érvényes, ha az adott anyag molekularis allapo-
ta mindkét old6szerben ugyanaz, sem a disszocidcios, sem az asszociacios viszo-
nyok nem valtoznak. A molekularis allapot valtozasa médositja az 6sszefiiggést,
ugyanis ha a masodik oldészerben az oldott anyag molekulai két Gj molekulara
disszocialnak, a megoszlasi hanyados: K= ¢ /c;. Ha n molekula asszociél, akkor
K=c/¥c,.

A mozgodfazis halmazallapotatél fiiggéen ismert gaz-folyadék kromatogréfia
(a mozgodfazis gaz) vagy folyadék-folyadék kromatografia (a mozgoéfazis folyadék).
Mindkét elvalasztasi eljaras alapja az a tény, hogy két egymassal nem elegyedd
oldészer rendszerben egy komponens oldédésa soran beéllé egyensuly esetén a
megoszlasi hdnyados értéke fiiggetlen a koncentraciétol, és csak a hémérséklet
befolyésolja azt.

3.2.1.3.2. A megoszlasos kromatografia elmélete

Az alkalmazott adszorbens a szilard hordozd, a rajta megkotott folyadék az allofa-
zis, a mésik oldészer a mozgéfazis. Az elvalasztando elegy Osszetevéi e két fazis
kozott oszlanak meg. A szildrd hordozé lehet oszlopba t6ltétt porszerti adszorbens,
uiveglapra felkent vékonyréteg, sztir6papirlap vagy -csik. Ez alapjan az eljaras lehet
megoszléasi oszlopkromatografia, rétegkromatogréfia és papirkromatogréfia.

Az elvalasztand6 anyagok azonositésa a retencios faktor (R;) vagy visszatar-
tasi tényezd alapjan torténik:

_ a sav elmozdulasa
a folyadékfront elmozdulasa

f

A papirkromatogrifia esetében az R, értéke fiigg a papir mindségétél, a pa-
pirrostok iranyatol, a kifejlesztés médjatél (leszalld, felszallg, korkoros stb.), az
oldat toménységétdl, a zavar6é anyagok jelenlététsl és a kifejlesztés h6mérsék-
letét6l. Adott oldészerelegyekre, meghatarozott papirral, kisérleti koriilmények
kozott, az R;-értékek viszonylag allanddk.



3.2. Elvalasztasi mddszerek élelmiszerek analizisében B 143

A megoszlasi kromatografidban alkalmazott szilard fazisa hordozéanyagok
a két olddszer koziil az egyiket adszorbealjak. Ha az all6fazis vizes rendszer, ak-
kor az adszorbens a vizet nagymértékben képes megkotni a felilletén. Hidroféb
anyagok kromatografaldsa esetén az all6 folyadékfazis apolaros olddszer, ezért
ilyenkor csokkentett hidrofilitasa hordozéanyagot kell hasznalnunk. A hidroféb
adszorbensen, hidroféb all6- és hidrofil mozgéfazissal végzett megoszlasi kroma-
togréfia a forditott fazisi kromatografia.

Az tGjonnan kifejlesztett stacioner fazisoknal a funkcids csoportokat stabil
kémiai kotéssel rogzitik a szildrd hordozé feliiletére. A hordoz6 altalaban szili-
kagél, melynek feltileti OH-csoportjai lépnek reakcidba kiillonb6z6 funkcids cso-
portokkal. A kémiailag kotott fazisu toltetek szinte teljesen atvették a stacioner
folyadékfazisok szerepét, melyek harom méretben késziilnek: porézus, preparativ
célra: 25-40 mikrométeresek; porézus, feliileti toltetlen: 25-50 mikrométeresek;
pordzus, analitikai célra: 5-11 mikrométeresek.

Egyfazisii oldészerelegyként vizzel korlatlanul elegyedé szerves folyadékok
(pl. aceton, metil-alkohol, etil-alkohol, hangyasav, piridin stb.) hasznalatosak. Ere-
detileg vizzel korlatozottan elegyed6 folyadékok esetében, hidrofilezé komponen-
sek (ecetsav) alkalmazasaval, vizzel minden ardnyban elegyedd 3-4 komponensi
elegyeket (pl. etilacetat-jégecet-viz 3:2:3) hoztak létre. Kétfazisa oldészerelegy-
ként kivaldan alkalmasak a butanol-viz, butanol-ecetsav-viz és a fenol-viz kiilén-
bo6z6 aranyu elegyei.

3.2.1.3.3. Rétegkromatografia

A rétegkromatografiat, melynek sordn az adszorbenst vékony rétegben lemezre
vissziik, kis mennyiségii anyagok keverékének gyors elvalasztasara hasznalhatjuk.
Elényei a kifejlesztés rovid idGtartama, a foltok j6 szétvalasztasi lehetdsége, illetve
az, hogy a kémiailag ellenéllé6 hordoz6anyagon agressziv szervetlen olddszerek is
felhasznalhaték. A rétegkromatografia eszkozei a rétegkromatografias lemez, az
adszorbens és a kotGanyag. A rétegkromatografiara torténé el6készités soran az
adszorbenst és a kotGanyagot a sziikséges mennyiségli vizzel szuszpenziova ele-
gyitjuk, a lemezre (iiveg, mtanyag vagy fémlemez) felkenjiik, szobahémérsékleten
szaritjuk, 100-105 °C-os szaritészekrényben 30-45 percig aktivéaljuk, majd az akti-
vélt lemezeket exszikkatorban taroljuk. A rétegeket kromatografalas kozben csiszolt
feddvel ellétott tiveg futtatbkamraban (iivegkddak) légmentesen lezarjuk, melynek
kovetkeztében a lemezek az oldszerg6zokkel telitett térben vannak.

A rétegkromatografia gyakorlati kivitelezése soran el6szor kivélasztjuk a
réteget, majd a vizsgdlando oldatot mikropipettaval egymastdl 20-30 mm-re 1év6
pontokra felvissziik, iigyelve arra, hogy egy-egy folt 6-8 mm-nél ne legyen na-
gyobb atmérdji, majd a lemezt a futtatészer gézeivel elézetesen telitett futtato-
kamréba helyezziik. A rétegre felvitt anyag foltjanak elérehaladédsat a vonatkozo
adszorpcids izoterma hatarozza meg. A kromatogram kifejlesztését akkor fejezziik
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be, ha az oldészer frontja megkozeliti a lemez felsé szélét. Szervetlen adszorben-
sek esetén el6hivasra agressziv anyagokat (tomény kénsav, perklérsav, antimon-
klorid) is lehet alkalmazni.

A nagyteljesitményii rétegkromatografia (HPTLC) esetén az all6 szilard fazis
kisebb részecskemérete (5-7 um &tmérd) és a réteg tomor kialakitasa az elvalasz-
tasi teljesitményt noveli. A linearis HPTLC-technika alkalmazasa 10 X 10 cm-es
rétegen 30-50 minta eredményes, mennyiségileg is jol értékelhets vizsgalatat teszi
lehet6vé.

A tilnyomasos rétegkromatografia (OPTLC) noveli a rétegkromatogréfia
teljesit6képességét, mert a mozgdfazis dramlasi sebessége az egész szétvalasztas
alatt allando.

3.2.1.3.4. Papirkromatografia

A papirkromatografiaban alkalmazott kromatogréafids papir nagy nedvszivé
képességli, az alléfazis kialakuldsahoz elegendd olddszert tud adszorbedlni, és
nedves allapotban is kielégit6 szilardsaga. A papir vastagsaga a folyadékfelszivo
képességét hatarozza meg. A megoszlasi kromatografia folyadékfazisa viz vagy
tobb, vizzel korldtozottan vagy korlatlanul elegyed6 folyadék, de meghatarozott
pH-ja pufferoldatot is lehet hasznalni. Az olddszerek hasznalatdnal figyelemmel
kell lenni arra, hogy az R-érték fiigg az oldészer polaritasatél, ugyanis a hidrofil
anyagok Ri-értéke az olddszer polaritasaval egyiitt né.

A papirkromatografia eszkozei a kromatografalészekrény, mely 50-80 cm
magas és 30 X 60 cm alaptertiletd savéll6 acél vagy iiveg, a kromatografias papir,
a mintafelvivé mikropipettak, a futtatészer, az el6hivo reagensek és egy szarité-
szekrény.

A megoszlasi papirkromatogréfia lehet leszallé-, felszallo-, vizszintes csik-
és korpapir-kromatogréfia. Az elvalasztandé elegy koncentraci6ja az oldatban
mindegyik esetben 0,5-2,0% kozotti. A felcseppentéshez mikropipettat, sztik ka-
pillarist hasznélunk, tigyelve arra, hogy a szétvalasztandé oldat foltja kb. 5 mm
atmér6ji legyen, és mintegy 0,01-0,3 mg anyagot tartalmazzon. A felcseppentés
soran toményitést végezhetiink a papiron a felvitt csepp évatos beszaritasaval.

Leszallé kromatografia esetén a papir végét6l 8-10 cm-nyire, egymastol
2-4 cm tavolsagban helyezziik el az egyes anyagkeverékek cseppjeit, nagyobb
mennyiségek kromatografaldsa esetén viszont sédvos felvitelt alkalmazunk. A fut-
tatészert tartalmazé edény a kromatografal6berendezés felsé részében van, ebbe
mertil bele a papir vége. Az olddszer részben a kapillaris erd, részben a nehézségi
erd hatasara lefelé halad a papirban. A kromatogramot addig futtatjuk, amig a
folyadékfront meg nem kozeliti a papir végét. Ha az olddszert tovabb futtatjuk
a papiron, tilcsepeg6 futtatast hajtunk végre. Felszallé kromatografia esetén az
elrendezés a leszall6 mddszer forditottja. A papircsik megcseppentett vége a be-
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rendezés aljan elhelyezett old6szerbe meril, a futtatészer pedig a kapillaris erék
hatasara folfelé halad.

Vizszintes kromatografia esetén a kiszabott papircsikokat vizszintesen he-
lyezzik el, az old6szert pedig papirnyelv segitségével kozvetitjiik hozza. A kor-
papir-kromatografidban a kromatografias papirbél 8-10 cm-es sugara kort va-
gunk, és az olddszer a megcseppentés helyétél, a kozépponttél vizszintesen halad
a papirban a keriilet felé, és az anyagkeverékek egyes alkotdi koncentrikus korok
alakjaban valnak szét. Nydjtott papirkromatografia esetén, ha az olddszerfront
eléri a papir szélét, a futtatast megsziintetjik, a kromatogramot megszaritjuk, és
hasonl6 oldészerrel tGjra futtatjuk.

A kétdimenziés papirkromatografiat sokkomponenst keverék szétvalasztasa-
ra hasznéljuk, ha R-értékeik egyméshoz kozel esnek, és egydimenzios futtatassal
nem érhetd el a kivant elvalasztds. Az elvalasztani kivant oldatok elegyét a papir
bal als6 sarkédba cseppentjiik, az els6 futtatészerrel megfuttatjuk, majd szaritas utan
90 fokkal elforgatva ismételten ugyanazzal vagy masik futtatészereleggyel tijabb
futtatast végziink. A futtatas iranya a masodik esetben tehat az elsére meréleges.

A papirkromatogramok értékelése soran a kromatogramot kiemeljiik a be-
rendezésbdl, ha a szines anyagok kozvetleniil megfigyelhet6k, még nedvesen
megjeloljiik az oldészerfrontot, becsléssel meghatarozzuk a foltok stilypontjat és
grafitceruzéval megjeloljiik. Szintelen anyagok esetén ultraibolya fényben végzett
megfigyeléssel, alkalmas el6hivészer segitségével vagy a komponenseket szines
szarmazékokka alakitva lehet a kromatogramot értékelni. Az el6hivészer a papirra
gaz, g6z vagy folyadékpermet alakjaban vihet6 fel. Leggyakoribb mod a reagens
oldat rapermetezése a kromatogramra, melyet kovetéen az el6hivast gyakran me-
legitéssel kell 6sszekapcsolni. A szines foltokat is koriilrajzoljuk és megjeloljitk a
salypontjukat, hogy amennyiben késébb a sziniikbdl veszitenének, vagy az telje-
sen eltlinne, tovéabbi értékelést is tudjunk végezni.

3.2.1.3.5. MindGségi és mennyiségi meghatarozas

Mind a rétegkromatografianal, mind a papirkromatogréafianal a minéségi analizis
az Ri-értékek megallapitasaval, 6sszehasonlité, azonosité anyagok egyiitt futta-
tasaval torténik. A mennyiségi analizis higitasi sorral torténé egyiitt futtatéssal,
denzitométerek segitségével torténik. A denzitométerek fotométerek, melyek a
megvilagitott kromatogramon ates vagy arrol visszavert fény intenzitasat mérik,
regisztraljak. Emellett az értékelés lehetséges kioldas, eltici6 utén is. A futtatas-
hoz hasznalt oldészereket gy kell megvalasztani, hogy a vizsgalt anyagok R;-
értékei 0,3-0,7 kozé essenek. A kétdimenziés kromatogramoknal minden egyes
komponens modelloldatabél, egydimenzids futtatassal, kiilon-kiillon mindkét ol-
dészerben meghatarozzuk az Ri-értékeket, és kiszamitjuk az illet6 anyag foltjanak
varhato helyét.
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3.2.1.4. Ioncserés kromatogrdfia
3.2.1.4.1. Az ioncsere mechanizmusa

Az ioncserél6 kromatografia allofazisa egy olyan ioncserél6 anyag, amelynek mat-
rixdhoz elektrolitos disszocidciéra képes csoportok kétédnek kovalens kotéssel.
Azokat az joncseréléket, amelyek métrixan a fix ion negativ toltésti savmaradék,
kationcseréléknek, a pozitiv toltési fix iont tartalmazoékat pedig anioncserél6k-
nek nevezziik. A fix ionok ellenionjai ugyanolyan t6ltésti mas ionokkal kicse-
rélhet6k. Az ioncserés kromatografdlds soran a szorbens ellenionjait el6szor az
oszlopra adagolt minta ionjai valtjak fel, majd ezeket, t6ltéseik nagysagaval ellen-
kezé sorrendben, az elualé pufferoldat ionjai fokozatosan kicserélik. A kicserélés,
illetve elvalasztas fiigg a kromatografédlas h6mérsékletétsl, valamint a mozgéfazis
ionkoncentraciéjatol és a pH-tol.

Az ioncserés kromatografia esetén tehat az 4ll6fazis egy polimer szerkezet(i
szerves vagy szervetlen anyag, amelyen aktiv csoportok vannak. Az aktiv csopor-
tok nem tudnak a vazrél leszakadni, ellenionok is tartoznak hozzéjuk, amelyek a
mozgofazis hasonlo jellegli ionjaival kicserélédhetnek. A kationcserélé polimer
aromas gytlritithoz kotott disszocial6 (protonleadd) csoportot tartalmaz. Ezek le-
hetnek —SO,H, -COOH, -PO,H, vagy fenolos -OH, a kicserélheté kation pedig
lehet H" vagy Na*.

A kationcserél6k miikodését az alabbi 6sszeallitas mutatja:

R-A—K, +AK, == R-AK, + AKX,

ahol:
R = az ioncserél6 szervetlen vagy szerves polimervaz,
A, = az el nem mozdithaté aktiv anioncsoport,
A, = a mozgo6fazis anionja,
K, = a polimervaz eredeti kationja,
K, = a mozgofazisban kicserélt kation.

Az anioncserélé anyagok disszocidciéra képes kiillonboz6 rend(i kationokat
[-NH,0H,-N(CH,),OH] tartalmaznak, melyekhez anionként OH" és Cl is kap-
csolédhat.

Az anioncserél6é miikodését az alabbi osszedllitds mutatja:

R-K,—A, + KA == R-K,-A, + KA,

ahol:
R = az ioncseréld szervetlen vagy szerves polimervaz,
K, = a gyantavazhoz kotott kationcsoport,
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K, = a folyadékfazisban 1év6 kation,
A, = a gyanta eredeti anionja,
A, = a folyadékfazisban 1évé és kicserélt anion.

A folyékony mozgoéfazisban oldott ionoknak az 4allo, szilard fazis disszoci-
acidjara képes, funkcids csoportjairél szarmazé ionokkal valé reverzibilis kicse-
rél6dése sztochiometrikus, amely a tomeghatas torvénye alapjén jatszédik le. Az
ioncserél6 az aktiv helyek disszociaciés foka szerint lehet erésen savas, gyen-
gén savas, er6sen bazisos és gyengén béazisos. Az ioncserélé kromatografiaban,
tobb oldott ion esetén, az ioncseréld gyanta az egyik iont jobban megkéti, mint a
tobbit; a folyamat szelektiv lehet. Az egyensily eléréséhez sziikséges idGtartam
hosszabb az adszorpcids kromatogréfianal.

A tobbértéki ionok erésebben kotédnek a gyantahoz, az azonos toltetl ionok
kozott a sorrendet pedig a hidratélt ion 4tméréje szabja meg, és az elvalasztést befo-
lyasolja a hdmérséklet is. Az oszlopon megkdtott ionokat eludlhatjuk olyan oldattal
vagy pufferrel, amely hasonlé kicserélheté ionokat tartalmaz, amelyeknek affini-
tésa az oszlopon 1év6 rogzitett ionokhoz nagyobb, mint a megkotott anyagé. A ko-
tott ionok kicserélédési allandéik sorrendjében hagyjak el az oszlopot. Két ion jél
elvalaszthato, ha a kicserélédési dllandoik értéke 20%-kal kiilonbozik egymastdl.

3.2.1.4.2. Az ioncserélé gyantak és tulajdonsagaik

Az ioncserés kromatografia legfontosabb eszkozei a szerves, szintetikus mi-
gyantak, amelyeknél legelényosebb, ha egyféle aktiv csoportot tartalmaznak.
A kationcserél6 és anioncserélé miigyantak szilard vaza leggyakrabban vinil-benzol-
divinil-benzol kopolimer. A legfontosabb szintetikus ioncserélé gyantakat a 3.2.
tablazat mutatja.

Az ioncseréld gyanta kapacitdsa megmutatja, hogy a szaraz ioncserélé egy-
ségnyi mennyisége hany mol oldott iont tud kicserélni. A kapacitést egységnyi
tomegl (g) miigyantara vonatkoztatva milligramm-ekvivalensben adjak meg.

Az ioncserélé gyantak a kiilonbo6z6 futtatészerekben duzzadnak. A poléaro-
sabb oldészerek er6sebb duzzadést okoznak, a kevésbé polaros olddszerre valo
attérés viszont az oszlop 6sszeesését, csatornaképzddést, a polaritis novelése pe-
dig az oszlop eltomddését okozhatja. A duzzaddképességet a térhélds szerkezet
véaltoztatasaval lehet befolyasolni.

Az analitikai kémiaban igen gyakran alkalmazzdk a DOVEX 50 kationcserélé
miigyantat, mely szulfonélt polisztirol lancokbdl &ll, és divinil-benzol-hidakkal
keresztkotésszeriien van térhaldsitva. A térhélé stirtiségétél fiigg, hogy az ioncse-
rél6 gyanta funkcids csoportja milyen nagy molekulakkal reagal. A divinil-benzol
mennyisége 1-2-4-8-16% lehet, amit a gyanta min@ségi mutaté6i soraban feltiin-
tetnek. Minél stir(ibb a térhalé, annal lasstibb az ionok difftizi6ja, és a kromatog-
rafias egyenstly kialakulasa is fiigg az ioncserél$ gyantak részecskenagysagatol.
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3.2. tablazat. A legfontosabb szintetikus ioncserélé gyantak

Ioncserélé gyanta Funkciés csoport Kereskedelmi elnevezés

Amberlite IR 120
Amberlite CG 120
Aroméas-SO,H Dovex 50
Zerolit 225
Erésen savas Permulit Q
kationcserélé gyanta Aromés-SO,H +

-COOH

Aromas-SO,H + Zeorex
Fenolos—OH Duolit C

Amberlite IRC-50
-COOH Amberlite XE-64
Zerolit 225

Amberlite IRA-400

Amberlite IRA-401

Amberlite IRA-411
Kvaterner béazis Dovex 1

Dovex 2

Zerolit FF

De Acidite

Amberlite IR 4-B
Amberlite IR 45
Dovex 3

Zerolit G

Zerolit H

Duolit A

Amberlite MB-1
Kevert kation- és Amberlite MB-2
anioncserélé gyanta Amberlite MB-3

Biodeminrolit

Zeokarb

Gyengén savas
kationcserél6 gyanta

Erésen bazisos
anioncseréld gyanta

Gyengén bazisos

. 1 Poliamin
anioncserélé gyanta

3.2.1.4.3. Az ioncserés kromatografia metodikaja

Ioncserés oszlopkromatografia esetében az oszlop homogén méretii szemcsékbél
all. Az ioncserél6 oszlopot nedves, iszapoldsos mddszerrel toltjiik, a gyantat hasz-
nélat el6tt az elSirt oldészerben duzzasztjuk, a kromatografalast vizes oldatban,
eltci6s vagy kiszoritasos modszerekkel végezziik. Az ioncserélé migyanta rege-
neraldsa az aktiv helyre bekotendd iont nagy koncentraciéban tartalmazé oldat
segitségével torténik. A kationcserélé miigyantékat savas oldatokkal (ritkdbban Na-
ionokkal), az anioncseréléket tobbnyire ltggal vagy kloridionokkal regeneraljuk.
Ioncserés rétegkromatografia esetén altaldban ioncserés készrétegeken tor-
ténik az elvélasztas. Alkalmazzuk fehérjehidrolizatumok aminosav-osszetételé-
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nek kvalitativ és szemikvantitativ megallapitdsara, melynek sordn az egyes ami-
nosavelegyek szétvalasztasara kiilonb6zé Na-citrat-pufferoldatok hasznéalandok.
A 3.3. tdblazatban e pufferek osszetétele lathato.

A B-puffer segitségével 16 aminosav egydimenziés elvélasztasara van lehe-
téség. Az aminosavak Ri-értékei novekvé sorrendben: arginin, lizin, hisztidin,
fenil-alanin, tirozin, leucin, izoleucin, metionin, valin, prolin, alanin, glicin, glu-
taminsav, szerin, treonin, aszparaginsav. (A szerin és a treonin foltja rosszul vélik
el.) A C-pufferrel az aromas és bazikus aminosavak kiilonitheték el, a D-puffer a
lizin és az ornitin elvalasztasat teszi lehetévé, az E-puffer pedig a triptofan kimu-
tatasara és elvalasztasara hasznélhato.

3.3. tdbldzat. Az aminosavak Fixion-réteges elvalasztasahoz hasznalhaté
Na-citat-pufferek (1000 cm® végsé térfogatra)

Jellemzék, illetve adalékok EP A B C D E
pH 3,28 3,28 3,30 5,23 4,25 6,00
Na*-koncentracié (M) 0,02 0,20 0,400 0,325 0,40 1,50
Citrat-koncentracié (mol-1") 0,067 0,067 0,400 0,117 0,067 0,30
Citromsav H,O (g) 1,4 14,1 84,0 24,6 14,1 7,0
NaOH (g) 0,8 8,0 16,0 14,0 8,0 4,0
NaCl (g) - - - - 11,7 81,9
HCl, 37%, d: 1,19 (g/cm’) 1,2 12,3 5,9 6,5 8,4 -
Glicerin (cm®) - 100 - - - -
Metil-celloszolv* - - - - - 100

* etilénglikol-monometil-éter. EP = egyenstlyba hozé (ekvilibralé) puffer.

3.2.1.5. Gélkromatogrdfia
3.2.1.5.1. A gélkromatografia elmélete

A gélkromatografia vagy méretkizarasos kromatografia a molekulatomeg-kiilonb-
ségeken alapul6 egyik legelterjedtebb elvédlasztasi médszer. A médszert hivjak
még gélsziirésnek és molekulasziirésnek is. A molekulaméret szerinti elvalasztas
jol illeszthet6 az eléz6ekben ismertetett kromatografias médszerekhez. A gél-
kromatografias elvélasztds soran a mozgéfazis valamilyen folyadék, a toltet pedig
finom eloszlastu gél, megfelel6 pérusmérettel, ezért a gél belsejébe csak azok
a molekuldk tudnak behatolni, amelyek mérete a gél porusméreténél kisebb.
Amely molekulak behatolnak a gélszemcsék belsejébe, azok tovabb maradnak az
oszlopon, nagyobb oldészertérfogattal eludlédnak, mint a gélbe behatolni képte-
len, a gél pérusainal nagyobb molekuldk. Mivel egy gél pérusai mindig inhomo-
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gének, a gélkromatografia soran a gél pérusainal kisebb és nagyobb molekulato-
megi tartomanyba tartoz6 komponensek egymastél elvalaszthatdk.

3.2.1.5.2. Géltipusok és a dextrangél

A kromatografélast hdromdimenziés racsot alkotd, térhélds szerkezet(i géleken
végzik. A térhal6 mechanikai stabilitast nytjt a gélnek, és a hdromdimenziés tér-
halé a gél pérusméretét is meghatarozza. A gél métrixanak inertnek kell lennie,
azon ioncsoportok nem, vagy csak kismértékben lehetnek jelen. A gélnek mecha-
nikailag és kémiailag stabilnak kell lennie, a gél és az elvélasztani kivant anyagok
kozott legfeljebb gyenge, reverzibilis, hidroféb kolcsonhatasok alakulhatnak ki.
A gél szemcsemérete lehet6leg homogén legyen, hogy az eltéré méret miatt a
részecskék kozotti csatorndk inhomogenitasa ne kovetkezzen be. A kromatogra-
fids miiveletekhez hasznélt gélek kereskedelmi forgalomban kaphatdk, és szinte
minden elvalasztashoz megtalalhaté az optimélis géltipus.

Kromatografias célra csak a pontosan ismert pérusnagysagi és duzzadt alla-
potban is megfeleld szilardsagn gél hasznalhat6. Az e kovetelménynek megfelels
dextrdngéleket ismert szemcsenagyséaggal és vizfelvevs képességgel hozzak forga-
lomra, ahol elére lehet tudni a gélagy térfogatat, illetve a szétvalasztand6 frakcidk
molekulatomegét. A szemcsenagysag 40-300 um kozott, a vizfelvevé képesség
pedig 1-20 g/cm® kozott valtozik. A gélagy térfogata 2-40 cm®/g kozotti, a szét-
valasztandé frakcidk molekulatémege pedig elérheti a 800 ezret. Négyszézezres
molekulatomegig a dextran- és a poliakrilamid-géleket, e fol6tt pedig a szefar6zgé-
leket hasznaljak.

A gélkromatografias eljaras soran a gélszemcsék porusnagysdga pontosan
ismert és allando érték, a gélképz6 anyag pedig nem lép kolcsonhatasba a szétva-
lasztand6 komponensekkel. A dextrangél kialakulasat a 3.1. 4bra mutatja.

Dex—OH + CQz—/CH—CHrCl —> Dex—O—CHy—CH(OH)—CH,—Cl

Dex—O—CH,—CH(OH)~CH,—Cl + NaOH —> Dex—O—CH CH, +NaCl + H,0

Dex—O—CH CH, + HO —Dex —> Dex— O—CH,—CH(OH)—CH,—0O—Dex

3.1. Gbra. A dextrangél kialakulasa
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A dextrangél tulajdonsagai

A dextrangélek kiindulasi anyaga egy oldhat6 poliszacharid, a dextran, mely kiza-
rélag gliik6zrészekbdl épil fel. A glitkézrészek 90%-a a-1,6-glikozidos, 10%-a pe-
dig a-1,3-glikozidos kotéssel kapcsolodik egymashoz. Az alkalikus dextranoldat
epikléorhidrin hataséra teljes tomegében, héfejlédés kozben hidrogéllé merevedik,
melynek sordn a glitkézldncokat glicerinéterhidak kapcsoljak ¢ssze. A térhalé po-
rusainak nagysaga fiigg a kiindulasi dextran molekulatomegétél, koncentraciéja-
tol és az epiklorhidrin aranyatél. A dextrdngélen kiviil olyan szintetikus gélképzé
anyagok is hasznalatosak a gélkromatografidban, amelyek megfelel$ oldészerrel
elegyitve szétvalasztasra alkalmas gélkromatografias oszloppa duzzaszthaték. Ki-
vanalom, hogy a szemcsék kozelitsék meg a gomb alakot, és duzzadt dllapotban
se legyenek tul lagyak. A gél jellemz6 tulajdonsagait a részecskék kozotti folyadék
térfogata, a duzzadt gélszemcsék belsejében 16v6 old6szer térfogata és a gélképzé
anyag sajat térfogata hatdrozza meg.

3.2.1.5.3. A gélkromatografias eljaras

A gélkromatografias eljaras soran legelterjedtebben a Sephadex néven forgalom-
ba keriil6 dextrangél-készitményeket alkalmazzak. Mindegyik Sephadex-tipus-
hoz meghatarozott pérusméretek tartoznak, ezért a szétvalasztandé molekulak
méretének ismeretében kivéalaszthaté az analitikai feladat szempontjabol legmeg-
felel6bb véltozat. A duzzadt dllapotban 16v6 Sephadex gélnél felléphet mikrobio-
l6giai romlés, ezért a duzzadt gélt, tartositas céljabol, ki is lehet szaritani.

Analitikai elvalasztasra a 10-50 cm hosszi és az 1-2 cm belsé 4tméréji osz-
lopokat, mig preparativ célokra akar tobb méteres, 10-20 cm belsé dtméréjl osz-
lopokat is hasznalnak. A mozg6fazis specialis oldat vagy pufferrendszer, melynek
oszlopon keresztiil torténé aramoltatasat specialis szivattytk biztositjak.

A gélkromatografids analizis soran az elsé 1épés a gélagykészités, melynek
soran a szaraz géleket a megfeleld oldoszerben duzzasztjak. A duzzasztds ideje
szobah6émérsékleten akar 24 éra is lehet. Az oszlopkészités soran a duzzasztott
gélt az elualoszerrel homogénen elkeverjiik, buborékmentesen oszlopba toltjik,
ilepitjik, majd néhany oran 4t a mozgéfazissal atmossuk. A mintafelvitelnél
tigyeluink arra, hogy a gélagyat ne keverjiik fel, és hogy a minta térfogata ne legyen
nagyobb a gélagy térfogatanak 5%-anal.

3.2.1.5.4. Géloszlop-kromatografia

A géloszlop-kromatografias eljaras sordn a duzzasztott gélt a megfelel6en el6-
készitett oszlopba toltjitk, és az alkalmazni kivant old6szerrel t6bbszor atmos-
suk. Az oldészer folyamatos felvitele vagy szivattytval, vagy az oldészertartaly
megfelel6 magasba helyezésével, gravitaciés tton valésithaté meg. Ennek sordn
sziikség van 0sszekotd csGvezetékre, és az eludtum gytjtéséhez frakcioszedd be-
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rendezésre. Az eltcié sordn 4ltaldban perisztaltikus pumpéval dramoltatjuk a
mozgofazist, az oszloprél tavozo eluatumot pedig frakcidszedd segitségével iveg-
csovekbe gytjtjiikk. Az oszloprdl tavozé anyagok mennyiségét legtobbszor atfolyo
kuvettas fotométerrel, az UV-tartomédnyban mérjik. A detektor a vizsgalt oldat
jellemz6 tulajdonsagat automatikusan méri és regisztralja.

3.2.1.5.5. Gélréteg-kromatografia

A gélréteg-kromatografias eljaras soran csak kiillonlegesen finom szemcsézettsé-
gli Sephadex-készitmények hasznalhaték. Az elvalasztas szempontjdbél a 0,5 mm
vastagsagu gélrétegek bizonyultak a leghasznalhatébbnak. Ugyelni kell arra, hogy
a kromatografalés alatt a réteg nem széradhat ki, valamint gondoskodni kell a
futtatészer be- és kivezetésérol és a réteg megfeleld d6lésszogének kialakitasarol.

3.2.1.5.6. A gélkromatografia alkalmazasa

A gélkromatografia legfébb alkalmazasi tertiletei a gyors molekulatomeg-mérés, a
molekulatomeg alapjan torténé preparativ csoportszeparalasok, az egyes csopor-
tok preparativ frakcionélésa, és a peptidek, valamint a fehérjék gélkromatografias
tisztitdsa. Aminosavak is szétvalaszthaték gélkromatogréfiaval, azonban e méd-
szer pontossaga, illetve hatékonysidga meg sem kozeliti az ioncserés oszlopkro-
matografias vagy a nagyhatékonysagu folyadékkromatografids meghatérozasét.
A gélkromatografia alkalmazhat6 tehat gélsziirésre, fehérjék és aminosavak kro-
matografids szétvalasztasara, molekulatomeg-meghatarozasra és a fehérjék séta-
lanitasara.

Gélsziirés

A gélsziirés soran a gélrendszerre anyagok elegyét vissziik fel, ahol az egyik kom-
ponens kis molekulabdl, a masik komponens rendkiviil nagy molekulabél all.
A nagy molekulak a szemcsék kozotti térben gyorsan haladnak at a gélagyon, a
kis molekuldk pedig behatolnak a gélszemcsék belsejébe. A mddszer alkalmas
kolloidok sétalanitaséara és molekulacsoportok molekulatémeg szerinti szétva-
lasztasara.

A kromatografias alkalmazas sordn a szétvalasztandé elegy komponensei-
nek molekulai kozott csak csekély kiillonbség van. Az elvalasztas annal sikeresebb
lesz, minél hosszabb az oszlop. A médszer alkalmas fehérjék és nagyobb moleku-
latémegi zsirsavak trigliceridjeinek szétvalasztasara.

Molekulatomeg-meghatarozas

A molekulatomeg-meghatarozas esetében a duzzadt géloszlopok pérusain ke-
resztill az azonos molekulatomegii (méretii) anyagok hasonl6 médon haladnak
keresztiil. Ha az ismeretlen anyag ismert molekulatémegti komponenssel azonos
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moédon halad at az oszlopon, kovetkeztetést vonhatunk le az ismeretlen anyag
molekulatomegére vonatkozéan. Ehhez sziikség van ismert molekulatomegi
anyagokra, melyek lehetnek természetes vagy mesterséges azonositéanyagok.
A természetes anyagok éltaldban j6l definialt molekulatomegti és tisztan eléal-
lithat6 fehérjekészitmények, a mesterséges hitelesitéanyagok polivinilszdrmazé-
kok, melyek kiilonb6zé molekulatomegii polisztirolmolekulakbdl allnak. A 3.4.
tdblazat a molekulatomeg-meghatérozashoz szitkséges fehérjesorozatot mutatja.

3.4. tablazat. Gélkromatografia molekulatomeg-meghatarozashoz
hasznalhatoé fehérjesorozat

Fehérje Molekulatomeg (Dalton)
Citokrom c 13000
Ribonukleaz-A 13600
Mioglobin 17000
Tripszininhibitor (sz6jabab) 21500
Alfa-kimotripszin 22500
Tripszin 24000
Kimotripszinogén A 25000
Pepszin 35500
Tojasalbumin 45000
Szérumalbumin (monomer) 67000
Glicerinaldehid-foszfat-dehidrogenaz 117000
Szérumalbumin (dimer) 134000
Aldolaz (élesztd) 137000
y-globulin (human) 140000
Alkoholdehidrogenéz (élesztd) 150000
Katalaz 230000

3.2.1.6. Gazkromatogrdfia

A gazkromatografias elvélasztasok sordn a mozgéfazis gaz-halmazallapoti, az
allofazis pedig lehet folyadék- vagy szilard halmazallapotia. Az elvalasztas a
vizsgélati anyag komponenseinek két kiillonbo6z6 fazis kozotti megoszlasan vagy
adszorpci6jan alapul. Ennek alapjan két kiilonbozé eljarast killonboztetiink meg:
az adszorpcids gazkromatogréfiat, ahol az all6fazis szilard (GSC), és megoszlasos
gazkromatografiat, ahol az all6fazis folyékony halmazéllapota (GLC). A szétva-
lasztés az adszorpci6 esetén az adszorbeal6 kozeg szilard toltetének feltletén,
megoszlaskor a szilard hordozoén 1évé, nehezen ill6 folyadékokbél all6 nagy felii-
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letti filmben jatszodik le. A gdzkromatografia esetén a gyakorlatban szinte kiza-
rolag az eltciés eljardsokat alkalmazzuk.

3.2.1.6.1. A gazkromatografia elmélete

Az adszorpcios, illetve megoszlasi egyensily dinamikus jellege kovetkeztében
kiilonféle gdzok molekulai adott hdmérsékleten és adott gdzkoncentracid esetén
killonbozé atlagidétartamig tartézkodnak a szilard vagy folyékony adszorbens
felailetén, majd a gdzmolekulak szerkezetiiktél fiiggben kiillonboz6 id6tartam utén
deszorbeédlédnak. Ha az adszorbenssel toltott kromatografias oszlopon gazelegyet
aramoltatunk at, a cs6bél elGszor a leggyengébben adszorbeal6dé komponens 1ép
ki, majd a novekvé erésségli adszorpcié sorrendjében a tobbi. Az egyes kompo-
nenseknek kiillonboz6 a tart6zkodasi idejiik a kromatogréfids oszlopban, ezért
kiillonboz6 id6 (retencids id6) elteltével jelennek meg az oszlop végén. A retencios
id6t az oszlop hémérséklete, az oszlop toltetaktivitasa, a késziilék méretei és a
vivégaz sebessége befolyésolja.

3.2.1.6.2. Gazkromatografias késziilék miikodése

A kromatografids oszlopba allandé sebességgel semleges gdzaramot, vivégazt ve-
zetiink, és a vivégazaramba mérjiik és adagoljuk be a vizsgaland6 anyagot gaz-
vagy elg6zologtetett folyadékminta alakjdban. A vizsgdlandé elegy a vivégéazzal
a kolonnéba jut, ahol komponensei a vivigaz eludlé hatasara, kotéképességiiktsl
fliggben, kiilonboz6 sebességgel haladnak elére. Megfeleld toltet és elegendd hosz-
szl oszlop esetén a minta teljesen szétvalik, alkotérészei egymas utdn jelennek
meg a vivégazban. A kolonnébél kilépé vivigazt detektoron vezetjiik at, ami az
egyes komponensek megjelenésekor az alkotérészek mennyiségével aranyos jelet
ad. A detektorban kapott jel regisztraléberendezés segitségével grafikusan &bra-
zolhatd, melynek soran megkapjuk a szétvalasztasra jellemz6 kromatogramot.
A gazkromatogramon lathato csticsok helyébdl a komponensek mindgségi azono-
sitasdhoz kapunk segitséget, mig a csticsmagassag és a haranggorbe alatti tertlet
alapjan mennyiségi értékelést végezhetiink.

A gazkromatograf részei a vivégazrendszer, a mintaadagol6 berendezés, a
kromatografalé oszlop (kolonna), a kromatografias érzékel6berendezés (detektor)
és a regisztraloberendezés.

A vivégaz

A vivégaz sem a vizsgalati anyaggal, sem az oszlop toltetével nem léphet kémiai
kolcsonhatésba, mely célnak leggyakrabban a nitrogén, a hidrogén, a hélium,
az argon, a szén-dioxid, és specialis esetekben néha a leveg6 vagy az oxigén fe-
lel meg. Ezek koziil a hidrogén és a hélium rendelkezik a legnagyobb hévezet6
képességgel. A hidrogén esetében rendkiviili médon elény, hogy kis viszkozitas
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miatt kicsi az oszlop nyomasesése, viszont nagyobb az elillanasi veszély és fenn-
all a robbanas lehet6sége. A hélium elénye, hogy nem tiizveszélyes, de rendkiviil
draga. A nagy tisztasagi nitrogén hasznélata igen elterjedt, mert nagyobb mole-
kulatémege miatt jobb az elvalasztas, viszonylag olcsé, egyszertien tisztithato,
és kezelése biztonsagos. Az argon kémiai semlegessége és nagy tisztasdga miatt
rendkiviil kedvelt vivégaz. A szén-dioxidot jobbara csak a preparativ gdzkroma-
tografidban alkalmazzuk.

A vivégazt leggyakrabban palackbél, nyomascsokkentd szelepen keresztiil
nyerjik, melynek tartozéka egy gaztisztito feltét is, amely megkoti a nedvességet,
az oxigént és méas nem kivanatos anyagokat. A vivégaz aramlasi sebességének
dllandé értéken tartdsa a gdzkromatografids elemzés szempontjabél alapvetd. Az
aramlasi viszonyokat miiszerekkel, a nyomast manométerrel, az dramlési sebes-
séget szakaszosan hasznalhat6 szappanhértyds sebességmérével mérik. Ennek
sordn egy kalibralt iivegcs6ben a gazaram hatdsara szappanhab képzddik, és a
szappanhértya el6rehaladasét stopperéraval mérve a gaz minGségétél fiiggetlentil
a térfogati sebességet kapjuk.

El6melegit, mintaadagolo

A vizsgédland6 anyagot gaz, folyadék vagy szilard halmazallapotban tapléljuk a
késziilékbe, mert a kromatografalé oszlopba csak 1égnemt mintat lehet bejuttatni.
Az adagolo és az oszlop kozé elémelegitét kell iktatni, melynek segitségével a
minta elparologtathaté. Ennek hémérséklete 30-50 °C-kal magasabb, mint az osz-
lopé. Az adagolt minta térfogata legyen a lehet6 legkisebb. A gaiznemti minték tér-
fogata 0,1-5 cm®, folyékony mintak térfogata 1-10 ul, a nagyon ritkan alkalmazott
szilard betdplalaskor maximum 1-10 mg legyen. A gdznemti mintak adagolaséra
injekcids fecskendd, bemérépipetta, higanyos gazbiiretta, a folyékony mintak ada-
golasara kiilonleges fecskendék hasznalhaték, ahol mikrométer csavarral lehet
a térfogatot szabélyozni. A ttivel egy szilikongumibél késziilt réteget (szeptum)
kell 4tszarni, mely ezt kdvetéen 6sszezarodva megakadalyozza a betdplélt anyag
visszadramlaséat. Sorozatvizsgalatok céljaira kiillonb6zé rendszeri automatikus
mintaadagoldkat is szerkesztettek, mellyel a vizsgalati anyagot a gazkromatograf
kell6en felmelegitett adagoloterébe kell fecskendezni.

A mintabeviteli eljarasok koziil kiillon meg kell emliteni a split és a split-
less injektalast. A split-splitless injektalast kapillaris oszlopoknal alkalmazzak,
amikor split (lefavatdsos) injektalas esetén a mintanak csak egy része keriil az
oszlopra, igy a kapilléris oszlopon is pillanatszert lesz az injektalas, mert a minta
nagyobb részét az erds gdzdram kifajja az injektorbol. A splitless (lefavatés nél-
kili) injektalast kis koncentracidk kimutatasakor alkalmazzak, melynek soran a
betaplalt minta szinte teljes mennyisége az oszlopra keriil.

A split injektalas esetén tehat a g6zallapot mintanak csak kis része jut be
az oszlopba, a nagyobb része pedig meghatérozott térfogati sebességgel a split
agon tavozik. Az oszlopra keriil6 anyag mennyiségét a vivégaz dramlési sebessége
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és a split 4gon torténd aramlasi sebesség aranya szabja meg, amit split aranynak
hivnak. A 100:1 split arany esetén a minta 1%-a jut az oszlopba, 99%-a pedig a
split csatlakozason keresztiil kikeriil a rendszerbdl.

Splitless injektalaskor nagyobb mennyiségiti minta keriil az oszlopba, ami
nem teszi lehet6vé a pillanatszert injektélast, igy csokkenti az elvédlasztds haté-
konyséagat. Az elvalasztandé komponenseket ezért fékuszalni kell az oszlop elején
agy, hogy az oszlop hémérséklete legalabb 20 °C-kal kisebb a minta legilléko-
nyabb komponensének a forrdspontjanal. A split a4g az injektalaskor zarva van,
a vivégaz az injektor g6zterét raviszi a kolonnara, ahol a komponensek fékusza-
lédnak. Ezt kovetéen a split g kinyilik, az injektorban maradt komponensek
tavoznak, majd az indul6 hémérsékletprogrammal kezdédik a komponensek el-
valasztasa az oszlopon.

Oszlopok

A gazkromatograf lelkét a kromatografaléoszlopok alkotjak, melyek lehetnek
toltott oszlop, kapillaris (iires csé) vagy toltott kapillaris kolonnak. A toltott
kolonnék tivegcs6bél, aluminiumbdl, rézbdél, savéallé acélbdl késziilnek, belsé
atméréjik 2-4 mm, alakjuk egyenes, U, W, spiral vagy lapos spiral, hosszuk pér
méter. A kapillaris kolonndk aluminium-, réz-, savall6 acél-, iveg- vagy mtianyag-
(poliamid, nylon) csévek, melyek birjak a magas hémérsékletet. A csovek belsé
feliiletét felmaratassal vagy vékony, szilard hordozoéréteg felvitelével novelik.
Bels6 atméréjitk 0,2-1 mm kozotti, hosszuk 10-100 m, kivételes esetben tobb
széz méter, melyet orséra vagy egyéb tartéra tekernek fel. A kapillaris kolonnak
elénye a jobb elvalasztéképesség, a lerovidithets analizisidd, és hogy a mérés
alacsonyabb hémérsékleten is elvégezhetd. A kapillaris kolonnak hétranya kis
kapacitasuk, hogy a szokdsos mintamennyiségnek tizedrészét tudjak feldolgozni,
és hogy specialis gazelosztét kell beépiteni a késziilékbe, hogy a kolonnan a gaz
aramolni tudjon. A kolonnék belépényildsa a mintaadagol6hoz, kilép6vége pedig
a detektorhoz csatlakozik. Egy gdzkromatogréfias késziilékbe tobbféle, killonbozé
tipust toltettel ellatott kolonna is beépithetd, és a kiilonb6z6 kolonnékat lehet
sorba vagy parhuzamosan kapcsolni.

Toltetek
A kromatografalo oszlop toltete az adszorpcids gdzkromatogréfiaban feliiletaktiv,
rendszerint szemcsés anyag, mely nagy fajlagos feliilet(i és kémiailag indifferens.
Apoléros toltéanyag az aktiv szén, mely killonb6z6 molekulaméretti gdzok vagy
kiillonbo6z6 szénhidrogének szétvalasztasara alkalmas. A poléris adszorbensek ko-
ziil emlitést érdemelnek a szilikagél, az aluminium-oxid, a killénféle aluminium-
szilikatok, melyek a molekula aszimmetridja, polaritasa altal meghatarozott bels6
energidknak megfeleléen valasztjak szét a gazokat.

A megoszlasi gazkromatografiaban (folyadék-géz rendszer) a kapillaris kro-
matografids oszlopok hordozéanyag nélkiil tartalmazzak az all6 folyadékfazist,
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mely a csé belsé feliiletéhez tapad, a t61t6tt oszlopokban pedig szemcsés hor-
dozéanyag van, melyet a megfelel6 folyadékkal nedvesitenek. A nedvesitéfolya-
dék az all6fazis, amelyben a szétvélasztas lejatszédik. Ennek a kromatografélas
hémérsékletén folyékonynak kell lennie, legyen kémiailag k6zombos, tartésan
megmaradjon a hordozé feliiletén, illékonysaga lehet6leg minél kisebb, oldé-
képessége pedig minél nagyobb legyen. A kiillonb6z6 szilikonolajok kiillonosen
széles hémérséklet-tartomanyban hasznédlhaték gazkromatografias alléfazisként.

Az élléfazis (hordozé) barmilyen szemcsés anyag lehet, mely mechanikailag
elég szilard és kopasalld, nagy fajlagos felulett és porusos szerkezetii. Leggyak-
rabban 0,10-0,25 mm-es szemcsézettségli hordozéval dolgozunk. A folyékony
allofazis felvitele illékony szerves oldészeres oldatbdl torténik dllandé keverés,
majd elg6zologtetés, esetleg vakuumos elpérologtatés segitségével. A kialakul6
folyadékfilm vastagsaga 0,1-0,5 wm.

Termosztat

A termosztattal a rendszert szobahémérséklettsl 400 °C-ig temperalhatjuk, mely-
nek sorén a kivalasztott hémérsékletet =0,5 °C pontosséaggal be kell tartani. Ter-
mosztalni kell az oszlopot, a mintaadagolé berendezést és a detektort. A mai
késziilékek légtermosztattal vagy fémtomb-termosztattal miikodnek. A légter-
mosztatok egyszert szerkezettiek, gyorsan felfiithet6k és lehtitheték, killonboz6
térfogataak, spiralkolonnak esetén 3-5 literesek, a beépitett flit6teljesitményiik
800-2000 W. A fémtombtermosztatok (altaldban aluminiumtombbdél késziilnek)
izoterm munkamaddszereknél hasznalhaték elényosen. A kromatografal6oszlop a
fémtomb furataban, két tomb kozott helyezkedik el, vagy fémhengerre van teker-
cselve. Nagy hékapacitasa miatt a hémérséklet-ingadozés csekély.

A programozott f(ités kromatogramjavité hatast, ezért a korszert késziilé-
kekben a hémérsékletet a vizsgalat alatt meghatérozott program szerint lehet
valtoztatni, mely kis hékapacitasa légtermosztatokkal valosithaté meg. A h6mér-
séklet-valtoztatas altalaban 0,2-20 °C/perc sebességgel végezhet. Néhany tjabb
késziiléktipusnak mély hémérsékletii termosztétja is van, mellyel —100 és —180 °C
kozott is végezhetd elemzés.

Detektorok

A detektorok feladata a kolonnébél kilépé vivégazaramban megjelené komponens
folytonos, gyors és érzékeny észlelése. A detektor a komponens megjelenésekor
valamilyen fizikai vagy kémiai tulajdonsag megvaltozasat érzékelve elektromos
jelet ad, mely regisztralhato és értékelhets. A detektorok nagyobb része csak a
kolonnabdl kilép6é komponens mennyiségérdl ad tajékoztatast, mig a specifikus
detektorok egyes elemeket (N, P, S) tartalmazo vegyiiletekre szelektivek. Egyes
késziilékeknél egyidejtileg két, esetleg harom detektor parhuzamos miikodtetése
is lehetséges.
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A detektorok miikodése lehet ,pillanatnyi” (differencialis) vagy ,,0sszegz8”
(integrald) jellegt. A differencialis detektor a komponensek altal okozott pillanat-
nyi véltozast méri, mig az integral6 tipust érzékel6 a detektorba addig belépett
0sszes minta mennyiségét adja meg. Manapsag mér csak a pillanatnyi valtoza-
sokat észleld detektorokat alkalmazzdk, melyek jele a kromatogramon egymas
utani cstcsok sorozatdbdl 4ll (differencidl-kromatogram). A négy legfontosabb
detektortipus a hévezetGképesség-mérd, a langionizacios, az elektronbefogasi
és a langfotometrias detektor.

A hévezetéképesség-méré detektor méréeelldja furatokkal ellatott fémgomb,
amelyen a vivigaz aramlik keresztiil. A furatokon volframszél van kifeszitve,
amit elektromos drammal fiitenek. A huzalok ellenéllasa a hdmérséklettel er6sen
valtakozik; ha a viv6gazban komponens jelenik meg, a gizaram hévezet6 képes-
sége csokken, és a fiitott szal hdmérsékletének és ellenalldsanak novekedése jol
mérhetd. Az egyik furaton a palackbdl szarmazé tiszta, a masikon a kolonnabél
érkezd, komponenseket tartalmazé vivégaz dramlik, melyek kozotti hévezeto ké-
pesség valtozasat differencidlis médszerrel mérjiik.

Az ionizacios detektor miikodésének alapja a gdzok villamos vezet6képessé-
ge. Kozonséges hémérsékleten és nyoméson a gazok tokéletes szigetel6k, azonban
ha elektromos t6ltésii atomokat, molekulakat vagy szabad elektronokat hozunk
létre a gazban, azok a kiilsé elektromos er6tér hatdsara elmozdulnak, a gaz veze-
tévé valik. Langionizacios érzékel6 (FID) egy utankeveréses hidrogénégd, melynél
a lang két elektrod kozott alakul ki, amelyre 100-300 V fesziiltséget kapcsolnak.
A hidrogénlang 2000-2200 °C hémérsékletén kismértékben a hidrogén is ioniza-
16dik, ami &llandé alaparamot ad. Ha a kolonnabdl szerves anyag jut a detektor-
ba, akkor a hidrogénldngban elégve ionok keletkeznek, melynek hatdsara a gaz
vezet6képessége, az ionaram jelentésen megnd. A langot hatarol6 két elektréd
kozott keletkez6 iondram megfelel$ erdsités utan regisztralhaté. A langionizacios
detektorok szinte minden szerves vegyiiletre érzékenyek. A nitrogén- és foszfor-
érzékeny detektorok specialis feladatok megoldésara alkalmasak.

A gazkromatogréfiaban a radioaktiv sugarzassal miikodé elektronbefogasi
detektor (elektroncsapda, ECD) alkalmazésa a legelterjedtebb. A detektorban 1évé
sugarforras hatdséra a vivégazban szabad elektronok és nagy tomegt pozitiv io-
nok keletkeznek, melyek a megfelels elektréd felé vandorolnak. Ha a detektorba
olyan vegyiilet jut, ami képes anionna alakulni, az az elektronokat negativ io-
nok képzdédése kozben befogja, az ionaram csokken, a detektor pedig az eredeti
iondram csokkenését jelzi. Sugarforrasként altaldban B-sugarzo izotépokat (**Ni
vagy tricium) hasznélnak, melyek aktivitasa 4:10°-70-10° Bq.

A langfotometrias detektor (FPD) a foszfor- és kéntartalmu vegyiiletek sze-
lektiv kimutatasara alkalmas. A langban gerjesztett minta altal kisugarzott fény-
bél interferenciasziirGvel kivalasztja a foszforra (526 nm) vagy a kénre (394 nm)
jellemz6 hullamhosszi sugarat, melynek intenzitdsat fotometrias tton, elektron-
sokszorozé segitségével méri.
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Regisztraloberendezések

A gazkromatografiaban korabban alkalmazott regisztraléberendezések vonalird
elektronikus potenciométerek voltak, melyek kétcsatornas valtozata kétdetekto-
ros értékelést tett lehet6vé. Ma mar kizar6lag elektronikus integratorokat vagy
megfelel6en megvalasztott szdmitégépes szoftvereket alkalmazunk az értékelésre,
melyek 0sszegzik a gorbe alatti tertiletet, mérik a cstics retenciés idejét, és regiszt-
raljak az eredményeket.

3.2.1.6.3. A gazkromatografia néhany alkalmazasa az élelmiszer-analitikaban

A gazkromatografids modszereket ma mar az élelmiszer-analizis sok tertletén
alkalmazzak. Igy tobbek kozott gazkromatografiaval hatdrozzék meg az antioxi-
dansokat, a tartésitészereket, a szermaradvanyokat, az iz- és aromaanyagokat,
valamint az ill6 vagy ill6va teheté komponenseket (alkoholok, aldehidek, zsir-
savak, észterek), valamint Gjabban hasznalhat6 aminosav-meghatarozasra is az
aminosavak észterszarmazékainak analizise sordn. A gdzkromatograf nehezen
ill6, il16 szarmazékka nem alakithaté és hélabilis anyagok (szénhidratok, egyes
vitaminok) vizsgalatara nem alkalmas. Ezen utébbi komponensek analizisét nagy-
hatékonysagt folyadékkromatogréfiaval lehet elvégezni.

3.2.1.7. Réteg- és papirkromatografia
3.2.1.7.1. A rétegkromatografia alapjai

A kromatografids mddszerek koziil a rétegkromatografia a planaris médszerek
csoportjaba tartozik. Valéjaban egy ,,planaris oszloprél” van sz6, ezért az oszlop-
moédszerek és a planaris modszerek kozott elvi alapokat tekintve gyakorlatilag alig
van kiillonbség. A tartofeliiletet iiveg, aluminium vagy mtianyag lemezek adjék,
melyeken az all6fazis egy-két tized mm vastagsdgban van felvive. Az éll6fazis
lehet aluminium-oxid, szilikagél vagy valamilyen ioncserélé anyag. Az alléfazis
egyik pontjara vissziik fel a szétvalasztani kivant keverékeket, majd a réteget elu-
ensbe allitva kifejlesztjitk az elvélasztast. A mozgdfazis a kapillaris er6k hataséra
az alléfazisba felszivédik, és megtorténik az anyagkeverék komponenseinek szét-
valasztasa. A komponensek zonat, ill. foltot képeznek, melyek a retenciés faktor
alapjan azonosithaték. A retencids faktort (R;) megkapjuk, ha a felcseppentési
ponttdl lemérjik a folt kozéppontja kozt 16vé tavolsagot, és azt elosztjuk a felcsep-
pentési ponttl mért mozgéfazis dltal megtett Gttal. A definiciénak megfelel6en az
R; értéke nulla és egy kozé esik, mely alapjan az ismeretlen komponens az ismert
komponens R; értékéhez hasonlitva beazonosithaté. Ha a minta nem mozdul el
a startponttél, akkor R;, értéke nulla, ha az olddszer a fronttal egytitt halad, akkor
egy. Az R; értékét kéttizedes pontossdggal adjuk meg.
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A rétegkromatografia kis mennyiségli anyagok keverékének gyors elvélaszta-
séra hasznalhat6. Elényei a kifejlesztés rovid idGtartama, a foltok jé szétvalasztasi
lehetdsége, és hogy a kémiailag ellenall6 hordozéanyagon agressziv szervetlen ol-
dészerek is felhasznéalhatok. A rétegkromatografia eszkozei a rétegkromatografias
lemez, az adszorbens és a kotdanyag. A rétegkromatografiara torténé elGkészités
soran az adszorbenst és a kotéanyagot a sziikséges mennyiségli vizzel szuszpenzi-
6va elegyitjiik, a lemezre (iveg, mtianyag vagy fémlemez) felkenjiik, szobah6mér-
sékleten széritjuk, 100-105 °C-os szaritészekrényben 30-45 percig aktivaljuk, majd
az aktivélt lemezeket exszikkatorban taroljuk. A rétegeket kromatografélas kozben
csiszolt feddvel ellatott tiveg futtatbkamraban (iivegkddak) légmentesen lezarjuk,
melynek kovetkeztében a lemezek az olddszerg6zokkel telitett térben vannak.

A rétegkromatografia sordn elészor kivalasztjuk a réteget, a vizsgaland6 ol-
datot mikropipettdval egyméast6l 20-30 mm-re 1évé pontokra felvissziik, tigyelve
arra, hogy egy-egy folt 6-8 mm-nél ne legyen nagyobb atméréji, majd a lemezt a
futtatdszer gézeivel el6zetesen telitett futtatékamréba helyezziik. A rétegre felvitt
anyag foltjanak el6rehaladasat a vonatkoz6 adszorpcids izoterma hatarozza meg.
A kromatogram kifejlesztését akkor fejezziik be, ha az oldészer frontja megkozeliti
a lemez fels6 szélét. Szervetlen adszorbensek esetén el6hivasra agressziv anyago-
kat (tomény kénsav, perklorsav, antimon-klorid) is lehet alkalmazni.

A kromatografalas sordn az elsé lépés a réteg kivalasztasa, el6készitése,
aktivalasa, majd kovetkezik a mintafelvitel a réteg aljatél szamitva 1,5-2,0 cm-
re foltban vagy sdvban. Ezt koveti a futtatas a lemez fels6 szélét6l kb. két cm-re,
majd a kiemelés és a széritas, és végil a foltok el6hivésa, illetve a minéségi és
mennyiségi értékelés.

A rétegkromatografia sordn legtobbszor fiigg6leges kifejlesztést és felszallo
technikat alkalmazunk. A felszall6 kifejlesztésnél a mozgdfazis a réteglap alsé
végén helyezkedik el. A linedris kifejlesztés lehet egy- vagy kétdimenzids és tobb-
szoros kifejlesztésti is. Egydimenziés esetben a komponensek csak egy irdnyban
vandorolnak, kétdimenziés kromatografianal pedig az elsé kiterjesztéssel me-
rélegesen egy Gjabb kromatografalast végziink. Tobbszoros kifejlesztés esetén a
kifejlesztést azonos vagy kiillonboz6 mozgdfazissal megismételjiik.

A rétegkromatografia segitségével anyagokat tudunk beazonositani, ill.
félkvantitativ értékelést tudunk végezni. A félkvantitativ értékelést denzito-
méterrel, vagy a foltok kioldasat kovetéen fotometrias elemzéssel végezziik.
A szintelen vagy UV fénnyel sem kimutathaté vegytiletek analizisénél szarma-
zékképzb szinreagenseket hasznélunk.

Az oszlopkromatogréfia felbont6képessége ugyan jelentésen nagyobb, mint a
rétegkromatografiaé, ennek ellenére a rétegkromatografianak szamos elénye van
az oszlopkromatografiaval szemben. A rétegkromatografiaval elvalasztott vegyii-
letek vizualisan értékelhetdk, a szétvalasztott vegytiletek kimutatésara szelektiv
és specifikus szinreakcidk alkalmazhatdk, igy a sok komponens mellett néhany
vegyiilet specifikusan kimutathaté. Oszlopkromatografids elvélasztaskor egyes
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komponensek értékelhetetlentil, irreverzibilisen az oszlophoz k6t6dnek; réteg-
kromatografias elvélasztaskor viszont a minta 6sszes komponensérél attekintést
kapunk. A rétegkromatografiaban a kromatografias feltételek megvaltoztatasa
rovid id6t vesz igénybe, és {6 elénye az is, hogy a legtobb rétegkromatografias
modszer egyszer(, olcs6 berendezésekkel, révid idé alatt ad értékes adatokat néha
bonyolult anyagkeverékek esetében is.

A rétegkromatografias analizis sordn a hordozék megvalasztasaval lehetéség
van megoszlasi, adszorpcids és ioncserés rétegkromatografias vizsgalatokra is.
A papirkromatografia manapsidg mar hattérbe szorult, ezzel szemben rendkiviili
moédon elterjedtek a 0,25-0,50 mm vastag kent rétegek, melyeket megfelel6 aktiva-
l4s utan lehet analitikai célokra felhasznélni. A kent rétegek mellett nagyon sok cég
gyért kész réteglapokat, melyek készitéséhez hordozo6lapnak iiveglemezt és mii-
anyag- vagy aluminiumféliat hasznalnak. A kész réteglapok konnyen térolhatdk,
darabolhaték, egyszertien dokumentalhatdk, és egyenletes homogén réteget adnak.

A vizsgélandé oldott anyagmintékat cseppenthetjiik pontban vagy savban,
megfelelé mikropipettaval vagy kapillarissal. A cseppentés sordn meleg levegével a
foltokat vagy sédvokat beszaritjuk, mellyel a felcseppentett anyag mennyiségét széles
hatarok kozt valtoztathatjuk. A felcseppentés utan a réteglapokat csiszolt fedeld fut-
tatékadba allitjuk, melynek az aljara toltjiik a futtatészerelegyet. Az olddszerelegy
megfelels tavolsagra jutdsa utan a réteglapot a kadbodl kiemeljiik, és a megszaradt
rétegen a szétvélasztott anyagokat sajat sziniik, UV-fluoreszcenciajuk vagy megfelel6
reagenssel valé bepermetezés utan, esetleg melegitéssel kombinalva mutatjuk ki.

A rétegkromatografidban végezhetiink kétdimenziés futtatast is, sét az egyik
dimenziéban rétegelektroforézist is alkalmazhatunk. A kétdimenziés futtatassal a
komponensek szétvélasat, beazonositésat és mennyiségi meghatérozasat javithatjuk.

A nagyteljesitményi rétegkromatografia (HPTLC), a linearis HPTLC-tech-
nika és a tilnyomasos rétegkromatografia (OPTLC) elve kordbban mér ismer-
tetésre keriilt.

3.2.2. Tomegspektrometria alkalmazéasa az élelmiszer-analitikdban

Az el6z6 fejezetekben szamos, kromatografias elvalasztasok soran alkalmazha-
t6 detektor és azok legfontosabb tulajdonségai is ismertetésre kerultek, de nem
ejtettiink szét a tomegspektrometriarél, mert arra, annak jelent6sége miatt, egy
kiilon részt kivantunk szentelni. A részletesebb ismertetés el6tt azonban célszerti
megismerkedni néhény éltalanosan alkalmazott roviditéssel, illetve a roviditések
mogott rejlé magyar és angol megnevezéssel.

AC: affinitas-folyadékkromatografia (affinity chromatography).

APCI: atmoszférikus nyomast kémiai ionizaci6 (Atmospheric Pressure Che-

mical Ionization).
APIL: légkori nyomést atmoszférikus ionizacié (Atmospheric Pressure loni-
zation).
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APPIL: atmoszférikus nyomést fotoionizacié (Atmospheric Pressure Photoi-
onization).
CC: kiralis folyadékkromatografia (Chiral Chromatography).
CD: vezet6képesség-detektor (Conductivity Detector).
CI: kémiai ionizacié (Chemical Ionization).
ECD: elektrokémiai detektor (Electro-Chemical Detector).
EIL elektrontitkoztetéses ionizaci6 (Electron Impact).
ELSD: elparologtatassal egybekotott fényszorasos detektor (Evaporative Light
Scattering Detector).
ESI: elektrospray-ionizéci6 (Electrospray Ionization).
FLD: fluoreszcencias detektor (Fluorescent Detector).
GC-MS: gazkromatograf tomegspektrométerrel (GC Mass Spectrometry).
GLC: gaz-folyadék kromatografia (Gas-Liquid Chromatography).
GSC: gaz-szilard kromatogréfia (Gas-Solid Chromatography).
HPLC-MS: HPLC tomegspektrométerrel (HPLC Mass Spectrometry).
IEC: ioncserés folyadékkromatogréfia (Ion-Exchange Chromatography).
IT: ioncsapda tomeganalizator (Ion Trap).
LLC: folyadék-folyadék kromatografia (Liquid-Liquid Chromatography).
LLOQ: mérési als6hatar (Lower Limit Of Quantitation).
LOD: kimutatasi hatar (Limit Of Detection).
LSC: folyadék-szilard kromatografia (Liquid-Solid Chromatography).
MALDI: matrix-segitett 1ézer deszorpcid és ionizacié (Matrix-Assisted Laser
Desorption/Ionization).
MSD: tomegspektrometrias detector (Mass Spectrometry Detector).
NP-HPLC: normal fazisti nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfia (Normal-
Phase High Performance Liquid Chromatography).
NSD: nitrogén-kén detektor (Nitrogen-Sulphur Detector).
Q: kvadrupol témeganalizator (Quadrupol Mass Analyser).
RD: radiokémiai detektor (Radiochemical Detector).
RID: térésmutaté detektor (Refractive Index Detector).
RP-HPLC: forditott fazist nagyhatékonysagt folyadékkromatografia (Reverse-
Phase HPLC).
RP-IP-HPLC: forditott fazist ionpar kromatografia (Reverse-Phase Ionpair
HPLC).
SEC: méretkizarasos folyadékkromatografia (Size Exclusion Chromatography).
SIM: egy kivalasztott iont detektalé izemméd (Single Ion Monitoring).
TOF: repiilési id6 analizéator (Time Of Flying).
ULOQ: mérési fels6hatar (Upper Limit Of Quantitation).
UV-VIS: ultraibolya-lathat6 abszorbancia detektor (Ultraviolet-Visible Absor-
bance Detector).
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3.2.2.1. A tomegspektrometria elve

A tomegspektrométerrel atomokat, molekulakat, molekulatoredékeket mériink
azon az alapon, hogy a mintabdl el6allitott részecskéket fajlagos tomegiik (m/z;
tomeg/toltés) alapjan elvélasztjuk, melyet kovetéen a komponensek beazonosit-
hatéak, és a mennyiségiik pontosan mérheté. A médszer kis mintaigénye miatt
rendkiviil érzékeny, széles tomegtartomanyra alkalmazhaté, ezért gazkromatog-
raffal (GC-MS) és nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal (HPLC-MS) kapcsol-
va az élelmiszerek nyomnyi mennyiségli komponensei, esetleg szennyezéanyagai
gyorsan és pontosan meghatdrozhatok.

A tomegspektrometrids mérés soran molekulakbdl és atomokbél ionokat 4l-
litunk el6, az igy nyert részecskéket pedig a tomeg/toltés ardnyuk kiilonbozésége
alapjan elektromégneses térben szétvalasztjuk, azonositjuk és mennyiségiiket
meghatérozzuk. Az ionokat fény-, elektromos, kémiai vagy kinetikus energia se-
gitségével hozzuk létre, melyeket az ionoptika segitségével egy nyalabban be-
juttatunk a tomegspektrométerbe, ahol a tomeganalizator segitségével, tomeg-/
toltésértékiik alapjan szétvalaszthaték. Az ionok intenzitdsat egy detektor méri;
az ionaram intenzitasat a fajlagos tomeg fliggvényében abrazolva megkapjuk a
tomegspektrumot, melynek segitségével minéségi és mennyiségi meghatarozas
egyarant végezhetd.

A tomegspektrométer részei a mintabeviteli rendszer, az ionforras, mely va-
kuumban vagy légkori nyomason miikodik, a vakuumrendszer, melynek részei
az ionoptika, a tomeganalizétor és a detektor, az adatfeldolgoz6 rendszer pedig a
tomegspektrumot hozza létre.

A tomegspektrométerrel mindenfajta halmazallapota minta vizsgélhatd, mert
a gaz-, a folyadék- és a szilard minta is ionizalhat6. K6zvetlen mintabevitelt valasz-
tunk akkor, ha a minta egykomponensti, sokkomponensti élelmiszerek esetében vi-
szont a tomegspektrometrids analizist mindig megel6zi a kromatografias elvalasztas
(GC, HPLC), melynek sordan a komponensek teljesen vagy részben elkiiloniilnek, és
ezt kovetden keriil a minta a tomegspektrométerbe. Az analizis soran az illeszt6egy-
ségek biztositjdk a kapcsolatot a kromatograf és az ionforras kozott.

3.2.2.2. A tomegspektrométer felépitése

3.2.2.2.1. Ionforrasok

2.2.2.2.1.1. Ionizaci6 vakuumban

Elektroniitkoztetéses ionizacié

Az elektroniitkoztetéses ionizacié (EI) soran a molekula paratlan szamu gyokkation

(M*) keletkezése kozben elektronokkal iitkozik, az ion témege igy azonos az ere-
deti molekuldéval. Az elektronok egy izz6 volframszal-kat6dbdl szarmaznak, az
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elektronok koncentraciéjat az izzdszal h6mérsékletével, energidjat pedig a gyorsitd
fesztiltség nagysagdval lehet valtoztatni. A lejatsz6do folyamat: M + e”— M™ + 2e™.

A folyamat soran az elektronok energiajuk jelentds részét a molekulaknak
adjak 4t, mely nemcsak ionizaciora, hanem gerjesztésre is felhasznélhat6. Az
ionok a gerjesztés mértékétdl fiiggden széthasadhatnak, vagy belsé atrendezédés
kovetkezhet be benniik. Az altaldnosan hasznalt, 70 eV energiaja elektronok jél
reprodukalhat6 tomegspektrumot adnak, melyeken a molekulaionok a molekula
tomegérél, a molekulatoredékek (fragmentumok) pedig a molekula szerkezetérél
adnak informacié6t. Tdl nagy gerjesztési energia esetén sok molekulatéredék ke-
letkezik, ezért a molekulaion mar nem is detektalhaté. Ilyen esetben az ionizaciés
energiat 20 eV-ra csokkentik, ami elég az ionizaciéhoz, de csokkenti a fragmentu-
mok mennyiségét, és a molekulaion is detektalhatova valik.

Ezzel a médszerrel, mivel az ionizacié gazhalmazallapotban torténik, na-
gyobb molekulék és hére bomlékony anyagok nem vizsgalhatok. A médszer jol
alkalmazhat6 viszont a gdzkromatografthoz, mert ott giznemi anyagok tavoznak
a kromatogréfias oszloprol.

Kémiai ionizacié

A kémiai ionizacio (CI) soran a hasonlé felépitésii ionforras ellenére az ioniza-
ci6 mechanizmusa eltéré. A kémiai ionizacié soran, az ionizacio el6tt, a min-
ta amménia, metan vagy izobutan reagensgazzal elegyedik, igy az elektronok
foként a mintanal nagyobb koncentraciéban jelen 16v6 reagensgiz molekulait
ionizaljak, melyet kovet6en a vizsgédlandé anyag, ezekkel az ionokkal titkozve,
ion-molekula reakciék soran ionizalédik. A legtobbszor egy protontranszfer jat-
sz6dik le, melynek sordn a molekulaion tomege né, a mintabdl protonalt minta
keletkezik. A protonalt minta gerjesztési energiajat a protonaffinitas-kiillonbség
szabja meg. Ezt a mddszert lagyionizaciés mdédszernek is nevezik, mely az elekt-
roniitkoztetéses ionizaciénal joval kiméletesebb eljaras, mert kisebb mértéki
fragmentaciot okoz. A médszerrel jol lehet mérni molekulaionokat, a szerkezetrél
azonban kevesebb informaciét szolgéltat. A kémiai ionizaciés médszerrel illé-
kony, héstabil vegyiiletek vizsgalhatok, ezért kivaléan alkalmazhaté a gazkro-
matografiaban.

3.2.2.2.1.2. Ionizacié 1égkori nyoméson

Elektrospray-ionizacio

A légkori nyomason miikodé, atmoszférikus ionizaciés technikak (API) koziil
az elektrospray-ionizacio (ESI) a folyadékkromatogréfias médszerek fejlédésével
egyitt alakult ki. A mérés soran egy nem illékony vegytiletet polaros, illékony
vegyliletben oldunk, ezt kovetéen az oldatot egy nagyfesziiltségti kapillarison
keresztiil juttatjuk a 1égtérbe, ahol a folyadék felszinén az elektromos tér hataséra
toltéstobblet képz6dik, melynek soran a kapillaris csticsardl cseppecskék szakad-
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nak le és egy aeroszol keletkezik. Ezt egy flit6tt kapillarison atvezetve az illékony
polaros vegyiilet elparolog, a cseppek mérete a toltés valtozatlanul maradasa mel-
lett csokken, igy feliileti toltésstirtiségiik megnd, instabilla valnak, végiil ionokra
esnek szét, melyek tomegspektrométerben szétvalaszthatok.

Elektrospray-lagyionizaciés technika alkalmazasaval megallapithat6 a mo-
lekula tomege, a fragmensekbdl pedig a molekula szerkezete. Alkalmas kony-
nyen protonal6dé csoportot tartalmazé aminok, aminosavak, peptidek, fehérjék
analizisére, és nagy el6nye, hogy barmilyen analizatorral kombinalhaté. A nagy
molekulatomeg(i (1000 Daltonnél nagyobb) anyagok esetében a tobbszoros pro-
tonalédas kovetkeztében tobbszorosen toltott ionok is képzédhetnek. Az elektro-
spray-lagyionizacids technikaval apolaros, protondl6dasra nem képes vegyiiletek
nem vizsgalhatok.

Atmoszférikus nyomasi kémiai ionizacié

Az atmoszférikus nyoméast kémiai ionizacié (APCI) soran is porlasztassal hoz-
zuk létre a cseppeket, de a porlasztas soran nem alkalmazunk nagyfesziiltséget,
igy a porlasztas és az ionizéacié egymastdl fliggetlen. Az APCl-ionizéci6 sorén az
old6szermolekula-ionok a koronakistilés folyaman jonnek létre, melyek moleku-
laionok képzbédése kézben reakcidba 1épnek a mintamolekuldkkal. A folyamatban
molekulaionok jonnek létre. Az atmoszférikus nyomasi kémiai ionizacio kisebb,
polaros, ill. nemionos molekuldk vizsgalatéra is alkalmas.

Atmoszférikus nyomasi fotoionizacio

Az atmoszférikus nyomast fotoionizacié (APPI) folyaman a mintdhoz az UV-tarto-
manyban jelent6s fényelnyeléssel rendelkezé adalékanyagot (pl. toluol) kevernek,
majd az oldatot a porlasztas kozben UV-fénnyel besugarozzak, melynek kovetkezté-
ben gerjesztett adalékmolekulak keletkeznek, melyek ionizaljdk a mintamolekulédkat.
Az atmoszférikus nyomaésu fotoionizaciéval kis, apoléros molekulak vizsgélhat6ak.

Matrix-segitett lézerdeszorpcio és ionizacio

A matrix-segitett 1ézerdeszorpcié és ionizdcié (MALDI) vakuum ionizacids tech-
nika ma mar 1égkori nyomason is hasznélhaté eljarassa fejlédott. Az alkalmazas
soran a mintat olyan matrixoldattal keverik 6ssze (legtobbszor 5-dihidroxi-ben-
zoesav vagy a-ciano-4-hidroxi-fahéjsav oldata), mely képes a 1ézerfény elnyelésé-
re, majd az oldatot, a mintatartéra torténd raszaritast kovetéen, 1lézerrel sugarozzak
be. A lézer-fény abszorpciét koveten elészor a matrix molekuléi gerjesztédnek,
majd ezek a gerjesztett molekulak ionizaljdk a mérend6 minta molekulait. A fo-
lyamat sordn egy lépésben megy végbe a lézerdeszorpcid és ionizacié, melynek
kovetkeztében molekulaionok képzédnek. A médszerrel 300 kDa-nal nagyobb
molekulatomegti poléros vagy polarossa alakithat6 molekuldkat lehet, fmol kon-
centrdciéban, bonyolult 6sszetételti keverékekbdl vizsgédlni, melynek soran nincs
szitkség bonyolult tisztitasi és elvalasztasi miiveletekre.
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3.2.2.2.2. Tomegspektrométerek

Kvadrupol tomeganalizator

A kvadrupol témeganalizator négy parhuzamosan elhelyezett fémriadbél all, me-
lyekre tgy kapcsolunk egyen- és valtofesziiltséget, hogy a szemben elhelyezked6
elektr6dédk potencialja egyezd, az egymés mellettieké pedig kiilonb6z6 lesz. A gyor-
sité fesziiltség hatdsara az ionok hosszanti irdnyban lépnek be a rudak kozé, majd
fajlagos tomegiiktél fiiggben, a folyamatosan véltozo elektromégneses tér hataséra,
elektromos pélyara allnak. Mivel az elektrodak toltése folyamatosan valtozik, ezért
az ionokat a veliik azonos t6ltésti elektrédok taszitani, az ellentétes toltéstiek von-
zani fogjék, igy az ionok oszcilldlva haladnak elére az elektrodédk kozott. A valto- és
egyenfesziiltség szabalyozaséval elérhetd, hogy az analizatoron csak egy tomeg/tol-
tés értékkel rendelkez6 ion jusson &t, a tobbiek pedig az elektr6dédkba titkozzenek.
Ezért a kvadrupol analizatort tomegsz(irének is nevezik, mely miikodhet folytonos
pasztazassal a teljes tomegspektrumok rogzitésével (Scan tizemmoéd) vagy egyedi
iondetektalassal [SIM (Single Ion Monitoring) iizemmad]. A késziilékek mérésha-
téra, alacsony felbontas mellett, par ezer Dalton, felépitésiik viszonylag egyszer,
konnyen vezérelhetd, gyorsak, igy jol illeszthet6k a GC-hez vagy HPLC-hez.

Ioncsapda tomeganalizator

Az ioncsapda tomeganalizéator (IT) harom henger alakt, szimmetrikus elektréd-
bédl, egy gytirtibél és két lezarésapkabdl all, melyek hiperbolikus feliilettel rendel-
keznek, és melyekre egyen- és valtofesziiltséget kapcsolnak. Az elektroncsapda
belsejében haromdimenzids, véltozé kvadrupol tér alakul ki, melyben az ionok
fajlagos tomegiik szerint kiillonb6z6 palyédkra 4llva csapdéaba esnek. A kvadrupol
térbdl az ionok novekvé tomeg/téltés ardnydban 1épnek ki, mikézben a csapdaban
egymas er6terében eltériilhetnek, ami jelentGsen befolydsolhatja az ioncsapda
dinamikus tartoményat. Ennek megakadalyozasara héliumgazt vezetnek az ion-
csapdéba, ami javitja az érzékenységet és a felbontast.

Az ilyen tipust IT tomeganalizator nagy elénye a tandem tomegspektro-
metria és a tobbszoros tomeganalizis végzése (MS/MS, MS"). A csapdazast ko-
vetGen a tarolt anyaionok energiajat novelik, ennek kovetkeztében az egymaéssal
és a héliumatomokkal val6 titkozés soran az anyaionok részekre esnek szét, és
a képzdédott termékionok adjak az MS/MS spektrumot. A termékionok izolalasa-
val, majd azok tovabbi fragmentalasaval az analizis folytat6édhat, melynek soran
nyerhetjitk a tovabbi spektrumokat. Ha csak a meghatéarozni kivant vegyiiletre
jellemz6 fragmension koncentraciéjat mérjitk, a médszer szelektivitdsa és érzé-
kenysége is novelhetd.

A kvadrupol analizatorhoz hasonlitva az IT érzékenyebb, gyorsabb a paszta-
zasi sebesség, szélesebb tomegtartomanyban alkalmazhatd, nagyobb a tomegfel-
bontés, és lehet6ség van MS/MS mérésre is, a minta mennyisége azonban beha-
tarolja a mennyiségi meghatarozéds pontossagat.
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Repiilési id6 analizator

A repiilési id6 analizator (TOF) alkalmazasakor az ionok gyorsito fesziiltség (U) ha-
tasara elindulnak az analizatorhoz, melynek soran a toltésiikkel azonos kinetikus
energidra tesznek szert az elektrosztatikus térben. Az azonos t6ltésti (z) ionok az
elektrosztatikus gyorsitas utan azonos kinetikus energidval rendelkeznek:

1

1
2 _ 1 2 _ 1 2
m1v1 - 2m2v2 - 2mnvn'

N =

zU =

Az ionok az analizétorba belépve erétérmentes repiiléscsébe kertilnek, ahol kineti-
kus energidjuk nem véltozik, ezért a killonb6z6 tomeg(, azonos kinetikus energiaval
rendelkezd ionok kiillonb6z6 sebességgel repiilve elkiiloniilnek, és killonbozé idében
érik el a detektort. A nagyobb tomeg(i részecskék lassabban, a kisebb tomegtiek gyor-
sabban repiilnek, mert a repiilési id6 a meghatérozott ionforras—detektor tavolsag és
a gyorsitéfesziiltség esetén csak a fajlagos tomegtél (m/z) fugg.

Ezzel a médszerrel az egymillié Dalton méretdi molekuldk is vizsgalhatok,
ebben az esetben a felbontas 10 és 20 ezer Da kozott van. A TOF analizatorokat
altalaban MALDI ionforrassal kombinaljak, melynek sordn a késziilék az ionokat
pasztazas nélkiil, impulzusszertien detektélja, ami megnoveli az érzékenységet,
és a nagyon rovid repiilési idé miatt (10™°-107 s) rendkiviil gyors mtikodést tesz
lehet6vé. Osszefoglalva: A MALDI ionforrasban impulzusszertien eléallitott ionok
az U gyorsitéfesziiltség hatasara belépnek az erétérmentes repiilési csébe, ahol
fajlagos tomeguk alapjan elkalontilnek.

3.2.2.2.3. Vakuumrendszer

A tomegspektrométerek, a 1légkori nyomason miikédé ionforrasok kivételével,
vakuumban miikodnek, melyet kétfokozata vakuumrendszer allit els. Az el6- és
kézépvakuumnak megfelel6 nyomasérték (10>-10° mbar) rotacios szivattytval, a
nagyvakuum (10°-10° mbar), ahol az ionizacio, a tomeganalizis és a detektélés
megy végbe, diffaziés vagy turbémolekuléris szivattytikkal érhet6 el. A megfe-
lel6 vakuum nagyon fontos, mert a levegében 16vé gazok és anyagok zavarjék a
tomeganalizist és a detektélast, ugyanis az ezekkel torténd titkozés és egyéb kol-
csonhatés az energia megvaltozasaval jar, a részecskék haladasi iranya is valtozik,
ezért fajlagos tomegiik pontosan nem mérheté.

Néhany alapfogalom

A tomegspektrum az ionok relativ intenzitdsa és fajlagos tomege kozotti kapcsola-
tot mutatja a legintenzivebb ionok intenzitdsdnak szdzalékéban kifejezve. A bazis-
cstics és bazision a tomegspektrumban 1év6 legintenzivebb cstics és a neki megfe-
lel6 ion. A névleges tomeg a jelen 1év6 elemek legnagyobb természetes gyakorisaga
izotépjai egészekre kerekitett tomegének Gsszege. A monoizotopos tomeg a jelen
1év6 elemek legnagyobb természetes gyakorisagu izotépjainak pontos tomegének
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Osszege. Az atlagos (kémiai) tomeg a jelen 1é6v6 elemek tomegének a természetes
izotopeloszlasuknak megfelel$ 6sszege. A tomeganalizator felbontasa (R) azt mu-
tatja, hogy az analizator milyen tomegkiillonbséggel tud két iont elvalasztani. R=m/
Am. Mivel kevés monoizotépos elem ismert, az elemek a természetben izotépjaik
keverékei formajédban fordulnak eld, ezért a kiilonb6z6 izotépokbdl felépiil6 ionok
jol elkiiloniils csticsként jelennek meg a tomegspektrumon.

3.2.2.3. GC-MS és HPLC-MS kapcsolt technikak

A GC-MS, HPLC-MS kapcsolt technikak tébbkomponenst, ésszetett mintak alkoté-
részeinek min@ségi és mennyiségi meghatarozasara alkalmasak. A tomegspektromet-
rids analizis torténhet offline izemmaédban, amikor az elvélasztott komponenseket
Osszegytjtve egytitt injektaljuk a tomegspektrométerbe, ill. online tizemmédban,
amikor az elvélasztott komponenseket juttatjuk be az ionforrasba, és felvessziik a
komponensek tomegspektrumat. Mindkét technikat hangolni kell az elvéalasztas és a
tomeganalizis sebességével. Az intenzitadsadatokbol nyerjiik a kromatogramot, amely
mindségi és mennyiségi analizisre és szerkezetvizsgalatra egyarant alkalmas.

Gazkromatogrifia — tomegspektrometria (GC-MS) csatolt technika

A gazkromatogréfidval kombinélt tomegspektrometria (GC-MS) alkalmas t6bb-
komponenst, ¢sszetett mintdk jellemzésére, mint amilyenek az élelmiszerek.
A moédszer rendkiviil érzékeny, mintaigénye minimélis, alkalmazasi lehetGsége
rendkivil kiterjedt, 6sszegezve minden olyan élelmiszer-komponens vizsgalha-
t6 vele, mely nem héérzékeny, illékony vagy illékonnya tehet6. A hagyoményos
gazkromatografias analizis soran az El-ionizaciéhoz sziikséges vikuumhoz el kell
tavolitani a nagy feleslegben 1évé vivégazt, és 6ssze kell hangolni a GC és az MS
miikodésének sebességét.

A kapillaris GC és az MS kozvetlentll 6sszekapcsolhat6, mert a par tized mm
belsé atmérdji kapillaris oszlopokon atdramlé vivégaz mennyisége az MS vakuum
rendszerét nem zavarja, igy a kapilléris kozvetleniil bekotheté a MS-be. A GC-MS
alkalmazasakor a GC-vel torténik a komponensek szétvalasztasa, a tomegspektromé-
terben az elktilontilt komponensek ionizécioja, az elektromos vagy méagneses térben
a komponensek fajlagos tomeg szerint még jobb szétvalasztasa, a detektorban mérjiik
az ionaram-intenzités — fajlagostomeg-kapcsolatot, végiil megkapjuk a témegspektru-
mot, melynek segitségével mindségi és mennyiségi meghatarozast tudunk végezni.

Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia — tomegspektrometria (HPLC-MS)
csatolt technika

A HPLC-MS technika alkalmazasaval héérzékeny vegyiiletek vizsgalata is elvé-
gezhetd, mert a folyadékkromatograf miikodési hémérséklete, feladattol és ké-
sziléktipustdl fliggéen, 40-50 °C korul van. A HPLC-MS technika alkalmazasa
esetén egyrészt a hdmérséklet, masrészt a HPLC-nél alkalmazott mozgo6fazis miatt
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tobb problémaét is meg kell oldani. Ennek soran a folyadékkromatograf alacsony
hémérsékletét és 1égkori nyomésat 6ssze kell hangolni az MS magas ionforras-
hémérsékletével és a rendszer alacsony nyomasaval. A folyadékkromatografianal
alkalmazott puffereket az MS illesztéegység és az MS ionforras nem tudja kezelni,
ezért ilyen esetekben a kapcsolt technika nem alkalmazhaté. Folyadékkromatog-
rafiaval nem illékony, nagy molekulatomegii anyagok is analizalhaték, az MS-
nél viszont az illékonysag elemi fontossagi, a detektalhat6 tomeg pedig fiigg az
analizétor tipusatol.

Napjainkban méar a HPLC-MS kapcsolt technikdhoz nincs sziikség bonyo-
lult illeszt6egységre, és az atmoszférikus nyomason mtikédé technikaknal (ESI,
APCI, APPI) az eluenst kozvetleniil be lehet vezetni az MS-be. Minden esetben
meg kell taladlni az optimalis illesztési paramétereket, az analizator és az ionforras
optimalis kombinaciéjat. Polaros mintaknal el6nyos az ESI, mig kevésbé poléaros
vegyiileteknél az APCI ionizaci6. A mozgdfazis 6sszetétele és mennyisége meg-
szabja az ionizaci6 hatékonysagat, ezért a hagyoményos folyadékkromatografia-
nél, 0,5-2,0 ml/perc aramlési sebesség esetén, folyadékosztot is be kell illeszteni
az ionforrés elé. Az el6z6ekben felsorolt problémék ellenére a HPLC-MS-t napja-
inkban egyre elterjedtebben alkalmazzak olyan élelmiszer-6sszetevék analizisére,
mint a vitaminok, az iz- és zamatanyagok, az antioxidansok, a szénhidratok, az
aminosavak, a peptidek és a nukleinsavak.

3.2.3. Elektroforézis és izoelektromos fékuszalas
3.2.3.1. Az elektroforézis és analitikai alkalmazdsa

Az elektroforézis soran toltéssel rendelkez6 anyagok vandorolnak az elektromos
térben, mely jelenség analitikai vagy preparativ célokra hasznalhaté. Az elektro-
forézis anyagok egyszerti szétvélasztdsara, minéségi vagy mennyiségi meghataro-
zaséra, a részecskék mozgékonysaga alapjan anyagok jellemzésére hasznélhaté.
Az elektroforézis olyan elvélasztési folyamat, amelyben a szeparaland6 kompo-
nensek elektromos erétérben kiillonbozé sebességgel vandorolnak. A részecske
vandorlasi sebességét az elektrolitoldatban f6képpen annak toltése és az elektro-
mos térerd szabja meg. A mozgas sebessége fiigg a részecske alakjatdl és nagysa-
gatol is, ezért az azonos toltést, de kiillonbo6z6 alakd vagy nagysagi molekulak,
vagy azonos nagysagu vagy alakd, de eltérd toltésti részecskék ennek alapjan
elvélaszthatok.

Az elvalasztand6 molekuldnak maganak is lehet toltése, vagy a toltést ered-
ményezheti a molekula feltiletére adszorbeal6dott ion. A t6ltéssel rendelkez6 ré-
szecskéknek a kozegben val6 mozgasat gatolja a strlodasi ellenéllas, amely a ré-
szecske atmérGjével és az oldat viszkozitasaval aranyos. A mozgast gatolhatja még
az elektrolitoldat, melynek az elvalasztandé anyag molekulaival ellentétes el6jelt
ionjai burokszertien koriilveszik a részecskéket. Ez az ionfelh6 hidratburkot vonz
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magéhoz, mely gatolja a részecskék mozgésat. A fékezber6 annal nagyobb, minél
nagyobb a puffer ionerdssége, ezért a vizsgalandé molekula vandorlési sebessége
elektromos er6térben az ionerdsség novekedésével csokken.

Az elektroforézis tehat val6jaban anyagkeverékek analitikai vagy prepara-
tiv elvélasztasara szolgélé eljaras, mely az egyes komponensek elektroforetikus
mozgékonysaganak kiillonbségén alapszik. A mintaadagolas modja szerint lehet
szakaszos vagy folyamatos {izem, az elvalasztdshoz alkalmazott kozeg mindsége
szerint pedig megkiilonboztethetiink szabad és szilard hordozén végzett elekt-
roforézist (a hordozé lehet papir, keményitd, agar, cellul6z-acetét, porézus tiveg
vagy poliakrilamid-gél). A hasznalt fesziiltség nagysdga alapjan ismeriink kis-,
kozép- és nagyfesziiltségii elvalasztasokat.

Az elektroforézisnek két alapveté modszere van: A Tiselius-elektroforézis
vagy vandorl6 hatéarfeliilletek médszere, és a zénaelektroforézis. A Tiselius-elekt-
roforézis soran az U-alakd cs6ben levé fehérjeoldat pufferben oldott, eltéré moz-
gékonysagt fehérjéket tartalmaz. A nagyobb mozgékonysagi fehérjék és a kisebb
mozgékonységn fehérjék tiszta oldata egymastdl elkiilontl. A médszer anyagke-
verékek jellemzésére és mennyiségi meghatérozasara szolgal.

A zénaelektroforézis soran a vizsgalandé anyag oldatat keskeny sév (z6na)
alakjaban vissziik be az elektrolitoldatba. Ha az anyagok mozgékonysaga eléggé
eltérd, akkor a komponensek tokéletesen szétvalaszthatok. Az elvalasztaskor el-
kilontlt savok keletkeznek, melyeket egymastol tiszta olddszer valaszt el. Ezzel
a modszerrel az egyes anyagok rendkiviil tisztan allithatok elé.

A stabilizalt zénaelektroforézisnél az anyagot nemcsak az oldatban (a fol-
tok elmosédnak), hanem valamely hordoz6anyagon véandoroltatjuk. A részecskék
mozgékonyséaga a hordozéanyagokban kisebb, ezért a részecske a hordoz6anyag-
ban hosszabb utat tesz meg, mert a hordozé szerkezete zegzugos vandorlasra
kényszeriti a részecskét.

A papirelektroforézis soran a papirban felitatott pufferoldatban torténik a
vizsgélandé anyag elvédlasztdsa. Az eljaras soran kisfesziiltség esetén 100-300 V,
kozépfesziiltségnél 300-1500 V, nagyfesziiltség esetén 2000-3000 V egyenfesziilt-
séget alkalmazunk. A papircsikot az elektroforézis folyaman zart, nedves kam-
rakba helyezziik, ahol a papir két vége a pufferrel megtoltott elektrédedénybe
ér. A papirelektroforézis-elvalasztast befolydsolhatja a puffer 4ramléasa, a papir
mindsége és az elektroozmézis. Az elektroforézisnél ugyanazokat a papirokat
alkalmazzuk, mint a papirkromatogréfianal. Az analizis sordn célszerti a vizsga-
landé oldatot a papircsik kozepén elhelyezni, mert az elektroforézis folyaman az
elektrédokon lejatszodé elektrolizis kovetkeztében pH-eltol6déasok jatszédhatnak
le. A papirelektroforézis id6tartama 3-16 is 6ra lehet.

Két dimenziéban végezve az elvalasztast jelentésen novelhetd az elvalasztés
hatasfoka. Mivel a kiillonb6z6 pufferekben a mozgékonysagok eltérék, a masodik
futtataskor az els6 futtataskor egytitt elmozdulé anyagok egymastél szétvélasztha-
tok. A folytonos elektroforézis vagy elektrokromatografia esetén az elektromos
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er6tér iranyéara merélegesen elektrolitot dramoltatunk, a vizsgalt anyag oldatat a
felvitel helyén allandéan pétoljuk, melynek soran a szétvalasztott frakciok legye-
z0szer( savokban kiilontilnek el.

Keresztez6 (crossing) papirelektroforézist alkalmazva két kiillonb6z6 anya-
got visznek fel a papirhordozé két pontjan. Az elektroforézis folyaman a két anyag
Gtja egymast keresztezi, és amennyiben egymassal reakcioba lépnek, a talalkozés
helyén reakciétermék képzédik, ezért a vdndorl6 anyagok ttja megvaltozik. Ha
nincs reakcid, az anyagok irdnyvéltoztatas nélkil vandorolnak tovabb. Az im-
munelektroforézis soran az antitesteket vandoroltatjuk a felvitt immunszérum
irdnyéba, és vizsgaljuk a csapadék keletkezésének tényét.

A papiron kiviil elektroforézisre hasznalhaték még a cellul6zacetat-memb-
ranok, a szemcsés anyagokbodl késziilt oszlopok, rétegek, az tivegpor, a mtianyag-
por [polivinil-klorid vagy poli(vinil-klorid) és poli(vinil-acetat) kopolimerje], a
keményitd, a cellulézpor és a hidratalt gélrészecskék (Sephadex, agaréz).

A gélelektroforézises technikdk kozil a keményitégél- és poliakrialamidgél-
elektroforézis a legelterjedtebb. A nativ allapotban oldhatatlan keményitd részle-
ges savas hidrolizissel szobahémérsékleten gélt képz6 termékké alakithat6, ami
magasabb hémérsékleten elfolyésodik. A keményit6gél-réteget vizszintes vagy
fuggéleges helyzetben lehet alkalmazni. Ismert technikdk még az agar-, illetve
agarozgél-elektroforézis.

A poli(akrilamid)gél-elektroforézis alkalmas fehérjék és nukleinsavak vizs-
gélatara. A gélt akrilamidb6l és N,N’-metilén-biszakrilamidbdl (BIS) készitik vi-
nilpolimerizaciéval, katalizatorok és inicidtorok jelenlétében. Az akrikamid és a
BIS mennyiségének novelése keményebbé és torékenyebbé, a koncentracidk csok-
kentése viszont ldgyabba és rugalmasabba teszi a gélt. Kémiai polimerizélasra
az ammonium-perszulfat-N,N,N’,N’-tetrametil-etilén-diamin (TEMED) rendszert
alkalmazzak.

A poli(akrilamid)gél-hordozo pérusai révén aktivan részt vesz az elvélasztas-
ban. Minél nagyobb a gélkészitéshez felhasznalt akrilamid-monomer mennyisé-
ge, annal kisebb a gélben az atlagos pérusméret, a makromolekuldak mozgékony-
séga viszont forditottan ardnyos a porusmérettel. A fehérjék relativ vandorlési
sebességének logaritmusat a molekulatomeg fiiggvényében abrazolva egyenest
kapunk, amely 6sszefliggés a molekulatémeg meghatérozasara alkalmas.

A gélelektroforézis két elterjedt technikaja a gélpédlcikakban (rudakban)
végzett ,diszk”-elektroforézis és a lapelektroforézis. A diszkelektroforézis soran
a gélt kb. 5 mm atmér6jt tivegesdvekben éllitjuk els, melynek sordn a fiiggéle-
gesen 4all6 csé alsé részébe kis porust elvalasztégél, ennek tetejére pedig a nagy
porusu gytijtégél keriil. A gytijt6gélben a fehérjék koncentréalédsa sordn a mintat a
gyjtégél felszinére vissziik, majd a csoveket dvatosan feltoltjik elektrodpuffer-
rel. A lapeleketroforézis egyik elénye a gélpédlcikakhoz képest az, hogy a gélla-
pokon egyszerre tobb anyag analizise lehetséges.
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Gélelektroforézis soran alkalmazott egyéb anyagok elésegitik pl. a fehérjék
oldédasat, esetleg a nagyobb komplex molekulak disszociaciéjat idézik elé. A fe-
a hidrogénkotéseket bontja. A diszulfidhidak bontaséara szolgal a B-merkapto-
etanol és a ditiotreit, és detergens (natrium-dodecil-szulfat (natrium-lauril-szul-
fat, SDS) is hasznalatos, mely el6segiti az oldédast, komplexet képez a fehérjék-
kel, melynek kovetkeztében a komplexeknek nagy negativ toltésiik lesz. Ez utébbi
esetben a fehérjék eredeti toltése nem érvényesiil, a mozgékonysag megkozelitGen
linearisan alakul a molekulatomeg logaritmusaval, tehét ez a médszer alkalmas a
molekulatomeg-meghatarozasra.

Az elektroforézises technikdk hatékonysagédnak novelésére gradiens zéna-
elektroforézist is alkalmaznak. A stirtiséggradiens esetében az oldat stirtisége
az oszlopban lefelé novekszik. Az elvalasztaskor killonb6z6 6sszetételd (3,50%,
4,75%, 7,0% és 10,0%) akrilamidtartalmt géleket rétegziink egymésra, majd a
futtatast a csokkené porozitas iranydban végezziik. A médszerrel 3-4 6ra alatt
rendkiviil nagy felbontas érheté el, hisz ez a médszer jelent6s mértékben eltérd
molekulatomeg(i anyagok analizisére is alkalmas.

A pH-gradiensben a fehérjék addig vindorolnak, amig el nem érik az izoe-
lektromos pontjuknak megfelel§ pH-savot. Mivel ott toltésiiket elveszitik, azzal
egyutt mozgékonységuk is megsztinik. A pH-gradiens eléallithaté specialis am-
folitokkal. A pH-gradienssel végzett elektroforézist izoelektromos fokuszalasnak
nevezik.

Az analitikai eljarasok koziil a milt szdzad nyolcvanas éveiig legelterjedtebb
volt a papirelektroforézis, manapsdg azonban a poliakrilamid-gélelektroforézis
(PAGE) szinte teljesen héttérbe szoritotta a tobbi médszert. A PAGE alkalmazasa-
nak legszembetinébb oka nagy felbontoképessége, hisz mig a papirelektroforé-
zissel a szérumfehérjéket csak 5-7 frakciéra, addig a PAGE-sel akar 50-60 frakci-
oOra is szét lehet vélasztani. Fentiek miatt a papir-, a cellul6z-acetat-membrén-, a
keményit6-, az agar-gél elektroforézises technikakkal nem foglalkozunk, réviden
ismertetjiik viszont a PAGE alapjait.

3.2.3.2. Poliakrilamid-gél elektroforézis (PAGE)

A poliakrilamid, az akrilamid és az N,N’-metilén-bisz-akrilamid (BIS) térhélés
szerkezeti polimerizdci6s terméke; a térhaldsité BIS a poliakrilamid-lancokba
beépiilve szabad funkciés csoportjaival, a szomszédos lancokkal is képes reagalni
(3.2. abra).

A halészerkezet kialakulaséval polimer gélgomolyagok keletkeznek, melyek-
ben a poliakrilamid-lancok a maximélis entrépidnak megfeleléen szabalytalan
alakot vesznek fel. Az akrilamid- és a BIS-koncentracié, valamint a polimerizacio
foka megszabja az 4tlagos pdérusnagyséagot, a pérusnagysag pedig megszabja az
azokon még atszlir6dé molekulak maximalis tomegét.
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3.2. dbra. Az akrilamid és a BIS reakcidja

A poliakrilamid-gél elénye a kémiai stabilitds és indifferencia, a nagyfoka
transzparencia, a tdg hatarokon beltil megvalaszthaté pérusnagysag, az adszorp-
ci6 és az elektroozmozis hidnya és a legtobb old6szerben valé oldhatatlansag.
Fentiek miatt a PAGE szinte valamennyi fehérje elvalasztasara és analizisére
alkalmas; jol szeparalhaték vele mind a neutrélis, mind a béazikus, mind a sa-
vanyua karakterii fehérjék, mert a poliakrilamid-gél teljes mértékben inert, nem
valtoztatja meg az elvélasztandé fehérjemolekulak nativ tulajdonséagait. Ha a gél
és a puffer osszetételét jol valasztjuk meg, barmilyen molekulatomegd, illetve
tulajdonséagu fehérjét a legjobb felbontéképességgel tudunk elvalasztani.

A poliakrilamid-gél elektroforézis folyamata a kovetkezék szerint osz-
szegezhetd. A szétvalasztani kivant fehérjekeverék a mintagélbe kertil, amely
elosztogél, szintén nagypoérusd, benne koncentralédik az elektroforézis elsé fa-
zisdban az elvélasztand6 anyag. Az elvalaszt6gél kisebb pérust, melyben a mole-
kulakeverék frakcidira szeparal6dik. A gélekben kiillonb6z6 pufferoldatok vannak,
melyek a vezetd-, illetve kovetGionokat tartalmazzak. A killonb6z6 6sszetételd gél-
és elektrodpufferek kovetkeztében a molekulakkal egyutt kétféle ion vandorol az
elektromos erétér hatasara; a gélben 1év6 puffer vezetd ionjai, az Gn. vezetéionok,
és az elektrédpufferbél szarmazo6 tn. kévetéionok.

Az elvalasztas kezdetén a minta- és a gytijt6gélben csak vezetéionok taldlha-
tok, a kovetdionok pedig kizarolag az elektrédpufferben vannak. Az aram bekap-
csoldsakor a vezetéionok nagyobb mozgékonysidguk kovetkeztében a gytijtégél-
ben a molekulak és a kovetSionok el6tt mozognak, egy kisebb vezet6képességli
zonat hagyva maguk mogott. Mivel a vezetéképesség és az elektromos téreré
forditottan aranyos, a kisebb vezet6képességli z6na nagyobb térerét kap, ami a
szétvéalasztani kivant molekuldkat és a kovet6ionokat felgyorsitja, melyek a veze-
t6ionok mogott azonos sebességgel vandorolnak. Amint a vandorlé fehérjezéna
a gytjt6- és az elvalasztégél hatéréara ér, megvaltozik a pH és a pérusnagység. Az
elvalasztégél pH-janak hataséara tobbszorosére novekszik a kovetéionok disszoci-
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aciobja és igy mozgékonysaga, ezaltal sebességiitk majdnem eléri a vezetéionokét,
meghaladja minden fehérjemolekula mozgékonysagat, melynek kovetkeztében a
kovet6ionok a fehérjék el6tt, a vezetGionok mogott fognak haladni.

A PAGE alapvet6 vegyiiletei az akrilamid és a bisz-akrilamid, a katalizatorok,
melyek a térhédlés szerkezet kialakitasaért felelGsek, a kiilonféle detergensek, me-
lyek a PAGE alkalmazasi lehet6ségeit tovabb bévitik és tokéletesitik, és a puffer-
oldatok, melyek az elvélasztdsnal az optimélis pH-t és a kiilonb6z6 ionokat szol-
galtatjak. A kiillonboz6 gélkészitési technikék ismertetése nem tartozik szorosan a
targyhoz, ezért ettél eltekintiink. Azt csak megemlitjiik, hogy a kordbban alkalma-
zott palcikaalaku géleket a laptechnika szinte teljes egészében kiszoritotta, mert
ez utébbi sok minta parhuzamos futtatdsara alkalmas, az elektroforézis folyaman
keletkezett hé elvezetése biztosabb, kétdimenziés elvalasztasra is lehet6séget ad,
a denzitometrias kiértékelés is pontosabb, a dokumentalas konnyebb, és konnyen
alkalmazhat6 az autoradiogréfias médszer is.



4. fejezet

Elelmiszerek osszetételének meghatarozasa

Az emberi és az allati test, valamint a n6vények 95%-a szénbdl, oxigénbdl, hidro-
génbdl és nitrogénbdl all, a maradékot pedig kb. 12-15 létfontossagi elem alkotja.
Az ezekbdl felépiil6 szerves anyagok a fehérjék, a szénhidratok és a zsirok. Az
élélények csoportjainak hasonl6 a felépitése; az Gsszetételben a leglényegesebb
kialonbség az, hogy az allati szervezet nem tartalmaz cellul6zt vagy mas ros-
tot alkoté anyagot. Mind az allatok, mind a novények tomegének 70-80%-at a
viz teszi ki, ami az élet nélkiillozhetetlen anyaga, hisz minden életjelenség vizes
kozegben végbemend kémiai-biokémiai reakcidk sorozata. A fejlédéssel parhu-
zamosan mind az 4llatokban, mind a névényekben cstkken a viztartalom, és a
szérazanyagban nd a zsirok aranya. A viz eltavolitdsa utdn visszamarado szaraz-
anyag fehérjékbdl, cukrokboél, poliszacharidokbdl, lipidekbdl, valamint szerves
és szervetlen kotést dsvanyi anyagokbol all. Ezen utébbiak alkotjak a magasabb
rend allatok csontjanak szilard vézat.

Napjainkban még mindig a mult szazad elején kidolgozott modszereket
hasznaljak élelmiszerek taplaléértékének meghatarozésara, aminek soran az élel-
miszereket alkot6 anyagokat tulajdonsagaik alapjan fébb csoportokba soroljak.
A vizsgélati miiveletek sorén szaritassal meghatarozzak a szarazanyag-tartalmat,
hamvasztassal a hamutartalmat, Kjeldahl médszerével a nitrogéntartalmat, zsirol-
dészerekkel vald extrahéldssal a zsirtartalmat, valamint hig savval és laggal valé
f6zéssel a nyersrosttartalmat. A szerves savakat és a szénhidratokat szamitéssal
hatarozzak meg tgy, hogy a szérazanyagbdl levonjak az el6bbi frakcidk 6sszegét,
igy megkapjak a nitrogénmentes kivonhat6é anyagokat, melyek kozé tartoznak a
cukrok, a szerves savak, a keményitd, az inulin, valamint a pektin és a hemicel-
luléz oldhat6 része.

A mult szazad eleje 6ta az élelmiszer-analitikai médszerek sokkal gyorsabbak
és érzékenyebbek lettek, az élelmiszerek taplal6értékének meghatérozasa azon-
ban a makroosszetételt illetéen elviekben nem sokat valtozott. Az élelmiszerek
Osszetételét, a klasszikus moddszerek szerinti felosztasat a 4.1. dbra tartalmazza.
Az 0sszeéllitdsban a folyamatos vonallal bekeretezett komponenst méréssel, a
szaggatott vonallal bekeretezettet pedig szamitdssal hatarozzuk meg.

Az élelmiszer minéségének megallapitasa céljabdl végzett vizsgalat a min-
tavétellel kezd6dik, amely soran a mindsitendé anyagnak azt az egyértelmtien
elkiilonithet6 részét, aminek jellemzG6i egységesek, tételnek hivjuk. Az egy té-
telhez tartoz6 élelmiszer azonos fajtaji, azonos termé- vagy termelési helyrél
szdrmazik, egy évben termett vagy termelték, és egy tarolohelyen raktaroztak.
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Elelmiszerminta

viztartalom szarazanyag

hamutartalom E szerves anyag E
szennyezddés, !t
fo6ld, homok
nyersfehérje nyerszsir nyersrost E N-mentes kivonhaté anyag E
o= -/‘ : zsirok celluléz cukrok
' amid ! val6di fehérje glikolipidek hemicelluléz szerves savak
o foszfatidok lignin keményité

nltr_at viaszok kutin inulin
aminosav szteroidok  kovasav pektin és a
SaVaI.md terpének hemicellul6z
peptidek oldhaté része

4.1. Gbra. Az élelmiszer-komponensek csoportositasa

Vasarolt élelmiszer esetén egy szallitmany allhat egy vagy tobb tételbdl is. Hogy
a vizsgalandé tétel homogenitasardl meggy6z4djiink, a tételt két vagy tébb min-
tavételi alapra bontjuk. A mintavételi alap egyetlen helyérél vett mintat elemi
mintanak nevezziik. Egy mintavételi alapbdl annak nagysagatél fiiggéen tobb
elemi minta is vehetd; ilyen esetben az elemi mintak egyesitésével nyerjik az
Osszesitett vagy dtlagmintéat. Az elemi vagy 6sszesitett mintdknak csak egy részét
kaldjiik el vizsgalatra, amit laboratériumi mintanak hivunk. Hivatalos mintavé-
telkor — a felmeriil6 mingségi vitdk eldontéséhez — ellenmintat vesziink, melynek
Osszetétele és tulajdonsagai a laboratériumi mintaéval azonosak. A mintavétel
jellege szerint lehet:

— hivatalos mintavétel, amelyet hatésagi jogkorrel rendelkezd, hivatalos
személy végez a termék mindségének ellendrzésére,

— kereskedelmi mintavétel, amikor az élelmiszer adasvételében érdekelt va-
lamennyi fél, vagy az egyik fél és egy hivatalos személy van jelen a mintavételnél,

— iizemi mintavétel, amelyet a gyart6 végez az élelmiszer minGségének meg-
allapitdsa és folyamatos ellenérzése céljabol, és
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4.2. dbra. Laboratériumi eszkozok 1.

— tajékoztaté mintavétel, amelyet a mingség tajékoztato jellegli megallapi-
tasa céljabol vesznek.

A mintavétel végrehajtasat szabvanyok irjak el4. Lényeges, hogy a laboratéri-
umi minta jél reprezentélja a mintavételi alap 4dtlagos minéségét; minél koncent-
raltabb és minél homogénebb egy minta, annal kevesebb elemi minta sziikséges
a j6 atlagminta kialakitasdhoz. A laboratériumi minta legaldbb 500-600 g szaraz-
anyagot tartalmazzon, ami még akkor is elegendd, ha nagyszdmt komponens
meghatédrozasara kertil sor. Az egyes élelmiszer-féleségekbdl a kovetkez6 minta-
mennyiségeket kell a laboratériumba bekiildeni:

— magvak és daraik, ipari eredetii alapanyagok, ipari keverékek, élelmiszer-
kiegésziték, malomipari lisztek, darédk: 1 kg,

— nyersanyagok, gyokér és gumés élelmiszer-alapanyagok: 2,5-3 kg,

— tej és tejtermékek, his és htuskészitmények: 1-2 kg.

A mintat gy kell csomagolni, hogy annak szarazanyag-tartalma a laboratéri-
umba érkezésig ne valtozzon, valamint meg kell akadédlyozni a minta romlasnak
indulédsat. A mintat a lehet6 legrovidebb idén beliil juttassuk el a laboratériumba,
kalonosen akkor, ha mikrobiolégiai vizsgélatot is végeztetiink.

A laboratériumba beérkezé mintat érzékszervi birdlatnak vetjitk ald, amely-
nek soran vizsgaljuk a kiils6 megjelenést, a szint és a szagot, az egynemtiséget,
az apritottsagot, az egészségi allapotot, a szennyezettséget, ezen beliil a gyomno-
vények, az éllati kartevdk, a por, a f6ld, a gombas fert6zottség és az idegenanyag
mennyiségét és aranyét. (E vizsgalatokhoz segitségiinkre lehet a 4.2. abran lathaté
sztereomikroszkép). Szemes termények és egyéb magvak esetében vizsgéaljuk az
egynemitiséget, idegen magvak, sériilt, romlott, porkol6dott, égett, penészes sze-
mek el6fordulasét, a csutka, a 1éha, a toklasz, a pelyva és a szarrészek jelenlétét,
valamint a gyomnoévények mennyiségét, kiilondos tekintettel a mérgez6 vagy karos
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Szitasorozat Darél6 Daralo és mintéazoé Dorzsmalom

4.3. dbra. Laboratériumi eszkozok II.

gyommagokra. Ipari keverékek esetén, a fentieken tul, vizsgéljuk a fizikai meg-
jelenési formét (finom érlemény, dercés, pellet), az egész gabonaszemek jelenlé-
tét, 6sszedllt csomokat, raktéri kartevéket és a minta szaraz, nyirkos vagy vizes
allapotét. (E vizsgalatokhoz segitségiinkre lehetnek a kiilonféle szitasorozatok,
melyek segitségével a szemcseméret-eloszlas is meghatarozhaté, lasd 4.3. abra.)
A fentieken til meghatarozzuk a vizsgalt anyag szinét és szagat. Az észlelt szag
lehet a vizsgalati anyagra jellemz6 vagy dohos, penészes, erjedt, savanyu, befiil-
ledt, szarés, avas, vajsavas, porkolédott, égett, idegen vagy jellegtelen.

Sziikség szerint koncentratumok, ipari alapanyagok, valamint préselt és
morzsazott termékek esetén elvégezhetjilkk a szemcseméret-meghatéarozast meg-
felel6en kivalasztott szitasorozattal, majd kiszamithatjuk a kiilénb6z6 frakcidok
szézalékos mennyiségét.

Az el6z6 vizsgalatokat kovetheti a mikroszkopos vizsgélat, amely egy kiilon
tudomanyag, és amelynek targyalasa nem tartozik a konyv feladatkorébe.

A mindgség megallapitasat célzo vizsgélatok koziil els6ként a mikrobiolégiai vizs-
galatokat végezziik el, mert a vizsgélati anyag mikrobiolégiai 4llapota folyamatosan
valtozhat. Az élelmiszer mikrobiolégiai allapota igen sokoldaltan befolyasolhatja
annak felhasznalhat6sagat, mert hatéssal van az élelmiszer értékére, felhasznalha-
tésagéra, a tarolhat6ségra és a konzervélhat6sagra. Az élelmiszerek mikrobioldgiai
vizsgélata is kiilon tudomany, amelynek targya nem tartozik a konyv feladatkorébe.
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4.4. dbra. Kiilonféle tipusi daralok és homogenizatorok

A kiillonb6z6 mintakat a vizsgélatokat megel6z6en apritani kell, melynek
soran kiilonféle daralokat és homogenizéatorokat hasznalunk. A legtobb vizsgélat-
hoz elegendd, ha a minta 98%-a atesik a 0,2 mm lyukmeéret(i szitan. A 4.4. abran
kalonféle, laboratériumban hasznalatos daral6k és homogenizétorok lathaték.

4.1. Nedvességtartalom-meghatarozas

A nedvességtartalom-meghatérozés leggyakrabban alkalmazott médja az, hogy a
mintat 103 °C-on szaritészekrényben (4.5. dbra) a tomegélland6sag eléréséig sza-
ritjuk, majd a mért értékekbdl szamitassal hatarozzuk meg a szarazanyag-, illetve
a nedvességtartalmat. A 14-20% viztartalmat meghaladé és emiatt nem daralhat6
anyagokat két fazisban szaritjuk meg. Az elGszaritas h6mérséklete 55-60 °C, amely
utdn a mintat szobalevegén hagyjuk kiegyenlitédni, lemérjiik, ezt kovetGen aprit-
juk, és az tjra bemért mintat 103 °C-on tomegallandéséagig széritjuk. Az élelmi-
szerek illékony anyagai a szaritas sordn elillanhatnak, ezért ezeket az anyagokat
a nedves mintabdl kell meghatarozni.

4.1.1. Nedvességtartalom meghatarozasa elgszaritas nélkiil

A homogenizalt szilard mintakbol legalabb 150 g-ot olyan méretiire daralunk,
hogy 10%-nal tobb ne maradjon fenn az 1 mm lyukbd@ségii rostan. Ismételt homo-
genizélas utdn 2 g 6rleményt mériink be 1 mg-os pontossaggal (m), majd egyen-
letesen szétteritjitk a szaritéedényben. Ezutan 0,2 mg-os pontossiggal lemérjiik
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4.5. Gbra. Szaritészekrény és vakuum-szaritoszekrény

a szaritéedényt a fedelével és a 2 g mintaval egyiitt (E), majd az edényt nyitott
fedével 103 °C-ra (£2 °C) melegitett szaritészekrénybe helyezziik, és 4 6ran ke-
resztill szaradni hagyjuk. Szaritas utan az edény fedelét zérjuk és exszikkatorban
lehttjiik, majd 0,2 mg pontossaggal lemérjik (Sz). A nedvességtartalmat a kove-
tezé képlettel szadmitjuk ki és tomeg%-ban adjuk meg:

-Sz
m b

E
nedvességtartalom % =

ahol: E — a minta és a széritéedény tomege szaritas el6tt,
Sz — a minta és a szaritéedény tomege szaritds utan,
m — a szaritdsra bemért minta témege g-ban.
A minta nedvességtartalmat két, pdrhuzamos mérés kozépértékeként, egyti-
zedes pontossaggal adjuk meg. A meghatdrozas pontossaga =0,6%.

4.1.2. A nedvességtartalom meghatarozasa el¢szaritassal

Legalédbb 500 g nagy nedvességtartalmt mintat mériink le taramérlegen 0,01 g
pontossaggal (e), és 60-70 °C-on tomegallandésagig szaritjuk. Ezt kovetden szo-
bahémeérsékleten nyitott edényben 2 éran at hiilni hagyjuk, majd lemérjiik (M).
A lehilt minta szdrazanyag-tartalmat a 3.1.1. pontban leirtak szerint meghaté-
rozzuk, a nedvességtartalmat a kovetkezd képlettel szamitjuk ki és tomeg%-ban
fejezziik ki:
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M-sz

5 o = —
nedvességtartalom % = 100 (1 om

),
ahol: e — az els6 szaritdsra bemért minta tomege g-ban,
M - az els§ széritdsra bemért minta szarits utdn g-ban,
m — apritds és 6rlés utan a 2. szaritdshoz bemért minta tomege g-ban,
sz — a 2. széritasra bemért minta tomege szdritas utdn g-ban.
A minta nedvességtartalmat két parhuzamos vizsgalat kozépértékeként, egy-
tizedes pontossaggal adjuk meg.

4.2. Az asvanyi alkotorészek meghatarozasa

4.2.1. A nyershamu és a s6savban oldhatatlan
hamutartalom meghatéarozasa

4.2.1.1. A nyershamutartalom meghatdrozdsa

A hamutartalom meghatarozédsa céljabél a mintat izzitétégelyben laboratériumi
fé6z6lapon, majd izzitékemencében 550 °C-on elhamvasztjuk addig, amig a hamu
fehér, ill. sztirkésfehér nem lesz. Amennyiben a hamu sok 4svényi anyagot (ne-
hézfémet) tartalmaz, akkor szine sotétsziirke is lehet. Ha a hamu formaban visz-
szamaradé szervetlen anyagok mennyiségét levonjuk a szarazanyag-tartalombdl,
akkor megkapjuk a szerves anyagok mennyiségét.

4.6. Gbra. Kiillonboz6 tipusi izzitokemencék
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Az eljards menete a kovetkezé: mérjiink be 5 g vizsgalati anyagot (m,) 1 mg
pontossaggal, és tegyiik be a mar el6zbleg legalabb 30 percig 550 °C-on kiizzitott,
exszikkétorban lehttott és 0,2 mg pontossaggal lemért hamvasztétégelybe (m,).
Helyezziik a mintat elektromos f6z6lapra, és fokozatosan égesstik el elszenesedésig,
ezt kovetden tegytik a tégelyt 550 °C-os hémérsékletii izzitokemencébe (4.6. dbra),
és ott harom o6ran keresztiil izzitva szénrészecskéktél mentes hamut kapunk. Ha
tovabbi 1 6ran keresztill izzitva még mindig eléfordulnak szénrészecskék a hamu-
ban, akkor hagyjuk lehilni, és néhany csepp desztillalt vizzel valé nedvesités utdn
tovébbi egy 6ran at hamvasztjuk. Exszikkéatorban valé lehtilés utdn mérjik le a
hamu és a tégely egylittes tomegét 0,2 mg pontossaggal (m,). A nyershamutartalmat
a kovetkezd képlettel szamithatjuk ki tomeg%-ban kifejezve:

nyershamu % = ﬁn:_mz - 100,

0

ahol: m — a vizsgalathoz bemért minta tomege (g),
m, — a tégely és a minta tomege hamvasztas utan (g),
m, — a tégely tomege (g).
A nyershamutartalmat két parhuzamos mérés kozépértékeként, egytizedes
pontosséggal adjuk meg.

4.2.1.2. A sésavban oldhatatlan hamutartalom meghatdarozasa

A s6savban oldhatatlan hamutartalom meghatéarozasakor a mintat elhamvaszt-
juk, a hamut sésavban forraljuk, az oldhatatlan maradékot szirjiik, szaritjuk,
hamvasztjuk, és lehtilés utan mérjiik. A vizsgalati eljaras a kovetkez4: miutan az
el6z6ekben leirtak szerint meghatéroztuk az élelmiszer hamutartalmat, a hamut
mossuk 4t 75 cm® 3 M-o0s sésavval egy 400 cm®-es f6z6poharba, lassan forrasba
hozzuk és 15 percig enyhén forraljuk. Hamumentes sz{ir6papiron sziirjik a meleg
oldatot, és meleg vizzel a maradékot kloridmentesre mossuk. Tegyiik a szlirépa-
pirt tartalméval egyiitt a mar el6zéleg kiizzitott, lehtitott és 0,2 mg pontossaggal
lemért hamvasztétégelybe (m,). Ezt kovetGen el8szor szaritjuk, majd kiizzitjuk
550 °C-on. Exszikkatorban valé lehtilés utan 0,2 mg pontossaggal mérjitk (m,).
A so6savban oldhatatlan hamutartalmat a kovetkez6 képlet szerint szamitjuk és
tomeg%-ban fejezziik ki:

sosavban oldhatatlan hamutartalom % = m‘n_]—mz - 100,

0
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ahol: m_ — a vizsgalatra bemért minta tomege (g),
m, — a tégely és a sésavban oldhatatlan hamu tomege (g),
m, — a tégely tomege (g).
A sésavban oldhatatlan hamutartalmat két parhuzamos vizsgélat kozépérté-
keként, egytizedes pontossaggal adjuk meg.

4.2.2. Az asvényi alkotérészek meghatéarozasa
spektroszképiai modszerekkel

Spektroszkopiai médszereknek nevezzitk az elektromagneses sugarzas és
az anyag kolcsonhatasan alapulé analitikai eljarasokat. Két f6 aga koziil az
emisszios eljaras a fénykibocsatéson, az abszorpcios eljaras pedig a fényelnye-
lésen alapszik. Mindkét eljaras alapja az a felismerés, amely szerint az atomok
és molekulak elektronrendszerében az elektronoknak pontosan meghatarozott
energiaértékei vannak, aminek kovetkeztében energiafelvétel vagy -leadas csak
meghatérozott (diszkrét) energiamennyiségek formajaban mehet végbe. Gerjesz-
tés sordn az energiakozlés hataséra egy elektron magasabb szintre keril, amelyet
kovetéen — mivel a gerjesztett allapot instabil — az elektronok f6los energidju-
kat leadva alapallapotba jutnak (rekombinacid). A gerjesztés és a rekombinacié
azonban csak akkor szolgaltat analitikai informéaciét, ha az energialeadas fény
forméjaban torténik. Az emittalt (kisugarzott) fény energiajat a kovetkez6 képlet
szerint szamolhatjuk:

E=h-v=h-

>0

ahol: h — Planck-féle 4llandé (6,625 - 107 ] - s),
v — az emittalt fény rezgésszama (frekvencidja) (s™),
X — az emittalt fény hulldmhossza (nm),
c - a fény terjedési sebessége (3 - 10° m/s; 300 000 km/s).

Az energiaszintek kozotti lehetséges elektronatmenetet dbrazolva kapjuk az
un. termdiagramot. A termdiagramon minden gerjesztési 4llapot kozotti energia-
kiilonbségnek megfelel a fény j6l megkiilonboztetheté hullamhossza. A legalsé
szintnek megfelel6 energiakiillonbség adja az Gin. alapvonalat, amely a kérdéses
elemre a legjellemz6bb és a legintenzivebb. A fontosabb elemek alapvonalait a
4.1. tablazat tartalmazza.

A molekuldk esetében az elektronok energiadllapotai mellett médosulnak
a forgasi és rezgési energidk is, azonban ezek energidi az elektronok energiaja-
hoz képest nagysagrendekkel kisebbek. Az elektromagneses spektrum optikai
tartomanya az, amit a makro- és mikroelemek mennyiségének meghatérozaséra
fel tudunk hasznalni. A kibocsatott vagy az elnyelt fény hulldimhossz szerinti
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felbontdsa utan nyerjiikk a szinképet, amelynek értékelésével a szinképelemzés
foglalkozik. Vonalas szinképet kapunk atomos gazok vagy g6zok gerjesztése eseté-
ben, sdvos szinképet molekulak gerjesztésekor, folytonos szinképet adnak az izz6,
szilard testek vagy folyadékok. Atomokat — mivel a fény emittalasara és abszor-
bealasara is képesek — emissziéban és abszorpciéban is vizsgalhatunk, mole-
kuldkat viszont (mivel a gerjesztés soran legtobbszor elbomlanak) abszorpcios
modszerekkel tudunk analizalni.

4.1. tdblazat. Néhany elem alapvonala

Natrium 589,0 és 589,6 nm
Kalium 766,5 nm
Kalcium 422,7 nm
Magnézium 285,2 nm
Réz 324,7 nm
Cink 213,9 nm
Vas 248,3 nm
Mangéan 279,5 nm

4.2.2.1. Emisszids szinképelemzés
4.2.2.1.1. Langfotometria

A langfotometria a langban toérténé gerjesztéssel végzett mennyiségi szinkép-
elemzés. Az eljaras sordn a mintat langba porlasztjuk, majd az emittélt fény
erdsségét spektralis felbontds utdn kozvetleniil mérjuk. A ldngba beporlasztott
anyagb6l az olddszer elparolog, majd a g6zallapotban 1évé fémsé termikusan
disszociél. A kapott szabad atomok és gyokok, esetleg molekulak gerjesztédnek,
eldsegiti a magas hémérséklet, a kis mennyiségli anyag adagolasa és a viszonylag
hosszu ideji langban valé tartézkodésa. Gdzhalmazallapotban egyenstly all be
a molekulak, az atomok és az elektronok kézott. Az eljaras soran a gerjesztédott
atomok altal kisugarzott fény intenzitasat mérjitk. A langfotométer elvi felépi-
tését a 4.7. abra mutatja.

A folyamat menete sszefoglalva a kovetkez6: az olddszer (ami legtobbszor
viz) elparolgasa, szilard kod keletkezése, parolgas, disszociacio, gerjesztédés és
emisszié. Az emittalt fény kiilonb6z6 lencséken, prizmakon keresztiiljutva szin-
képvonalakat hoz létre, amelyek koziil kivalasztjuk a mérendé elem alapvona-
lat. Ennek intenzitasa aranyos a koncentraciéval, tehat e médszerrel mingségi
és mennyiségi analizist is tudunk végezni. Ha pl. a szinképben azonositani tud-
juk az 589,6 nm-es hulldmhosszt vonalat, ez azt jelenti, hogy a mintaban volt
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4.7. Gbra. A langfotométer elvi felépitése

nétrium, mert ez a hullamhossz kizarélag a natriumatomok 3p — 3s elektronat-
menetének megfeleld sugarzas hullamhossza. Amennyiben tobb elemet akarunk
a mintdbol meghatarozni, mindig ki kell valasztani a mérendé elem alapvonala-
nak megfeleld karakterisztikus hulldmhosszt. A langfotometria az 5 eV-nal kisebb
gerjesztési energiaji elemek mennyiségi meghatérozasat teszi lehet6vé, hisz a
levegé-acetilén vagy a leveg6-propédnbutan gdz hémérséklete nem elegendé a na-
gyobb gerjesztési energiaju elemek magasabb energiaszintre torténd keriiléséhez.

A léangfotometriat sok kornyezeti hatds zavarja. Az érzékenységet rontja a ger-
jesztés mellett végbemend nagyfokt ionizécid, és zavarblag hathat az 6nabszorp-
ci6 is (amikor a lang magasabb hdmérsékletti bels6 részein kibocsatott sugarzast
a lang kiils6, hidegebb részén 1évé atomok elnyelik), amelynek soran csokken a
karakterisztikus hulldimhosszt fénysugar intenzitasa. A fentieken tal zavarhat-
jak a meghatérozast a matrixhatéds kovetkeztében olyan oxigéntartalmi anionok,
mint a szilikat vagy foszfat; a szerves anyagok hidroxil- és cianidcsoportok jelen-
létében pedig folytonos hattérsugarzast adnak, amelyek a mérési eredményeket
meghamisithatjak.

4.2.2.1.2. Plazmaemisszio

Az induktiv csatoldst plazma (ICP) két-harom menetbdl all6 tekercsbe vezetett
nagyfrekvencids drammal, legtobbszor argonatmoszféraban létesitett plazmat je-
lent, amelynek hémérséklete 6000-8000 K (4.8. abra). A mérendé elem oldatat
az ICP-méréstechnika soran perisztaltikus pumpaval juttatjuk be a kédkamraba,
ahonnan a vivigazzal porlasztva jut a plazmaégébe. A plazmagaz a vizhtitott
nagyfrekvencias tekercs belsejében ionizal6dik, aminek kovetkeztében a tekercs
belsejében az elektronszam rendkiviili médon megnovekszik, az elektronok moz-
gési energidja akkorara n6, hogy az argonatomokkal itk6zve azokrol elektronokat
szakit le. A nagyfrekvencias plazmaban torténé mérés rendkiviili elénye, hogy
gyakorlatilag nem kell a matrixhatassal szamolni, és a langfotometrianal fenn-
all6 zavaré koralmények is minimalisak. A kis gerjesztési energiaja alkalifémek
a nagymeéret(i ionizacié miatt viszont nem vagy csak nehezen mérheték ICP-vel.
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I Analitikai megfigyelési zéna
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Kiils6 gaz (Plazma v. h(it6gaz)
Kozépsd gaz (segéd v. plazmagaz)

Belsd gaz (aeroszol hordoz6 gaz)

4.8. dbra. A plazma és szerkezete

A moébdszer érzékenysége rendkiviil nagy, kedvez6 esetben elérheti a néhany sza-
zad pg/kg-ot is. A plazma egyidejiileg sugarozza a mintdban 1évé valamennyi elem
karakterisztikus vonalait, igy megfelel6 berendezéssel plazmaemisszi6s spektro-
méterrel 20-40 elem mérhetd egyidejtileg (4.8. dbra).

A kisugarzott fény mérése torténhet monokromatoros vagy polikromatoros
elrendezésben. A monokromaétorba jutott fénybdl titkrok és rdcsok segitségével kiva-
lasztjuk a kivant hullamhosszisagt fényt, amelynek intenzitasat valamilyen fénymé-
r6 berendezésben mérjiik. A berendezés segitségével a plazmat elhagy6 spektrumbél
tehat kivélasztjuk a keresett hullamhosszt, azaz a fényt monokromatikussa tessziik.
A polikromatoros berendezésben a belépdrésen érkezé fényt az optikai racs — a priz-
mahoz hasonléan csak annal nagyobb felbontédsban — Gsszetevéire bontja, amelyek
intenzitasat egy fotomultiplayernek nevezett berendezés méri. A polikrométoros el-
rendezés segitségével szamitogépes értékeléssel par cm® mintdbél 40-50 elem ming-
ségi és mennyiségi analizise végezhetd el fél perc alatt (4.9., 4.10. &bra).

4.2.2.2. Abszorpcios szinképelemzés

4.2.2.2.1. Atomabszorpciés fotometria

Az abszorpcios szinképelemzés az atomok és vegyiiletek fényelnyelésének mérésén
alapulé analitikai médszer, amelynek alapja, hogy a kiillonb6z6 atomok és vegytile-

tek az Gsszetett fény méas és mas hullamhossztsaga sugarait abszorbealjdk. A fény-
abszorpcié az atomokra és vegyiiletekre nézve szelektiv, tehat az anyag minéségére
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4.9. dbra. A kisugarzott fény mérése polikromatoros
(A) és monokromatoros (B) elrendezésben

4.10. dbra. Egy Perkin Elmer induktiv csatolasii plazmaemissziés fotométer (ICP)

ad informaciét; a fényelnyelés mértéke pedig az anyag koncentracidjaval ardanyos,
ezért az abszorpcié mértékébdl a vizsgiland6 anyag mennyiségére is kovetkeztet-
ni lehet. Az abszorpciés mérések koziil az atomabszorpciét elsgsorban fémek kis
mennyiségének pontos meghatarozasara alkalmazzak; szinte minden élelmiszer
szempontjabol fontos fém- és nehézfémnyom meghatarozhaté ezzel a technikéval.
Az atomabszorpci6 olyan analitikai médszer, amely a gaz-halmazallapoti atomok
fényelnyelését méri, az atomok ugyanis képesek mindazon hullamhosszisaga fény
elnyelésére, amelyet 6nmaguk is ki tudnak bocsatani. A szabad atomok csak a rjuk
jellemz6 hulldmhosszi fényt képesek abszorbedlni, azt, amely a megfeleld elektro-
natmenethez szitkséges, ezért ha egyetlen hullimhosszi sugarzést bocsatunk 4t az
atomg6zon, akkor ezt csak egyetlen elem atomjai képesek elnyelni.
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4.11. dbra. A vajtkatédlampa felépitése

A karakterisztikus sugarzas eléallitasara az an. vajtkatédlampak (4.11.
abra) alkalmasak, amelyeknek henger forméju iireges katédja a mérend6 elem-
b6l késziil. A véjtkatédlampa valdjaban egy kis nyomason mitikodé kisiilési cs6,
amely csakis a kat6dfém alapvonalat sugérozza igen nagy intenzitassal. Kis dram-
erdsséget atbocsétva a katédon, arr6l fématomok keriilnek a géztérbe, amelyek ott
utkozéssel gerjeszt6dnek, majd ismét alapallapotba jutva, az elektrondtmenetnek
megfeleld fényt kisugérozzak. A kisugarzott fényt atbocsatjak a mérendé elemet
tartalmazo6 atomos g6zokon, amelyek koziil csak a mérend6 atomok képesek
ezt a fényt abszorbealni, hisz ez ezek alapvonalat gerjeszti. Igy pl. a magnézi-
umlampa csak a 285,2 nm-es hullamhossza sugarzast bocsétja ki, amelyet csak
a magnéziumatomok képesek abszorbeédlni. A fényelnyelés mértéke aranyos a
meghatarozandé atomok szamaval, azok koncentraciéjaval. A mdédszer sze-
lektiv és nagy érzékenységii, kell§ szamu véajtkatédlampéval gyakorlatilag 30-60
fémes elem egymaést koveté meghatarozésat teszi lehet6vé. Az atomos gézok els-
allitasa szempontjabdl kétfajta eljaras ismeretes: atomizacié langban és elektro-
termikus vagy mas elnevezéssel grafitkiivettas atomizacio.

Az atomos g6zok langba juttatdsa a langfotometridhoz hasonléan torténik,
aminek sordn a mérendd anyagot a levegé a kodkamraba juttatja, amely ott az
éghetd gazzal keveredik, és egytittesen viszik tovabb a langig. A langban megtér-
ténik a vajtkatédlampa altal kisugarzott fény abszorpcidja, amelynek mértékét
a fényérzékel6 méri. Az érzékel§ a jelet kijelzi a nyomtatéba vagy az adattérold
komputerhez juttatja el (4.12., 4.13., 4.14. abra).

A langot leggyakrabban az acetilén leveg6ben vagy az acetilén dinitrogén-
oxidban torténd égetésével allitjak el. A dinitrogén-oxid—acetilén ldng magasabb
hémeérsékletii, kevesebb benne a zavaro hatas, jelent6sebb viszont az ionizacié.
E langot a nagyobb gerjesztési energiaval rendelkezé elemek meghatarozasanal
hasznéljak. Az atomabszorpciés méréssel egy elem meghatarozasa egy minta-
bol 5-10 masodpercig tart, ezért a médszer alkalmas nagyszamu minta gyors
mennyiségi analizisére. A médszerrel a j61 mérhet elemekre a kimutatési hatér
0,01 mg/kg.
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4.12. Gbra. Az atomabszorpciés fotométer felépitése

4.14. dbra. Egy Perkin Elmer atomabszorpciés spektrofotométer
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4.15. dbra. Grafitkiivetta

A grafitkiivettas atomizalaskor nemesgaz atmoszféraban tartott, elektro-
mos arammal felmelegitett grafitkiivettat hasznalunk, amelyen keresztiilhalad
a vajtkatédlampa altal kibocsatott sugarzas. A nagy ellenallast grafitkavettat
(4.15. abra) kisfesziiltségli (10 V) és nagy aramerGsségl (80-100 A) arammal fel-
melegitjiik, amelynek sordn be tudjuk 4allitani a pontos hémérsékletet, ami lehe-
t6vé teszi az optimalis mérési paraméterek kialakitasat. A meghatarozas sordn
els6ként az olddszert parologtatjuk el, az ezt kovet6 el6kezelés soran a szennye-
z06- és zavardanyagok eltavolitasa kovetkezik, majd végiil az atomizaci6 soran a
mérendd elem atomos g6zének elballitasaval elvégezziik a tényleges mérést.

Az elektrotermikus atomizalas rendkiviili elénye, hogy az elemek egyedi ftité-
si programja segitségével a zavard hatasok nagyrészt kikiiszobolheték. A modszer
érzékenyebb és pontosabb, mint a lang esetében, hatranya viszont, hogy lassabb és
dragébb. A grafitkiivettds méréstechnikdval a mérendé elemek kimutatési hatara

1 ug/kg.
4.2.2.2.2. Ultraibolya és lathat6 abszorpciés fotometria

A témakort részletesen targyaltuk a korabbiakban, de mivel az abszorpciés méd-
szerekhez tartozik, a 1ényeget itt is roviden 6sszefoglaljuk. A vegyiiletek kémiai
kotései gerjesztéséhez az ultraibolya és a lathat6 szinképtartomany energia-
ja elégséges. A o-kotést a 180 nm-nél kisebb hullamhosszi, a m-kotést pedig
a 180 nm-nél nagyobb hulldimhossza fény gerjeszti, amibél az is kovetkezik,
hogy a mdédszer leginkdbb a kiillonféle szerves vegyiiletek meghatarozaséra al-
kalmazhaté. A hullamhossz fiiggvényében felvett fényelnyelés mértéke adja az
abszorpcios spektrumot vagy szinképet, amelyben az egyes kotéstipusokhoz
jellegzetes elnyelési tartoményok rendelheték, amelyek alapjan a vegytletek
azonosithaték. A killonbozé vegyiiletek spektruma egymastél annyira kiilon-
bozik, hogy a kiillonbség alapjan a vegytletek egymastél elvalaszthatok. A meg-
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4.16. Gbra. Lathaté és ultraibolya-tartomanyban miikodé fotométer

hatarozas soran a spektrumok felvételét nem abszorbeal6 oldészerben feloldott
anyagokkal végezziik, tgy, hogy a mintaoldat elnyelését az old6szerhez mint
vakértékhez hasonlitjuk. A leggyakrabban hasznalt oldészerek a viz, az alkohol,
a hexan és a benzol. A vegyiilet fényelnyelése soran mért intenzitascsokkenés
logaritmusa aranyos a mérendé elem koncentraciéjaval, amit abszorbanci-
dnak hivunk. A Lambert-Beer-torvény alapjan az abszorbancia a kovetkez6
képlettel fejezhetd ki.

|
A=Iog|—°=£-c-l,

ahol: I, — a belépé fény intenzitésa,
I - a mintaoldatot elhagy6 fény intenzitasa,
1 — a fény ttja az oldészerben,
¢ - koncentréacié (mol/dm?),
¢ —a moléris abszorpcids koefficiens.

A fenti képlet segitségével, ha megmeérjitk az abszorbanciat, a koncentracio
szamolhaté. Az abszorbancia mérésére olyan fotométereket hasznalunk, ame-
lyeken a mérendé vegyiilet abszorpcidés maximuménak megfelel6 hulldimhossz
beallithat6 (4.16. dbra). Erre azért van sziikség, mert az abszorpciés maximumon
a legérzékenyebb a mérés.

Az ultraibolya-tartomanyban végzett mérés, az UV-spektroszképia szerves
vegyliletek beazonositasara és mennyiségi meghatdrozasara is alkalmazhaté.

4.2.2.3. Infravéros spektroszkopia

Az infravoros spektroszkdpiat az utébbi idében kiterjedten hasznaljak élelmisze-
rek fehérje-, zsir-, szénhidrat- és nedvességtartalmanak meghatérozasara. A méd-
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4.17. dbra. Az infravoros sugarzas alapjan méré késziilék elvi felépitése
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4.18. dbra. Az élelmiszer Gsszetételének meghatarozasa
az infravoros sugarzas reflexidja alapjan

szerek pontossiga talan még nem éri el a klasszikus és jol bevalt médszerekét,
azonban a minta-el6készités és a mérés kivitelezésének egyszertisége miatt az
ilyen tipust mdédszerek elterjedése varhaté a gyakorlatban. Az infravéros spekt-
roszképia a molekulédk rezgési és forgasi allapotaban bekovetkez6 valtozasokat
méri, hisz ezek is a kvantumfeltételek altal meghatarozottak, ezért informéciét
nyujtanak a szerkezetre. A rezgési energia valtozasait az infravoros fény elnyelé-
se okozza, melynek hullamhossztartomanya 2500-15 000 nm ko6z6tt van (4.17.,
4.18. abra). Az infravoros spektroszkopia azonban praktikus okokbél nem a hul-
ldémhosszal, hanem a hullamszdmmal dolgozik, amely a centiméterben kifejezett
hulldmhossz reciproka, ami az infravéros-tartoméanyra 600-4000 cm™.
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A rezgési szinkép a molekulan beliili atomok vagy atomcsoportok egymaés-
hoz viszonyitott rezgésének eredménye, melyek normaél-, illetve csoportrezgések
lehetnek. A normalrezgés lehet vegyértékrezgés, ami a két atom vegyértékkotése
irdnyaban torténik, deforméaciés rezgés, amely a vegyértékszog véltozésaival jar,
és vazrezgés, amely az egész vazra kiterjed. A csoportrezgések meghatérozott
funkcids csoportok rezgései, amelyek a szerves vegyiileteknél leggyakrabban az
aldbbiak lehetnek cm™-ben kifejezve:

alkén (1640-1670)  keton (1700-1720)
karbonsav (1700-1725) észter (1720-1750)
alkin (2100-2200)  alkan szénhidrogén (2900-3000)
aromads szénhidrogén  (3000-3100) alkohol (3100-3400)

Az infravoros spektrum felvételéhez a szilard anyagot alkéli-halogenidekkel
(NaCl, KBr) porra 6rolve pasztillakba préselik, folyadékok esetében pedig két
nétrium-klorid ablak kozott vékony filmet képeznek. Az emlitett alkéli halo-
genideknek nincs infravoros abszorpcidja. Ezt kovetéen felveszik az infravoros
spektrumot a 400-4000 cm ™" hullamszamtartomanyban, majd azonositjak a mé-
rendé vegyiiletet a hullaimszamokhoz rendelheté funkciés csoportok megalla-
pitasaval. A funkciés csoportok szamanak és helyzetének spektrumbél torténé
megallapitasa utan osszeallithat6é az ismeretlen molekula szerkezeti képlete.
Az infravoros spektroszkopia tehat hasznalhaté ismeretlen szerves anyagok mo-
lekulaszerkezetének megéllapitaséra és a funkciés csoportok alapjan élelmiszerek
Osszetételének meghatarozasara.

4.2.2.4. Valogatott fejezetek
4.2.2.4.1. Az ember asvinyianyag-ellatottsiganak vizsgalata

Az energia- és fehérjetartalom mellett az élelmiszer-receptardk osszeallitasanal
esetenként figyelemmel kell lenni az ember korcsoport, nem és fiziolégids allapot
szerinti makro- és mikroelem-ellatottsaganak biztositdsara. Az dsvanyianyag-hi-
any fiziol6giai, stilyosabb esetben anatémiai rendellenességekhez vezethet, és
stlyosan kérosithatja az ember egészségét.

Az ember dsvanyianyag-ellatottsagarol a haj- és véranalizis Gtjan tajékozod-
hatunk, hisz a pigmentalt hajban és a vérben 1év6 elemek jol jelzik a szervezet
asvanyianyag-ellatottsagat. A vér- és hajanalizis kozotti killonbség az, hogy a
vérben 1évé mikroelemszint csak a mintavétel idépontjaban, ill. azt a néhany
nappal megel6z6 intervallumban fennallé dsvanyianyag-ellatottsagi szintet titk-
rozi; a hajban meghatarozott értékek viszont a haj novekedésének idejére adnak
informéciét. A véranalizis tehét a pillanatnyi viszonyokra, a hajanalizis pedig
egy hosszabb id4tartamra ad informaciét az dsvanyianyag-ellatottsagrol. A vér
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asvanyianyag-tartalmét a szervezet sajat tartalékaib6l asvanyianyag-hianyos ella-
tottsag esetén is igyekszik fenntartani, igy a vérb6l meghatarozott koncentracidk
csak a szervezet dsvanyianyag-ellatottsdganak viszonylag nagy ingadozasait ko-
vetik. A fentiek miatt tobben a hajanalizist el6nyben részesitik a véranalizissel
szemben.

Csak a pigmentélt haj alkalmas az dsvanyianyag-ellatottsag vizsgalatara, és
az is 1ényeges, hogy a hajat semmiféle kozmetikummal ne kezeljék. A hajban
1évé dsvanyi anyagok mennyiségét befolyasolja a haj szine (a sotétebb szint haj
altaldban tobb 4svényi anyagot tartalmaz), a haj fajtaja, az évszak, a bioldgiai
allapot és a kor.

A hajanalizis menete a kovetkez4: megfeleléen megtisztitott hajbdl elekt-
romos nyirégéppel mintegy 1-5 g mintat vesziink. Desztillalt vizzel mossuk,
szaritjuk, melynek sordn tavoznak a hajat szennyezd szervetlen anyagok, majd
petroléterben ismételten mossuk, szaritjuk, melynek soran tavoznak a szer-
ves szennyezddések is. A tisztitott mintat a mérend6 elemek fajtajatol fuggden
450-550 °C-on hamvasztjuk, meghatarozzuk hamutartalmét, majd a hamut hig
salétromsavban feloldjuk. Az oldatbdl a kdlium- és natriumtartalmat langfoto-
metridval, a kalcium-, magnézium-, vas-, mangan-, cink-, réz- és kobalttartalmat
atomabszorpciés méréstechnikaval, az acetilénlangban atomabszorpciéval nem
mérhet6 fémeket induktiv csatoldsti plazmaemisszidval, a foszfort pedig foszfo-
vanado-molibdat formaban spektrofotometriasan hatarozzuk meg.

A haj mangéin- és foszfortartalmanak meghatirozasa. A moséssal meg-
tisztitott haj ot g-jat elektromos kemencében elhamvasztjuk, melynek sorén a
hamvasztas kezdetén a kemence hémérsékletét 6ranként 50 °C-kal emeljiik, majd
450 °C-on egy éjszakén at hamvasztjuk. A haj hamutartalmét 0,1 mg pontosséggal
lemérjiik, majd hozzdadunk 5 cm® 5 M-os salétromsavoldatot és a hamut enyhe
razogatéssal feloldjuk, majd 20 cm® desztillalt vizet adunk hozza. Az oldatot sz(i-
répapiron egy 50 cm®-es mérélombikba szrjiik, jelre téltjiik, és ebbél az oldatbél
megfelel higitds utan atomabszorpciés médszerrel hatarozzuk meg a mangant
297,5 nm-en. A mennyiségi meghatarozashoz olyan kalibral6oldatot hasznéalunk,
amely a mangant a hajban véarhat6 koncentracié koriil tartalmazza.

A foszfortartalom meghatérozasa soran az 50 cm®-es mérélombikban 16vé
torzsoldatot kétszeresére higitjuk, melynek sordn 5 cm?® térzsoldathoz hozza-
adunk 1 cm® szinképzé (molibdo-vanadét) reagenst, majd 4 cm® vizet hozzdadva
jol osszerdzzuk. A kapott sarga szinti oldatot 460 nm-en 1 cm-es kiivettaban vak-
oldattal szemben fotometraljuk. A mennyiségi meghatarozéshoz olyan foszfor-
tartalmu kalibral6oldatokat hasznalunk, amelyben a foszfor koncentréaciéja a haj
varhat6 foszfortartalma koriil van. A haj tényleges mangén- és foszfortartalmanak
kiszdmitasakor figyelemmel kell lenni a haj pontos bemérésére és az analizis
soran elvégzett higitasokra.
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4.2.2.4.2. A tehéntej asvanyianyag-tartalma és annak
megvaltozasa a tégygyulladas kovetkeztében

Atégygyulladés hatasara a tehéntej 6sszetétele 1ényegesen megvaltozik a normalis tej
osszetételéhez képest. Az 6sszetételében megvaltozott tej ipari és taplalkozasbioldgiai
értéke 1ényegesen kisebb a normalis tejénél, mert csokken a gyulladédsos t6gybél szér-
maz6 tej hdstabilitasa, erjed6képessége, pufferkapacitasa, a beléle készult alvadék
szilardséga és savolead6 képessége, megnytlik az oltés alvadasi ideje, nagyobb lesz
a reduktdz, proteindz és lipdz aktivitésa, valamint a szabad zsirsavak mennyisége.
Kisebb lesz a tej zsir- és fehérjetartalma, megvaltozik a fehérjefrakciok mennyisége
és aranya, csokken a vitamin- (kiilontsen az A- és C-vitamin-) tartalma. A tej kazein-
tartalmanak csokkenésével kevesebb lesz az tn. sajtkitermelési szazalék, né a savé
zsir- és fehérjetartalma. A masztitiszes tej részaranyanak meghatérozasara kiilénbo-
70 istalloprobak (kataldz-préba, bromtimol-préba, white-side-préba, mastitest-proba
vagy CMT-proba) terjedtek el. Ezek a prébak a tej kémhatasanak megvaltozasan, il-
letve a tej megemelkedett sejttartalmanak kimutatasan alapulnak. Jelentés mérték-
ben megvaltozik a tej lakt6z- és d4svanyianyag-tartalma is t6gygyulladds hataséra.
A laktéztartalom 4,9%-16l 3,3%-ra, a kaliumtartalom 1300 mg/kg-ré1 600-700 mg/
kg-ra csokken, a natriumtartalom 400 mg/kg-r6]1 1500 mg/kg-ra, a kloridion-tartalom
1000 mg/kg-r6l 1700-1800 mg/kg-ra n6 — a mastitest-préba alapjan — +++ és ++++
keresztes tejben a negativ tejhez képest. Hasonld, bar talan nem ennyire szembe6tld
valtozéasok torténnek a tobbi makro- és mikroelem-tartalomban is, azaz az egészséges
t6gybdl szarmazo tej tobb szérazanyagot, lakt6zt, kaliumot, foszfort, cinket és rezet,
ezzel szemben kevesebb natriumot, kloridot, kalciumot, vasat és mangant tartalmaz.

Az el6z6ekbdl nyilvanvalé, hogy ha az dsvanyianyag-tartalom alapjén akar-
juk a tégygyulladéast kimutatni, akkor a kloridion-tartalomra, a natrium- és ka-
liumtartalomra kell koncentralnunk, esetleg az 6sszes makro- és mikroelemet
bevonhatjuk az értékelésbe.

4.2.2.4.2.1. A tej kloridion-tartalmanak meghatarozasa

A tehéntej tégygyulladas hatdsara megnovekedett kloridion-tartalmat egyrészt
Volhard szerint, masrészt potenciometriasan, kloridion-szelektiv elektréddal is
meg lehet hatérozni.

Volhard szerint vizsgalva a kloridion-tartalmat meghatdrozott mennyiségt
tejhez ismert mennyiségii eziist-nitrat-oldatot adunk, és Fe(Ill)-ammoénium-szul-
fat indikator jelenlétében az eziist-nitrat-felesleget ammoénium-rodanid méréol-
dattal visszatitraljuk. A médszert a 2.4.1. fejezetben korabban mar ismertettiik.
A tej kloridion-tartalmat 100 cm® tejre vonatkoztatva g-ban az alabbi képlettel
szamolhatjuk ki:

. - (a=b)0,00355 - 100
m b
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ahol: a —a 10 cm’® tejhez adott 0,1 mol/dm® koncentraciéji AgNO,-oldat meny-
nyisége (cm®),
b - a titrdlaskor fogyott 0,1 mol/dm® koncentraciéju ammoénium-rodanid-
oldat mennyisége (cm’),
m — a bemért tej mennyisége (cm®),
0,00355 — kloridion-egyenérték (g).

A tej kloridion-tartalmanak meghatarozaséat potenciometriasan, kloridion-
szelektiv elektroddal is elvégezhetjiik (4.19. dbra). A meghatarozashoz sziikséges
egy potenciométer vagy pH-méré késziilék, egy kloridion-szelektiv membrane-
lektréd és egy vonatkoztatési kalomelelektrod. A vizsgalat sordn egy 100 cm®-es
f6z6pohérban 10 cm® tejet 90 cm® desztillalt vizzel elegyitiink, az oldatot 2-3 per-
cig kevertetjiik, majd kloridion-szelektiv- és vonatkoztatési elektréd segitségével
leolvassuk az elektrédpotencialt (E). A meghatarozaskor ismert kloridion-kon-
centraciéju oldatokkal elkészitjitkk a kalibrdléegyenest, amelynek segitségével a
leolvasott elektrodpotencial-értékekbdl felvett 1g[Cl]-E fiiggvény alapjan a minta
kloridion-koncentracidja meghatarozhaté. A kapott értékeket a higitdssal megszo-
rozva megkapjuk a tej kloridion-tartalmat.

4.19. dbra. Killonféle tipusi ionszelektiv elektrodak

4.2.2.4.2.2. A tej natriumtartalmanak meghatéarozasa

A tej megnovekedett natriumtartalmat langfotometriasan, illetve ionszelektiv
membranelektrod segitségével is meghatarozhatjuk. A langfotometridas megha-
tarozas soran a vizsgalando tejmintat beszaritjuk, majd elhamvasztjuk. A hamut
hig salétromsavban feloldjuk, és az oldat megfelel6 higitdsa utdn a natriumion-
koncentréaciét langfotometridsan mérjitk. A langfotometrids mérés hulldmhosz-
sza 598 nm. A tejbdl késziilt oldat intenzitasértékeit megfelelé koncentraciéja
kalibral6oldatok intenzitdsértékeihez viszonyitjuk. A kalibraléoldatok intenzi-
tasértékeibdl kalibrédléegyenest készitiink, amelynek segitségével az ismeretlen
nétriumion-koncentracié meghatarozhaté.
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A tej natriumtartalmat meghatarozhatjuk ionszelektiv membranelektréd se-
gitségével is, amely eljarashoz sziikségink van egy potenciométerre vagy pH-
méré késziilékre, a natriumion-szelektiv membranelektrédra és egy vonatkoz-
tatasi kalomelelektrédra. A vizsgalati eljaras soran hasonlé moédon jarunk el a
kloridtartalomnal leirtakhoz, azzal a kiilonbséggel, hogy natriumion-szelektiv
membranelektr6ddal mérjitk meg a tej elektrodpotencialjat. Ezt kovetGen ismert
nétriumion-koncentraci6ji oldatokkal kalibral6egyenest készitiink; az elektréd-
potencial-értékeket a natriumion-koncentracié logaritmusénak fiiggvényében
dbrazoljuk, majd az igy kapott kalibral6egyenes segitségével meghatarozhaté a
natriumion-koncentraci6.

4.2.2.4.2.3. A tej asvanyi alkotérészeinek meghatarozasa

A tej és tejtermékek kalium- és natriumtartalmat langfotometridval vagy ionsze-
lektiv membranelektréddal, kloridion-tartalmat klasszikus modszerekkel vagy
potenciometridsan, kalcium-, magnézium-, cink-, réz-, vas-, mangan-, kobalt-,
nikkel-, 6lom-, kadmium-, arzén-, 6n-... tartalmat pedig atomabszorpcids spektro-
fotomeéterrel, illetve induktiv csatoldsti plazmaemisszi6s fotométerrel hatdrozzuk
meg. A vizsgalat sordn a tejb6l 50 cm®-t mériink be 1 mg-os pontossaggal porcelan
vagy kvarc hamvasztétégelybe, majd a tégely tartalmat 103 °C (=2 °C) h6mérsék-
letli szaritészekrényben tomegalland6sagig szaritjuk. Ezt koveten izzitokemen-
cében annak hémérsékletét 6ranként 30 °C-kal emelve 450 °C-on elhamvasztjuk,
a lehtilt hamuhoz 10 cm® 5 M-o0s HNO,-oldatot adunk, majd 50 cm®-es mérélom-
bikba sztrjiik, jelre toltjik, és ebbél a térzsoldatbdl higitunk az atomabszorpciés
és az ICP-méréshez. A mérési hullamhosszokat a 4.2. tdblazat tartalmazza:

4.2. tabldzat. A tej asvanyi alketorészeinek meghatarozasara hasznalt hullimhosszok (nm)

Elem Atomabszorpci6 ICP
Kalcium 422,7 393,4
Magnézium 285,2 279,5
Cink 213,9 213,9
Réz 324,7 324,7
Vas 248,3 238,2
Mangén 279,5 257,6
Kobalt 240,7 238,8
Nikkel 232,0 231,6
Molibdén 217,0 230,4
Kadmium 228,8 214,4
Arzén 193,1 189,0
Stroncium 460,7 407,8

Bérium 553,5 455,4
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A mint4dbo6l mért abszorbanciaértékeket, illetve intenzitdsokat a megfelels
koncentréacidja kalibraciés sorozathoz hasonlitva kiszdmithaté az aktualis kon-
centracio.

4.2.2.4.2.4. A masztitiszes tej részaranyanak meghatarozasa elegytejbdl

az asvanyianyag-tartalom alapjan
A mébdszer alkalmas az egészséges tejhez hozzafejt tégygyulladasos t6gybdl szar-
maz6 tej kimutatasara és mennyiségének meghatérozasara. A médszer a tej togy-
gyulladas hatésara bekovetkezd kémiai 6sszetételének megvaltozdsan alapszik
(4.3. tablazat).

4.3. tablazat. A tej dsszetételének megvaltozasa tégygyulladas hatasara

A vizsgalt A vizsgalt csoportok a mastitest-préba alapjan
komponens .
Negativ + ++ +++ ++++

Laktéz g/100 g 4,920 4,570 3,990 3,420 3,350
Szdrazanyag g/100 g 11,640 11,440 11,330 10,890 10,820
Kélium mg/kg 1327,000 1169,000 911,000 700,000 627,000
Natrium mg/kg 372,000 678,000 954,000 1246,000 1559,000
Klorid mg/kg 1090,000 1317,000 1554,000 1770,000 1773,000
Kalcium mg/kg 911,000 975,000 990,000 1052,000 1136,000
Foszfor mg/kg 833,000 811,000 742,000 680,000 654,000
Magnézium mg/kg 122,300 121,400 119,800 117,400 118,000
Cink mg/kg 4,740 4,220 4,060 3,800 3,780
Vas mg/kg 1,010 1,900 2,930 3,560 3,110
Réz mg/kg 0,322 0,302 0,283 0,266 0,245
Mangan mg/kg 0,106 0,131 0,157 0,210 0,198

Amennyiben egy olyan faktort képeziink, ahol a szdmlaléban csak azok a
komponensek szerepelnek, amelyek csokkennek, a nevezében pedig csak azok,
amelyek nének a t6gygyulladéas hataséra, akkor az igy kapott faktor a normélis
tejre szdmolva 7-8-szor tobb, mint a +++, illetve +++ + keresztes minték ese-
tében. Az ismeretlen tejminta f faktoranak kiszdmitédsa alapjan meghatirozhat6
az egészséges tejhez kevert kéros dsszetételli tej mennyisége.

Mivel a modszer a tej 4svanyianyag-tartalmanak meghatdrozasan alapszik,
az alkalmazott eszk6zok és vegyszerek megegyeznek a korabban leirtakkal. Az
asvanyianyag-tartalomra kapott adatokbol az f faktor szamolé4sa sordn a laktdz-
és a kloridtartalmat toémeg%-ban, a képletben feltiintetett tobbi elemet pedig mg/
kg-ban adjuk meg. Az igy szdmolt f faktor a kovetkez6:
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_K:P:Zn-Cu laktéz
Na-Fe-Cl

f

A szamolas eredményeképp a kiillonb6z6 betegesoportokra kapott faktorokat
a 4.4. tablazat tartalmazza.

4.4. tablazat. A kiillonbozé betegcsoportokra kapott faktorok

Vizsgalt csoportok Atlag Szélsé értékek
a mastitest-préba alapjan
Negativ 190,80 132-301
+ 24,90 16,7-37,0
++ 4,62 2,87-7,44
++ 1,00 0,66-1,51
++++ 0,76 0,50-1,15

A 4.5. tablazat az egészséges tejhez kiillonb6z6 aranyban hozzakevert kéros
tejmintak befolydsat mutatja az f faktor alakulésara az elegytejben.

4.5. tablazat. Az egészséges tejhez kevert masztitiszes tej hatasa az f értékére

Az egészséges Az1,2,3és f+ f++ f+++
tej %-os aranya 4 keresztes ésf++++
tej %-a

95 5 168,3 146,5 128,8
90 10 148,5 116,4 89,5
85 15 131,3 92,0 62,8
80 20 117,9 73,4 44,7
75 25 104,1 59,1 33,3
70 30 93,1 59,1 33,3

A tébléazat alapjan a kéros Osszetételi tej %-os mennyisége az f faktor segitsé-
gével meghatarozhaté. Még pontosabb eredményeket érhetiink el, ha az f faktort
abrazoljuk az egészséges tejhez hozzdakevert koros Osszetételii tej szazalékanak
fiiggvényében. Az igy kapott kalibraciés egyenes segitségével a koros 6sszetételt
tej részardanya kozvetleniil leolvashaté.

4.2.2.4.3. Szeléntartalom meghatarozasa fluorimetrias médszerrel

Mivel a szeléntartalom rendkiviil érzékeny a roncsolasi koriilményekre, ezért a
szeléntartalom meghatarozdsanal nedves roncsolassal végezziik a feltarast. Az
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igy roncsolt minta savas oldatahoz 2,3-diamino-naftalin reagensoldatot adunk, és
a kapott piazszelenol-komplexet fluorimetridsan mérjiik. A fluorimetrids mérés
sordn a gerjesztési hullimhossz 380 nm, a mérési hullamhossz 519 nm.

A meghatarozds sordn egy 250 cm’-es csiszolatos gomblombikba a szelén-
tartalomtol fiiggéen 2-5 g mintat mériink be, melyhez 20 cm® koncentralt salét-
romsavat adunk és két napon at allni hagyjuk. Ezt kovetéen 2 cm® koncentrélt
perklérsavat adunk a rendszerhez, és csiszolatos spiralhtité segitségével homok-
fiirdén 180 °C-on 16 6ran at hevitjitkk, majd 1 cm® koncentralt kénsav hozzéadasa
utdn az elegyet 6vatosan melegitve bepéroljuk. Az oldatot lehtitve 1 cm® koncent-
ralt sésavat adunk hozz4, vizfiirdén 10 percig melegitjiik, majd a roncsolményt
desztillalt vizzel 100 cm®-es f6z6poharba mossuk at, mintegy 50 cm® végtérfogat-
ra. Az elroncsolt oldathoz 5 cm® maszkirozé oldatot (mely Na-oxalatot, Na-fluori-
dot, EDTA-t és hidroxil-ammoénium-kloridot tartalmaz) adunk, a pH-t ammé-
nium-hidroxid-oldattal 2,0-re allitjuk be, hozzapipettazunk 5 cm® 0,1% 2,3-di-
amino-naftalin oldatot és 2 6ran 4t s6tétben &llni hagyjuk. A komplex kialakulasa
utan az oldatot desztillalt vizzel razétélcsérbe mossuk, 2 X 5 cm?® ciklohexannal
extrahajuk, majd az egyesitett szerves fazisokat a vakprébéval szemben 20 percen
beliil fluorimetridljuk 380 nm gerjesztési és 519 nm emissziés hullamhosszakon.
A megfelelGen elkészitett kalibracids gorbe segitségével, amelyben 0,2, 0,4, 0,6,
0,8 és 1,0 ug/cm® szelénkoncentraciét dbrazolunk a hozza tartozé emissziéérté-
kekkel, az ismeretlen szeléntartalom szamolhaté. A minta szeléntartalmat mg/kg
vagy ug/g mértékegységben adjuk meg.

4.2.2.4.4. Kéntartalom-meghatarozas élelmi anyagokhdol
induktiv csatolasa plazmaemisszidval

A modszer alkalmas kiillonb6z6 szarazanyag-tartalmi élelmiszerek 6sszes kén-
tartalmanak meghatarozaséara. A kilénbo6zé vizsgalandé mintakat 100-300 °C-
os hémérsékleten 100-150 bar nyoméson salétromsavval elroncsoljuk, majd a
feltart oldatbdl megfelel$ higitds utdan a kéntartalmat ICP-mé6dszerrel megha-
tarozzuk. Mivel a hagyomanyos roncsolasi médszereknél a kéntartalom nagy
része a rendszerbdl elszokik, ezért egy komputer altal vezérelt, nagynyomasa
roncsoléberendezésben, hémérsékletprogram segitségével végezzitk a minta
roncsolasat (4.20. abra).

Ennek soran 20 perc alatt 50 °C-rél 100 °C-ra, majd Gjabb 20 perc alatt 100°C-
r6l 160 °C-ra melegitjitk a mintat, és két 6ran at 160 °C-on tartjuk. Ezt kéveten
1 6ran at 160 °C-r6l 40 °C-ra httjiik, és az igy kapott oldatot megfelel6 médon
higitva alkalmazzuk az ICP-s kénmeghatarozasra. Ennek soran a 182,03 nm-en
mért intenzitasértékbdl a killonb6zé koncentracioja kalibral6oldatok segitségével
meghatarozhatoé az oldat kéntartalma. A megfelel6 higitdsok figyelembevételével
kiszamithat6 a minta eredeti kéntartalma.
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4.20. Gbra. Nagynyomasi roncsolé hémérséklet programozassal

4.2.2.4.5. Ionszelektiv elektrédok alkalmazasa az élelmiszer-analitikdaban

4.2.2.4.5.1. Az ionszelektiv elektrédak alkalmazasa

Az elmilt évtizedekben szamos ionra fejlesztettek ki olyan szelektiv membran-
elektr6dokat, melyek az ionkoncentracié gyors meghatdrozasat teszik lehetévé.
Az ionszelektiv elektroddal valé6 mérés a potenciometrids modszerek kozé tarto-
zik. A méréshez az ionszelektiv elektrédon kiviil még egy referenciaelektrédra is
sziikség van, és e két elektréda egytiittesen alkotja a mérérendszert. A pH-mérés-
nél hasznalt kombinalt elektréddal ellentétben az ionszelektiv méréstechnika-
ban nem kombinélt elektrodokat hasznalnak, hanem kiilén ionszelektiv és kiillon
referenciaelektréd alkalmazésara keriil sor. Az ionszelektiv elektréd potencialja
a mintaban 1évé mérendé ion aktivitasatol fiigg, amely potencial nagysagat a
Nernst-féle képlettel lehet leirni:

E=E + RT In a,
nF
ahol: E — az elektréd potenciélja,
E,— az elektr6d normalpotenciélja,
R - egyetemes gazallando (8,314 J-mol™K™),
T — abszolat hémérséklet (K),
n — a mérendd ion toltésszama,
F — Faraday-féle allandé6 (96 496 Coulomb),
a —a mérendd ion aktivitdsa (mol/dm?).

A referenciaelektréd és az ionszelektiv elektréd potencialjanak kiilonbségét
egy mérGeszkoz méri, amely fesziiltségérték ardnyos a mérendé ionaktivitassal.
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Az elekirdd legfontosabb része egy ionszelektiv membrén, amelynek anyaga
a mérendd ion rosszul old6do vegytiiletébdl all, ami a szilardtest-elektrodok ese-
tében lehet szervetlen s6, iivegelektrédok esetében specialis tiveg, matrixelektro-
dok esetében pedig szerves ioncserélé anyag. Az elektr6d mintdba meriilésekor
a membran feliiletén egyensiilyi allapot all be az oldott ionokra vonatkozoéan.
Minél nagyobb a mintaban 1évé ionok aktivitasa, annal tobb mérendd ion talal-
haté a membran feltiletén, amelyek a membrant feltoltik. Az elektrédok szelek-
tivitasa a membréan csokkend oldhatésagaval novekszik. A keresztérzékenységet
és az elektr6dmérgez6déseket olyan anyagok okozzédk, amelyek a membran anya-
gaval reagalva a mérendé ionnal kevésbé oldhaté anyagot tudnak képezni. Azok
az ionok, amelyek a membran anyagaval jobban old6dé anyagot adnak, mint a
mérendd ion, a mérést csak igen nagy feleslegben zavarjak, de nem okozzak az
elektr6d mérgez6dését.

Az ammoéniumionok koncentriciéjanak mérése esetén (és més ionok kon-
kell lennie a minta anyagétél, hisz az ionszelektiv elektréd potenciiljat mindig
a referenciaelektrod potencialjahoz mérik. A referenciaelektréd az tigynevezett
normal hidrogénelektréd, ami platinakorommal bevont fém-platina elektréd,
amely 1 mol/dm® koncentraciéju sésavoldatba meriil, mikézben 0,1 MPa nyomast
hidrogéngézt buborékoltatunk keresztiil rajta. A gyakorlatban azonban az Ag/
AgCl referenciaelektrédot hasznaljuk, amely egy tomény kloridoldatba meriilé
ezust-klorid réteggel bevont eziistdrétbdl all, és kloridszelektiv elektrédként a
klorid koncentraci6éjanak megfelel6 potencialt adja. A vonatkoztatasi elektrolit
egy diafragman keresztiil 411 kapcsolatban a mérendd mintaval, amely érintkezési
ponton megtorténik a méréshez sziikséges elekirédok kozotti toltésatvitel. Az ion-
szelektiv mérésekhez csiszolatos diafragmajt referenciaelektrodokat hasznalnak,
amelyeknél ugyan a pH-méréseknél nagyobb difftziés potencialok alakulnak ki,
de lényegesen jobb a potencialok reprodukalhat6séga.

Az ionszelektiv elektroddal val6 méréskor létrehozzuk az elektrod kalibrala-
si gorbéjét, ami az elektrédpotencialt abrazolja a koncentracio6 logaritmusanak
fiiggvényében. A kimutatasi hatar kézelében 1é6v6 nagyon kis koncentraciénél az
elektréd potenciélja gyakorlatilag alig valtozik, a mérendé ion koncentraciéjanak
novekedésével azonban a potencialt egyre inkdbb a mérendé ion hatarozza meg.
A linedaris szakaszban a potencial egyenletesen valtozik a koncentraci6 loga-
ritmusénak fiiggvényében, amelynek soran a potencialt kizarélag a mérendé
ion koncentracidja hatarozza meg. Nagyon magas koncentréciétartomanyban a
linearis szakasz nem linedris szakaszba vélt 4t, aminek kovetkeztében e koncent-
raciok az ionszelektiv elektr6ddal nem mérheték.

A legtobb ionszelektiv elektréd szilardtest-elektréd, amelynek membran-
jat egy nehezen old6dé szervetlen sé alkotja. Néhany ion esetében a membran
anyagat specidlis tiveg vagy PVC-vel polimerizalt szerves ioncserélék alkothatjak.
Néhény esetben, pl. az ammoéniumionok meghatarozasanal olyan szenzorokat



4.2. Az asvanyi alkotérészek meghatarozasa ® 203

alkalmaznak, amelyek a gdznem allapotba 4tjutott anyagokkal reagalnak; ezek az
ugynevezett gazérzékeny elektrédok. A gazérzékeny elektrédok val6jadban nem
a gazok parcialis nyomasat mérik. A gazérzékeny elektroda alkotéeleme egy spe-
cialis felépitésti pH-tivegelektrod, amely az Ag/AgCl referenciaelektr6ddal kozo-
sen meril egy specialis elektrolitoldatba, amelyet gdzatereszté6 membran vélaszt
el a mérendé mintatol. A mérés soran a meghatdrozandé iont a pH beéllitdsaval
gazallapotba vissziik; ammoéniumionok esetében a kovetkezé médon:

NH; + OH™ — NH, + H,0.

A keletkez6 gaz nyomasa fiigg a koncentraciétdl és a mérés sordan uralkodo
légnyomasto6l. A parcialis nyomastél fiiggéen a gaz az elektrod elektrolitterébe
diffundal, és megvaltoztatja a membrén és a pH-elektr6da kozotti diffizids réteg
pH-értékét, ugyanis itt a kovetkez6 reakci6 jatszodik le:

NH, + H,0 — NH; + OH-".

A beépitett pH-elektréda megvaltozott jelébdl kovetkeztetnek vissza a min-
tdban 1év6 ammoniumion koncentraci6jara. Az ammoénium gazérzékels elektré-
da esetén az alapelektrdd a hidrogénion-szelektiv tivegelektr6d. A reakcidréteg
102 mol/dm® amménium-klorid-oldat, a detektalas alsé hatara 10® mol/dm?, az
optimalis pH-érték 12, és a meghatérozast zavarjak az ill6 aminok. A gazérzékeny
elektrodok szelektivitasa nagyobb, mint barmely més elektrédatipusé, ugyan-
is csak a keletkez6 géz diffundal 4t a membrénon az elektréda elektrolitterébe,
amelynek koncentraci6jat a minta pH-értékének megvaltozasa révén mérik meg,
aminek kovetkeztében keresztérzékenységbdl szarmaz6 mérési hiba nem léphet
fel. A gazérzékeld elektrdédokat is zavarhatja azonban a minta s6tartalméatdl fiigg
ionerdsség, ugyanis az ozmdzisnyomdas miatt vizg6ztranszport indul meg a tomé-
nyebb oldatba, amely azt lassan felhigitja. Az elektrolitoldatok higul4sa és tomé-
nyedése f6leg a membran diffiziés rétegére van hatdssal. A minta tal alacsony
ionerdsségét kondicionédléoldat hozzaadasaval lehet az elektrolitok ionerGsségére
emelni, a nagyobb ionerésségii mintakat pedig megfelel6 mértékben higitani kell.
Ovatosnak kell lenni a 13-nél nagyobb pH-tartoményban végzett mérésnél az am-
moniaszelektiv elektr6ddal, mert a membrén egy id6 milva megdagad, és ekkor a
porusméretek csokkennek. Az ammoénia mérésekor tovabbi problémat okoznak
a nehézfémek, amelyek egyrészt aminokomplexekben megkotik az ammoniat,
masrészt pedig a membranon kicsap6dva nehézfém-hidroxid lepedéket alkotnak.
E jelenség meggatolhatd, ha a mintdhoz 1,5%-0s EDTA-oldatot adagolnak.

A hémérséklet is jelentés mértékben befolyasolja az elektrodpotenciélt, ezért
nagyon lényeges, hogy a minta és a kalibral6oldatok hémérsékletének killonbsége
ne haladja meg a =2 °C-ot. Ebben a hémérséklet-tartomanyban a hémérséklet
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okozta hiba kisebb, mint 1,5%. A minta el6készitése sordn tigyelni kell arra, hogy
némely elektréda esetén bizonyos feltételek szitkségesek ahhoz, hogy a mérés
végbemehessen. Az ammoéniumionok méréséhez elengedhetetlen a megfeleld
pH-beallitas, és az adott ionerdsség beallitasaval megteremt6dik a stabil vonat-
koztatasi potencial eléfeltétele. A minta-el6készités célja az is, hogy a mintat a
befolyéasolé tényezdékre tgy kondicionaljak, hogy a mérés ideélis koriilmények
kozott mehessen végbe. Célszer(i, ha mind a standardoldatot, mind a minta ion-
erdsségét desztillalt vizzel valé higitassal vagy ionerdsség-beallité oldatok segit-
ségével azonos koncentrdciéra hozzuk. A pH-értéket tekintve gy tiinik, hogy
minden meghatarozashoz tartozik egy killonosen elényos pH-tartomany, amely-
nek beallitasa pH-pufferek hozzaadéasaval lehetséges. Az erésen savas vagy 1tigos
oldatokat a pH-beallitas el6tt higitani kell, nehogy a pufferek hatésara keletkezé
s6k miatt tilsdgosan megemelkedjen az ionerdsség. Zavar6 ionok az elektroda
megmeérgezidését vagy keresztérzékenységet okozva zavarjak a mérést. A minta
megfeleld elékészitése utdan kovetkezhet a mérés, amely haromfajta médszerrel
valdsithat6 meg.

4.2.2.4.5.2. A roncsolasban képzdédott ammonia meghatarozasa
ionszelektiv elektroddal

Az ammoéniat (ammoéniumion) direkt médszerrel, kozvetlentill mérjiik, vannak
azonban indirekt médszerek is, amelyeknél indikatorionra van szitkség, mivel az
elektr6d nem reagél a mérendé ionra. Az ammoénia meghatarozésa sorén felvett
kalibraciés gorbe linearis szakaszan célszerii a mérést elvégezni. A kalibracios
gorbéhez a linedris szakaszban elegendd kevesebb (kett6-hdrom), a nem lineé-
ris tartomanyban pedig 6t standardoldat hasznélata. A standardoldatok mérését
kovetben az elektrédfesziiltséget a koncentracio logaritmusanak fiiggvényében
abrazolva kapjuk meg a kalibraciés egyenest. A kalibracidra hasznalt standardol-
datok ionerésségének, hémérsékletének és pH-janak meg kell felelnitik a mérendé
minta hasonlé paramétereinek. A mintaba helyezett elektrodak kozti fesziiltséget
meérve, majd azt a kalibral6egyeneshez hasonlitva, a koncentracié kozvetleniil
szdmolhaté.

A Kjeldahl-roncsolas sorén keletkezett ammaéniumionok meghatarozaséra jol
hasznalhaté példaul az OP-NH,-0711P tipust amméniumion-szelektiv elektrdd,
mely 10°-10° mol/dm® tartoményban hasznélhat6, és amelynek reprodukéloké-
pessége a nagyobb koncentraci6tél a kisebb felé haladva +0,02-0,05 pNH,. Az
elektréda szelektivitdsa a szelektivitasi dllanddval jellemezhet6, ami azt a mé-
rendd ion/zavaré ion koncentraciéaranyt fejezi ki, amelynél nagyobb koncentra-
cidhdnyados esetén az elektréd szelektiv a mérendd, jelen esetben az ammoéni-
umionra nézve. A szelektivitasi alland6 kaliumionok jelenlétében 1,5:107", ami
azt jelenti, hogy a mérés kaliumionok jelenlétében akkor hajthaté végre, ha az
ammoéniumionok koncentraci6ja eléri vagy meghaladja a kdliumion-koncentracié
0,15-szorosét. A szelektivitasi allandé natriumionra 5,5-10°. E két ionon kiviil
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mas ionokkal nem nagyon kell szdmolni, hisz e két ion forrdspontemeléként ke-
riilhet a Kjeldahl-roncsolas soran az oldatba.

Az elektrdd el6készitése soran az elektréodtestet 6sszekotjitk az elektrodkabel-
lel, majd a tomit6gytiriik segitségével a membrant az elektréd alsé részénél rog-
zitjiikk. Ezt kovetéen egy 2 cm®-es fecskendd segitségével a membran feletti részt
FIL-NH,-1 tolt6oldattal megtoltjiik, majd a kupakot buborékmentesen visszacsa-
varjuk. Az dsszeszerelt, buborékmentes elektrédot néhany 6rén 4t 0,01 mol/dm?®
koncentraciéjt ammoénium-klorid-oldatban &ztatjuk, ezutan az elektréd négy-ot
hétig miikodéképes, majd elvesziti méréképességét, amit a mérések reprodukal-
hatatlanséaga jelez.

A mérések sordn kialakitott mérécella az el6z6ek szerint 6sszeszerelt ammo-
nium-ionszelektiv elektr6dbdl és a vonatkoztatési elektrédbdl all, amelyek egy
pohéarban 1évé mér6oldatba meriilnek. Az ismeretlen minta mérése el6tt kalibra-
ci6s egyenest kell felvenni, amelynek soran ismert ammoéniumion-koncentraciéji
standardoldatokat hasznalunk. Az azonos tipusi elektr6dok kalibraciés adatai
nem azonosak, ezért minden elektréda esetében egyedi kalibraciés gorbét kell
felvenni. Amennyiben a minta varhat6 pNH,-értékeit ismerjiik, elegendé a kalib-
racids gorbének csak a vart tartomanyba esd részletét felvenni. A kalibraciés gor-
bét célszerti a mérés soran tobbszor ellendrizni 0,1 mol/dm?®-nél higabb ammoni-
um-klorid-oldat mérésével. Amennyiben a mérendé oldat az amméniumionokon
kiviill mas ionokat is tartalmaz, akkor a standardoldatok ionerdsségét célszerti a
mérendd oldat ionerésségéhez kozeliteni.

4.3. Szerves alkotérészek meghatarozasa

Az élelmiszerek az dsvanyi anyagokon til f6ként nyersfehérjébdl, nyerszsirbdl,
nyersrostbdl és nitrogénmentes kivonhaté anyagokbdl allnak. Tartalmaznak ezen-
tal kis koncentraciéban olyan vegyiileteket is, mint pl. a vitaminok, antioxidansok,
enzimek stb., amelyek ismerete ugyancsak fontos az élelmiszermérnokok szdmara.
E fejezetben a fontosabb szerves komponensek meghatarozasat targyaljuk.

4.3.1. A nitrogén és kiilonféle nitrogéntartalmi anyagok
meghatarozasa

Az élelmiszerek nitrogéntartalmt anyagait kémiai szerkezetiik, illetve a megha-
tarozas modja alapjan a 4.21. dbra szerint osztalyozhatjuk.

Az 6sszeillitasbol latszik, hogy a fehérjéket és peptideket fehérjekicsap6 sze-
rekkel el lehet tavolitani, ezek a komponensek alkotjak a nitrogéntartalmu anya-
gok valodifehérje-frakci6jat. Az aminosav-analizissel e frakcion tal még szabad
aminosavakat is meg lehet hatarozni, mig a Kjeldahl-féle eljarassal az amid- és
az ammoénia-nitrogént az aminosav-analizatorral meghatarozhaté frakcién tal
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4.21. Gbra. Elelmiszerek nitrogéntartalmi anyagainak osztalyozasa
a kémiai szerkezet, valamint a meghatarozas médszere alapjan

is lehet mérni. A Dumas-féle eljaras minden nitrogéntartalma vegyiiletet mér.
A nitrogéntartalmu anyagok kémiai szerkezet alapjan val6 elkiiloénitése nemcsak
az alkalmazott analitikai mdédszer miatt fontos, hanem azért is, mert az ember és
a kiilonboz6 éllatfajok eltéré emésztési sajatossagai miatt a kiilonboz6 frakciokat
nem egyforman hasznositjak. A valédi fehérjéket, a peptideket és az aminosa-
vakat az egygyomruak és a kér6dzdk is egyarant hasznositjdk, az amidok és az
ammonia csak a kérédzék szdmara hasznosithaték, a nitratok és a nitritek pedig
sem az emberben, sem az allatban nem értékesiilnek, s6t nagyobb mennyiségben
kérosak is lehetnek.

4.3.1.1. A fehérjék kivondsa, kicsapdsa

A fehérjék allati vagy novényi anyagokbdl valé kinyerése soran a hatékonysag
donté tényezdje a vizsgdlt minta maximalis mérték( dezintegrélasa. A sejtszerke-
zet megbontasara a mechanikai apritason kiviil a szétfagyasztast vagy hipertonias
oldatokkal valo kezelést is alkalmazzdk. A fehérjék oldhatéséga igen kiillonbozd,
igy példaul a vazfehérjék nem oldédnak vizben és més egyéb old6szerekben sem.
A novényi fehérjék egy csoportja példaul 60-80%-os alkoholban oldédik, a tébbi
fehérje pedig tobbé-kevésbé oldhaté vizben, illetve hig vizes oldatokban. Az old6-
das fligg a vizes oldat ionerésségétdl, az ionok mindségétsl és koncentraci6jatol,
a pH-t6l és a hdmérséklettol.

Magas hémeérsékleten és extrém alacsony vagy magas pH-n az oldddas alta-
ldban végbemegy, az izoelektromos pontnak megfelelé pH-n a fehérjék viszont
kicsapdédnak. Az egyes oldészerek a kiilonb6z6 fehérjéket eltéré ardnyban oldjak,
mert az oldas mértéke az old6szeren kiviil fiigg a fehérje mindségétdl, a polé-
ros hidrofil és az apolaros hidroféb csoportok aranyatél, ezek elrendezésétél és
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az igy létrejové dip6lusmomentum nagysagéatél. Az ionok mindségétsl fuggden
ugyanabbol az anyagbdl kiillonboz6 mennyiségt és minéségl fehérje oldhaté ki.
A neutralis s6- és pufferoldatok peptizalé hatasa névelhet6 anionos detergensek
adagolasaval, és a peptidlanc 6sszecsavarodottsagat okozé diszulfidhidak reduk-
ci6ja vagy oxidacidja szintén noveli az oldhatésagot. Nyolcnal nagyobb pH-n a
rézionokkal val6 komplexképzés ugyancsak a fehérje oldhatésdgénak novelése
irdnyéba hat, azonban itt mar a fehérje szerkezete is mélyrehat6an atalakul.

A gyakorlatban a fehérjék analizise soran az alabbi fehérjekioldési techno-
logidkat alkalmazzak. Albuminok és globulinok kinyerése é4llati szovetekbdl a
kovetkez6 médszerek szerint lehetséges. Az albuminok, a kiilonféle pszeudoglo-
bulinok és a globulinok csak egyiitt vonhaték ki; az egyes frakcidk elkiilonitését
kalonféle egyéb eljarasokkal lehet elvégezni. Az albuminok példaul tiszta vizben
jol oldhatok, és csak ammoénium-szulfattal telitett oldatbdl csapédnak ki. Gabo-
nafehérje extrakci6jara a hig ligokat, a pH 9-12 kozotti puffereket vagy a ligosan
hidrolizalé sék oldatat hasznaljak, amelynek sordn a kisérleti koralményektél
fuggben az Osszes fehérje 60-95%-a vonhato ki. A kukoricafehérje kivonasara
Mertz és Bressan az alabbi eljarast dolgozték ki, ami alkalmazhaté més névények
fehérjéinek extrakciojéra is:

10 g zsirtalanitott érleményhez 20 cm® desztillalt vizet, majd annyi 0,2%-
os NaOH-oldatot adunk, hogy a szuszpenzi6é pH-ja 9 legyen. Ezt kovet6en lefa-
gyasztjuk, majd a fagyasztas utén felolvasztjuk a szuszpenziét. Ezt a miiveletet
még kétszer megismételjitk. A felolvasztott anyaghoz 250 cm® desztillalt vizet,
150 g CuSO, - 5 H,0-t és 20 g Na,SO,-at adunk. A sék feloldédasa utan az oldat
pH-jat 40%-0s NaOH-dal pH=10-re allitjuk be, majd 0,5 M NaOH-dal folytatva
a ltgositast, a pH-t 4lland6 keverés kozben 12-re noveljilk. A szuszpenziét ezt
koveten 25 °C-on harom éran at intenziven kevertetjiik, majd 20 percig 2000 g-n
centrifugaljuk. A feliiliszot leontjitk és megérizziik, az iiledéket pedig 100 cm®
0,01 M NaOH-dal szuszpendaljuk, egy éran 4t 25 °C-on ismét kevertetjitk, majd
centrifugaljuk. A mosé feluilltiszot is az eredeti kivonathoz adjuk, majd az egyesi-
tett kivonatokat lefagyasztjuk és felolvasztjuk. A kicsap6dott keményitét centrifu-
galéssal eltavolitjuk. A tiszta oldatot 0,02 M sésavval szemben harom napig 0 °C-
on dializaljuk, majd a dializist harom napon keresztiil desztillalt vizzel szemben
folytatjuk. A sémentes fehérjeoldatot rotéciés gyorsbepérléon beparoljuk, majd a
negyedére csokkent oldatot liofilezziik. A kapott szaraz fehérjepor 68-75% nyers-
fehérjét tartalmaz, 11-es pH-ja karbonat- vagy hidrogén-karbonat-pufferben, vala-
mint 0,01 M NaOH-oldatban jél oldédik. A fehérje 26%-a oldédik vizben, 44%-a
70%-o0s etanolban, 10%-a pedig nem-fehérje nitrogénként dializalodik.

Az albuminok és a globulinok egyiittes meghatarozisa esetén 6 g lisztet
100 cm® 5%-o0s K,SO,-oldattal 20 °C-on egy éran at razatjuk, majd centrifugaljuk,
és az oldatot finom poérusi analitikai szlirépapiron sziirjitk. Az oldat 50 cm?®-ét
hasznaljuk fel az albumin- és a globulinfrakcié meghatarozaséra. A meghataro-
zast Kjeldahl-médszerrel végezziik. A glutenin meghatarozéasa sordn 8 g lisztet
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50 cm®vizzel és 5 cm® 1 M NaOH-dal egy 6raig intenziven kevertetiink, 96-99%-o0s
metanollal 200 cm®-re t6ltjiik fel, majd tovébbi 5 cm® metanollal kompenzaljuk
a 8 g liszt térfogatat. A keményité a metanol hatasara kicsapédik, a vattasziir6n
atsziirt szuszpenziébdl 50 cm® 2 g lisztnek felel meg. Bromtimolkék-indikéator
jelenlétében az 50 cm’ oldat pH-jat 0,2 M sésavval 6,4-re allitjuk be. A pH-beélli-
tast kovetden a glutenin kicsapddik, a gliadin pedig oldatban marad. Egy 6ra allas
utan a csapadékot lecentrifugaljuk, ezt kovetéen a gliadint tartalmazo feliltszo
alkoholos oldat leénthetd, a glutenincsapadékot pedig kevés vizzel Kjeldahl-lom-
bikba mossuk at. A gliadint a s6savban oldhat6 fehérje és a glutenin 6sszegébdl,
valamint az 6sszes fehérje killonbségébdl szdmoljuk.

Novényi vagy allati szovetek fehérjetartalméat sajtolassal is kinyerhetjiik.
A laboratériumi méretd hidraulikus sajtolékkal 1étrehozott nyoméas hataséara a
nedves mintak folyadéktartalma eltavolithaté. Az igy nyert minta azonban nem
képviseli a vizsgélati anyag teljes fehérjetartalméat, hanem csak a strukturalis ele-
mekhez nem kotott, vizben oldott fehérjéknek azt a részét, amely az adott nyo-
maéson sajtolassal kinyerhetd.

A fehérjeoldatokbdl a fehérjéket esetenként analitikai célra kicsapatjuk. A fe-
hérjék oldataikbol kicsaphatdok szerves oldoszerekkel, amelyek koziil az aceton,
a dioxén és az etil-alkohol hasznélatos leginkabb erre a célra, nehézfémsoékkal,
amelyek kozil leginkabb az 6lom-, a réz-, a higany-, az uran-, a vas- és a cinksék
johetnek szamitasba. Az dsvéanyi savak koziil a fehérjék levalasztasara leggyakrab-
ban a sésavat, a salétromsavat és a foszforsavat hasznaljuk, a szerves savak koziil
pedig kivéalé fehérjekicsap6 hatdsa van a triklor-ecetsavnak, a szulfo-szalicilsav-
nak és a pikrinsavnak. Esetenként alkalmazhatjuk a kiillonb6z6 savak keverékét
(1 g pikrinsav + 2 g citromsav 100 cm® vizben), és a savak mellett adhatunk
kemikaliat is (10 rész 20%-o0s ecetsav és 1 rész 10%-os kalium-hexaciano-ferrit
elegye). A fehérjék kivonasa és kicsapasa akar gravimetrids meghatarozésra is
alkalmas lehet, amennyiben az a mintdb6l kvantitative kivonhaté és vizes oldatba
vihetd. Az eljaras alkalmas lehet néhany fehérje esetében, a gyakorlatban azon-
ban ez a mddszer nem terjedt el, mert az érlés és a kivonas koriillményei nehezen
standardizalhatok.

4.3.1.2. A fehérjetartalom mérése a nitrogéntartalom alapjan

Az indirekt fehérjemeghatarozasi modszerek tobbsége a nitrogéntartalom meg-
hatarozasan alapszik, amit az tesz lehetévé, hogy a fehérjék elemi 6sszetétele a
fehérje minGségétdl és eredetétdl fiiggetleniil megkozelitéleg azonos. A nitrogén-
tartalmon alapulé meghatarozas alapja, hogy a legtébb fehérje nitrogéntartalma
16% koriil alakul, ezért ha a nitrogéntartalmat megszorozzuk a 100/16=6,25
konverzids faktorral, akkor megkapjuk a fehérjetartalmat. A nitrogéntartalom
alapjan csak a tiszta, tisztitott fehérjék vagy olyan anyagok fehérjetartalmat lehet
meghatarozni, amelyek a fehérjén kiviil mas nitrogéntartalmi anyagot nem tar-
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talmaznak. Az élelmiszerek a fehérjén kiviil mas nitrogéntartalmu anyagot is tar-
talmazhatnak, ezért az élelmiszer-analitikdban a nitrogéntartalom alapjan nem a
fehérjetartalmat, hanem az tigynevezett nyersfehérje-tartalmat hatarozzuk meg,
melynek sordn az élelmiszer nitrogén%-at 6,25 konverziés faktorral szorozzuk.
Ennek megfeleléen fehérjeként mérjiuk az 6sszes nitrogéntartalmt vegytiletet,
amit az adott médszerrel meg tudunk hatérozni. A gyakorlatban kielégité pon-
tossdgl az eredmény a 6,25 szorzéfaktor szdmitdsaval. Amennyiben ennél pon-
tosabb eredményt kivanunk elérni, célszerti a vizsgélati anyag fehérjéi tényleges
nitrogéntartalmanak megfelel6 szorzészamaval szorozni. Szélséséges esetként
emlithetd a lazacikrdban 1év6 protamin, amelynek nitrogéntartalma 30,7%, ezért
a 6,25-06s konverziés faktor alkalmazésaval majdnem kétszer annyi fehérjetartal-
mat kapnank, mint a tényleges érték. A protamin tényleges konverziés faktora
3,25. Ellenpéldaként emlithetd a toll keratintartalma, amely 6sszesen csak 15%
nitrogént tartalmaz, ennek megfelel6en a konverziés faktor 6,66. A 4.6. tablazat a
kalonféle fehérjék nitrogéntartalmat és a nitrogéntartalombél szdmitott konver-
zi6s faktorokat tartalmazza.

4.6. tabldzat. Néhany alapanyag fehérjenitrogén-tartalma és a szorzéfaktorok

Fehérje A fehérje Faktor
nitrogéntartalma (%)
Arpa 17,15 5,83
Bab, borsd, lencse 16,00 6,25
Btza 17,15 5,83
Buzacsira 17,23 5,80
Btza-endospermium 17,54 5,70
Btzakorpa 15,84 6,31
Edesztin (kendermag) 18,55 5,39
Fibrin (huménplazma) 16,90 5,91
Fibroin (hernydselyem) 18,70 5,35
Foldidi6 dara 18,31 5,46
Gliadin (prolamin btzabdl) 17,66 5,66
Glicinin (sz6jabab) 17,30 5,78
Globulin (huménplazma) 15,24 6,56
Globulin 16,03 6,24
Gyapotmag 18,86 5,30
Hemoglobin (16vér) 16,80 5,95
Hiszton (borjimaj) 18,00 5,55
Hiszton (borjutimusz) 18,20 5,49

Hordein (prolamin arpabél) 17,21 5,81
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Fehérje A fehérje Faktor
nitrogéntartalma (%)
Hius 16,00 6,25
Kazein (tehéntej) 15,63 6,39
Keratin (gyapjt) 16,30 6,13
Keratin (sertéssorte) 16,60 6,02
Keratin (toll) 15,00 6,66
Koékuszdié 18,86 5,30
Kollagén (marhabdér) 18,60 5,37
Kukorica 16,00 6,25
Laktoglobulin (tehéntej) 15,60 6,41
Legumin (borsd) 16,04 5,54
Napraforgé és lendara 18,87 5,30
Ovalbumin (tytktojas) 15,76 6,34
Plazmaalbumin (humaén) 15,95 6,27
Plazmaalbumin (marha) 16,07 6,22
Protamin (lazacikra) 30,70 3,25
Protamin (madarsperma) 24,40 4,10
Rizs 16,80 5,95
Rozs 17,15 5,83
Szo6jabab 17,51 5,71
Tej 15,67 6,38
Tojas 16,00 6,25
Zab 17,15 5,83
Zein (prolamin kukoricabdl) 16,20 6,17
Zselatin (kollagén) 18,00 5,55

4.3.1.3. A nitrogéntartalom mérése Dumas médszerével

A kiilénboz6 szervetlen és szerves nitrogéntartalmi anyagok jelent6s részének
nitrogéntartalmat meg lehet hatarozni a Dumas &ltal 1826-ban kozolt eljarassal.
Az elmult kozel két évszazad alatt a mddszert folyamatosan fejlesztették, s ma
a médositott Dumas-féle égetéses médszerként ismerik a vildgban. Az alapelv a
minta 900-1000 °C-os hémérsékleten, ellenérzott oxigénellatas melletti elégeté-
se inert gazaramban. A Dumas-médszerrel vald 6sszesnitrogéntartalom-megha-
tarozas négy f6 szakaszbdl 4ll:

— égetés,

— redukcio,

— gaztisztitas,
— detektalas.
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A Dumas-féle égetés mechanizmusa

A nitrogéntartalmi szerves és szervetlen vegytiletek 950 °C-on katalizator (réz-
oxid vagy réz-oxid/platina) jelenlétében részben nitrogén-oxidokka, részben pe-
dig molekularis nitrogénné alakulnak a kovetkezék szerint:

RN +0, —%2C yN,+NO, + 0O, + O,

A technikai megvalésitas sordn mind az oxigén, mind az tn. inert gz (He,
Ar, CO,) aramlik. Az eljarashoz nagy tisztasagi (99,99%, tun. négykilences) gazok
sziikségesek. Az égetés réz-oxid toltetld kvarccsében torténik, majd a gazkeverék
az utéégetbbe kerul, amelynek toltete réz-oxid/platina katalizator keveréke. Ekkor
a nehezen oxidalhat6 vegyiiletek mennyiségi atalakitésa is megtorténik. Tekintet-
tel arra, hogy az égetésnél nitrogén-oxidok is képzdédnek, ezeket a vegyiileteket
- mivel a detektalas gazfazisban N,-ként torténik — molekuléris nitrogénné kell
redukalni. Erre szolgél a wolframkatalizator, amely egyidejtileg a felesleges oxi-
gént is megkoti.

A nitrogéntartalom mérése

Az igy kapott dramlé gazkeverék tobb olyan komponenst is tartalmaz, amelyek a
mérést tobbé-kevésbé zavarjak (SO,, H,O, hidrogén-halogenidek), s igy torzitjak
az eredményt. Ezért adszorbenseket kell ezen 6sszetevik eltavolitaséra, a géz
szaritdsara alkalmazni. Ha a hordozégaz CO,, akkor az elégetéskor keletkezé CO,
elnyeletésérél le lehet mondani. A kapott ,tiszta” hordozégazban a nitrogén azon
az elven mérhetd, hogy a gazok h6vezetd képessége eltérd. HovezetGképesség-mé-
r6 cella (egyenletes h6fokon tartott cella hémérséklet-valtozasa) alkalmazasaval
elérhetd, hogy a N, mennyiségével aranyos jelet kapjunk. Ennek nagysagat is-
mert mintak nitrogéntartalmanak ugyanilyen korilmények kozotti meghataroza-
sa soran kapott eredményekkel hasonlitjuk 6ssze. Korabban a detektélds sordan
térfogatméréssel allapitottak meg a képzédott N, gaz mennyiségét, miutan a CO,
gazt KOH-ban elnyelették. Ebben az esetben figyelembe kell venni a h6mérsékle-
tet és a valtoz6 légnyomas értékét is.

A fehérjetartalom szamitasa

A nitrogéntartalombdl a nyersfehérje-tartalmat a 4.6. tdblazatban bemutatott fe-
hérjekonverziés faktorok segitségével szamithatjuk ki. Osszehasonlité kalibral6-
mintaként leggyakrabban nikotinsavat, lizin-hidrokloridot, EDTA-t és triptofant
hasznéalunk. Mivel ezzel a médszerrel a nitrat-nitrit-tartalmat is — a Kjeldhal-
modszerrel ellentétben — redukcié utan a nitrogéntartalomban mérjiik, szamos
mintatipusnal a ténylegesnél magasabb nyersfehérje-tartalmat kapunk az atsza-
mitas soran. Ez kiillonosen a leveles zoldségeknél (spenot, séska), a zoldliszteknél
(lucerna-, fiiszénak) fordulhat elé.
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4.22. gbra. A Dumas-féle modszerrel miikédé nitrogénmeghatarozé késziilék
sematikus rajza

Az ismertetett modszer nagy sorozatti mérésekre alkalmas valtozatainak sza-
mos fontos kovetelményt kell teljesiteniiik. Illyenek tobbek kozott:

- egyszerl mintabevitel szilard és/vagy folyadék mintékbdl,

— oles6 vagy tobbszor felhasznalhaté mintatarték,

- kis gazfogyasztas,

— konnyt adszorbercsere lehetésége,

— nagyfok, gazszivargas elleni tomitettség,

— a gazaram és pontos szabélyozhat6saga.

Egy Dumas-féle médszerrel miik6dé nitrogénmeghatarozé késziilék semati-
kus rajzat a 4.22. abra mutatja.

A Dumas-médszer elényei

A ma elterjedében 1évé késziilékek a mintatartoba behelyezett mintat (szilard
minta esetén 6n- vagy aluminiumkapszulaban, illetve porcelantégelyben) adott
szamitégépes program szerint elemzik, s igy adjak meg a nitrogéntartalmat.
A mbdszer elterjedését az teszi indokolttd, hogy a gyarték egyre jobban meg
tudjék oldani a szamitégép vezérelte gépiizemeltetést (a mliszakszam novelése),
tovabba ezen médszer kevesebb kornyezetszennyezé terméket bocsat ki. A me-
z6gazdasagi és élelmiszeripari alkalmazas terjedését elGsegitheti, hogy ma mér
olyan késziilékek is kereskedelmi forgalomban vannak, amelyekkel maximum 1 g
szerves minta vagy 1 cm® mintatérfogat is mérhetd. Természetesen ekkor figye-
lembe kell venni a végeredményként varhat6 tin. abszolit nitrogén mennyiségét
(maximum 200-300 mg), amit a gépkonyvek tartalmaznak. Ugyanakkor hatrany,
hogy csak jelentés napi mintaszam esetén érdemes a késziiléket miikodtetni,
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a beruhazasi koltségek magasak, és nem elhanyagolhat6 az éget6- (kvarc) és ad-
szorpcios csovek, tovabba a katalizatorok koltsége sem.

E késziilékek tovabbi elénye lehet, hogy ezen elv alapjan lehetdség van a
nitrogén mellett mas elemek (kén, szén) mennyiségének meghatarozaséra is.
A fehérjék kéntartalméanak ismerete szamos novénynél (pl. az Gszi baza sikér-
fehérjéinél) nagyon fontos lehet, ezért bizonyos esetekben indokolt a korabbinél
joval bonyolultabb (més égetési hémérséklet, tobb adszorpcids csé) és igy dragabb
késziilék tizemeltetése is. Ma mar az in. égetéses mddszer is bevonult a nagy
vildgszervezetek 4ltal elfogadott standard médszerek kozé.

4.3.1.4. A Kjeldahl-féle médszer

Az élelmiszerek nyersfehérje-tartalma Kjeldahl-médszerrel torténé meghatéroza-
sédnak lényege, hogy tobbéras tomény kénsavval térténé forralas soran elron-
csoljuk az élelmiszerben 1évé fehérjéket, melynek soran az aminosavak ami-
nocsoportjaibodl, valamint az egyéb nitrogéntartalmii anyagok (nitrit és nitrat
kivételével) nitrogénjébél amménia keletkezik, ami a kénsavban NH,HSO, (am-
ménium-hidrogén-szulfat) formaban oldédik. Kihtilés utan az amméniat f616s
mennyiségben adott 33%-0s NaOH-oldattal felszabaditjuk, majd higitds utdn
atdesztillaljuk, és kénsav- vagy borsavoldatban felfogjuk (4.23. 4bra). A kénsavol-
datban val6 felfogas esetén a titrdlast natrium-hidroxiddal, borsavas elnyeletés
esetén kénsavval végezziik. A Kjeldahl-féle roncsolés leirdsét az altalanos részben
mar ismertettiik, ezért itt csak az idézett fejezetben roviden emlitett desztillalast,
a ledesztillalt ammoénia meghatarozéasat, valamint a mindennapi gyakorlatban
hasznélt Kjel-Foss és Kjeltec automatdk miikodtetését mutatjuk be, felhiva min-
denkor a figyelmet a klasszikus moédszer és az automatizalt miiszeres mddszer
kozti killonbségekre.

A két, el6z6ekben ismertetett modszer elvébdl kovetkezik, hogy a Kjeldahl-
féle roncsolast kovets nitrogénmeghatarozasnal a minta nitrat- és nitrittartalmat
nem lehet meghatarozni, tehat a Kjeldahl-nitrogén nem az 6sszes nitrogéntar-
talmat jelenti. A Dumas-féle égetéses modszerrel viszont mind a nitritet, mind a
nitratot meg lehet hatdrozni az 6sszes tobbi komponenssel egytitt, tehat a Dumas-
moédszerrel az 0sszes nitrogéntartalmat hatdrozzuk meg. A két modszer kozti elvi
kiilonbség tehat a nitritben és a nitratban keresendd. Akar Kjeldahl-, akar Dumas-
féle modszerrel torténik a meghatérozas, a nyersfehérje-tartalmat a nitrogéntarta-
lombél 4ltalaban 6,25-0s konverzids faktorral torténd szorzassal szamitjuk.

A roncsolasban képzédiott ammaénia meghatarozasa és a fehérjetartalom szamolasa
A roncsolasban képz4dott ammoéniat a gyakorlatban az aldbbiak szerint desz-
tillaljuk. A kb. 1 g légszaraz anyagbdl 25 cm® kénsavval, oxidalészerrel, forras-
pontemel6vel és katalizatorral kapott enyhén opélos, sargasfehér szind anyagot
lehtitjiik, 300 cm® csapvizet adunk hozz4, valamint néhany szem iiveggyongyot
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4.23. dbra. Mikro-Kjeldahl-desztillalo

vagy horzsakovet helyezink a Kjeldahl-lombikba. A lombikot egy htitével és
feltéttel ellatott desztillaloallvanyra helyezziik, a feltét végén eltdvozé desztil-
latumot pedig egy titralolombikba vezetjiik igy, hogy a hiit6cs6 vége beleérjen
az ammoénia megkotésére szolgalo folyadékba. A titralélombikba helyezhetiink
néhany csepp kongovoros indikatort vagy metilvoros-metilénkék keverékindi-
kétort, 30-40 cm® desztillalt vizet, valamint a varhaté nitrogéntartalomtél fiiggéen
20-100 cm® 0,1 M-os kénsavat. Egy masik médszer szerint az ammonia megkdo-
tésére a kénsav helyett hasznalhatunk 150-250 cm® 4%-0s bérsavat is. A bérsav
az ammoniat megkoti, de az ammoniatartalom meghatarozasat 0,1 M-os kén-
savval torténd titralas sordn nem zavarja. A titrdlélombik felhelyezése utan a
roncsolmanyt tartalmazé Kjeldahl-lombikba kb. 100 cm® 33%-0s NaOH-ot, vagy
ha higany volt a katalizator (ma mar nem hasznaljuk katalizatorként), natrium-
tioszulfatos NaOH-oldatot 6ntiink, és azonnal 6sszekapcsoljuk a desztillaléfeltét-
tel. A vizg6zzel torténé desztillalast addig folytatjuk, amig a szed6lombikban a
desztillatum térfogata annak 75%-4t el nem éri.

Ha 1 M-os kénsavat hasznaltunk az ammodnia megkotésére, akkor a kénsav
feleslegét 0,2 M NaOH-oldattal titraljuk kongévoros indikator mellett a voros szi-
nig, keverékindikator esetében pedig addig, amig annak voros szine zoldesszirkére
nem valtozik. Ha a szed6folyadék bérsav volt, a titralast 0,1 M kénsavval végez-
zitk metilvoros-metilénkék keverékindikator jelenlétében, mig annak zold szine
pirosassziirkébe nem csap at. A Parnas-féle desztilldlokésziilék osszeallitasat a
4.24. dbra mutatja.
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4.24. Gbra. A Parnas-féle ammoniadesztillalé késziilék
(1. desztillaldlombik, 2. kvarccsé csatlakozas, 3. tolcsér, 4. szorit6csap, 5. vizhiité kopeny,
6. gyijt6pohdr, 7. kondenzvizgyjté, 8. szoritdcsap, 9. gyjtépohar, 10. tolcsér, 11. csap,
12. g6zfejlesztd lombik)

A vegyszerek tisztasdgdnak, a méréoldat pontossiganak, illetve a roncsolés
teljességének ellendrzését minden esetben elvégezziik. A vegyszerek nitrogén-
mentességét 2 g szacharéz szokdsos médon torténé elroncsolasa utani nitrogén-
tartalom meghatdrozasédval ellendrizziitk. A vakpréba eredményével a mintdk
tényleges nitrogéntartalmat korrigaljuk. A méréoldat pontossagat kénnyen ron-
csol6dod, analitikai tisztasag anyagok (acetanilid, karbamid) nitrogéntartalmanak
meghatédrozasaval végezziik. A Kjeldahl-roncsolas teljességét rendkiviil nehezen
roncsolhaté analitikai tisztasagti anyagok (triptofan, nikotinsav) nitrogéntartal-
manak meghatdrozédsaval vizsgéljuk.

Az eredmények kiszamitasa és kifejezése

Az ammonia altal megko6tott 0,1 M kénsav cm®-eit megkapjuk, ha a szedébe he-
lyezett 0,1 M kénsav cm®-eibél levonjuk a kénsav visszatitrdlasara fogyott 0,2 M
NaOH cm®-eit. A nitrogéntartalmat a kovetkezd képlettel szamoljuk és témeg
%-ban fejezzik ki:

(S—L)-0,0028016 - 100
b b

nitrogén % =

ahol: S — a szed6lombikba tett 0,1 M H,SO, (cm?),
L - a kénsav visszatitralasara fogyott 0,2 M NaOH (cm®),
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b — a bemért anyag tomege (g),
0,0028016 —az 1 cm® 0,1 M-os kénsavnak megfelel$ nitrogéntartalom
mennyisége (g).

Ha borsav volt a szed6folyadék, akkor a nitrogéntartalmat a kovetkez6 kép-
lettel szamolhatjuk:

itroaén % = S -0,0028016 - 100
nitrogén % = b ;

ahol: S - a titralasra fogyott 0,1 M-o0s kénsav (cm®),
b — a bemért anyag tomege (g).
A nyersfehérje-tartalmat a nitrogén% 6,25 konverziés faktorral térténé meg-
szorzasa utan kapjuk meg.

4.3.1.5. Kjel-Foss-automata a nitrogéntartalom meghatarozdsdara

A Kjel-Foss gyors nitrogénelemzé élelmiszerek nyersfehérje-tartalmanak gyors
meghatarozaséra szolgal a Kjeldahl-médszer alapjan. A munkamenet egyezik a
hagyomanyos Kjeldahl-médszerével. A munkafolyamat gyors végrehajtasat speci-
alis technikak segitik gy, hogy az els6 minta bevitelétél az eredmény kijelzéséig
minddsszesen csak 15 perc sziikséges, ezt kovetéen pedig minden harom percben a
késziilék Gjabb és tjabb analizis elvégzésére képes. A Kjel-Foss-automatanak (4.25.
abra) a standard moédszerhez hasonléan a kovetkezé munkafolyamatai vannak:

— savas roncsolas,

— hiités,

— higitas vizzel,

— vizgdz-desztillacié és ammonia titrdlasa,

— nyersfehérje-tartalom szamitésa.

A készulék hat specialis Kjeldahl-lombikkal dolgozik, amelyek haromper-
cenként az 6ramutaté iranyéba 60°-kal elfordulnak. Az 1-es helyzetben 1évé lom-
bikba helyezziik be a kdlium-szulfat forrdspontemel6t, a higany-oxid katalizatort,
a roncsolast végzé kénsavat, az oxidéaciot el6segité hidrogén-peroxidot, és végiil
a lombikba helyezziik a nitrogénmentes selyempapirba (bemérépapir) csomagolt
0,5-1 g tomegi mérendd anyagot. A 2-es helyzetben a lombik alatt meggyullad a
roncsol6 langja, és a minta harom percen keresztiil forr. A roncsolas soran kelet-
kezé g6zok és gazok egy szivocsovon keresztiil elnyel6dnek és vizsugarszivattya
segitségével tavoznak. Harom perc elteltével a rendszer Gjabb 60°-0s fordulatot
tesz meg. A 3-as helyzetben a roncsolds Gjabb harom percen keresztiil folytatédik.
A rendszer kovetkez6 fordulatéval a 4-es helyzetii hiit6helyre keriil, ahol egy nagy
teljesitmény ventillator szobalevegGvel hiiti a lombikot. E pozicié végén a mintat
a késziilék mintegy 140-150 cm® vizzel meghigitja, majd az 5-6s helyzetbe kertil
a minta, ahol a kénsav kozombositésére és a higanykatalizdtor megkotésére nat-
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4.25. dbra. Kjel-Foss gyors nitrogénelemzé (a katalizator behelyezése és a minta
nitrogénmentes papirban, a hidrogén-peroxid és a tomény kénsav adagolasa,
a minta behelyezése a Kjeldahl-lombikba, a késziilék és a vezérlGpult)

rium-tioszulfatot tartalmazé NaOH-oldat keveredik a mintaval, és megkezd6dik
az ammonia vizgbz-desztillacidja.

Az ammoéniatartalmt vizes oldat egy hiitén keresztiil kondenzalédik, majd
egy titralépoharba keriil, ahol az automatikusan adagolt metilvoros-metilénkék
indikatoroldattal elegyedik. A lecsepegé ammoniatartalmu oldatot egy automata
titral6berendezés titralja, mely automata fecskendéjének dugattyijét a titral6po-
har alatt 16v6 fotocella szabalyozza. A fotocella észleli az indikator szinvaltozasat,
és annyi savmennyiséget tovabbit a titrdlopohédrba, amely mindig ardanyos a je-
len levé ammonia mennyiségével. A titralokésziilék dugattytjat mozgat6 tengely
egy potenciométerhez csatlakozik, amelynek segitségével az amménidval aranyos
elmozdulas haromjegy( digitélis kijelzés formajéban jelenik meg a készilék ol-
dalan. A kijelzés lehet nitrogén% vagy nyersfehérje%, és a késziilék lehet6séget
biztosit a kiilonféle konverzids faktor alkalmazasara is.

Az ammoéniameghatarozast kovetéen harom perc milva a lombik a 6-0s hely-
zetbe kertil, ahol stritett leveg6 segitségével a rendszer sajat magat kitiriti, kitisz-
titja. A kitisztitas utdn a lombik az 1-es helyzetbe fordulva kész Gijabb minta meg-
hatarozaséra. A miszer teljesitménye 15 perces indulészakasz utdn haromper-
cenként egy analizis, azaz 6ranként 20 minta. A mérés pontossidga megegyezik a



218 W 4. Elelmiszerek osszetételének meghatarozasa

hagyoményos Kjeldahl-médszerével. A médszer kiilondsen alkalmas nagyszdmu
minta gyors sorozatvizsgédlatdra. Mivel a roncsolds és az ammonia vizg6z-desz-
tillaci6é ugyanabbdl a lombikbdl torténik higitas és egyéb manipulacié nélkil, a
késziilék kllonosen alkalmas inhomogén vagy nehezen homogenizalhaté mintak
mérésére is. A késziilékkel folyadékok (tej, vizelet, testnedvek) nitrogéntartalmat
is meg lehet hat4rozni, melynek sordn a bemérés pipettaval torténik.

4.3.1.6. Tecator Kjeltec fehérjemeghatarozo

A Kjeltec fehérjemeghatérozo6 ugyancsak élelmiszerek nyersfehérje-tartalmanak
gyors meghatarozaséra szolgal a Kjeldahl-mdédszer alapjan (4.26., 4.27. 4bra). Az
analitikai laboratériumokban e késziilékkel valtottak fel a kordbban rendkiviili
moddon elterjedt és kozkedvelt Kjel-Foss gyors nitrogénelemz6t. A késziilék ki-
fejlesztését az egészségre és kornyezetre rendkiviil veszélyes higany-oxid katali-
zator réz-szulfattal, illetve szelénnel valé kivaltasa indokolta. A munkafolyamat
lépései teljesen megegyeznek a klasszikus Kjeldahl-mdédszerével, illetve a Kjel-
Foss ismertetésében leirtakkal, azaz: savas roncsolas, htités, vizg6z-desztillaci6
és ammonia titraldsa, nyersfehérje-tartalom szamitésa.

A készulék szakaszos muikodésti, blokkroncsolébdl és desztillalo-titralo
részbdl all. A roncsold a ftit6blokkbél, a roncsolécsovekbdl és az ezeket tartd
allvanybol, valamint az elszivéfeltétbdl all, amely vizsugarszivattyihoz csatlako-
zik. A roncsolédsnal az 6rolt és homogenizalt szildrd mintabdl a nyersfehérje-tar-
talomtol fiiggben 0,50-1,00 g-ot, nyershtisbél 1,00 g-ot, tejbsl 1 cm’-t, vizeletbsl
2,0-5 cm®-t mérnek be a 250 cm®-es roncsolécsébe. Hozzaadnak két darab Kjeltab
Se 3,5 tablettat, amely tablettanként 3,5 g K,SO, forrdspontemelét és 3,5 mg sze-
lénkatalizatort tartalmaz, vagy 2 db Kjeltab Cu 3,5 tablettat, amely 3,5 g K,SO,-et
és 0,4 g CuSO, - 5 H,0O-t tartalmaz és 13 cm® analitikai tisztasagu, koncentralt kén-
savat. A minta mindségétdl fiiggéen killonboz6é mennyiségben az oxidaciot els-
segité hidrogén-peroxidot is adnak hozz4, ami szildard mintdk esetében 1-5 cm’,
tejmintdknal 1 cm?®, hismintaknal 7 cm®. Ezt kovetden a csdveket behelyezik az
el6zetesen 420 °C-ra felftitott roncsoloblokkba, rahelyezik az elszivifeltétet, és
elinditjak a vizsugarszivattytt, melynek segitségével tavoznak a roncsolas soran
keletkezett gdzok és g6zok a rendszerbél. A roncsolas 420 °C-on, egy éran ke-
resztil torténik, majd a roncsolébdl kivett csoveket lefedve lehtitik. A hiités utan
kovetkezik a vizsgdlat masodik szakasza, a desztillalas és a titralas.

A Kjeltec 2400 berendezés also szintjén helyezték el a reagenseket tartalma-
z0 tartalyokat, a kozéps6 részben az automatikus mintaadagolé taldlhaté, ahol
hérom tart6allvany van 60 db roncsoldcsé, illetve minta elhelyezésére, a felsé
részben pedig a desztillalé- és titraléegység, valamint a folyamatok programoza-
séra szolgalo rész helyezkedik el. A mérés a reagensek betoltésével, a mintatartd
allvanyok elhelyezésével és a késziilék programozésaval indul. A program szab-
ja meg, hogy az egyes reagensekbdl milyen sorrendben és mennyit adagoljon a
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4.26. dbra. A Tecator Kjeltec fehérjeanalizator roncsolérendszere
és a Tecator alapkésziiléke

4.27. Gbra. Félautomata Tecator fehérjemeghatarozé
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késziilék, valamint azt, hogy mennyi ideig torténjen a desztilldlas és a titralés.
A programozas soran megadjdk a minta sorszdmat, a bemért mennyiséget, a minta
helyét a titral6berendezésben és azt, hogy az eredményt milyen mértékegység-
ben szdmolja a késztilék. Az analizis tizemmaddban a késziilék az elsé allvany-
ban 1év6 elsé csovet emel6 segitségével a desztillaléegységbe helyezi, egy pumpa
30 cm® 1%-o0s bérsavban oldott brémkrezolzéld—metilvords indikatort adagol a
titrdledénybe, ezzel egy idében egy masik pumpa 30 cm® desztillalt vizet juttat
a roncsolécsdébe. Ezt kévetden 60 cm® 33%-o0s natrium-hidroxidot adagolnak a
roncsolécsébe, ami egyrészt megkoti a kénsavat, mésrészt felszabaditja s6jabdl az
ammoniat. A gbzszelep késleltetve nyit, g6z dramlik a roncsolécsébe, és elindul
a desztillalas. Az ammoniatartalmu g6z a kondenzatorban lecsapodik és a titral6-
edénybe jut, amely a bérsavban oldott indikatort tartalmazza. A desztillacié alatt
az indikator szinének megfeleléen (z61drél rozsaszinre vélt) egy automata biiretta
0,1 M kénsavat adagol a titrdléedénybe mindaddig, amig a zold szin rézsaszinre
nem valt. A desztillacié addig folyik, amig az indikator szine folyamatos rézsa-
szinné nem alakul. Ezt kovetden kinyit az tiritészelep, a titraléedény kitriil és a
gbzszelep lezér. Kinyit a roncsoldcs6 tritészelepe is, és a desztillaciés maradvany
a katalizétorral egyiitt a gytjt6tartalyba iiriil. Az eredmény megjelenik a kijelzén,
a nyomtaton és sziikség szerint a memoéridban is tarolhato, ezt kovetéen a kovet-
kezé roncsoldcsé felemelésével megkezdédik az Gjabb minta elemzése.
A nitrogéntartalom szamitésa a kovetkezé:

(F-B)-1,401-M
op =
N% bemérés (g)

ahol: F - 0,1 M kénsavoldat fogydsa a mintéra (cm?®),
B - 0,1 M kénsavoldat fogyésa a vakra (cm?),
M - a kénsavoldat (mol/dm®) koncentrécioja.

A nyersfehérje-tartalmat a nitrogénszéazalék konverziés faktorral valé beszor-
zasaval szadmoljak. A készulék ellenérzését (NH,),SO, elemzésével végzik, a roncso-
las hatasfokanak ellenérzésére pedig a nikotinsav vagy a triptofan nitrogéntartalmat
hatarozzak meg. Az eredményt a vizsgélatot kér6 igényeinek megfeleléen nitro-
génszazalékban, nyersfehérje-szazalékban vagy méas mértékegységben adjak meg.

4.3.1.7. A valédifehérje meghatdrozasa

Elelmiszerek valédifehérje-tartalmat Barnstein médszere szerint hatarozzuk
meg. A meghatarozas sordn mindazokat a nitrogéntartalmi anyagokat (amidok,
aminosavak, ammonia stb.), amelyek nem fehérjéhez kotottek, tgy tavolitjuk el,
hogy tiszta- vagy valodifehérjét (a tiszta és a valédi ugyanazt jelenti, egymésnak
szinonim4i) réz-szulfattal és natrium-hidroxiddal kicsapjuk, a keletkezett fehér-



4.3. Szerves alkotérészek meghatarozasa W 221

jecsapadékrol az egyéb nitrogéntartalmi anyagokat lesztrjiik, a csapadékot b6
vizzel tobbszor kimossuk, majd a csapadék nitrogéntartalmat Kjeldahl szerint
meghatéarozzuk.

A vizsgalati eljaras soran a varhat6 fehérjetartalom fliggvényében 1-2 g fi-
nomra Orélt, légszéaraz anyagot 250 cm®-es Griffin-poharban 100 cm® desztillalt
vizzel felforralunk. Keményit6dis anyagokat a desztillalt viz hozzdadésa utan,
a forralas el6tt 30 percig 50 °C-os vizfurdén melegitjik, mert killonben az elegy
nem vagy nehezen sztirhetd. Felforralas utan 250 cm® 6%-os réz-szulfat-oldatot,
majd tivegbottal val6 keverés kozben par cm®-es adagokban 25 cm® 1,25%-0s
natronltgot ontiink az elegyhez. A maradék leiilepedése utan a folyadék tisztajat
nitrogénmentes szirGpapiron atsz{irjilkk, majd a csapadékot hdromszori dekanta-
lassal, forré desztillalt vizzel atmossuk. Ezutén az egész csapadékot kvantitative a
szlrdre vissziik, és ott addig mossuk, amig a sztirlet barium-kloriddal szulfatreak-
ci6t nem ad. A szulfdtionok 600 cm® forré desztillalt vizzel val6 mosés utdn mar
biztosan eltavoztak. A szlirést kovetben a sziirGpapirt a csapadékkal egyiitt hen-
gerformara csavarva Kjeldahl-lombikba tessziik, és a nitrogéntartalmat meghata-
rozzuk. A valddifehérje-tartalom meghatdrozasat a nyersfehérje-tartalom megha-
tdrozasdhoz hasonléan végezziik. A kénsavas roncsolast kovetéen meghatarozott
ammoniatartalombdl az alabbi képlettel szamoljuk a valddifehérje-tartalmat:

(§-1L)-0,0028016 - 6,25 - 100
b H

valédifehérje-tartalom % =

ahol: S — a szed6lombikba tett 0,1 M H,SO,-oldat (cm?),
L - a titrdlashoz fogyott 0,2 M NaOH-oldat (cm®),
0,0028016 — az 1 cm® 0,1 M H,SO,-oldatnak megfelels nitrogén tomege (g),
6,25 — az 1 g nitrogénnek megfelels fehérje tomege (g),
b — a bemért anyag tomege (g).

4.3.1.8. Az emészthetd nyersfehérje-tartalom meghatarozasa

4.3.1.8.1. Az emészthet6 nyersfehérje-tartalom meghatarozasa
in vitro pepszines hidrolizissel

A mbédszer alkalmas allati és novényi eredet(i élelmiszerek emészthet6 nyersfe-
hérje-tartalmanak meghatarozaséara. Az eljaras soran a vizsgaland6 mintat sésavas
pepszinoldatban szuszpendaljuk, és 39-40 °C-os hémérsékletii termosztatba tesz-
sziik 48 6réra. A s6savas pepszinnel oldatba vitt fehérje mennyiségét a szuszpen-
zi6 sziirletébdl Kjeldahl médszerével hatarozzuk meg.

A vizsgélati eljaras sordn a 10%-nal nagyobb zsirtartalmi élelmiszert a s6-
savas pepszinnel torténé emésztés el6tt zsirtalanitani kell. Ezt kovetéen az el6ké-
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szitett vizsgélati anyagbdl 2 g-ot mériink be egy 500 cm®-es Stohman-lombikba,
hozzaadunk 0,83 g pepszint, és korkéros mozgatassal 6sszekeverjiik. Hozzdadunk
néhany cm® 39 °C-os hémérsékletti 0,075 M-os sésavoldatot, és ismételt korkoros
mozdulattal a lombikban 1évé anyagokat szuszpendaljuk tgy, hogy a minta tel-
jes mennyisége atnedvesedjen, majd ezt kovetéen a sésav térfogatat 450 cm’-re
egészitjik ki. Ezutan a lombikot vattaval bedugjuk, és 39 °C-os hémérséklett ter-
mosztétba helyezziik 48 6rara, amely idGtartam alatt naponta tobbszor, korkoros
mozgatdssal a lombik tartalmat 6sszekeverjiik. 48 6ra mulva a lombikot a ter-
mosztatbdl kivessziik és 15 cm® 25%-0s HCl-oldatot toltiink rd, 20 °C-ra lehtitjiik,
majd jelig toltjuk desztillalt vizzel. A lombik tartalmét alaposan 6sszerazzuk,
szrjiik, a sztirlet aliquot részébdl a nyersfehérje-tartalmat Kjeldahl médszerével
meghatarozzuk. A vizsgalat soran vakprébat is végzink, amikor a mesterséges
emésztést a minta nélkiil, csupan az eljarashoz hasznalt vegyszerekkel végezziik
el. A vakpréba emészthet§ nyersfehérje-tartalmara kapott értéket le kell vonni a
minta emészthet6 nyersfehérje-tartalmanak értékébél.

Az emészthetd nyersfehérje-tartalom kiszamitasédnal a nyersfehérje-tartalom
meghatarozasénél ismertetett médszer szerint kell eljarni:

(S-1L)-0,0028016 - 6,25 - 100
b b

emészthetd nyersfehérje-tartalom % =

ahol: S — a szed6lombikba tett 0,1 M H,SO,-oldat (cm?),
L - a titrdlashoz fogyott 0,2 M NaOH-oldat (cm?),
0,0028016 —az 1 cm® 0,1 M H,SO,-oldatnak megfelels nitrogén témege (g),
6,25 — az 1 g nitrogénnek megfelels fehérje tomege (g),
b — a bemért anyag tomege (g).
A kapott eredményt a higitassal korrigdlva kapjuk meg az élelmiszer, illetve
a takarméany emészthet$ nyersfehérje-tartalmat.

4.3.1.8.2. Az emészthet6 nyersfehérje-tartalom meghatarozasa
in vitro pepszin-tripszin-hidrolizissel

A mintét pepszinnel, majd tripszinnel hidrolizaljuk, ezt kovetéen az emészthe-
tetlen maradék nitrogéntartalmat Kjeldahl szerint meghatarozzuk. A maédszer
alkalmas éllati és novényi eredet(i élelmiszerek fehérjeemészthetéségének meg-
hatéarozasara. Az eljaréast elsésorban novényi eredett fehérjék, levélfehérje-kon-
centratumok in vitro emészthetéségének meghatarozasara hasznéljak.

A vizsgalati eljaras soran 1 g vizsgalando6 anyagot centrifugacsében 20 cm®
0,1 M sésavban szuszpendalunk, majd 0,1 cm® 0,01 M sésavban szuszpendalt
50 mg pepszinnel tsszekeverjiik. A keveréket 37 °C-on 48 6ran at enyhén rézat-
juk, majd centrifugéljuk. Az tiledéket 10 cm® desztillalt vizben szuszpendaljuk
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és 0,1 M 8,0 pH-ja natrium-foszfat puffert és 5 mg tripszint adunk hozza. A ke-
veréket 23 °C-on 16 éran at gyengén razatjuk, majd centrifugaljuk. Az tiledéket
5 X 30 cm’® vizzel Gjra szuszpendaljuk, majd centrifugéljuk, és a feliiltsz6t min-
den lépés utén elontjitk. Az utols6 20000 g-n 5 percig végzett centrifugédlds utan
a szilard maradékot nitrogénmentes szlir6papiron sztrjik, levegén megszaritjuk,
majd Kjeldahl szerint meghatarozzuk a nitrogéntartalmat. A fehérje emészthets-
ségét %-ban az alabbi képlet alapjan szdmoljuk:

a fehérje emészthetésége % = w |

ahol: a — a minta nitrogéntartalma,
b — a minta emészthetetlen részének nitrogéntartalma.
Esetenként a tripszin helyett pankreatint hasznélnak, és a fehérje pepszin-
pankreatin-hidrolizist koveté emészthet6ségét hatarozzak meg.

4.3.1.8.3. Multienzimes mdédszer a fehérje in vitro emészthetGségének
megallapitasara

Az el6z6 két pontban ismertetett médszer szerint a fehérje in vitro emészthet6sé-
gét egy, illetve két enzimmel hatarozzak meg. Ujabban harom vagy tébb enzimet
hasznalnak a fehérje in vitro emészthet6ségének meghatarozasara, amely elja-
rasokat multienzimes moédszereknek nevezik. A multienzimes moédszerekkel a
fehérje emészthetsége pontosabban meghatarozhaté, mint az egy vagy két enzim
hasznélatét el6ir6 eljarasok esetében.

A vizsgélati eljaras sordn 1 g légszéaraz, megfelel6 méretiire ¢rolt takarmanyt
mériink be egy 100 cm’-es centrifugacsdébe, és 25 cm® sdsavas pepszinoldatot
adunk hozza (3 g pepszint oldunk 500 cm® 0,15 mol/dm® sésavoldatban), majd
90 percig 40 °C-on gyengén razatjuk. Ezt kovetéen 220 mg natrium-hidrogén-
karbonattal a s6savat semlegesitjiik, a centrifugacsd tartalméhoz 25 cm® pankre-
atinoldatot adunk (3 g pankreatin, 30 mg lipdz, 57 mg epesavas natrium, 3 g ami-
logliikozidaz feloldva 750 cm® 6,8 pH-ju foszfatpufferben), és 60 percig 40 °C-on
inkubéljuk. Az inkubélas utdn 5 cm® 10%-o0s néatrium-karbonatot adunk hozza, és
5000 g-n 15 percig centrifugéaljuk. Az tiledéket 25 cm® desztillalt vizzel atmos-
va szuszpendaljuk, majd a feliilaszoval egyttt molnar-selyemszitdn éatsztrjiik.
Desztillalt vizzel torténd tobbszori 4tmosas utan a szlir6n visszamaradt csapadék
nitrogéntartalmét Kjeldahl szerint meghatarozzuk. Az emésztési egyiitthatot az
emészthetetlen fehérjetartalom alapjan a kovetkezé képlettel szamoljuk ki:

Em Enyfeh=1oo—(A§)-1oo,
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ahol: Em E, 4, — a vizsgalt minta nyersfehérje-tartalmanak emésztési egytitthatéja,
A — a csapadék nyersfehérje-tartalma (%),
B - a vizsgélt élelmiszer nyersfehérje-tartalma (%).

A mobdszer elsésorban gabonamagvakbdl késziilt élelmiszerek in vitro fe-
hérjeemészthetéségének meghatarozasara alkalmas. Osszetett keverékek esetén
az in vitro és az in vivo emésztési egyiitthaték kozott rendkiviil szoros az dssze-
figgés. Az extrahalt mintdknal szorosabb 6sszefiiggés és pontosabb eredmények
érhet6k el, ezért célszerii az élelmiszermintékat a vizsgdlatok megkezdése el6tt
zsirtalanitani.

4.3.1.8.4. A fehérje in vitro emészthetéségének meghatarozasa
pankreatinos hidrolizissel és aminosav-analizissel

A moébdszer alkalmas allati és novényi eredeti élelmiszerek fehérjéi in vitro
emészthetéségének meghatdrozasara. Az eljaras soran pankreatinnal 37 °C-on
15 6ran 4t hidrolizaljuk a fehérjét, ezutan a lehasadé aminosavak mennyiségét
ioncserés oszlopkromatografiaval mérjiik.

A vizsgélati eljaras sordn a 10%-nal nagyobb zsirtartalmd mintat éterrel
vagy petroléterrel extrahaljuk, majd meghatarozzuk a nitrogéntartalmét. A 200 mg
fehérjének megfelelé mintat 15 6ran at 37 °C-on 100 mg pankreatin és 10 cm’
8,2 pH-ju foszfatpuffer elegyével inkubéljuk, amelynek sordn az elegyet 20 cm®-
es Erlenmeyer-lombikban mégneses keverén allandéan keverjiik. Ezt kovetéen
10 cm® hidrolizatumhoz 5 cm® 20%-0s cink-szulfat-oldatot és 5 cm® 1%-0s natri-
um-hidroxid-oldatot adunk, amelynek kévetkeztében az oldott allapott hidrolizé-
latlan fehérjék és peptidek a keletkez6 cink-hidroxiddal kicsap6dnak. Az elegyet
sziirjitk, majd a sztirlethez 1 cm® 1%-0s kénsavat és 4 cm® 2,2 pH-ju citratpuffert
adunk. Ebbdl az oldatbél az aminosav-analizator érzékenységétdl fiiggéen 0,1-
1,0 cm®-nyi mennyiséget hasznalunk fel az aminosav-tartalom meghatarozéasara.

A minta eredeti aminosav-0sszetételét alapul véve kiszamithatjuk a pankrea-
tinos hidrolizis soran felszabadulé aminosavak szédzalékos mennyiségét. Az eredeti
aminosav-tartalom %-aban kifejezett felszabadulé aminosav-mennyiséget bioldgi-
ailag hasznosithaté aminosav-tartalomnak tekintjik. A médszer alkalmas a fehérje
karosodédsanak nyomon kovetésére, a hékezelések és egyéb technoldgiai paraméte-
reknek az aminosavak hasznosithatdsagéra gyakorolt hatasanak mérésére.

4.3.1.9. Fehérjetartalom-meghatdrozas spektrofotometrias modszerekkel
4.3.1.9.1. Ultraibolya spektrofotometrias modszerek

A legtobb fehérjének a 280 nm hullamhosszon az ultraibolya-tartoményban fényel-
nyelési maximuma van, amely a fehérjék tirozin-, fenilalanin- és triptofantartalmara
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vezethetd vissza. A kiilonb6z6 fehérjék aromésaminosav-tartalma viszonylag szitk
hatéarok kozott valtozik, ezért ezek fényelnyelése felhasznélhat6 a fehérje mennyi-
ségének meghatarozésara. A modszer elénye a rendkiviili érzékenység, tovabba az,
hogy reagens nélkiil lehet végezni a meghatarozast. Oszlopkromatografias elva-
lasztasok soran az UV-abszorpciét hasznaljuk fel a fehérjekoncentréacié folyamatos
mérésére. A mérést a nukleinsavak, a purin- és a pirimidinbazisok, valamint a pu-
rin- és pirimidingyirtit tartalmazé vegytiletek 260 nm koriili er6s UV-abszorpcidja
zavarja, ezért killonb6z6 nukleinsav-fehérje keverékek elemzése soran korrekcio-
kat dolgoztak ki a nukleinsavak okozta fehérjemeghatarozasi hiba kikiiszobo-
lésére. Kis nukleinsav-tartalom esetében a 280 nm-en mért fényelnyelés alapjan
a 10-1000 ug/cm® méréshatarok kozott lehet a tiszta, nem zavaros fehérjeoldatok
koncentraciéjat meghatarozni. A méréshez olyan UV-detektor sziikséges, amely
280 nm vagy ez alatti hullaimhosszat tud szelektalni. A fehérje meghatarozaséanal
azt is figyelembe kell venni, hogy a fehérjeanalitikdban hasznélt szdmos old6szer-
nek jelentds UV-abszorpci6ja van a fehérjék 280 nm-es elnyelési sdvjdban. Az elekt-
ronikus tton val6 hattérkompenzélas csokkenti a mérés érzékenységét, gradiensel-
1cio esetén val6 meghatérozdsnal viszont, mivel az abszorpci6 folyamatosan vélto-
zik, a hattérkompenzalas elektronikus iton nem lehetséges. A nukleinsavak zavard
hatédsa miatt olyan fehérjemérési modszereket is kidolgoztak, amelyeknél a 280
nm-nél r6videbb hulldmhossztartoméanyban jelentkezé fényelnyelést mérik. Hasz-
nalhatjak a 220-240 nm-en mért fényelnyelést a fehérje meghatarozasara annak
ellenére, hogy ebben a tartoményban a fehérjének nincs abszorpciés maximuma,
a nukleinsavaknak viszont abszorpciés minimumuk van. Ebben a hulldmhossz-
tartomanyban nemcsak a tirozin és a triptofan, hanem a fenilalanin, a metionin, a
cisztein és cisztin, tovabba a peptidkétés 185 nm-es fényelnyelésébdl dsszegzédik
a mért extinkci6. Az eljardssal 5-180 ug/cm® fehérjét lehet meghatérozni. Ezeken a
hullamhosszakon a ribonukleinsavak zavar6 hatasat még hatékonyabban ki lehet
kiisz6bolni.

A fehérjék és a peptidek UV-abszorpciét mutatnak a 191-194 nm kozotti
tartomanyban is. Ebben a tartomédnyban azért el6nyos a fehérje- vagy peptidtar-
talmat mérni, mert az UV-abszorpci6 fiiggetlen az aromas aminosavak mennyisé-
gétdl, igy a fényelnyelés csaknem fiiggetlen a fehérje vagy peptid mingségétél.
A modszer hatranya, hogy optikailag igen kival6 min6ségii, nagy érzékenységu
spektrofotométert és j6 méréstechnikai feltételeket kivan, mert a rovid ultraibo-
lya-tartomanyban a szoértfényeffektus nagyon megvaltoztathatja a mérések ered-
ményeit. Ebben a mérési tartomanyban 40-80-szor nagyobb érzékenységet lehet
elérni, mint a hagyomanyos, 280 nm-en mért fényelnyeléssel.

4.3.1.9.2. Spektrofotometrias médszerek a lathaté fény tartomanyban

A fehérjék szinreakcidja valéjaban az 6ket felépit6 aminosavak szinreakcidira
vezethet$ vissza. A fehérjék kimutatasédra hasznalhaté szinreakciok kozil csak
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kevés hasznalhaté mennyiségi analizis céljaira. A legfontosabbak a biuret-reakci6
és a Folin—Ciocalteu-féle fenolreagenssel valé szinreakciok.

4.3.1.9.2.1. Biuret-médszer

A biuret-reakci6 sordn ltgos kozegben a Cu®*-ion négy peptid-nitrogénhez kap-
csolédik. A -CONH-csoporton kivil adjék a reakciét a -CSNH,-, a -C(NH)NH,-,
a—-CH,NH,-, a-CRHNH,-, a-CHOHCH,NH,-, a-CHNH,CH,OH-, a-CHNH,CHO-
csoportok és természetesen maga a biuret is (CONH,NHCONH,), amelyrél a re-
akcié a nevét kapta. Az ibolyaszinii rézkomplexnek a lathaté fény tartomanyban,
az 540-560 nm kozott van abszorpcids maximuma, de a rézkomplex a kozeli
ibolyantali tartoméanyban, 310 nm-en is mérhetd.

Gornall és munkatérsai az aldbbiak szerint 4llitottak el§ és hasznaltak
a biuret-reagenst. 1,5 g CuSO, - 5 H,0-t és 6 g NaKC,H,O, - 4 H,O-t feloldunk
500 cm® vizben, 300 cm® 10%-0s karbonatmentes NaOH-oldatot adunk hozz4,
majd vizzel 1 dm®-re higitjuk. A reagens polietilén palackban, s6tét helyen eltart-
haté. 0,1% kalium-jodid hozzaadasa megakadalyozza a réz redukcidjat, de nem
befolyésolja a biuret-szinreakciét. A meghatérozas sordn 1 cm®1-10 mg/cm®-es
fehérjeoldathoz 4 cm® biuret-reagenst adunk, 6sszerdazzuk, szobahémérsékleten
30 percig allni hagyjuk, majd 540-550 nm hullamhosszon mérjiik a fényelnyelést
1 cm®viz és 4 cm® biuret-reagens keverékével szemben. A standard goérbét mar-
haszérumalbumin-oldattal készitjiik. Ha nagyobb pontossagra van sziikségiink,
célszerti a vizsgalati anyagbdl Kjeldahl-mddszerrel fehérjemeghatarozast végezni,
és erre vonatkoztatni az eredményeket. Mivel a nem fehérje nitrogén is reagél a
biuret-reagenssel, ezért a meghatarozast triklér-ecetsavas kicsapas utan a csapa-
dék lagos oldatabdl célszert elvégezni.

A kisebb molekulatémeg(i, biuret-reakciét add, nem fehérjeszert vegyiiletek-
tél és egyéb zavard anyagoktdl a biuret-reakciéban keletkezdé fehérje-réz komp-
lexet Sephadex G-25 oszlopon is el lehet vélasztani. Ezt kovetéen a fehérje-réz
komplexet H,SO,—H,O eleggyel roncsoljak, meglagositjak, majd a rezet dietil-di-
tiokarbamattal kolorimetrikusan meghatarozzak. Ez az eljaras azonos érzékeny-
ségl a Lowry-féle médszerrel (lasd késébb), és tizszer érzékenyebb a 280 nm-es
UV-abszorpcion alapulé eljarasnal.

Egy masik médszer szerint a Sephadex gélen sztiréssel elkiilonitett fehérje-
réz komplexbdl roncsoléssal felszabaditjak, majd mérik a Cu**-ion-tartalmat, és
a rézzel katalizalt fenol-kléramin-T reakci6 alapjan, a 410 nm-en mért abszorp-
ciobol szamitjak a fehérjetartalmat. Ez a rézmeghatérozasi médszer mintegy ezer-
szer érzékenyebb, mint a réz atomabszorpciés spektrofotometrias meghatarozasa,
a fehérjemeghatérozas érzékenysége pedig 6tszazszor nagyobb, mint a Lowry-féle
eljarasé (0,01-0,2 ug/cm® fehérje).

A biuret-reakcio fényelnyelése a kozeli ibolyantili tartomanyban, 330 nm-
en elényosen mérhetd, és itt a meghatarozéast nem zavarja a nukleinsavak vagy
az ammoniumion jelenléte. A rézkomplex fényelnyelését 310 nm-es hullamhosz-
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szon is javasoljak mérni, melynek soran nukleinsavat nem tartalmazé oldatbél
0,075 mg/cm’-nél kevesebb, nukleinsav jelenlétében pedig 0,15-3 mg/cm®fehérjét
tudtak meghatarozni. Ellman biuret-mé6dszere 263 nm-nél méri az abszorpciot,
az eljaras érzékenysége 0,01 mg/cm® fehérje, vagyis egy nagysdgrenddel nagyobb,
mint a lathat6 tartomédnyban mért abszorpci6 alapjan meghatdrozhaté.

Fehérjemeghatarozast sok esetben kézvetleniil a novényi vagy édllati szovetki-
vonatbdl kell elvégezni. A kivonasra hasznalt puffer vagy detergens zavarhatja a
meghatarozast, hisz ezek jelenlétében a biuret-reagens csapadékot ad a fehérjével.
A csapadékot oldani lehet péld4ul propilénglikolban, és a fényabszorpci6 ilyen-
kor 330 nm hulldmhosszon mérhets. A biokémiai reakciék soran igen gyakran
hasznalt TRIS-puffer (tris[hidroxi-metilamino-metan]) jelenléte nem kivanatos
a fehérjemeghatérozasnél, mert mind a biuret-, mind a Lowry-féle fehérjemeg-
hatarozast zavarja. A puffer nitrogéntartalma miatt a Kjeldahl-féle fehérjemeg-
hatarozas is nehézkes, ezért inkdbb a biuret-kalibralégorbéket kiilonféle TRIS-
koncentraciokkal felvéve hatarozzuk meg, hogy a puffer mennyivel néveli meg
az extinkcios értékeket.

A biuret-reakcié makro valtozatai jol hasznalhatok kiillonféle gabonadr-
lemények fehérjetartalmanak vizsgalatara is. Ennek soran az alkalikus réz(II)-
szulfat-oldat a fehérjének nemcsak reagense, hanem extrahéldszere is. Jennings
az aldbbi moédositott biuret-reagenssel vonta ki, illetve hatarozta meg a fehérjét.

900 cm® vizben feloldott 2 g kdlium-natrium-tartaratot és 15 cm® 10 M kali-
um-hidroxidot, folyamatos keverés kézben 30 cm® 4%-0s réz-szulfat-oldatot adott
hozza, majd az oldatot desztillalt vizzel 1 dm®-re egészitette ki. A fehérjemegha-
tarozas sordan 500 mg lisztet dugoval zarhato extrakcios edénybe mért, ezt 2 cm?®
szén-tetrakloriddal megnedvesitette, majd 50 cm® mddositott biuret-reagenst
adott hozza. Raz6gépen hatvan percig razatta, majd a szuszpenzi6 egy részét
3000 g-n 10-15 percig centrifugélta. A tiszta feliiltisz6 fényelnyelését 550 nm hul-
ldmhosszon mérte 1 cm-es kiivettdban, a kalibralogorbét pedig a Kjeldahl-nitro-
génmeghatdrozas alapjan szerkesztette meg. Btiza- és arpadérleményekkel végzett
vizsgalatokkal megallapitottak, hogy a Kjeldahl-nitrogénértékek és az extinkci6
kozott igen szoros az Gsszefiiggés. ElsGsorban a biuret-reagens stabilitédsat célozva
ezt a mddszert tobben médositottak. A kdlium-natrium-tartarat helyett hasznal-
tak glicerint, méasok pedig finoman poritott CuCO, alkalmazaséval kiiszobolték
ki a reagens bomlékonysagat. Alkalikus vizes oldat helyett kalium-hidroxidra
0,1 M-o0s, 60%-0s izopropil-alkoholt hasznélva a gabonadérlemények festékanya-
gai kevésbé oldodnak ki, igy ezek fényelnyelése a biuret-reakciét nem zavarja.

4.3.1.9.2.2. Lowry-médszer

A biokémiai analitikaban a legelterjedtebb fehérjemeghatérozas a Lowry- (Folin—
Lowry-) féle eljards, amelynek alapja a fehérje biuret-reakci6ja alkalikus kozeg-
ben Cu®**-ionnal, és a Folin—Ciocalteu-féle foszformolibdén-foszfor-wolframsav
redukcidja heteropoli-molibdénkékké, a fehérjekotésben 1évé aromés aminosavak
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rézion katalizélta oxidaci6ja kozben. A Folin-féle fenolreagenst az alabbiak sze-
rint készitjik:

100 g Na,WO, - 2 H,0-et, 25 g Na,MoO, - 2 H,0-et feloldunk 700 cm? vizben,
majd 50 cm® 85%-0s H,PO,-at és 100 cm® témény HCl-at adunk hozz4. Az olda-
tot kétliteres, normalcsiszolatos ggmblombikban, hiitével felszerelve 10 éran at
forraljuk, majd 150 g litium-szulfatot, 50 cm® desztillalt vizet és néhany csepp
brémot adunk hozza. 15 percig visszafolyé nélkiil forraljuk, hogy a brém feles-
legét eltizziik, lehtilés utan pedig desztillalt vizzel egy literre toltjiik fel. Barna
folyadékiivegbe sztirjuk. Hasznalat el6tt 1 M-os NaOH-dal fenolftaleinindikator
jelenlétében meghatarozzuk az aciditasat, a fehérjemeghatdrozashoz pedig az
el6irt koncentraciora higitjuk. A standard gorbék elkészitése soran kiilonb6zé
higitdsokkal 0, 10, 20, 50, 100, 200, 500, 1000 és 2000 ug/cm® koncentraciéja
fehérjesorozatot allitunk el szarvasmarha szérumalbumin-frakciébdl.

Az igy elééllitott standardsorozat vagy a minta (ami optimalis esetben 50-
100 mg/100 cm® fehérjét tartalmaz) 0,1 cm*-éhez 0,1 cm® 2 m6los NaOH-ot adunk,
100 °C-on 10 percig fiitéblokkba vagy vizfiird6be helyezziik, majd szobahémér-
sékletre htitjitk. 1 cm® frissen készitett reagenst adunk hozz4, amely 100:1:1 tér-
fogatszazalékos ardnyban tartalmazza a 2% natrium-karbonét, az 1% CuSO, -
5 H,O és a 2% kalium-natrium-tartarat-oldatot. Az alkalikus réz-tartarat reagenst
elkészithetjuk tgy is, hogy 1,25 g CuSO, - 5 H,O-t és 3,375 g kalium-natrium-
tartaratot oldunk 100 cm® desztillalt vizben, majd ebbdl a térzsoldatbol 1 cm?-t
2,5%-0s Na,CO,-oldattal 100 cm®-re higitunk. Az oldatot mindig frissen kell
késziteni. Az oldatot szobahémérsékleten 10 percig hagyjuk allni, majd adjunk
hozza 0,1 cm® Folin-reagenst, intenziven keverjitk 6ssze, ezutdn hagyjuk allni
szobahémérsékleten 30-60 percig, de az id6 a 60 percet soha ne haladja meg. Mér-
jik az oldat abszorpci6jat 750 nm-en akkor, ha a fehérjekoncentracié 500 ug/cm’®
alatt volt, vagy 550 nm-en akkor, ha a fehérjekoncentraci6 100-2000 ug/cm® kozott
volt. Szerkessziik meg az abszorbancidk alapjan a kalibracios gorbét, amely mér
alkalmas az ismeretlen fehérjetartalmi minta fehérjetartalmanak szamitasara.
Ismeretlen fehérjetartalmi minta esetében 75-200 ug kozotti fehérjét tartalmazo
mintat 3 cm® 0,5 M NaOH-ban oldunk, majd az oldatb6l 1 cm®-t pipettazunk egy
korjeles kémcsébe, 4 cm® alkalikus réz-tartarat reagenst adunk hozz4, 6sszeke-
verjiik, 10 percig 4llni hagyjuk, majd 1 cm® Folin-reagenst adunk hozza erélyes
keverés kozben. A standard gorbénél leirtaknak megfeleléen szobahémérsékleten
allni hagyjuk, ha sziikséges, centrifugéaljuk, ezt kovetéen pedig mérjiik az oldat
fényelnyelését a fehérjetartalomtol fiiggéen 750 vagy 550 nm-en. Ha a méréseket a
hitelesit6 gorbe linearis tartomanyéaban végezziik, a meghatérozas hibaja =2-49%.

A Lowry-féle fehérjemeghatarozast az oldatban 1évé idegen anyagok, puf-
ferek, detergensek, kelatképz6 anyagok, alkoholok, cukrok, poliszacharidok,
pigmentek, nagyobb koncentracidban jelen 1évé szulthidrilek és szulfhidril-re-
agensek erételjesen zavarjak, és kiillonleges eljarasokat kell alkalmazni a lipo-
proteinek fehérjetartalmanak meghatarozasa soran is. Megéllapitottak, hogy kii-



4.3. Szerves alkotérészek meghatarozasa W 229

16nb6z6 pufferek eltér6 médon befolyédsoljdk a Lowry-reakcié érzékenységét, és
csokkentik az érzékenységet a glicin, a glicil-glicin, a citratok, a szukcinatok, a
nétrium-dodecil-szulfét és a cukrok is. Ha ezek az anyagok alland6 koncentréci-
6ban vannak jelen, akkor zavaré hatasuk az azonos kortilmények kozott készitett
vakoldattal kompenzalhaté. Kimutattak, hogy a glicerin mind a Lowry-féle fe-
hérjemeghatérozas esetén, mind a biuret-reakci6 sorén lineérisan noveli a fény-
abszorpciét, amely zavar6 hatds megfeleld referensoldattal kompenzéalhat6. Vizs-
gélatok szerint a redukal6cukrok és a poliszacharidok koziil nagyon sok reagal a
Folin-reagenssel, és ezek a szinreakci6k nagymértékben zavarhatjak a fehérjemeg-
hatarozast. Sokféle cukorral meghataroztak az tgynevezett proteinegyenértéket,
amelyet a fehérjemeghatarozas soran figyelembe kell venni. Lipoproteidek és
proteolipidek fehérjetartalmanak meghatarozésa soran, mivel ezek a vegyiiletek
vizes kozegben nehezen old6dnak, a kioldast 37 °C-on, egy éjszakan éat tarté la-
gos kezeléssel, vagy 100 °C-on 30 percen at végzett lagos kioldéssal érik el. Egyes
proteolipidek a lipidek eltavolitdsa utan csapadékot is képezhetnek a Lowry-féle
fehérjemeghatérozas soran, a lipoidok oxidaciéja soran képz6dé bomlastermékek
pedig reagalnak a Folin-reagenssel, megndvelve a fehérje mennyiségét.

Amennyiben nem fehérjeoldatbél, hanem precipitélt fehérjébdl kell a megha-
tarozast elvégezni, akkor a precipitaitumot 2 mélos NaOH-ban oldjuk, és 100 °C-
on 10 percig hidrolizaljuk. Teljes sejtek vagy komplex biolégiai anyagok esetében
a mintdkat megfelel6 médon el6 kell késziteni a fehérjemeghatarozashoz, ami
magaban foglalhat példaul perklérsavas kicsapést, amely utdn a fehérjecsapadék
mar alkalmas a Lowry-féle fehérjemeghatarozasra.

Egy masik eljaras szerint 1 cm® fehérjetartalmi mintdhoz 0,1 cm® 72%-o0s
triklér-ecetsavat adnak, majd 1000-3000 g kozott 30 percig végzett centrifuga-
lassal az oldatbdl elkiilonitik a kicsapott fehérjét, amely most mar alkalmas a
Lowry-féle meghatdrozasra. Mivel a detergensek, mint amilyen péld4ul a natri-
um-dodecil-szulfat, gyakran jelen vannak azokban az oldatokban, amelybél fe-
hérjemeghatarozast kell végezni, ilyenkor a fehérje tokéletes kicsapasédra nemcsak
triklér-ecetsavat, hanem foszfor-wolframsavat is alkalmaznak az aldbbiak szerint:

1 cm’® fehérjetartalmt mintdhoz hozzaadnak 0,2 cm® 30 témeg%-os triklér-
ecetsav- és 6 tomeg%-os foszfor-wolframsav-oldatot, tsszekeverik, majd szoba-
hémeérsékleten 20 percig 4llni hagyjak, centrifugéljak 4 °C-on, 2000 g-n, 30 per-
cig, a feliiltszot dekantaljak, és a kapott csapadékbol hatarozzak meg a fehérjét.
A reakcié rendkivili médon fiigg a pH-t6l, ezért tigyelni kell arra, hogy a pH
10,0-10,5 kozott maradjon a meghatarozés soran. A Folin-reagenssel valé reakcio
ideje nem tulzottan kritikus, a reakcié gyakorlatilag 10 perc alatt tokéletesen
végbemegy, de tobboras varakozas sem befolyésolja 1ényegesen a fényelnyelést.
Nagyon kell tigyelni viszont arra, hogy a Folin-reagens és a minta keveredése
gyors és tokéletes legyen, ugyanis a reagens lagos kortilmények kozott instabil,
és bomlasa novelheti a meghatdrozas hibdjat. Amint mar sz6 volt réla, a Lowry-
moédszer hibaja, hogy nagyon sok anyag, példaul pufferek, a drogok, a nuklein-
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savak és a cukrok zavarhatjak a meghatdrozast. A zavar6 hatdsok minimélisra
csokkenthet6k a minta higitasaval tgy, hogy a fehérjekoncentracié még elég nagy
legyen a higitas utan az optimalis meghatarozashoz. A zavar6 hatas kikiiszobolé-
sére minden alkalommal zavar6 anyagokat tartalmazé vakmintat kell késziteni.
A detergensek, a cukrok és az EDTA zavar6 hatasa kikiiszobolhetd, ha a fehérje
kicsapésa sordn nétrium-dodecil-szulfatot is juttatunk a rendszerbe.

Ha a Folin-reagenst nem egyszerre, hanem két adagban adjuk a mintdhoz, az
20%-kal megnovelheti az érzékenységet. Ha harom perccel a Folin-reagens adago-
l4sa utan ditiotreitet adunk a reakciéelegyhez, az érzékenység mintegy 50%-kal né.

A Lowry-meghatarozas sordn kapott szines termék szinintenzitasa fiigg a fe-
hérje aminosav-osszetételétdl, ezért két kiilonbozé fehérje, amelyeknek koncent-
racidja 1 mg/cm®, kiilénféle szinintenzitast ad a meghatérozas soran. Figyelembe
kell venni, hogy a bovin szérumalbuminnal felvett standard gorbe csak kozelit6
meghatarozast ad a fehérje koncentréaci6jara. Az abszolat értéket barmilyen fehér-
jére ezzel a médszerrel csak akkor lehet meghatarozni, ha a kalibraciés gorbe
is ugyanabbdl a fehérjébdl késziil, mint amit a mintdbél meg akarunk hatérozni.
A fehérjetartalom pontosabb meghatarozasara csak az aminosav-analizis alkalmas.

4.3.1.9.3. Fehérjetartalom-meghatarozas festékkotéssel

A fehérjemolekula savanyu és bazisos csoportjai megfeleld kisérleti koriilmények
kozott a festék disszocialt csoportjaival (legtobbszor szulfonsav csoportokkal) re-
akciéba 1épnek, és veliik oldhatatlan, szines csapadékot képeznek. A festékkotés
mértékébol a fehérje mennyiségére lehet kovetkeztetni, ezért a moédszer megfeleld
koriilmények kozott mennyiségi meghatdrozassa fejleszthetd.

A szerves festékek koziil el6szeretettel alkalmaztak fehérje meghatérozasara az
amidofekete 10B festéket (C,,H,,N,O,S,Na,), amely savanyt kozegben jol kotédik a
fehérjéhez, aminek alapjan a fehérje mennyisége meghatérozhaté. Folyadékok fehér-
jetartalmanak meghatarozasa soran a fehérjét ecetsavas metil-alkoholban amidofeke-
tével megfestik, majd a centrifugalassal eltdvolitott, megfestett csapadékot natrium-
hidroxidban oldjak, és mérik a szin intenzitasat. A fehérje festékkotéssel valé meg-
hatarozasa soran egyrészt tesztelték azt, hogy a festék hogyan kotédik a kiillonbozé
fehérjékhez, mésrészt kiilonbozé fehérjéket probaltak ki a meghatérozéasok soran.
Megallapitottak, hogy a festékkotés kevésbé specifikus, mint a Lowry-féle médszer,
ugyanis a vizsgalt kilenc, kiilonféle fehérje festékkotése nitrogénre szamolva kozel
azonos volt. Az amidofeketét nemcsak folyadékban oldott fehérjék meghatérozasara,
hanem kiilénb6z6 membranokon, illetve géleken elvélasztott fehérjék festésére is
hasznaltak. Megéllapitottdk, hogy az amidofekete abszorpcidja a poliakrilamid gél-
ben 16v4 fehérjéhez 1,5 mg/cm’-ig linearis. A megkotott fehérje kvantitative festhetd
amidofeketével, és mennyisége denzitométerrel meghatarozhat6. Az amidofeketén
kiviil hasznéltdk még a xilen-brillant-cianin G, valamint az orange G és a coomassie
kék G 250 festékeket is a fehérje mennyiségi meghatarozasara.
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Gabonadrlemények fehérjetartalmanak és a fehérje mindségének vizsgélatara
tobb gyors maédszert is kidolgoztak. A festékkotési modszert a biizalisztfrakciok
fehérjéi bazisos és savas csoportjainak, illetve ezek ardnyanak meghatérozaséra
hasznaltdk. A bazisos csoportok festékkotését orange G 0,1%-o0s oldataval, a savas
csoportok festékkotését pedig a safranin O 0,2%-os oldataval végezték. A festék-
kotés mérésére indirekt modszert alkalmaztak, azaz nem a megkotott festéket,
hanem a festék feleslegét mérték a festékoldat koncentracidjanak csokkenésébdl.
Az orange G szinét 472 nm-en, a safranin O szinét pedig 452 nm-en mérték,
otvenszeres higitasban. Ebb6l a médszerbél fehérjemeghatarozési modszert fej-
lesztettek ki, amelynek lényege a kovetkez6:

600 mg liszthez 50 cm®-es polietilén centrifugacsében 25 cm® orange G fes-
tékoldatot adnak, amit a kovetkez6k szerint allitanak el6: 100 mg finoman poritott
festéket oldanak 100 cm®vizben, amelynek pH-jat 2,2-re allitjak be. A festékada-
golés utan a dugéval lezart centrifugacséveket 15 percig razzak, mikzben a fehérje
pozitiv toltésii csoportjai és a festék negativ toltésti csoportjai kozott a reakcié
teljesen végbemegy. Az oldhatatlan fehérje-festék komplexet és a liszt egyéb,
nem oldédott komponenseit dtperces, 4000 fordulaton végzett centrifugélédssal
kalonitik el a reakcidba nem 1épett festékoldattél, majd a feliiltszo fényelnyelé-
sét 470 nm-en mérik. A festékkotés és a Kjeldahl-nitrogén kozotti osszefiiggés
erdsen szignifikans.

4.3.1.9.3.1. Bradford-médszer

Nagyon sok laboratériumban elterjedt a fehérjék meghatarozasira a Bradford-
modszer, amely a coomassie kék G 250 festék és a fehérje kozotti reakcion
alapul. Ez a médszer egyszertibb, gyorsabb és érzékenyebb, mint a Lowry-mdd-
szer, rdadasul nem zavarjdk a minta el6édllitdsa sordn hasznalt reagensek és az
NPN anyagok sem. A részletes vizsgalatok megéllapitottak, hogy a festék harom,
kalonbo6zé disszocialt forméban fordulhat el8, a funkciés csoportok pKg-értékei
1,15; 1,82 és 12,40. A savas oldatban dominédns formak voros és zold szintek,
amelyeknek fényelnyelési maximuma 470 és 650 nm-en van, a negativ t6ltést
kék forma, amely a fehérjéhez kot6dik, 590 nm-en mutat abszorpciés maximu-
mot. A fehérjék mennyisége a kék szinti, negativ toltést festékkel hatarozhato
meg, amelynek sordn a fényelnyelést 590 nm-en mérik. A festék az arginil- és
lizil-oldallancokhoz kotédik, ami a killonb6z6 fehérjék esetén az aminosav-tarta-
lom fiiggvényében kiilonbo6z6 lehet. A médszer hatranya még az is, hogy érzékeny
mas vegyiiletek jelenlétére is. Tobbszori modositds utan azonban elmondhat6,
hogy a Bradford-mdédszer ma is az egyik legnépszeriibb és legszélesebb kiorben
alkalmazott fehérjeanalitikai médszer. Az eredeti eljaras alkalmas 10-100 ug ko-
z6tti fehérje mennyiségének mérésére, a belble kifejlesztett mikromddszer pedig
képes 1-10 pg kozotti fehérjét mérni. Ez utébbi mikromédszer rendkiviil érzé-
keny, de érzékeny az egyéb zavar6 hatdsokkal szemben is. A meghatédrozas sordn
az alabbi reagenseket hasznaljuk:
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Szinreagens: 100 mg coomassie kék G 250-t oldunk 50 cm® 95%-os etil-al-
koholban, az oldatot 100 cm® 85%-0s foszforsavhoz keverjiik, majd az egészet
desztillalt vizzel 1 dm®-re toltjiik. A reagenst sztirépapiron keresztiil atsztrjiik, és
barna iivegben, szobah6meérsékleten téroljuk. Az igy kapott oldat néhany héten
keresztiil stabil, bar némi kicsapédas végbemehet a térolas sordn. A csapadékot
hasznalat el6tt sziiréssel el kell tavolitani.

A fehérjestandard elééllitasa soran szarvasmarha-y-globulint hasznalunk,
1 mg/cm® koncentraciéban, desztillalt vizben oldva. A mikromédszer esetében a
proteinstandardot 100 ug/cm®-es oldatbél allitjuk els. Ezeket a desztillalt vizben
oldott fehérjéket —20 °C-on térolhatjuk a felhasznalasig. A meghatdrozas soran
rendkiviili médon kell tigyelni a tisztasagra és arra, hogy az eszkozok detergenst
még nyomokban se tartalmazzanak. Kvarckiivettdkat nem lehet alkalmazni, mivel
a festék kot6dik hozzajuk, az tivegeszkozokhoz kotédott festéket pedig metanolos
oldéassal vagy detergensek segitségével el kell tavolitani.

A standard mddszer szerint 10-100 ug kozotti fehérjének megfelels szarvas-
marha-y-globulin-oldatot pipettdzunk 100 ul térfogatt kémcsovekbe. Amennyiben
az ismeretlen minta fehérjekoncentraciéjarél nincsenek informécidink, a higi-
tdsokat 10-szeres, 100-szoros, illetve 1000-szeres mennyiségben végezziik el a
torzsoldatbol. A kalibracios gorbe készitése soran parhuzamosan 10, 20, 40, 60,
80 és 100 ul-t pipettazunk az 1 mg/cm® szarvasmarha-y-globulin standardoldatok-
bél a kémcesovekbe, mindegyiket 100 ul-re egészitjitk ki desztillalt vizzel, és 100 ul
desztillalt vizet hasznalunk a vakminta eléallitisahoz is. Mindegyik kémcséhoz
5 cm® fehérjereagenst adunk, keriilve a felhabzést 6vatosan dsszekeverjiik, mert
az rontja a reprodukélhatésagot. A reakcié nagyon gyorsan lejatszodik, ezért a
standard, a vak és a minta fényelnyelését a reagens hozzdadésat kovetéen két
perc milva mar mérhetjiik, de a mérést egy 6ran beliil mindenképpen el kell vé-
gezni. A standard gérbe nem linearis, a fényelnyelés fiigg az alkalmazott reagens
fényelnyelésétél. Ebbél kovetkezik, hogy minden egyes meghatarozés alkalmaval
standardsorozatot és vakmintat is kell késziteni.

A standard médszer alkalmas 10-100 pg kozotti fehérjemennyiségek mé-
résére. Az ebbdl kifejlesztett mikromédszer ennél lényegesen érzékenyebb, és
kiilonosen akkor hasznos, ha igen kis mennyiségl fehérje all rendelkezésre a
meghatédrozashoz. A mikromddszer alkalmazésa sordn 1-10 ug kozotti fehérje-
mennyiségeket — maximum 100 ul §ssztérfogatban — mériink be 1,5 cm® térfo-
gati polietilén mikrocentrifuga-csévekbe. Amennyiben az analizalandé minta
kozelité fehérjetartalmat sem ismerjiik, 10-szeres, 100-szoros és 1000-szeres
higitassal is elvégezziik a mérést. A kalibraciés gorbe készitése soran a 100 ug/
cm® szarvasmarha-y-globulin standardoldatbél mikrocentrifuga-csévekbe be-
mérink 10, 20, 40, 60, 80 és 100 ul oldatot, és desztillalt vizzel mindegyiket
100 pl-re egészitjiik ki. A vakmintahoz szintén 100 ul desztillalt vizet mériink
be egy mikrocentrifuga-cs6be. Mindegyik mintdhoz hozzdadunk 1 cm?® fehér-
jereagenst, és a csOveket 6vatosan, de alaposan ¢sszekeverjiikk. A proteinrea-
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gens hozzédadasat kovetben 2 és 60 perc kozott mérjik az oldat fényelnyelését
595 nm-en.

A Bradford-meghatarozast nem nagyon zavarjdk a biokémiai analitikaban
hasznalt reagensek, ennek ellenére néhany vegyszer jelent6s hatassal lehet a vak-
proba fényelnyelésére, illetve a fehérje és a festék kot6désére. A legnagyobb prob-
lémat a detergensek és a kiilonféle amfolitok okozzak, amelyeket gélfiltraléssal
vagy dializissel el kell tavolitani az oldatbél, vagy a fehérjéket ki kell csapni, és a
csapadékbol kell végezni a meghatarozéast. Megoldas lehet az is, hogyha a vakpro-
ba és a kalibréciés standardok is ugyanazokat a zavar6 anyagokat tartalmazzék,
mint a minta. Bazikus kozegben a festék anion forméja dominal, ezért ilyenkor
az abszorpcié jelentés mértékben megnd.

A fehérjéhez kotott festék abszorpciés maximuma a kék szint ionos forméa-
hoz viszonyitva 590 nm-r6l 620 nm-re tol6dik el. Célszerti lenne tehat itt mérni
a fényelnyelést, ezt azonban mar zavarja a zold szinti forma 650 nm-en bekovet-
kez6 abszorpciés maximuma. Ezért az érzékenység novelését és a zavar6 hatést
is figyelembe véve 595 nm a legjobb kompromisszum.

A festék nem kot6dik sem a szabad argininhez, sem a lizinhez, sem a 3000 Da-
nal kisebb molekulatomeg(i peptidekhez, ezért a peptidhormonokat és a bioldgi-
ailag aktiv, fontos peptideket ezzel a médszerrel nem lehet mérni. A Bradford-
modszer érzékenysége a kiillonféle fehérjék mérésekor igen eltéré. Példaként
emlitendd, hogy amennyiben a tripszin relativ abszorbancidja 18, akkor a bovin
szérumalbuminé 100, a citokrom c-é 128, a hisztoné 130, a mielin bazikus fehér-
jéé pedig 139. A modszert sokféleképpen médositottak azért, hogy ez a rendkiviil
eltéré valtozatossag mérséklédjék. Valtoztattak a festékoldat koncentracidjat, a
pH-t, de 1ényeges eredményeket nem értek el e tekintetben. A membranfehérjék
mérésekor célszertinek latszik a detergensek teljes elhagyésa és a fehérjék kalci-
um-foszfattal valé kicsapésa. Befolyédsolja a mddszer érzékenységét a coomassie
kék G 250 festék tisztasaga, ezért azt csak nagyon j6 mindségben, megbizhat6
helyrél szabad beszerezni. Jelentés hatassal lehet a meghatarozas pontossigéra
a standard kalibraciés gorbéhez hasznélt fehérje mindsége. Ehhez legtobbszor
a szarvasmarha-szérumalbumint hasznaljak, mert ez viszonylag olcsd, és tiszta
formaban konnyen hozza lehet jutni. A probléma ezzel az, hogy a fehérjének
— Bradford-médszerrel vizsgalva — meglehetésen nagy a festékkoté kapacitésa,
ezért a legtobb esetben az ismeretlen minta fehérjetartalmat (kalibraciés gorbével
végezve az értékelést) alulértékeli. A festékkotd kapacitasban mutatkozo kiilonb-
ségek miatt a meghatarozni kivant fehérje festékkoté kapacitasanak hasonl6-
nak kellene lenni ahhoz, mint amibél a standard kalibracios gorbét készitik.

4.3.1.9.4. Egyéb médszerek a fehérjetartalom meghatarozasara

Fehérjeoldatok fehérjetartalmédnak mérésére az el6z6ekben ismertetett mod-
szereken kiviil alkalmasak lehetnek még a turbidimetrias, a fluorometrias, a
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refraktometrias és a polarimetrias eljarasok is. Ezek a mdédszerek nem nagyon
terjedtek el a gyakorlatban, azonban specialis problémak megoldasara alkalmasak
lehetnek. A turbidimetrias eljardsok azon alapulnak, hogy az igen aprd, lebegé
részecskéket tartalmazé szuszpenzidk, mint amilyenek a nagy higitasban kicsa-
pott fehérjék, a rajtuk athaladé fény egy részét szétszorjak, az oldatot zavarossa
teszik. A zavarossag mérése a nefelometria. A zavarossag kétféle médon mérhet6:
a turbidimetrias eljaras sordn mérhetjitk a zavaros oldaton athaladé fény intenzi-
taséat, illetve intenzitasanak csokkenését a tiszta oldattal szemben, az abszorpcios
fotometria szabalya szerint. A zavarossag mérésének masik mdédja az, amikor a
lebeg6 részek altal szétszort fényt meghatarozott szogben mérjilk, amely mérési
elv hasonlé a fluorimetridhoz. A zavarossag bizonyos hatarok kozott ardnyos a
lebegé részecskék szdmaval, illetve adott diszperzitasfok esetén a lebegé anyag
koncentracidjaval. A koncentracié a turbidimetrias mérés sordan csak empirikus
kalibracios gorbe segitségével mérhetd, amennyiben az Gsszes kisérleti koriil-
mény azonos.

Turbidimetrias fehérjemeghatarozassal jol kovethetd a fehérjék enzimes
lebomlasa. Hasonléan lehet a zavarossagbdl kovetkeztetni a fehérjekicsapas
koncentraciofiiggésére is. Zein-oldat koncentraciéjat igy hataroztak meg, hogy
70%-o0s alkoholos fehérjeoldat 2 cm?®-éhez 6 cm® 1%-0s NaCl-oldatot adtak, és
590 nm-en 60 perc utan fotometridsan mérték a zavarossagot. Amennyiben a
fehérjébdl valamilyen kicsapészerrel zavaros oldatot sikeriil 1étrehozni, akkor el-
valasztasuk sordn a turbidimetria akéar az egyes fehérjefrakcidk detektaldsara is
alkalmas lehet.

A fluorometrias eljarasok alkalmazasanal a fehérjemeghatérozésra két le-
hetéség adodik: a fehérjék kapcsolasa fluoreszkalé vegytletekhez, illetve a flu-
oreszkal6 vegyiiletek fluoreszcencidjanak kioltasa fehérje adagolasaval. Az els6
modszer technikajdnak lényege, hogy a festékkotéses médszerekhez hasonléan
fluoreszkalé festéket kapcsolnak a fehérjéhez, és mérik az igy kapott komplex
fluoreszcencidjat 510 nm-en valo gerjesztés utan 540 nm-en. A tébbféle fluoresz-
cenciéas festék koziil az eozin bizonyult a leghasznéalhatébbnak. Az eozinon kiviil
fluoreszkamint is hasznaltak fehérjék, peptidek, aminosavak és primer aminok
meghatérozasara, a fluoreszkamin ugyanis szobahémérsékleten és vizes oldatban
is reagal az aminocsoporttal. A gerjesztést 390 nm-en végezték, a kisugarzott
fluoreszkal6 fény intenzitdsat pedig 475 nm-en mérték. A reakci6 pH = 4-10
kozotti tartomanyban jatszodik le, és segitségével 0,5 ug fehérje hatarozhaté meg.
Ugyancsak érzékeny médszert dolgoztak ki a hisztonok meghatarozésara, amely-
nek segitségével 0,2-0,4 ug, lizinben vagy argininben gazdag hisztont lehet meg-
hatarozni.

A refraktometrias és a polarografias eljarasok gyakorlati jelentésége el-
enyész6. Talan emlitésre mélt6 az a tény, hogy egyes aminosavak, polipeptidek
és fehérjék meghatarozott pH-n, kobalttartalmt pufferben oldva, katalitikus reak-
ciéba lépnek a csepegé Hg-elektroddal, igy polarografidasan mérheték. A reakci6t
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a fehérjék —SH csoportja adja. A mddszerrel ug nagysagrendben lehet fehérjét
meghatéarozni.

4.3.1.10. Elelmiszer-fehérjék vizsgdlata elektroforézissel
és izoelektromos fokuszalassal

4.3.1.10.1. Az elektroforézis és analitikai alkalmazasa

Az elektroforézis olyan elvélasztési folyamat, amelyben a szeparaland6 kompo-
nensek elektromos erétérben kiillonbozé sebességgel vandorolnak. A részecske
vandorlési sebességét az elektrolitoldatban f6képpen annak toltése és az elektro-
mos térerd szabja meg. Az elvalasztand6 molekulanak magénak is lehet toltése,
vagy a toltést eredményezheti a molekula feliiletére adszorbealddott ion. A toltés-
sel rendelkezé részecskéknek a kozegben valé mozgasat gatolja a stirlodasi ellenal-
l4s, amely a részecske dtmérdjével és az oldat viszkozitdsaval aranyos. A mozgést
gétolhatja még az elektrolitoldat, melynek az elvalasztandé anyag molekulaival
ellentétes el6jelt ionjai burokszertien koriilveszik a részecskéket. Ez az ionfelhé
hidratburkot vonz magéhoz, mely gatolja a részecskék mozgasat. A fékezéer an-
nél nagyobb, minél nagyobb a puffer ionerdssége, ezért a vizsgalandé molekula
vandorlési sebessége elektromos er6térben az ionerésség névekedésével csokken.

Az elektroforézis valéjaban anyagkeverékek analitikai vagy preparativ elva-
lasztédséara szolgél6 eljaras, mely az egyes komponensek elektroforetikus mozgé-
konysaganak kiillonbségén alapszik. A mintaadagolds maédja szerint lehet sza-
kaszos vagy folyamatos tizemti, az elvédlasztashoz alkalmazott k6zeg mindésége
szerint pedig megkilénboztethetiink szabad és szildrd hordozén végzett elekt-
roforézist (a hordozé lehet papir, keményitd, agar, celluléz-acetét, porézus iiveg
vagy poliakrilamid gél). A hasznalt fesziiltség nagysaga alapjan ismertink kis-,
kozép- és nagyfesziiltségl elvalasztasokat.

Az analitikai eljarasok koziil a milt szazad nyolcvanas éveiig legelterjedtebb
volt a papirelektroforézis, manapsig azonban a poliakrilamid-gélelektroforézis
(PAGE) szinte teljesen hattérbe szoritotta a tobbi médszert. A PAGE alkalmazésa-
nak legszembet{inébb oka nagy felbontoképessége, hisz mig a papirelektroforézis-
sel a szérumfehérjéket csak 5-7 frakciéra, addig a PAGE-sel akér 50-60 frakciéra
is szét lehet valasztani.

4.3.1.10.2. A poliakrilamidgél-elektroforézis (PAGE)

A poliakrilamid, az akrilamid és az N,N’-metilén-bisz-akrilamid (BIS) térhalds
szerkezetl polimerizdciés terméke; a térhéalésité BIS a poliakrilamid-lancokba
beépiilve szabad funkciés csoportjaival a szomszédos ldncokkal is reagalni képes.
A hélészerkezet kialakulasaval polimer gélgomolyagok keletkeznek, melyekben
a poliakrilamid-lancok a maximaélis entrépidnak megfelel6en szabalytalan alakot
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vesznek fel. Az akrilamid- és a BIS-koncentracid, valamint a polimerizécié foka
megszabja az atlagos pérusnagysagot, a pérusnagysag pedig megszabja az azokon
még atszlir6d6 molekuldk maximalis tomegét.

A poliakrilamid gél elénye a kémiai stabilitas és indifferencia, a nagyfoka
transzparencia, a tag hatarokon beliill megvélaszthat6 pérusnagysag, az adszorp-
cib és az elektroozmozis hidnya, illetve a legtobb olddszerben valé oldhatatlan-
ség. A fentiek miatt a PAGE szinte valamennyi fehérje elvalasztiasara és anali-
zisére alkalmas; j6l szeparélhatdk vele mind a neutralis, mind a bazikus, mind a
savanyu karakterti fehérjék, mert a poliakrilamid gél teljes mértékben inert, nem
valtoztatja meg az elvélasztand6 fehérjemolekulak nativ tulajdonségait. Ha a gél
és a puffer 6sszetételét j6l valasztjuk meg, barmilyen molekulatomegi, illetve
tulajdonsagu fehérjét a legjobb felbontoképességgel tudunk elvélasztani. (A rész-
letesebb leiras a 2. fejezetben talalhato.)

4.3.1.10.2.1. A fehérjemintak el6készitése, gélre vitele
és az elektroforézis folyamata

A mintafelvitel el6tt meg kell hatirozni a vizsgalandé anyag fehérjetartalmat,
hisz attdl fiiggéen, hogy a minta hany komponenst tartalmaz, egy mintahelyre
10-100 ug fehérjét kell feljuttatni annak ellenére, hogy egyetlen fehérje 0,1 ug
mennyiségben is jol detektalhat6. 30-50 vagy tobb komponenst tartalmazé minta
esetén 200-400 ug fehérjét kell a gélre felvinni. Biologiai folyadékokat a fehérje-
koncentréaciétol fiiggé mennyiségben akar kozvetleniil is a gélre lehet vinni, élel-
miszer- és takarmanyfehérjék esetében azonban az analizist meg kell el6znie egy
jelentds mértéki tisztitasnak. Az el6készités soran 10-100 ug fehérjét tartalmazé
oldathoz 0,1 cm® puffert adunk, amelybe el6zéleg 0,1%-0s metanol-ecetsav (9:1)-
ban oldott brém-fenolkéket tesziink, ami jelzéfestékként a frontvonal haladésat
mutatja az elektroforézis folyaman. Ebbél a keverékbél lehet6leg 10-20 ul anyagot
rétegziink egy-egy mintahelyre. Nagy ionerésségti oldatok esetében a keveréket az
elektroforézist megel6zéen feltétleniil dializélni kell a higitott gytjtégéllel vagy a
higitott elektrédpufferrel szemben.

A minta felvitele utan indithatjuk az elvéalasztast. Alkalikus pufferrendsze-
rekben a fehérje, negativ toltésének kovetkeztében, az andd felé vandorol. Az
egyenaramu aramforrast igy kell megvélasztani, hogy a fesziiltség és az dram-
erésség allandé kontroll alatt maradhasson. A mintat kisebb dramerdsség mellett
koncentréljuk (1 mA/gél), majd 2-5 mA/gélre novelve végezziik a fehérjemoleku-
lak szétvalasztasat. Minden eltéré gélméret és puffer esetében mas az optimélis
feszililtség és dramerdsség, azt azonban figyelembe kell venni, hogy ha a fesziiltség
és az aramer(sség az optimélisnal kisebb, akkor az elvalasztott zénak életlenek
lesznek, ha viszont nagyobb, akkor a keletkezett hé rontja a szeparaciét. A futta-
tast addig folytatjuk, amig a jelz6festék a gél szélétél 0,5-1 cm tavolsagra nem ér,
amikor az dramforréast kikapcsoljuk és a géleket kiszedjiik. A géllapok eltavolitasa
a késziilék konstrukcio6jatol fiigg. Egyes esetekben vékony tiivel és vizsugarral le-
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het eltavolitani, majd az elvalt géllapot ajdnlatos azonnal fixal6oldatot tartalmazé
edénybe helyezni. A fixalas megakadélyozza a fehérje kidiffundalasat a gélbdl, és
a festdoldatot is kiméli. Fixalas utén a fehérjezénakat festéssel tessziik lathatéva,
majd sor kertilhet a fehérjefrakci6k mindségi és mennyiségi kiértékelésére. Fes-
tésre leggyakrabban az amidofeketét vagy a Coomassie-kéket hasznaljuk, melyek
gélen megkotsdé feleslegét mosassal kell eltéavolitani.

A proteinogram kiértékelése festés nélkiil is megvaldsithaté az UV-fényab-
szorpci6 segitségével, de alkalmas erre a fluorimetrias értékelés is fluoreszcens
festést kovet6en. A gyakorlatban jobban elterjedt azonban a festett proteino-
gramok értékelése, amelynek soran a festékek a fehérjemolekuldk szerkezeti
sajatsagai miatt kiilonboz6 médon kotédnek. A megfestett frakciék kvantitative
ezért csak ugyanazzal a fehérjével felvett kalibraciés gorbe alapjan értékelheték.
A mennyiségi értékelés kovetelménye a jo elvalasztas, a denzitométer és az integ-
rétor, illetve a szamitégépszoftver. Ilyen esetben is rendkiviili 6vatossaggal kell
eljarni, hisz a mennyiségi értékelést befolyasolhatja a cstcsok nem megfelels
elvalasa és az, ha a detektor érzékenysége nem linearis az abszorpcidval.

Az elkésziilt proteinogramot 7%-os ecetsavban, a festés intenzitasdnak csok-
kenése nélkil, hosszt ideig lehet tarolni. A géllapokat dehidrataléssal is lehet
tartositani.

4.3.1.10.2.2. Speciilis alkalmazasok az élelmiszerfehérje-kutatasban

Az élelmiszer-fehérjék analizisére sikeresen alkalmazhaté a PAGE, azonban figye-
lemmel kell lenni arra, hogy az elvélasztassal kapott frakci6k szdma nem min-
dig adja meg a mintaban 1év6 kiillonbozé fehérjekomponensek val6sagos szamat.
Ugyanaz a fehérje vagy enzim toébb csik formajdban is megjelenhet a proteino-
gramon, mert az esetek egy részében kiilonbség lehet az izomermolekuldk mé-
retében, melyet a toltésbeli killonbség vagy a kisebb ligandumkotés okozhat, és
a frakciok konforméciéja is killonb6z6 lehet. El6fordulhat azonban az is, hogy a
frakcidk heterogenitasat az eljaras soran elkovetett hiba okozza a puffer és a fe-
hérjemolekulak kozotti, valamint az egyes fehérjefrakcidk kozotti kolecsonhatasok
be, a fehérje aggregaciodja allhat el6, a konformaciés izomerek kozotti kapcsolédés
johet létre, és a fehérjemolekulak kozotti komplexképz6dés sem zarhaté ki az
elvalasztas folyaman.

A PAGE alkalmazhaté élelmiszer-fehérjék molekulatomegének meghata-
rozasara is. A fehérjék Na-dodecil-szulfattal (SDS) val6 kezelése a molekulédkat
azonos toltésii random lancokka alakitja, mely az SDS gélelektroforézis molekula-
tomeg meghatarozésara torténé alkalmazasanak az alapja. A kiilonféle médszerek
a fehérjéket SDS-sel inkubaljak, merkapto-etanollal kezelik, majd detergenst tar-
talmazo gél- és pufferrendszert hasznalnak, melynek soran az SDS-fehérjekomp-
lex elektroforetikus vandorlasa a molekulatomeggel lesz aranyos. A vizsgalan-
dé fehérje mozgékonysagat ismert molekulatomegl fehérje mozgékonysagaval
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osszehasonlitva meghatarozhaté a molekulatomeg. Kalibraciés gorbe készitése
céljabol meghatéarozzuk kiillonb6zé ismert molekulatomegt fehérjék mobilitasat,
majd rendszerint a molekulatomeg logaritmusat a mobilitas fiiggvényében ab-
razolva olyan hitelesité gorbét kapunk, aminek segitségével a vizsgalt fehérje
molekulatomege a relativ mobilitas alapjan meghatérozhaté.

A PAGE j6l hasznalhat6 enzimek specifikus kimutatasara, elvalasztasara és
mennyiségi meghatarozasara is. Ezen tal a PAGE alkalmazhat6 az élelmiszerfehér-
je-kutatésban kiilonféle fehérjék szétvéalasztasara. A tobbkotetnyi alkalmazas koziil
kiemelkedd, hogy a PAGE-t alkalmaztak a bab oldhaté fehérjéinek izolalasara, kozeli
rokonséagban 1év6 novények rokonsagi fokdnak meghatérozasara, allati eredetti fehér-
jék (tej, tojas, hus) fehérjefrakcidinak elemzésére és az izomszovet oldhaté fehérjéi-
nek jellemzésére. Az utébbi idében olyan bonyolultnak tting feladatokat is sikertilt
a PAGE-val megvalésitani, mint a kiilonb6z6 faji allatok tejének megkiilonboztetése
és a keverési ardny meghatarozasa. Ennek soran Voros és mtsai egyrészt a kancatej
fehérjefrakcidit tanulmanyoztak, masrészt modszert dolgoztak ki a kancatejhez hoz-
zakevert tehéntej mennyiségének meghatérozésara. Az as,- és a B-kazein vizsgala-
tdhoz 8%-os nativ PAGE gélt hasznéltak 4 M karbamidtartalommal, a sav6fehérjék
esetében 14%-o0s PAGE gélt alkalmaztak karbamid nélkiil. A gél mérete mindkét eset-
ben 80x100x1 mm volt, az analizis sordn 15-0s féstit alkalmaztak, és 10 mg/cm®-es
higitas utan a felvitt mintamennyiség 4 ul/slot volt. A futtatdshoz TRIS-glicin-puffert
hasznaltak, a fixalast 12,5%-os triklér-ecetsavval, a festést 0,15%-os Serra-blue-G-vel
végezték. A savéfehérjék vizsgalatakor a 14%-os karbamidmentes nativ PAGE rend-
szerben nyolc egymastdl jol elkiilonithetd fehérjefrakciot talaltak. Az os,-kazeinek és
a B-kazeinek vizsgélata soran 8%-o0s, 4 M karbamidtartalmi PAGE gélrendszerben
16 fehérjekomponenst sikeriilt elkiiloniteni. A 18 vizsgalt kancatejminta kozotti kii-
lonbségek egyértelmtiien a genetikai polimorfizmus meglétét bizonyitjak.

4.3.1.10.3. Kiilonféle fehérjék szétvalasztasa és
meghatarozasa izoelektromos fokuszalassal

Az elektroforézis konstans pH-ji gélek és pufferek segitségével torténik, ezzel
szemben az izoelektromos fokuszéalashoz (IEF) olyan pH-gradienst hozunk létre,
amely a katédtél az anédig folyamatosan valtozik, igy tulajdonképpen pH-gradi-
ens segitségével végezziik az elektroforézist. A pH-gradiensben az egyes fehérjék
toltésitknek megfeleléen vagy a katéd, vagy az anéd irdnydba vdndorolnak, ott
azonban, ahol a pH az egyes molekulék izoelektromos pontjanak megfelel, meg-
allnak, hisz ott t6ltéssel nem rendelkezd, semleges molekulaként viselkednek.
Osszefoglalva tehat a fehérjék abban a pontban fokuszalédnak, ahol a kozeg
pH-ja a fehérje pl-jével azonos. A mddszer kidolgozasét az tette lehetévé, hogy
eldallitottak a vivdanyag Ampholine-preparatumot — ez killonb6z6 poliamino- és
polikarboxisavak keveréke, amellyel sikeriilt megvalésitani a folyamatosan vélto-
z6 pH-t, mely pH-gradiens a meghatdrozas soran stabilis. Az alifds poliamino- és
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polikarboxisavak jol oldédnak vizben, pH-értékiik killonb6z6, az egyes kompo-
nensek pH-ja 3 és 10 kozott véaltozik, de megfelel6 médszerrel a pH-intervallum
valaszthat6 példaul 4 és 6, 5 és 8, 7 és 9 vagy 8 és 10 kozott. A viviamfoliteknek
280 nm-en van abszorpcidja, ami kis fehérjekoncentracié esetében nagyobb hi-
bét okozhat. Ha a fehérjetartalmat szinreakcioval akarjuk meghatérozni, akkor
mindenképpen dializist kell alkalmazni legalabb 500-szoros térfogattal szemben,
72 6ran at, az old6szert 10-12 6ranként cserélve.

Az izoelektromos fokuszalast szacharézgradienssel is kombinélhatjuk, mely-
nek segitségével elsGsorban a fehérje izoelektromos pontjat tudjuk megallapi-
tani. Napjainkban legnagyobb jelentésége a poliakrilamid gélben végzett izoe-
lektromos fékuszaldsnak van, amelynek segitségével tobbek kozott a tejfehérje
genetikai varidnsait is szét lehet vélasztani. Az izoelektromos fékuszalas alkalmas
lehet arra is, hogy kiilonféle fajok egymashoz kevert, hasonl6 karaktert fehérjé-
it szét lehessen valasztani és mennyiségiiket meg lehessen hatarozni. Voros és
mtsai arra vallalkoztak, hogy a draga kancatejhez hamisitasi célbél hozzéakevert
tehéntejet egyrészt kimutassak, masrészt annak mennyiségére kozelit6 informéci-
6t kapjanak. A fehérjefrakciok elvalasztasat CA-IEF (410 mg glicin)-rendszerben,
124 X 258 x 0,2 mm gélen végezték, 0,5 M H,PO, anddpuffer és 0,5 M NaOH
katédpuffer alkalmazasaval. A minta higitdsa 10 mg/cm?®, a mintafelvitel modja
szir6papir, a felvitt mennyiség pedig 11 ul/slot volt. A fixalast 12,5%-os triklor-
ecetsavval, a festést pedig 0,15%-os Serra-blue-G-vel végezték.

Az izoelektromos fékuszalassal a kanca- és a tehéntejb6l késziilt elektrofore-
togramokat 6sszehasonlitva feltting a két 4llatfaj tejfehérje-szerkezetének kiilonb-
sége, amely legmarkansabban a tehéntej as,-kazein-komponenseinek helyzetével
és azok intenziv ténusaval jellemezhet6. A kancatej ugyanezen a helyen nem
tartalmaz fehérjekomponenseket, ezért ha a hasonlé kértilmények kozott végzett
IEF sordn a kancatejmintdban ebbe a tartoméanyba esé fehérjék fordulnak eld,
akkor biztosan 4allithaté, hogy a kancatejet méas, vélhet6en tehéntejjel elegyitették.
Ha az elektroforetogramrél denzitogramot is készitiink, akkor a kontrolltejmintak
felhasznél4saval az elegyités mennyiségi ardnyara is kaphatunk informéciét.

4.3.1.11. A fehérjék oszlopkromatografidja

A kromatografia szorpcién és deszorpcién alapuld elvéalasztastechnikai médszer,
melynek sordn az elvalasztand6 anyagok egy keskeny kezdeti zénardl kiilonféle
szorbenseken, folyadék- vagy gazaramlas hatdsara, eltéré sebességgel mozdulnak
el. A fehérjeanalitikdban és a preparativ elvélasztastechnikaban az oszlopkroma-
tografia kiemelkedd jelent6ségli, amelynek segitségével hasonlé szerkezetti frak-
ciok valaszthatok el egyméstol, preparativ oszlopkromatogréfiaval pedig egy-egy
anyag igen nagy tisztasagban izolalhaté. Fehérjék szétvalasztdsara és meghaté-
rozasdra mind a folyadék-szilard, mind a folyadék-folyadék kromatogréfia elter-
jedt, melyek az elvélasztast el6idéz6 hatasok alapjan adszorpciés, megoszlasos és
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ioncserés elvalasztasokra oszthatok. Mindharom esetben kovetelmény, hogy az
all6fazis oldhatatlan legyen a mozgéfazisban, az 4lléfazis irreverzibilisen ne kos-
se meg az elvdlasztand6 anyagokat, ne bontsa el azokat, és ne lépjen reakciéba a
mozgbfizis komponenseivel. Az eljaras soran az oszlopon az elvalasztand6 anya-
gok kiilonb6z6 er6vel kot6dnek, majd a mozgofazis aramoltatasaval a kotédésiik
erdsségétdl fuggden deszorbeal6dnak, az oszlop tovabbi részében pedig ismét ad-
szorbeédl6dnak az all6fazisra. Ez a folyamat folytatédik az oszlop teljes hosszaban,
melynek soran jelentds eltolodasok jonnek létre a szétvalasztani kivant kompo-
nensek kozott, aminek kovetkeztében az elvalasztand6 komponensek kiilonb6z6
id6pontban elktlontilve jelennek meg az oszlop végén. Az eludlt anyagot a fe-
hérjeanalitikaban 4ltalaban UV-abszorpcidval hatarozzak meg; az UV-abszorpcio
idébeni valtozasat abrazolva kapjuk a kromatogramot, melynek segitségével az
egyes komponensek azonosithaték és mennyiségileg meghatérozhatok.

4.3.1.11.1. A fehérjék vizsgalata adszorpcios oszlopkromatografiaval

Az adszorpciés kromatografidban alkalmazott szorbensek koziil csak kevés alkal-
mazhato fehérjék elvilasztasara, mert ezen szorbensek hidrofil aktiv centrumain
a kotédés adszorpcioval megy végbe, kapacitasuk nagy molekuldja anyagokkal
szemben viszonylag kicsi, igy a fehérjék csak kis hatasfokkal valaszthaték el ez-
zel a médszerrel. Az ilyen tipust kromatogréfias koriilmények kozott a fehérjék
denaturalédhatnak, és biolégiai aktivitasukat is elveszithetik, ennek ellenére sza-
mos alkalmazast irtak le fehérjék szétvalasztasara ezzel a modszerrel. Hidroxi-
apatiton példdul elemezték az albumin- és a y-globulin-frakciékat, a tojassargaja
lipoprotein- és kromoprotein-frakci6it, meghatéroztak a lizozim és az ovalbumin
mennyiségét, és szétvalasztottak a szérumprotein-frakciékat.

Ritkan ugyan alkalmaztak adszorbensnek a fehérjeanalitikaban az alumi-
nium-oxidot, a cellul6zt, a kaolint és a szilikagélt, azonban ezek jelentésége a
gyakorlatban minimalis.

4.3.1.11.2. A fehérjék vizsgalata megoszlasos oszlopkromatografiaval

A megoszlasos oszlopkromatografia soran az elvalasztas alapja az elvdlasztandé
anyag ismételt ellenarama megoszlasa egy allé- és egy mozgofazis kozott. Az
allofazis egy szemcsés hordozéra felvitt nagy viszkozitésu folyadék, a mozgoéfazis
pedig vizes oldatok és szerves olddszerek kiilonb6zé Gsszetételli elegye. A fazisok
kozotti egyenstilyi koncentraci6-megoszlas elsésorban a mozgéfazis polaritasatél
fligg, ezért a megoszlasi hanyados a mozg6fazis 6sszetételének véltoztatdsdval moé-
dosithat6. A megoszlasos oszlopkromatogréfia az adszorpcids oszlopkromatogra-
fidhoz hasonléan a fehérjekutatdsban nem tudott igazédn nagy jelentGségre szert
tenni, amit azokkal a bonyolult viszonyokkal lehet magyarazni, melyek az all6- és
mozgoéfazis, valamint a fehérjék kolcsonhatasa kovetkeztében alakulnak ki.



4.3. Szerves alkotérészek meghatarozasa W 241

4.3.1.11.3. A fehérjék vizsgalata ioncserés oszlopkromatografiaval

Az ioncseréld oszlopkromatografia all6fazisa egy olyan ioncserél$ anyag, amely-
nek métrixdhoz elektrolitos disszociaciéra képes csoportok kétédnek kovalens
kotéssel. Azokat az ioncseréléket, amelyek métrixan a fix ion negativ toltési
savmaradék, kationcseréléknek, a pozitiv toltési fix iont tartalmazdkat pedig
anioncserél6knek nevezziik. A fix ionok ellenionjai ugyanolyan t6ltési mas io-
nokkal kicserélhet6k. Az ioncserés kromatografalds sordn a szorbens ellenionjait
el6szor az oszlopra adagolt minta ionjai valtjak fel, majd ezeket, toltéseik nagysa-
gaval ellenkez6 sorrendben, az eluélé pufferoldat ionjai fokozatosan kicserélik.
A kicserélés, illetve elvalasztas fiigg a kromatografdlas h6mérsékletétsl, valamint
a mozg6fazis ionkoncentraci6jatol és a pH-t6l. Az ioncseréld szorbenseken a fe-
hérjék f6ként Coulomb-féle erékkel kotédnek, az elektrosztatikus kélcsonhatéso-
kon kiviil azonban apolaros adszorpcioval és hidrogénhidakkal valé kot6déssel
is szdmolhatunk. A nagy molekulatomegt fehérjék esetében a toltést nemcsak az
6ket alkoté aminosavak aranya hatdrozza meg, hanem jelentdsen befolyasolja azt
az oldészer pH-ja is. Az izoelektromos pontnél kisebb pH-ji oldatban a fehérje-
molekuldk pozitiv, nagyobb pH-ji oldatban pedig negativ toltéstiek lesznek, ezért
a pozitiv toltésii anyagok szorpcidjahoz kationcseréld, a negativ toltéstiekéhez
pedig anioncserélé szorbenst kell alkalmazni. Az izoelektromos pont felett és
alatt egy-egy pH-tartomanyban a fehérjék mind kation-, mind anioncserélé gyan-
tdn kromatografalhatdk, az izoelektromos pontban viszont az ikeriont nem koti
meg sem a kation-, sem az anioncserélé szorbens. Fehérjék oszlopkromatogréfias
elvalasztasdhoz ioncserélé miigyantakat, cellul6z alapt ioncseréléket vagy ion-
cserél6 géleket alkalmaznak.

4.3.1.11.3.1. Elvalasztas ioncserélé migyantikon

A fehérjék ioncserés oszlopkromatografias vizsgalatakor tigyelni kell arra, hogy a
nagy molekulatomegt, erésen differenciélt térszerkezet(i anyagok a szorpci6 ko-
vetkeztében konnyen denaturalédhatnak, méasok pedig az ioncserél gyanta funk-
ci6s csoportjaira irreverzibilisen kot6dhetnek. A feladat megoldasédhoz sziikséges
optimalis ioncseréld kivélasztasat eldsegiti, ha ismerjiik az elvélasztand6 anyagok
izoelektromos pontjat, bioldgiailag aktiv anyagok esetében pedig azt a pH-tarto-
manyt, amelyben stabilitdsukat nem veszitik el. A fehérjeanalitikdban leggyak-
rabban divinil-benzollal kiilonféle mértékben térhalésitott szulfonalt polisztirol,
valamint polimetakrilsav miigyantak keriilnek felhasznalasra. A kationcserélé
miigyantakon kromatografalhaté fehérjék altalaban kisebb molekulatomegtiek és
béazikus jellegtiek. Szulfonalt polisztirol mtigyantan sikeriilt szétvéalasztani olyan
fehérjéket, mint a citokrom c, a ribonukledz, a dezoxiribonukledz, a lizozim, az
inzulin, a prolaktin, a pektindz, a celluldz, a papain, a névekedési hormon, a
hisztonok, a hemoglobin, a tripszinogén, a kimotripszinogén és a kimotripszin.
Nagyszdmu publikaci6 jelent meg a peptidek ioncserés oszlopkromatografias
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szétvélasztasardl és meghatarozéasarol is. Vizsgaltak egyes fehérjék enzimes hasi-
tas utan kapott fragmenseinek mennyiségét is, és igy ez az eljarés is hozzajarult
a fehérjék elsédleges szerkezetének meghatarozasahoz.

4.3.1.11.3.2. Elvalasztas cellulé6zalapi ioncserélékkel

Igen jo6 hatasfokkal hasznalhatok fehérjék és peptidek elvalasztasara az erGsen
hidrofil, cellulé6zalapid ioncserélék és gél ioncserélék. Az ioncseréld celluléz-
szarmazékok aktiv csoportjai a cellul6z feliilletén helyezkednek el, de ezek mel-
lett a cellul6z hidroxilcsoportjai is megkotik a bonyolult szerkezet(i fehérjéket
anélkiil, hogy azok a szorpcid kovetkeztében denaturalédnanak. A leggyakrabban
hasznalt cellul6zszarmazékok a karboxi-, a metil- és a foszforilalt-celluléz kation-
cserélék, a dietil-amino-etil-, az amino-etil- és az epiklér-hidrinezett, valamint
trietil-aminozott celluléz anioncserélék.

Az ioncserélé cellulézszarmazékok igen hamar elterjedtek, és nagy jelentd-
ségre tettek szert a fehérjeanalitikdban. Ezek az anyagok a celluléz rostos szerke-
zete és a cellul6zmolekula hidroxilcsoportjai miatt nagy mennyiségt vizet tudnak
felvenni, ezért a duzzadt cellul6z témege 7-10-szerese lehet a szdraz cellul6z
tomegének. A szaraz ioncseréld celluléz el6készitésének elsé 1épése ezért a cel-
luléz hidratalasa, majd az elsé elualé pufferrel torténd szuszpendalést kovetGen
a kromatografalé oszlopba valé toltése. A szétvalasztani kivant fehérjeoldatot az
oszlop felett 1év6 puffer ala rétegezhetjiik, vagy pedig az oszlop feletti puffer
leengedése utan az oszlop felszinére engedhetjitk a kromatografalandé oldatot.
Ezt kovetéen novekvd pH-ja és ionkoncentracioja pufferekkel, gradienselicioval
valasztjuk szét a frakcidkat. Miutan a fehérjefrakciok elhagyték az ioncseréld osz-
lopot, az oszlop toltetét 1 M NaOH-dal regeneréaljuk, a ltigot az oszloprél desztil-
141t vizzel kimossuk, majd a kovetkez6 elvélasztas el6tt az els6 puffer oldataval
addig mossuk, amig az oszloprél tdvozé pufferoldat pH-ja azonos nem lesz az
eredeti pufferével.

Az ioncseréld cellulézok felhasznalésa fehérjék kromatografalasara szinte
attekinthetetleniil b6séges. Az ioncseréld celluléz és a pufferek dsszetételének
valtoztatdsaval szinte valamennyi jelenleg ismert fehérje izolalasa, a tobbi fehér-
jefrakciotdl torténd elvélasztasa és meghatarozasa megvaldsithato.

4.3.1.11.3.3. Elvalasztasok ioncserélé gélekkel

A térhalositott dextrdnalapi és a poliakrilamid-alapt gélek ioncseréld és gélsziird
tulajdonséaggal egyarant rendelkeznek, a kromatografias elvalasztas sordan azon-
ban mégis inkdbb az ioncsere kertil el6térbe. Az ioncserélé gélek kiillonosen elé-
nyosen alkalmazhaték biologiailag aktiv, labilis anyagok elvalasztasara, illetve
tisztitasara. Alkalmazasuk sordn célszer(i figyelembe venni mind az ioncserél6k-
re, mind a gélszlir6kre vonatkozé elveket és technikai megoldéasokat.



4.3. Szerves alkotérészek meghatarozasa W 243

4.3.1.11.4. A fehérjék vizsgilata egyéb kromatografias médszerekkel

A fehérjék szétvilaszthatok és meghatarozhaték affinitas-kromatografiaval,
melynek sordn az 4ll6fazis olyan szorbens, amelynek oldhatatlan métrixdhoz ko-
valens kotésre képes gyok segitségével egy biologiailag aktiv vegytlet van kotve.
Ez a métrixhoz kotott bioszorbens-molekula a mozgéfazisb6l szarmazd, biolégia-
ilag aktiv vegytilettel reakciéba tud 1épni. A bioszorbens altal 1étrehozott reakcid
lehet egy reverzibilis kotés, vagy lehet egy olyan kémiai folyamat, amelynek soran
a mozgdfizisban 1évé molekula kémiailag 4talakul. A bioszorbensek kialakitaséra
egyik leggyakrabban hasznalt matrix brémcianos kezeléssel allithat6 el6 agar6z
szuszpenziobdl, majd az iminocsoporthoz hozzakapcsoljak a biologiailag aktiv
komponenst, ami legtobbszor fehérje. Ily médon enzimeket lehet a szilard hor-
dozohoz kapcsolni, és az immobilizalt enzimeket fel lehet hasznalni fehérjék
szétvalasztasara és meghatéarozasara.

Az affinitas-kromatografia mellett az elmult években rohamos léptekkel fej-
16dott a nagyhatékonysagu folyadékkromatografia, amely ugyancsak kivaléan
alkalmas fehérjekomponensek szétvalasztasara és meghatarozasira. A mozgo-
fazis aramoltatasa a kromatografdlas meggyorsitasa érdekében rendkiviil nagy
nyomaéson torténik, amelynek sordn né a hatékonysag, mésrészt pedig felgyor-
sulnak az elvalasztasi folyamatok. A nagyhatékonysagt folyadékkromatografia
tovabbi el6nye az automatizalhat6sag, melynek kovetkeztében a szubjektiv hiba
gyakorlatilag csak a minta-el6készitésre korlatozodik.

4.3.1.12. A fehérjék gélkromatografigja

A gélkromatografia a molekulatomeg-kiilonbségeken alapulé, egyik legelterjed-
tebb elvalasztasi médszer. A molekulaméret szerinti elvalasztas jol illeszthet6 az
el6z6ekben ismertetett kromatografidas modszerekhez. A gélkromatografias elva-
lasztas sordn a mozgo6fazis valamilyen folyadék, a toltet pedig finom eloszlasa
gél, megfelel6 pérusmeérettel, ezért a gél belsejébe csak azok a molekulak tudnak
behatolni, amelyek mérete a gél pérusméreténél kisebb. Amely molekulak be-
hatolnak a gélszemcsék belsejébe, azok tovabb maradnak az oszlopon, nagyobb
oldészertérfogattal eludlédnak, mint a gélbe behatolni képtelen, a gél pérusainal
nagyobb molekuldk. Mivel egy gél pérusai mindig inhomogének, a gélkromatog-
réfia soran a gél pérusainal kisebb és nagyobb molekulatémegii tartomanyba
tartozo fehérjemolekulak egymastol elvalaszthatok.

A kromatografélast haromdimenziés racsot alkotd, térhalés szerkezett géle-
ken végzik. A térhalé mechanikai stabilitast nyujt a gélnek, és a haromdimenziés
térhal6 a gél porusméretét is meghatarozza. A gél matrixanak inertnek kell lennie,
azon ioncsoportok nem vagy csak kismértékben lehetnek jelen. A gélnek mecha-
nikailag és kémiailag stabilnak kell lennie, a gél és az elvélasztani kivant anyagok
kozott legfeljebb gyenge, reverzibilis, hidroféb kolcsonhatasok alakulhatnak ki.
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A gél szemcsemérete lehet6leg homogén legyen, hogy az eltér6 méret miatt a
részecskék kozotti csatorndk inhomogenitasa ne kovetkezzen be. A kromatogra-
fids miiveletekhez hasznélt gélek kereskedelmi forgalomban kaphatdk, és szinte
minden elvalasztashoz megtalalhaté az optimélis géltipus.

A gélkromatografia legfébb alkalmazasi teriiletei a gyors molekulatomeg-
mérés, a preparativ csoportszeparalasok a molekulatomeg alapjan, az egyes
csoportok preparativ frakcionéalasa, és a peptidek, valamint a fehérjék gél-
kromatografias tisztitisa. Aminosavak is szétvalaszthatok gélkromatogréfia-
val, azonban e médszer pontosséga, illetve hatékonysdga meg sem kozeliti az
ioncserés oszlopkromatogréfias vagy a nagyhatékonysagu folyadékkromatogréfias
meghatéarozasét.

4.3.1.13. A fehérjék rétegkromatografiaja

A kromatografids méodszerek koziil a rétegkromatografia a planaris modszerek
csoportjdba tartozik. Val6jdban egy ,planaris” oszloprél van szé, ezért az oszlop-
modszerek és a planaris médszerek kozott elvi alapokat tekintve gyakorlatilag
alig van kiilonbség. Az oszlopkromatografia felbontoképessége ugyan jelentésen
nagyobb, mint a rétegkromatografiaé, ennek ellenére a rétegkromatogréafianak sza-
mos elénye van az oszlopkromatografidval szemben.

— A rétegkromatografidval elvalasztott vegyiiletek vizualisan értékelhetdk,
a szétvélasztott vegytiletek kimutatédséara szelektiv és specifikus szinreakcidk al-
kalmazhatdk, igy néhany vegyiilet specifikusan kimutathaté a sok komponens
mellett.

— Oszlopkromatogréfias elvalasztaskor egyes komponensek értékelhetetle-
nil, irreverzibilisen az oszlophoz kot6dnek; rétegkromatografias elvélasztéskor
viszont a minta 6sszes komponensérdl attekintést kapunk.

— A rétegkromatografidban a kromatogréfias feltételek megvéltoztatasa rovid
id6t vesz igénybe, és f6 elénye még az is, hogy a legtobb rétegkromatografias
modszer egyszer(i, olcso berendezésekkel, rovid idé alatt ad értékes adatokat néha
bonyolult anyagkeverékek esetében is.

A rétegkromatografias analizis soran a hordozék megvélasztiasaval lehet6ség
van megoszlasi, adszorpcids és ioncserés rétegkromatografias vizsgéalatokra is.
A papirkromatografia manapsag mar hattérbe szorult, ezzel szemben rendkiviili
modon elterjedtek a 0,25-0,50 mm vastag kent rétegek, melyeket megfelel6 aktiva-
las utan lehet analitikai célokra felhasznélni. A kent rétegek mellett nagyon sok cég
gyart kész réteglapokat, amelyek készitéséhez hordozoélapnak tiveglemezt és mi-
anyag- vagy aluminiumfélidt hasznalnak. A kész réteglapok kénnyen tarolhatok,
darabolhaték, egyszertien dokumentélhaték és egyenletes, homogén réteget adnak.

A vizsgalandé oldott anyagmintdkat cseppenthetjitk pontban vagy savban,
megfelel6 mikropipettaval vagy kapillarissal. A cseppentés soran meleg levegé-
vel a foltokat vagy sdvokat beszéritjuk, igy a felcseppentett anyag mennyiségét
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széles hatérok kozt véltoztathatjuk. A felcseppentés utén a réteglapokat csiszolt
fedeld futtatékadba allitjuk, melynek az aljara toltjiik a futtatészer-elegyet. Az
oldészerelegy megfelel tavolsdgra jutasa utédn a réteglapot a kadbdl kiemeljiik,
és a megszéaradt rétegen a szétvalasztott anyagokat sajét sziniik, UV-fluoreszcen-
cidjuk vagy megfelel6 reagenssel valé bepermetezés utan, esetleg melegitéssel
kombinalva mutatjuk ki.

A rétegkromatografidban végezhetiink kétdimenziés futtatast is, s6t az egyik
dimenziéban rétegelektroforézist is alkalmazhatunk. A kétdimenziés futtatassal a
komponensek szétvélasat, beazonositésat és mennyiségi meghatérozasat javithatjuk.

4.3.1.13.1. A rétegkromatografia alkalmazasa élelmiszer-fehérjék vizsgalatara

A fehérjéket gélrétegen, szerves- és szervetlen alapt rétegeken, cellulézrétegen,
esetleg ioncseréld rétegeken is elvalaszthatjuk. Az ioncserélé vékonyrétegen tor-
ténd elvélasztds inkdbb az aminosavak és a peptidek szétvalasztasara hasznal-
haté, mig a fehérjék elvalasztasara a gélréteg-kromatografia a legalkalmasabb.
A gélréteg készitésére altaldban a dextranalapu félszintetikus és az akrilamidala-
pu szintetikus géleket hasznéljuk. A gélrétegeket altaldban tiveglapokon 0,5 mm
vastagsagban rétegkend szerkezettel készitik. A kent rétegek 15-20 perces szabad
levegén torténd allas utan felhasznalhaték kromatogréfias vizsgalatokhoz, illetve
nedves kamréban hosszabb ideig tarolhaték, ha a mikroorganizmusoktél a réteget
meg tudjuk védeni. A vizsgilandé fehérjemintabdl 1-5 ul-t visziink a gélrétegre
kapillaris vagy mikropipetta segitségével, és célszer, ha a vizsgalati minta mellett
ismert fehérjepreparatumot is futtatunk. A gélréteg-kromatografias futtatékamra
egy olyan egyszerii berendezés, amely az tiveglap 10-20 fokos d6lésével biztositja
az anyagok optimalis vandorlasi sebességét, a futtatokeverék pedig megegyezik a
gélkromatografias elvélasztdsokhoz hasznalt pufferrendszerekkel. A futtatds utan
a gélréteglapot a futtatékamrébél kiemeljik, majd elvégezziik a lapok értékelését.
A szines és fluoreszkédlé anyagok esetén az értékelést kozvetleniil végezhetjik,
a gélrétegen szétvalasztott fehérjék detektdlasara viszont a fehérjéket killonbozo
moédszerekkel megfestjiik.

A gélréteg-kromatografia alkalmazhaté peptidek és fehérjék molekulatome-
gének meghatarozésara, ugyanis a fehérjék molekulatomegének logaritmusa és
egy adott rétegen, azonos id6 alatt megtett tavolsag kozott szoros az dsszefiiggés.
Ennek alapjan ismert molekulatomegti fehérjék futtatasat kovetéen megszerkesz-
tett standardgorbe segitségével ismeretlen molekulatomegii fehérjék kozelité mo-
lekulatomege meghatérozhaté.

A gélréteg-kromatogréafia jelentds felhasznalasi teriilete a biolégiai folyadé-
kok fehérje-0sszetételének a meghatérozasa, tovabbé a patoldgias fehérjék detek-
tdlasa. Az ilyen bonyolult keverékek vizsgédlata csak kétdimenziés modszerrel
lehetséges, amikor is az elsé dimenziéban gélszilirést, a masodik dimenziéban
pedig elektroforézist, illetve immunodiffizidot célszert hasznélni. Gélréteg-kro-
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matografidval vizsgalhatok tobbek kozt az enzimek is, melyek kozul tobbet (pl.
tejsav dehidrogendz, ornitin karbamoil transzferdz, glioxalat reduktdz, savanyt
és lugos foszfatdz) gélkromatografidval hatdroztak meg. A fehérjék elvalasztaséra
eredményesen hasznalhat6 a vékony gélrétegben végzett izoelektromos fokusza-
las is, amire altaldban poliakrilamid gélt hasznalnak. Ismeretes olyan mddszer
is, amellyel izoelektromos fékuszalds utan az enzimek proteolitikus aktivitdsa is
kimutathato.

A fehérjék elvéalasztasara a folyadék-folyadék, valamint a folyadék-szilard
rétegkromatografia a nagy molekulatomeg miatt nem igazan alkalmazhaté. Ugyan
tobben préobalkoztak cellul6z- és szilikagélrétegen kiilonféle fehérjepreparatumok
és enzimek szétvalasztasaval, a rétegkromatografia mégis csak a lipoproteinek
vizsgalatara hasznalhaté a nemfehérje rész j6 kromatografalhatésaga miatt. Igy
példaul sikeresen megoldottak a hiperlipidémias betegek lipoproteinjeinek szét-
valasztasat szilikagélen. Hisztonokat, festékkomplexekként, és egyéb bazikus fe-
hérjéket is sikertilt szétvalasztani cellul6zrétegen.

4.3.1.14. Roncsolas nélkiili fehérjemeghatarozas

A roncsolasmentes fehérjemeghatarozasi eljarasok koziil leggyakrabban a kozeli
infravoros tartoményban reflexién (NIR) és transzmisszion (NIT), ezen kiviil N-
aktivacion, illetve mégneses rezonancian (NMR) alapulé modszerekkel hataroz-
zak meg az élelmiszerek fehérjetartalmat.

Az infravoros spektroszképiat kiterjedten hasznaljak élelmiszerek fehér-
jetartalmanak meghatéarozasara. A médszer pontossiga talan még nem éri el a
klasszikus és jol bevalt modszerekét, azonban a minta-el6készités és a mérés
kivitelezésének egyszertisége miatt az ilyen tipusi médszerek tovabbi elterjedése
varhat6 a gyakorlatban. Az infravoros spektroszkopia a molekulak rezgési és
forgasi allapotaban bekovetkezé valtozasokat méri, hisz ezeket is a kvantum-
feltételek hatarozzdk meg, ezért informéciét nytjtanak a szerkezetre. A rezgési
energia véltozésait az infravoros fény elnyelése okozza, melynek hullamhossz-
tartomanya 2500-15 000 nm kozott van. A kozeli infravorésben (NIR) miikod6
késziilékek az 1300-2400 nm, az infravords (IR) transzmissziéban mérék pedig
az 5700-9600 nm kozotti tartomdnyban mtikodnek. Az infravords spektroszké-
pia azonban praktikus okokbél nem a hulldmhosszal, hanem a hullamszammal
dolgozik, ami a centiméterben kifejezett hulliamhossz reciproka. Ez az infravoros
tartomanyra 600-4000 cm ™.

A rezgési szinkép a molekulan beliili atomok vagy atomcsoportok egymaés-
hoz viszonyitott rezgésének eredménye, melyek normal-, illetve csoportrezgések
lehetnek. A normalrezgés lehet vegyértékrezgés, ami a két atom vegyértékkotése
iranyéaban torténik, deformaciés rezgés, mely a vegyértékszog valtozasaival jar, és
vazrezgés, amely az egész vazra kiterjed. A csoportrezgések meghatérozott funk-
ci6s csoportok rezgései, amelyek alkalmasak lehetnek a mennyiségi meghataro-
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zéasra. Az amino- és az iminocsoport, valamint a savamid-csoport (peptidkotés)
infravéros elnyelési tartomanyai igen széles hatért 6lelnek fel (1400-3400 cm™),
melyek koziil kivalaszthat6 az a hullamszam, amely a legpontosabb informaciot
adja a fehérje mennyiségi meghatarozasa soran.

A NIR reflexiés médszert elsésorban gabonaatvételkor, illetve olajos mag-
vak mindsitésekor alkalmazzédk. A késziiléket ismert fehérje-Gsszetétel(i, apritott
mintakkal kalibraljak, és meghatarozzék a fehérjére jellemz6 hullamhosszokon az
optikai denzitas valtozasa és a koncentracié kozotti 6sszefiiggést. Ezen regresszi-
6s 0sszefiiggések lehet6vé teszik ismeretlen minték fehérjetartalménak meghata-
rozéasat akkor, ha a kalibraciét megfelelé anyagokkal végezték, és az ismeretlen
minta fehérjetartalma a kalibraciés sor értékén beliil esik. Célszert a kalibraciot
minden élelmiszer-alapanyaggal kiilon-kiilon elvégezni, és az ismeretlen minta
analizisét a tulajdonsagokban hozza legk6zelebb esé kalibraciés osszefiiggésre
vonatkoztatni. Kordbban a NIR-technikat elsésorban gabonamagvak és kiillonb6z6
olajos magvak fehérjetartalmanak meghatarozésara hasznaltak, ma azonban mér
bonyolultabb 6sszetételli élelmiszereket, sét a tejet is lehet mindsiteni vele.

A kozeli infravoros tartoméanyban transzmissziot alkalmazé technikéat (NIT)
csak a kozelmultban fejlesztették ki, de maris tobb gyart6 alkalmazza ezt az elvet
a kifejlesztett késziilékekben. A mdédszer a mintan atmendé sugarzasboél kovetkez-
tet a komponensek mingségére és mennyiségére, ami korabban nem tapasztalt
pontossagot eredményezett. A monokromator segitségével egy teljes spektrumot
vesznek fel, ami szintén noveli a pontossagot az egy-két hulldmszdmnaél felvett
adatokhoz képest. A médszer nem érzékeny a kornyezeti feltételekre, ezért szél-
s6séges koriilmények kozott (pl. alacsony vagy magas hémérséklet) is pontos
eredményeket ad.

Amennyiben nemcsak mennyiségi analizist, hanem szerkezetvizsgalatot is
akarnak végezni, akkor az infravoros spektrum felvételéhez a szilard anyagot
alkali-halogenidekkel (NaCl, KBr) porra 6rolve pasztillakba préselik, folyadékok
esetében pedig két natrium-klorid ablak kozott vékony filmet képeznek. Az emli-
tett alkali-halogenideknek nincs infravéros abszorpciéjuk. Ezt kovetéen felveszik
az infravérds spektrumot a 400-4000 cm™ hulldmszamtartomédnyban, majd azo-
nositjak a mérendo vegyiiletet a hullamszdmokhoz rendelheté funkciés csoportok
megallapitasaval. A funkcids csoportok szamanak és helyzetének spektrumbél
tortén6 megallapitasa utan 6sszedllithat6 az ismeretlen molekula szerkezeti kép-
lete. Az infravoros spektroszképia tehat hasznalhaté ismeretlen szerves anyagok
molekulaszerkezetének megéallapitaséra, illetve a funkciés csoportok alapjan élel-
miszerek 6sszetételének meghatérozasara.

Az N-aktivaciés médszer lényege, hogy a nitrogéntartalmi anyagokat gyors
neutronokkal bombazzak, aminek kovetkeztében a neutronok energidjanak ha-
tdsara a kotésben 1év6 nitrogénatomok gerjesztédnek. Mivel az N-aktival6dasi
energia a nitrogénatomok mennyiségével aranyos, igy ennek mérése lehetévé
teszi a nitrogéntartalmi anyagok mennyiségének meghatarozdsat. A médszer el-
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terjedését gatolja a speciélis eszk6zok és berendezések magas éra, ezért csak ott
tizemeltethet6 gazdasdgosan, ahol nagyobb mintamennyiségekkel (1-2 kg) lehet
dolgozni és nagy mennyiségli mintat kell mingsiteni.

A magneses rezonancia (NMR) mérésen alapulé analizatorokat elsGsorban
a kisfrekvenciaja (50-60 MHz) tartomanyban hasznaljdk fehérjeanalizisre. A be-
rendezés rendkiviil gazdasagosan hasznalhaté, és segitségével nemcsak a meny-
nyiségi meghatdrozas végezhetd el, hanem a kristdlyosodasi tulajdonsagokra,
valamint a kotési moédokra és energidkra is informacidt kaphatunk.

4.3.1.15. A fehérje aminosav-dsszetételének meghatdarozasa

Elelmiszerek aminosav-6sszetételét a fehérje hidrolizise utén, az ioncserés osz-
lopkromatografia elvén miik6d6 automatikus aminosav-analizatorral, oszlop uta-
ni szdrmazékképzéssel, a folyadékkromatogréfia elvén miikodé nagyhatékonysa-
gt folyadékkromatografiaval oszlop el6tti szarmazékképzéssel és fotometridsan
hatarozhatjuk meg. A taplalkozassal foglalkozé szakemberek szamara rendkiviil
fontos a fehérje aminosav-Gsszetételének ismerete, hisz az ember az esszencialis
aminosavakat nem tudja el6allitani, a nem fehérje nitrogén hasznositasara pedig
gyakorlatilag nem képes. Optimalis Osszetételli élelmiszerek elééllitasa csak az
élelmiszer esszencidlis, illetve a limital6 aminosavai ismeretében lehetséges. Az
élelmiszerek aminosav-0sszetétele ismeretében — tudva az ember aminosav-sziik-
ségletét — biztositani lehet az optimaélis fehérje- és energiaellatast.

Mind az ioncserés oszlopkromatogréfia (IEC), mind a nagyhatékonységu fo-
lyadékkromatografia (tovabbiakban HPLC) a kromatografias elvalasztasok kozé
tartozik. E médszerek a szétvalasztani kivant komponensek eltéré szorpcids és
deszorpciés tulajdonségain alapulnak. Ismeriink gaz-szilard, gaz-folyadék, folya-
dék-szilard, illetve folyadék-folyadék kromatografids elvalasztasi miiveleteket.
Az IEC a folyékony-szilard, a HPLC a folyékony-folyékony oszlopkromatografias
modszerek csoportjaba tartozik. A kromatografids médszereknél az adszorpcio,
a megoszlas, illetve az ioncsere bir legnagyobb jelent6séggel. Mindegyik méd-
szernél kovetelmény, hogy az 4lléfazis — szorbens oszlop — oldhatatlan legyen a
mozgofazisban, a szorbens irreverzibilisen ne kosse meg az elvalasztand6 anya-
gokat, ne bontsa el irreverzibilisen azokat, és ne 1épjen reakciéba az eluélé oldat-
tal. A kromatografia mindegyik tipusa tulajdonképpen az olddszer (mozgéfazis)
haladasi irdnyaban az oszlopon keresztiil egymas utan bekovetkezd szorpcios és
deszorpciés folyamatok sorozata.

4.3.1.15.1. Az aminosav-osszetétel meghatarozasa
ioncserés oszlopkromatografiaval

Az IEC all6fazisa mindig valamilyen ioncserélé anyag, amelynek vazan (matri-
xan) kovalens kotéssel, elektrolitos disszocidcidra képes savas vagy béazisos jel-
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legti aktiv csoportok vannak. Ha az aktiv csoport negativ toltésti savmaradék,
kationcseréld, ha pozitiv téltést ion, akkor anioncseréld gyantarél beszéliink. Az
ioncserés elvélasztast meghatérozza a kromatografalas hémérséklete, az elual6ol-
dat ionkoncentracidja és pH-ja. Az ioncserél6 oszlophoz Coulomb-féle erékkel ko-
tott szerves anyagok az elektrosztatikus kolcsonhatéson kiviil apolaros adszorp-
ci6val és hidrogénhidakkal is kot6dhetnek. Az aminosavak (amfoter jellegiitknek
koszonhetéen) savas koriilmények kozott pozitiv ionok, amelyek szétvalasztasat
Na-formaban 1év6, divinil-benzollal 4-8%-ban térhaldsitott szulfonalt polisztirol
miigyantan lehet elvégezni. Az ioncsere a kévetkezéképpen megy végbe:

—CH—CH,~CH,—CH—CH,—CH,—CH—CH,—CH,— CH CH,

S %;

SO; Na* SO; Na*

—CH,—CH—CH,—CH,—CH—CH,—CH,—CH—CH,
NH; R,COO"

S0; NH3 R,CO0 S0; NH; Ry;COO’

Az aminosavak a molekula szerkezetétél és a benne 16v6 funkciés csoporttol
fuggben kiilonboz6 erékkel kotédnek az ioncserélé oszlop negativ toltésti szul-
fonsavcsoportjaihoz. Az ioncserélén kotédott aminosav-molekuldk szorpcitja és
eltcié6ja folyaman kiilénb6z6 intenzitassal jut érvényre az aminosavak sajatos
toltése, pK-ja, molekulatomege és oldallancanak polaros vagy apoléros volta.
Mindezen tulajdonségok egyiittes kovetkezménye az aminosavak deszorpciés
sorrendje, amelyet befolyasol a h6mérséklet, az elual6 pufferek pH-ja, valamint
kationkoncentraciéja. A kromatogréfia pontossidgat meghatarozza az ioncserélé
miigyanta Osszetétele is, mely a divinil-benzol-koncentraciéval, a gyanta mére-
tével és a gyantabdl késziilt oszlop nagysagéaval szabalyozhat6. Az aminosavak
ioncserés oszlopkromatografidgjdhoz divinil-benzollal kiilénféle mértékben tér-
halésitott szulfonalt polisztirol miigyantat hasznalnak, amelynek aktiv csoport-
jai, a szulfonsavak lehetnek hidrogén, natrium vagy litium formaban. Az élel-
miszerek aminosav-0sszetételének meghatarozasa IEC-vel az alabbi folyamatokat
foglalja magaba:

— a vizsgélati anyag el6készitése,

a minta hidrolizise, a hidrolizdtum feldolgozasa,

— az aminosavak szétvélasztdsa IEC-vel,

— az aminosavak mennyiségi meghatarozasa fotometridsan,
az eredmény szdmolasa, értékelése.
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A felsoroltakbdl ad6déan az aminosav-analizis lényege a kivetkezd: a megfe-
lel6en el6készitett (apritott, homogenizalt) vizsgaland6 anyagban 1évé fehérjét s6-
savval hidrolizaljuk, a hidrolizdtum feldolgozéasa utan az aminosavakat egyméstol
ioncserés oszlopkromatografidval elvalasztjuk, a szétvalasztott aminosavat nin-
hidrinnel reagaltatjuk, a szinintenzitas mérésével — ismert koncentraci6ja tn.
standard aminosavakhoz hasonlitva — az aminosav mennyiségét mérjik (4.28.,
4.29., 4.30., 4.31., 4.32. dbra). A folyamatok részletesebben az alabbiak.

A vizsgalati anyag el6készitése

Folyékony minta esetében (tej, vérszérum) turmixgépben, szilard minta esetében
daréléval olyan homogenitast, illetve apritottsagot kell elérni, hogy az aminosav-
analizishez felhasznéalt mintamennyiség (10-100 mg) az egész vizsgalt anyagot jol
reprezentalja. Szilard minta esetén a szemcseméretnek 0,1 mm-nél kisebbnek kell
lennie. Amennyiben nagyobb pontossagra téreksziink, akkor a folyékony mintat
kiméletesen szaritjuk, liofilezziik, majd a szdraz 6rleménybdl végezzitk a bemé-
rést. Ha a minta zsirtartalma meghaladja az 5%-ot, Ggy azt Soxhlet-extrakci6val
kivonjuk, majd zsirtartalmat az eredmény szamolésanal figyelembe vessziik.

A minta hidrolizise, a hidrolizatum elGkészitése analizisre

A fehérjék aminosav-6sszetételének megallapitdsahoz a polipeptidlancot alkot6
aminosavakat a kotéseikb6l hidrolizissel fel kell szabaditani. A polipeptidlanc
hidrolizisének véazlata a kovetkez6:

Lol Ra HHG N
H2N—(.“,—C—l‘\l—(‘3—‘c‘l—N—(‘3—C— ...... _'|\l_(\:_(ﬂ:_OH +nH0 -
Ry o) Rs H HO
HZN—C‘:H—COOH + HZN—(‘:H—COOH + HZN—(‘:H—COOH + o HZN—C‘:H—COOH
R4 R, R3 Rn

A fehérje aminosav-0sszetételének meghatarozésakor hasznalt kiilonbo6zé
hidrolizismédszerek kozul csak olyannak van jelentGsége, amely:

— teljes hidrolizist ad, tehat az 6sszes aminosav a legstabilabb kotésekbdl is
felszabadul,

— az egyes aminosavakat nem vagy a lehet§ legkisebb mértékben karositja,

— és az alkalmazott reagens nem hoz létre mellékreakcidkat.

A fehérje teljes hidrolizisére ma leggyakrabban a savas hidrolizises médsze-
reket alkalmazzak, csak a triptofdn meghatarozasa soran alkalmaznak ligos hid-
rolizismddszert, mert a triptofan indolcsoportja savas koriilmények kozott gya-
korlatilag kvantitative elbomlik. Enzimes hidrolizist aminosav-meghatérozasra
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csak ritkdn hasznélnak, annak ellenére, hogy ez az eljaras kérositja legkevésbé a
meghatarozni kivant aminosavakat.

A gyakorlatban leginkabb elterjedt 6 M-os sdsavas hidrolizis rovid leirasa:
10 cm®-es orvosi ampulldba a nyersfehérje-tartalomtél fiiggéen bemériink 10-
50 mg megfeleléen el6készitett mintat, majd 5 cm® 6 M-os, elézetesen nitrogén-
nel dtbuborékoltatott s6savat adunk hozz4. Leforrasztas utdn 110 °C-on (%2 °C)
24 o6ran at hidrolizaljuk, majd az ampulla tartalmat desztillalt vizzel 50 vagy
100 cm®-es gdmblombikba mossuk at, és rotdcios gyorsbeparlén (nitrogén-at-
moszféraban) 50 °C-os vizfurd6t alkalmazva, szarazra péroljuk. A stirtin folyés
desztillaciés maradékot pH = 2,2-es citratpufferben oldjuk fel, majd 25 cm®-es
mér6lombikba toltjiik, finom poérust sziir6papiron, esetleg zsugoritott tivegszi-
rén sztrjitk. A kapott oldat, amely —25 °C alatt mélyhtité pultban hénapokig tarol-
hatd, megfelel6 higitds utdn kész az aminosavak analizisére. Nagy fehérjetartalmu
mintak esetén az oszlopra torténé felvitel el6tt a hidrolizdtumot nagymértékben
higitani kell. Desztillaci6 helyett alkalmazhat6 az tn. k6zombositéses médszer is.
Ekkor az ampulla tartalméat pH = 2,2-es citratpufferrel 50 cm®-es mérélombikba
mossuk at, és a hidrolizdtum pH-jat 4 M NaOH-dal, jeges vizben val6 htités mel-
lett, pH = 2,2-re allitjuk be. A fehérje hidrolizise soran a triptofdn indolcsoportja
gyakorlatilag kvantitative elbomlik, a glutamin és az aszparagin savamidcsoportja
ammoniara és a kérdéses aminosavra hasad, a szerin 10-15, a treonin 10-20%-ban
bomolhat, a cisztin és a cisztein, valamint a metionin oxigén jelenlétében cisz-
tein-szulfinsavva és -szulfonsavva, tovabba metionin-szulfoxidda és -szulfonna
alakulhat. A ciszteinbdl alanin és szerin, szénhidratok jelenlétében glicin, a me-
tioninb6l pedig homocisztein, homocisztin és glicin képzédhet. Minimalis meny-
nyiségii bomlast szenvedhet a tirozin, a glutaminsav, az aszparaginsav, a prolin és
az arginin is. Kiilon figyelmet érdemel a valin, az izoleucin és a leucin, mert ezen
aminosavak kotései rendkiviil nehezen szakadnak fel a hidrolizis soran.

Az aminosav szétvalasztasa ioncserés oszlopkromatografiaval

Az aminosav szétvalasztasat natrium forméban 1év4 divinil-benzollal 4%-ban tér-
halésitott szulfonalt polisztirol miigyantdn végezzitk névekvé pH-ji és novekvd
natriumion-koncentraci6jua citratpufferek segitségével. Ennek soran a savas és
hidroxi-aminosavak gyorsabban, a bazikus aminosavak lassabban valnak le az
ioncserélé oszloprol, a semleges aminosavak pedig kozbiilsé értéket foglalnak
el a két széls6 csoport kozott. Az aminosavakat pH = 2,2-es pufferben vissziik fel
az ioncseréld oszlopra, ezutén a savanyu és semleges aminosavak szétvélasztésat
0,2 M pH = 3,25 és pH = 4,25 natrium-citrat pufferekkel, a bazikus aminosavak
szétvalasztasat pedig — az aminosav-analizédtor tipusatél fiiggéen — 0,35-0,85 M
natriumion-koncentraciéji pH = 5,28-6,50 pufferekkel végezziik. Az alkalmazott
kromatografalasi feltételek mellett (pufferosszetétel, hdmérséklet, aramlasi sebes-
ség) az aminosavak mindig ugyanolyan sorrendben elual6dnak az oszloprol; tehat
els6ként mindig a legsavasabb aszparaginsav, utolsénak pedig a legbazikusabb
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4.28. dbra. Az aminosav-analizator sematikus rajza

arginin tavozik. A pufferek pH-janak és natriumion-koncentraciéjanak, valamint
a kromatografdlas hémérsékletének valtoztatdsaval az aminosavak eltcids sor-
rendje megvaltoztathatd, illetve az elticiés idék optimalhatok.

Az aminosav és a ninhidrin reakciéja

Az aminosavak oldata szintelen, ezért a meghatarozashoz az aminosavakat szi-
nessé kell tenni. Az ioncserélé oszloprél tavozé aminosavakat a keveréblokk-
ban ninhidrinnel reagaltatva kékes, ibolyas-lilas szinii vegyiiletet kapunk.
A ninhidrinoldattal 6sszekevert aminosavakat tartalmazé puffer egy tefloncs6ben
15-20 percet t6lt el 100 °C-on, amelynek soran a pH = 5,5. Az aminosavakkal 1ét-
rejott szin intenzitdsat atfolyé kiivettds fotométerben, 570 nm-en mérjiik, kivéve
a prolint, amelyet 440 nm-en fotometradlunk, mert a prolin és a ninhidrin kozti
szinreakci6 sarga szint vegyiiletet eredményez, amely vegyiilet fényelnyelési ma-
ximuma 440 nm. Az aminosavak és a ninhidrin kozti reakci6 leegyszertisitve az
aldbbiak szerint megy végbe.

A vazolt reakcié 1ényege, hogy a ninhidrin az els6 1épésben az aminosa-
vat a-iminosavva dehidrogénezi, majd az iminosav amméniava és a-ketosavva
hidrolizal. A dehidrogénezést kivéalté redukalt ninhidrin és egy masik molekula
ninhidrin az ammdnidval kondenzéaciés reakciéba 1ép; az igy képz6dott konden-
zacios termék, ill. annak médosulata a szines vegytlet (4.29. dbra).
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4.29. Gbra. Az aminosavak és a ninhidrin reakciéja

Az aminosav mindségi és mennyiségi meghatarozasa

Az ioncserél6 oszloprél tavozé, pufferben 1évé aminosavak reakciéja a ninhid-
rinnel a forré vizbe meriilé teflonspirdlban lejatszédik, majd a szines oldat a
fotométer atfolyokuvettajan halad 4t. A fotométer altal érzékelt fényabszorpciét
a kompenzograf regisztralja, amelynek eredménye a kromatogram. A kromatogra-
mon a cstcs helye mindig az aminosavra, a cstics nagysaga, illetve a cstics alatti
teriilet pedig az aminosav koncentracidjara jellemz6, azaz a kromatogramon az
elsé cstics mindig az aszparaginsavhoz, az utolsé az argininhez tartozik, a cstics
nagysaga pedig attol fligg, hogy az aszparaginsav, illetve az arginin kis vagy nagy
koncentraciéban van-e jelen a mintaban. Az aminosav-analizissel tehat el tudjuk
donteni, hogy milyen aminosavak vannak jelen a mintaban (a cstcs helye alap-
jan), és azt, hogy a jelen 1évé aminosavnak milyen a koncentracidja. Az elkésziilt
kromatogram csicsainak megfelel§ aminosav-mennyiségek kiszdmitasat ma mér
integratorral, szamitégéppel végezziik. Kordbban megallapitottuk:

— az egyes cslicsok tényleges magassagat, a félmagassagnal mért szélességet,
és kiszamitottuk a cstics alatti teriiletet,

— az egy cstucshoz kapcsolhaté aminosav-mennyiségeket a standard kroma-
togram értékeihez viszonyitva szamitjuk ki,

— végll az egyes aminosavat az eredeti mintara vonatkoztatva tomegszéaza-
lékban (g aminosav/100 g minta) adjuk meg.

A 4.30. dbra egy perhangyasavas oxidaci6 utani fehérjehidrolizatum amino-
savait mutatja, a 4.31. dbran pedig egy fiziol6gids oldat szabad aminosavainak
meghatarozasa lathat6.

Amennyiben nemcsak az élelmiszerekben 1év6 aminosav mennyiségérél, ha-
nem az élelmiszer-fehérje mingségérdl is szeretnénk informéaciét kapni, akkor az
aminosav-0sszetételt g aminosav/100 g fehérje vagy g aminosav/16 g N egységben
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4.30. dbra. A fehérjealkoté aminosavak kromatogramja perhangyasavas oxidacié utan.
A szdmokhoz tartoz6 aminosavak a kovetkezdk: 1. ciszteinsav, 2. metionin-szulfon,
3. aszparaginsav, 4. treonin, 5. szerin, 6. glutaminsav, 7. prolin, 8. glicin, 9. alanin,
10. cisztin, 11. valin, 12. metionin, 13. izoleucin, 14. leucin, 15. tirozin, 16. fenilalanin,
17. hisztidin, 18. lizin, 19. amménia, 20. arginin

adjuk meg, amely megmutatja, hogy az élelmiszerekben 1évé fehérje 100 grammja
hany g aminosavat tartalmaz. Ezen az alapon az ¢sszes élelmiszer-fehérje 6ssze-
hasonlithaté, hisz a vonatkoztatasi alap minden esetben a fehérje.

Az aminosav-analizis érzékenységének novelésére ninhidrin helyett o-ftalal-
dehidet is hasznélhatunk az aminosavak oszlop utani szarmazékanak képzésére,
mellyel az aminosav-analizis érzékenységét fokozhatjuk.

4.3.1.15.2. Az aminosav-osszetétel meghatarozasa nagyhatékonysagi
folyadékkromatografiaval

A nagyhatékonységu folyadékkromatografiat olyan nagyobb molekulatomeg,
héérzékeny anyagok vizsgalatara dolgoztak ki, amelyek egyéb kromatogra-
fids eljarasokkal (gdzkromatogréaf, IEC) nem vagy csak nehezen vizsgéalhatok.
A nagyhatékonysagua folyadékkromatografianal az alléfazis valamilyen nagy
viszkozitasi folyadék vagy nagy feliiletii anyag, amelyet altaldban rozsdamen-
tes acélcsébe préselnek, amelyen keresztiil az oldészert pumpa segitségével,
nagy nyomason aramoltatjadk. Amennyiben az eluens kevésbé polaros, mint
az alléfazis, normal fazisti kromatografiarél, és amennyiben az eluens po-
larosabb, mint az all6fazis, forditott fazisi kromatografiarol beszélink. Az
eluens folyamatosan aramlik keresztiil az oszlopon, melybe a mintaadagol6 se-
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4.31. dbra. Egy fiziolégias oldat szabad aminosavainak
meghatarozasa litiumpufferek alkalmazasaval
A szdmokhoz tartozé aminosavak a kovetkezdk: 1. ciszteinsav, 2. taurin, 3. foszfoszerin,
4. karbamid, 5. aszparaginsav, 6. hidroxi-prolin, 7. treonin, 8. szerin, 9. aszparagin,
10. glutaminsav, 11. glutamin, 12. a-amino-adipinsav, 13. prolin, 14. glicin, 15. alanin,
16. citrullin, 17. a-amino-vajsav, 18. valin, 19. cisztin, 20. metionin, 21. cisztation,
22. izoleucin, 23. leucin, 24. tirozin, 25. fenilalanin, 26. B-alanin, 27. B-amino-izovajsav,
28. y-amino-vajsav, 29. klér-fenilalanin (belsé standard), 30. etanolamin, 31. ammonia,
32. ornitin, 33. lizin, 34. hisztidin, 35. 1-metil-hisztidin, 36. 3-metil-hisztidin, 37. arginin.
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4.32. dbra. Egy Biotronik aminosav-analizator
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4.34. dbra. LaChrom nagyhatékonysagu folyadékkromatograf

gitségével juttatjuk be a szétvalasztani kivant komponenseket (4.33., 4.34. abra).
Az egyes komponensek eltér6 sebességgel haladnak keresztiil az oszlopon, és
optimélis esetben egymastdl jol elktiloniilve jelennek meg a HPLC-oszlop vé-
gén, ahol kiilonb6z6 mdédszerekkel detektalhatok. A detektor lehet lathaté vagy
ultraibolya fotométer, de lehet fluoreszcencias, elektrokémiai, esetleg torés-
mutaté mérémiiszer is. A detektort mindig a szétvalasztandé komponensek
tulajdonséagai alapjan vélasztjak meg.

Az aminosavak meghatarozhat6k nagyhatékonysaga folyadékkromatografi-
aval, oszlop el6tti szdrmazékképzéssel, amelyre az o-ftalaldehidet, a fluorenil-
metil-kloroformatot és a fenil-izotiocianatot hasznaljak a legszélesebb korben.
Detektalasra leginkéabb a fluoreszcens detektort hasznaljak, amelynek érzékeny-
sége jobb, mint a lathatd, illetve UV-tartomanyban méré detektoroké. Egy tipikus
oszlop elé6tti szarmazékképzéssel és HPLC-n torténd szétvalasztassal kapott kro-
matogramot mutat a 4.35. 4bra.

Amennyiben az oszlop el6tti szarmazékképzésre hasznalt reagens egy ki-
ralis szénatomot is tartalmaz, akkor lehet6ség van a D- és az L-aminosav enan-
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4.35. dbra. Az aminosavak szétvilasztasa oszlop elé6tti szarmazékképzés utan HPLC-vel
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4.36. dbra. Az aminosav-enantiomerek szétvalasztasa OPA/TATG-szarmazékképzés utian

tiomerek szétvélasztasidra és meghatdrozasira nagyhatékonyséaga folyadékkro-
matogréfiaval. A D- és L-aminosavak szarmazékképzésére leggyakrabban ebben
az esetben az 1-(9-fluorenil)-etil-kloroformétot (FLEC) és az orto-ftalaldehidet,
valamint a 2,3,4,6-tetra-O-acetil-1-tio-p-D-gliitkopiranozidot (OPA/TATG) hasz-
néljak (4.36. abra). Ezekkel a m6dszerekkel nemcsak azt tudjuk megmondani,
hogy mennyi aminosav van jelen a mintdban, hanem azt is mérni tudjuk, hogy
a mintdban milyen az L- és a D-aminosav koncentraci6ja. Ez kiillonosen azért
fontos, mert a kiilonb6z6 technolégiai beavatkozasok (magas hémérséklet, ltagos
kezelés, detoxikéacio) hatdsara az L-aminosavak egy része atalakulhat D-amino-
savva, amelyeket az ember és a legtobb allat nem tud hasznositani, s6t karos
hatésait is kimutattdk az é16 szervezetre. A D- és az L-aminosavak szétvalasz-
tdsdra és meghatarozédsara végzett analizis eredményeit mutatja a 4.36. abra.
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4.37. dbra. A kis mennyiségii D-aminosavak meghatarozasa
a nagy mennyiségben jelen 1évé L-aminosavak mellett

A legtobb alkalmazas soran csak néhany aminosav D- és L-enantiomerére
vagyunk kivancsiak, és nincs sziikség az ¢sszes fehérjealkot6 aminosav D- és
L-enantiomerének szétvéilasztdsara és meghatérozasara. Ezért a mozgofazis pH-
janak és ionerdsségének megvaltoztatasaval vagy masik szerves oldészer alkal-
mazasaval és esetleg az analitikai oszlop méretének és toltésének valtoztatasaval
lehet6ség van arra, hogy a kérdéses aminosav-enantiomer(eke)t szét tudjuk va-
lasztani és meg tudjuk hatarozni. Természetesen ilyenkor minden alkalommal el
kell végezni a rendszer optimalasét a sziikséges aminosav(ak)ra.

A 4.37. dbran egy ilyen optimaélas lathat6 az aszparaginsav és a glutamin-
sav, valamint az alanin enantiomerének szétvalasztasara. A D-aszparaginsav és
a D-glutaminsav, illetve a D-alanin a bakterialis fehérjeszintézis markerei, hisz
a baktériumok sejtfalanak peptidoglikanjai jelent6s mennyiséget tartalmaznak e
harom aminosavbél. Ebbél a kromatogrambdl azonban az is latszik, hogy hisz-
szoros mennyiségli L-aminosav mellett nem okoz gondot a D-aminosavak elva-
lasztasa és meghatérozasa a hagyomanyos fluoreszcens detektor alkalmazaséaval.
A D-aminosavak meghatérozasédnak alsé hatara fluoreszcens detektorral ebben
a rendszerben 0,2-0,5 nM kézott van, bar a D-aszparaginsav és a D-glutaminsav
esetén ez a koncentracié kisebb 0,1 nM-nél, a lizinnél pedig 2 nM koriil alakul.

4.3.1.15.3. Az aminosav-osszetétel meghatarozasa fotometriasan

4.3.1.15.3.1. A metionintartalom meghatarozasa

A platinacsoport fémei szines komplex jodidokat képeznek, amelyek szerves szul-
fidokkal vagy merkapto-vegytiletekkel (metionin és cisztein) elszintelenednek, a
kéntartalmu vegytiletnek mint ligandumnak a platinaval képzett komplexei révén.
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K,[Ptly] + 4 CH,-S-R + 4 HCI — [Pt(CH,-S-R),]Cl,+ 2 KCI + 4 HI + I,

A szines reagensoldat a metionintartalommal ardnyosan szintelenedik el,
mivel a cisztein befolyésa egyrészt kisebb a platina-jodid komplexre, mint a me-
tioniné, masrészt a cisztein a feleslegben adott formaldehiddel lekothetd, igy za-
varé hatésa kikiiszobolhetd.
leirt hidrolizatum pH-jat 4 M NaOH-dal jeges vizben val6 hiités mellett, pH =
8-10 koriili értékre allitjuk be, majd desztillalt vizzel 25 cm®-es mérélombikba
mossuk, jelig toltjik, és finom pérusi sziir6papiron lesziirjitk. Ebbél az oldatbél
1 cm’-t csiszolt dugds kémcsébe pipettazunk, és 0,33 cm® maszkirozé oldatot
(50 cm® 40%-o0s formaldehid-oldatot borat pufferrel 200 cm®-re egészitiink ki)
mériink hozza. Osszerazzuk, 1 cm® 2 : 1 higitast HCl-oldatot és 2 cm® reagenst
(15 cm® 0,1% hexaklér-platinasav oldathoz 15 cm® 3%-o0s kalium-jodid-oldatot
adunk, és az elegyet desztillalt vizzel 200 cm’-re toltjiik fel) adunk a mintdhoz
(M). A reagensmintéval egyidejtileg vakmintat is készitiink, ahol a reagens he-
lyett 2 cm® desztillalt vizet adunk az elegyhez (MV). A ,kiindulasi” szin megha-
tarozésahoz a minta helyett boratpuffert (38,14 g Na-tetraboratot és 0,3 g CaCl,
- 2 H,0-t feloldunk 500 cm® desztillalt vizben, pH = 8,0, majd 1000 cm®-re
toltjuk fel) mérank be (A). 10 perc elteltével mind a harom oldat fényelnyelését
egy 6ran beliil 490 nm-en mérjiik boratpuffer vakkal szemben. A kiértékeléshez
az el6z0 leiras szerint olyan kalibraciés gorbét készitiink, amelyhez 10, 20, 30,
40 és 50 ug metionin/cm® téménységii oldatokat hasznéalunk fel. A kiillénb6zé
toménységli metioninoldatok szintelenité hatasat a ,,kiindulasi” szin és az egyes
standardpontok abszorbancia-kiilénbségeként abrazoljuk a metioninkoncentra-
cio6 fiiggvényében.

Az eredmény az ismételhetség kovetelményének megfelelé két parhuza-
mos mérés szamtani atlaga az eredeti mintara vonatkoztatva, tomegszazalékban
kifejezve. A ,kiindulasi” szin és a minta vakértékével csokkentett vizsgalt oldat
abszorbanciakiilonbségébdl [E,—(E,~E,;)] a kalibraciés gorbe segitségével hata-

PP

rozzuk meg a mintaoldat metioninkoncentraci6jat az alabbi képlet segitségével:

C-H
. o/ _
Metionintartalom% = m-10%"

ahol: C — a mintaoldat metioninkoncentréci6ja (ug/cm?),
H - a vizsgalt minta higitasa (cm?®),
m — a vizsgalt minta tomege (g).
A minta zsirtalanitasa, szaritasa esetén a megfelel6 faktorokat alkalmazva
szamitjuk ki az eredményt, melynek legnagyobb eltérése két parhuzamos mérés
esetén az eredmény 10%-a lehet.
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4.3.1.15.3.2. A cisztintartalom meghatarozasa
A cisztintartalmat egy gyors ioncserés oszlopkromatografias mddszerrel, illetve
fotometrias tton is meg tudjuk hatarozni.

A cisztintartalom meghatarozasa ioncserés oszlopkromatografiaval

A médszer alkalmas élelmiszerek cisztintartalmanak meghatarozésara. Mivel a
kéntartalmt aminosavak, és ezek koziil is leginkabb a cisztin rendkiviil hajlamos
az oxidaciora, ezért az analizis kozben fellép6 veszteség elkeriilése érdekében
célszert a kéntartalmt aminosavakat oxidélt forméban, igy a cisztint ciszteinsav
formaban meghatarozni. A fentiek miatt a fehérje hidrolizise el6tt perhangyasa-
vas oxidaciéval a cisztint és a ciszteint ciszteinsavvéa alakitjuk at, majd a cisztein-
savat ioncserés oszlopkromatografiaval aminosav-analizétorral hatdrozzuk meg.

A vizsgélati eljaras soran 10 cm’-es ampullédba (melyben a fehérje hidrolizise
torténik) a megfelel6en el6készitett mintabol a varhaté cisztintartalomtél fiiggéen
30-40 mg-ot mériink be, 0,4 cm® perhangyasavat pipettazunk hozza, és 15 perc-
re 50 °C-os vizfiird6be meritjiik. Ezt kovetéen —-25 °C-ra mélyhtitében lehiitjiik,
megfagyasztjuk, a perhangyasavat fagyasztva szaritassal (liofilezés) eltavolitjuk.
(A perhangyasavat a kovetkez6képpen allitjuk elé: egy kémcsSbe 9:1 ardnyban
elegyitiink 85%-0s hangyasavat és 30%-0s hidrogén-peroxidot, 3 percre 50 °C-
os vizfiirdébe meritjiitk, majd szobahémeérséklettire hiitjiik, frissen hasznaljuk.)
A perhangyasavval oxidélt mintat 5 cm® 6 M-o0s sésavval 24 6rén 4t 110 (*=2)°C-
on hidrolizaljuk, majd a sésavat rotaciés gyorsbeparlon ledesztillaljuk, vagy a
hidrolizatum pH-jat 4 M NaOH-oldattal pH=2,2-re allitjuk be.

A ciszteinsav meghatdrozasat egy olyan mintaadagoldval ellatott barmely ami-
nosav-analizatorral elvégezhetjiik, amelynél lehetséges az dramlési paraméterek 16-
nyeges megvéltoztatasa nélkiil egymas utan tébb mintat juttatni az ioncserélé osz-
lopra (4.38. abra). Amennyiben csak 1 minta ciszteinsav-tartalméat hatarozzuk meg,
akkor a ciszteinsav és az aszparaginsav kozott egy olyan tires tertiletet kapunk a
kromatogramon, ahova még az dramlési paraméterek figyelembevételével tovabbi
3-5 minta ciszteinsavanak csticsa beférne. A fenti lehetdségekkel élve 2-3 percenként
ot killonboz6, perhangyasavval oxidalt mintat juttatunk az ioncserélé oszlopra, és
az 5. minta ciszteinsav csticsdnak megjelenése utin — mivel itt mar megjelenik az
els6 minta aszparaginsav csticsa — az analizist megszakitjuk, az ioncserél6 oszlo-
pot regeneraljuk, equilibraljuk, és folytatjuk a tovabbi mintdk analizisét. Gyakorlati
szempontbol célszerti egy ciszteinsav standarddel inditani a meghatarozast, amelyet
4-5 minta betaplalasa kovet az aminosav-analizétor ioncserélé oszlopara. A mintak
elvalasztdsdhoz az aminosav-analizisnél leirtaknak megfeleléen, csak pH=3,25
néatrium-citrat puffert hasznéalunk (esetleg kissé megsavanyitva), a regeneralast 0,2 M
NaOH-dal, az equilibralast pedig ugyanezzel a pufferrel végezzik. Fenti mddszer
alkalmazasaval az élelmiszerekben esetenként igen kis koncentracidban el6fordulé
cisztin meghatérozasat az ¢sszes tobbi aminosavét eléré pontosségi szintre tudjunk
emelni. Az eredményt két, pdirhuzamos mérés atlagaban, tomeg%-ban adjuk meg.
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4.38. Gbra. Cisztintartalom meghatarozasa perhangyasavas oxidaciéval
és gyorsitott betaplalassal

R—SH + OxN S—S NO3 .
COOH COOH
Cys DTBNB
—> OyN SH + R—S—S§ NO»
COOH COOH
3-merkapto-6-nitro-benzoesav (sarga)

4.39. dbra. A cisztein reakciéja az 5’,5-ditio-bis-(2-nitro-benzoesav)-val

A cisztintartalom meghatarozasa fotometriasan
A moédszer alkalmas élelmiszerek és élelmiszer-kiegészit6k cisztintartalmanak
meghatarozaséra. A meghatarozas soran a megfelel6en hidrolizalt mintabdl a
cisztint ditioeritrittel (eritro-2’,3-dihidroxi-1’,4-ditiolbutdn; DTE) vagy ditiot-
reittel (treo-2’,3-dihidroxi-1’,4-ditiolbutan; TDD) ciszteinné redukéljuk, majd a
felesleges redukélészert natrium-arzenittel megkotjiik. A keletkezett ciszteint
5’,5-ditio-bis-(2-nitro-benzoesav)-val (DTBNB) reagéltatjuk, és a keletkezett sarga
szinli 3-merkapto-6-nitro-benzoesav mennyiségét 460 nm-en spektrofotometria-
san hatarozzuk meg. Mivel mind a redukci, mind a DTBNB-vel torténd reakcié
a tiol-szulfid cserén alapszik, ezért a cisztein-, illetve cisztinmeghatdrozasi méd-
szer specifikus, és mas aminosavak nem zavarjak. A meghatarozés soran végbe-
meno reakcié a kovetkezd (4.39. dbra):

A vizsgélati eljaras sordn a pH=8-ra beallitott, desztillalt vizzel 25 cm®-re
feltoltott és sztirt hidrolizatumbol 0,5 cm®-t csiszoltdugds kémcesébe pipettazunk,
4 ¢cm® 8,25 pH-ji 0,1 M TRIS-puffert, majd 1,4 cm® 0,05%-0s DTE-oldatot adunk
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hozza. Ezekkel a 1épésekkel a cisztint redukéljuk, aminek ideje 10 perc. Ezutén
2 cm’ pH=8-as 0,25 M TRIS-puffert adunk a reakciéelegyhez, majd a redukéls-
szer feleslegét 4 cm® 0,8%-0s Na-arzenittel kotjitk meg.

A redukéldszer megkotését kovetden a reakcidelegyhez hozzaadunk 1,5 cm®
reagenst (100 mg DTBNB-t 250 cm® acetatpufferben oldunk fel), majd a sarga szi-
ni oldat fényelnyelését 460 nm-en mérjik. A mintaoldattal egytitt egy vakoldatot
is készitiink, ahol a reagens helyett 1,5 cm® desztillalt vizet adunk a reakcitelegy-
hez. A vakmintara kapott értékkel minden esetben csokkentjitk a minta abszor-
bancidjat. A kiértékelés kalibraciés gorbe segitségével torténik. Ennek soran az
el6z6ekben felsorolt reakcidkat ismert koncentraci6ja, cisztintartalmt oldatok-
kal végezziik el. gy 0,024 g cisztint 100 cm® 8,25-6s pH-ju 0,1 M TRIS-puffer-
ben feloldunk; a kalibracios gorbe felvételéhez ebbél az oldatbél 0,1; 0,15; 0,20;
0,25; 0,30 cm®’-t pipettazunk csiszoltdugos kémcsébe, és a reagensek hozzaadésa
utan mérjik az oldat abszorbanciéjat. Az értékeket a ciszt(e)inkoncentracié fiigg-
vényében abrazoljuk, és a hitelesitéegyenest hasznéljuk fel az ismeretlen minta
ciszt(e)inkoncentraci6janak meghatarozasara. Az eredményeket két parhuzamos
mérés atlaga alapjan az eredeti mintara vonatkoztatva tomeg%-ban fejezziik ki,
figyelembe véve a minta zsirtalanitdsa és szaritasa kozben beallt tomegvaltozaso-
kat, illetve a fotometralas soran végzett higitasokat.

4.3.1.15.3.3. A triptofantartalom meghatarozasa
A triptofdntartalom meghatdrozédsa ioncserés oszlopkromatografidsan és fo-
tometridsan is torténhet élelmiszerekbdl. A triptofannal azért kell kiillon fog-
lalkozni, mert a triptofan indolcsoportja savas hidrolizisnél (kiillonosen nagy
szénhidrattartalmi minték esetében) kvantitative elbomlik, ezért a triptofan
meghatarozasa soran ligos hidrolizist kell alkalmazni. A lagos hidrolizis
torténhet barium- vagy néatrium-hidroxiddal, amelyet kovethet mind ioncserés
oszlopkromatogréfids, mind a para-dimetil-amino-benzaldehiddel és natrium-
nitrittel képzett kék szinli termék koncentraciéjanak spektrofotometrias meg-
hatarozasa 590 nm-en.

A fehérje hidrolizisét mind NaOH-dal, mind Ba(OH),-dal elvégezhetjiik.
A nétrium-hidroxidos hidrolizis sordn a 10 cm®-es ampullaba a megfeleléen eld-
készitett mintdb6l a nyersfehérje-tartalomtol fiiggéen 50-100 mg-ot mériink be.
5 cm®-es 5 M NaOH-oldatot adunk hozza, iivegkapillarison keresztiil 3-5 percen
at nitrogéngazt vezetiink az ampullaba, leforrasztjuk, szarit6szekrényben a mintéat
110 (£2) °C-on 24 6rén &t hidrolizaljuk, majd lehtilés utan az ampulla tartal-
mat kevés pH = 4,25 nartium-citrat-pufferrel 25 cm®-es mérélombikba mossuk.
A lombikot jeges vizbe allitva a minta pH-jat tomény sésavval pH = 4-re allitjuk
be, majd citratpufferrel jelig toltjiikk. Az oldat centrifugélés, esetleg sztirés utan
kész a triptofan meghatarozasara.

A barium-hidroxidos hidrolizis soran a megfelel6en el6készitett mintabél 10-
100 mg-ot mériink be, majd a nyersfehérje-tartalom fiiggvényében 10 mg fehér-
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jéhez 1,26 g Ba(OH),-t és 1,45 cm® desztillalt vizet mériink hozz4. A barium-hid-
roxid szobahdmeérsékleten nem megy oldatba, kristalyai letilepednek az ampulla
aljara. Uvegkapillarison keresztiil 2-3 percig nitrogéngézt vezetiink az ampullaba,
leforrasztjuk, majd szaritészekrényben a mintat 110 (+2) °C-on 48 6ran &t hidro-
lizaljuk. Lehtilés utdn a hidrolizdtumot 50 cm®-es Erlenmeyer-lombikba éntjiik
at, az ampullat 3 x 2 cm® forré desztillalt vizzel atoblitjik, 1 csepp fenolftale-
inindikatort adunk hozza, és 6 M sdsavval kozombositjiikk. A bemért Ba(OH),-
tél fiiggben 5-10 g vizmentes natrium-szulfatot adunk a kozombositett oldathoz,
majd a kivalt barium-szulfat csapadékot tivegsziirén sztirjiik vagy centrifugaljuk.
A csapadékot 2 x 3 cm® desztillalt vizzel &tmossuk, az egyesitett vizes féazisokat
liofilizaljuk. A liofilizalas utan kapott beparlasi maradékot pH = 4,25-0s natri-
um-citrat pufferben feloldjuk, lesztirjik, és az igy kapott hidrolizatum kész a
triptofdn meghatéarozasara. A triptofanstandardot az el6z6ekben leirtak szerinti
munkafolyamatoknak vetjiik ala.

A triptofantartalom mérése ioncserés oszlopkromatografiaval aminosav-ana-
lizatoron
Az elvalasztés elve és koriilményei megegyeznek az aminosav-analizisnél leirtak-
kal, azzal a kiilonbséggel, hogy:

— 15 cm®-es rovid ioncseréld oszlopot hasznélunk,

— az oszlop hémérséklete 55-60 °C,

— eluensként a legmagasabb pH-ja és molaritdsi natrium-citrat puffert

hasznaljuk.

Az eredményt két parhuzamos mérés atlagaban, a minta tomeg%-aban ad-

juk meg.

A triptofantartalom mérése fotometriasan para-dimetil-amino-benzaldehiddel
A minta hidrolizise utan a hidrolizatumbdl 5-10 mg fehérjének megfelel6 anya-
got mériink be egy 20 cm® csiszoltdugos kémcesdbe, majd 10 cm’-re egészitjiik ki
kénsavas reagenssel, amely 0,3 g para-dimetil-amino-benzaldehidet tartalmaz
100 cm® tomény kénsavban. A kémcsovet sotét helyen, szobahdmérsékleten,
16 6réan at allni hagyjuk, majd 0,1 cm® 0,045%-0s natrium-nitrit-oldatot adunk
hozza, 6sszerazzuk, és 30 percre sotét helyre tessziik. Ismételt 6sszerazas utén
a kék szind oldat fényelnyelését 590 nm-en mérjiik. A vakpréba a leirtak sze-
rint késziil para-dimetil-amino-benzaldehid nélkiil. A kiértékelés kalibracios
gorbe segitségével torténik, amelyet elézetesen 20-150 ug triptofan/10 cm® re-
akciéelegy-tartomanyban vesziink fel. Az ismeretlen minta triptofantartalmat a
hitelesité egyenes segitségével hatarozzuk meg, és két pairhuzamos mérés atlaga
alapjdn a minta tomeg%-aban fejezziik ki. A minta zsirtalanitidsa és szaritdsa
esetén a tomegvaltozasokat figyelembe véve adjuk meg az eredményt az eredeti
mintdra.
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4.3.1.15.4. A hasznosithat6 lizintartalom meghatarozasa

A hasznosithaté lizintartalmat ioncserés oszlopkromatografids médszerrel, il-
letve fotometrids modszerrel lehet meghatérozni. Az elsé esetben megfelels
koriilmények kozott 2,4-dinitro-1-fluor-benzollal reagéltatjuk a minta fehérjéjé-
ben 1év§ lizint, dinitro-fenil-e-amino-lizin szdrmazékot létrehozva. Csak szabad
g-aminocsoporttal rendelkezé lizin reagal a DNFB-vel, ezért a szarmazék kon-
centraciénak meghatarozasa megadja a hasznosithaté (szabad e-aminocsoporttal
rendelkezé) lizin mennyiségét. E szarmazék a savas hidrolizis sordn nem bomlik
le, ezért aminosav-analizatorral meghatdarozhaté. Amennyiben az eredeti minta
sésavas hidrolizise utan meghatérozzuk az 6sszes lizintartalmat, majd az 6sz-
szes lizinbél levonjuk a DNB-lizintartalmat, megkapjuk a hasznosithatatlan lizin
mennyiségét a mintaban. Az élelmiszerek 6sszeallitasdnédl mindig a hasznosithat6
lizintartalommal kell szdmolni, hisz az s-aminocsoportjan blokkolt lizin sem az
emberi, sem az allati szervezetben nem hasznosul. A hasznosithaté lizintarta-
lomban 10% csokkenés a fehérje jelentés hékarosodasara, valamint biolégiai ér-
tékének nagymértékl csokkenésére utal.

4.40. dbra. Fuggoéleges és vizszintes razogép

A hasznosithaté lizintartalom meghatarozasa festékkotéses modszerrel

A mébdszer lényege az, hogy meg kell hatarozni a lizintartalom azon mennyiségét,
amely képes szabad aminocsoportja segitségével a festék megkotésére. A megko-
tott festék mennyisége egyenesen ardnyos a szabad aminocsoportok szamaval, ez
pedig a hasznosithat6 lizintartalommal. Az eljarés sordn a finomra 6rélt mintabél
A vizsgalatnal a mintdhoz Na-acetatot, ecetsavat és festékoldatot adunk, majd
egy oran keresztil razogépben razatjuk (4.40. abra). Ugyanehhez a mintdhoz a
B vizsgalatnél Na-acetatot, ecetsavanhidridet adunk, razatjuk, hozzaadjuk a fes-
tékoldatot, majd ismételt razatas kovetkezik. Az A minta esetében a fehérje hisz-
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4.41. Gbra. A bazikus aminosavak és az acid orange 12 festék reakciéja

tidin, arginin és szabad e-aminocsoportt lizinje, a B esetben pedig a lizin szabad
g-aminocsoportjanak ecetsavanhidriddel tortént blokkoldsa utan a hisztidin és az
arginin koti meg a festéket. A meg nem kotott festékoldat koncentracidjat mindkét
esetben 475 nm hulldmhossznal spektrofotométeren mérjiik, az eredményt kalib-
racids gorbe segitségével szamitjuk. A festékmegkot6 lizintartalmat megkapjuk,
ha az 6sszes bazikus aminosav festékmegkot6 kapacitasabol levonjuk a lizin ace-
tilezéssel torténd blokkolasa utan a hisztidin és az arginin festékkotd kapacitasat.
A festékkotés mechanizmusat az alabbi 6sszeéllitds mutatja (4.41. dbra).
A mddszer pontos leirasa meghaladja a konyv kereteit.

4.3.1.16. Valogatott fejezetek
4.3.1.16.1. Az allati eredetii fehérjék keratintartalmanak meghatarozasa

A modszer alkalmas takarmanyok, elsGsorban hiuslisztek toll-liszt-tartalmanak
meghatéarozasara. Az eljaras sordn a toll-liszt és a husliszt aminosav-6sszeté-
telében fennall6 kiillonbségeket kihasznalva, a husliszthez hozzakevert vagy a
technoldgiai hidnyossagok folytan a huslisztbe jutott keratinfehérje mennyiségét
hatarozzuk meg. A cisztintartalom alapjan 3-4%, az aminosavakbdl szerkesztett
indexek alapjan 2-3% toll-liszt husliszthez torténé hozzakeverése kimutathato.
A meghatarozas a kiilonb6z6 komponensek eltéré aminosav-sszetételén alap-
szik, ezért a vizsgélati eljaras sordn az aminosav-analizissel kapcsolatos tudniva-
l6kat ismételten mar nem kozoljuk.

A vizsgalt mintdk aminosav-0sszetételét 6 M-os sésavas hidrolizis utan
(110 °C, 24 6ra) automatikus aminosav-analizatorral hatdrozzuk meg. A tiszta
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toll- és a tiszta htiismintdk aminosav-Osszetételét vizsgalva megéllapithatd, hogy a
toll cisztintartalma atlagosan 11-12-szer, szerintartalma haromszor nagyobb, mint
a husé, ezzel ellentétben a hiis metionintartalma hétszer, lizintartalma 7-8-szor,
hisztidintartalma pedig négyszer nagyobb, mint a tollé. A fentiek alapjan 3-4%
toll-liszt hisliszthez torténd keverése a cisztintartalom alapjan kimutathat6. Ha
az aminosavakbdl képziink egy olyan indexet, ahol a tollban lényegesen nagyobb
koncentraciéban el6fordulé cisztin és szerin a szamlaléban, a htisban lényegesen
nagyobb koncentracidban el6fordulé lizin, hisztidin és metionin pedig a nevez6-
ben talédlhato, ennek az indexnek a segitségével 2% toll-liszt hasliszthez torténd
keverése kimutathaté.

Amennyiben a husliszthez hozzakevert toll-liszt szazalékénak fliiggvényében
abrazoljuk az indexeket, akkor egy ismeretlen minta toll-liszt-tartalma mennyisé-
gileg is meghatarozhaté. Az el6z6ekben emlitett index ugyanis tiszta marhahtsra
1,2; 2% toll-lisztet tartalmaz6 marhahtsra 1,5; 5% toll-lisztet tartalmaz6 marha-
htsra 2,0; 10% toll-lisztet tartalmaz6 marhahtsra 3,2; 20% toll-lisztet tartalma-
70 marhahtsra 6,6; 50% toll-lisztet tartalmaz6 marhahtsra 61,1; a 100% tollnal
pedig 3100 koriil van. A médszer alkalmazaséaval az 5%-nal nagyobb mennyisé-
gl toll-liszt husliszthez torténd keverése nagy biztonsaggal kimutathatd, ami a
gyakorlat szempontjabol tokéletesen megfelel, hisz 5%-nél kevesebb toll-lisztet
hamisitas céljabol nincs értelme a husliszthez hozzakeverni.

4.3.1.16.2. A bakterialis eredetii fehérje meghatarozasa

A moédszer alkalmas élelmiszerek és takarmanyok bakteriélis eredeti fehérjetar-
talmanak meghatarozaséra. A diamino-pimelinsav, valamint a D-alanin (D-Ala), a
D-glutaminsav (D-Glu) és a D-aszparaginsav (D-Asp) kizar6lag a baktériumok sejt-
falaban 1évé peptidoglikanokban fordulnak el6. Annak ellenére, hogy a DAPA és
a hdrom D-aminosav mennyisége a sejtfalban a baktériumfajtél erételjesen fiigg, a
DAPA és a D-aminosavak részardnya a baktériumfehérjén belal (allandé takarma-
nyozasi feltételek mellett) nem valtozik, ezért ezek a markerek jél hasznélhaték a
bakterialis eredetti fehérje becslésére.

A diamino-pimelinsav (DAPA) tartalom alapjan

A diamino-pimelinsav a metionin és az izoleucin kozétt jelenik meg a kroma-
togramon, ezért a kéntartalmi aminosav oxidéci6jat kovetéen a 6 M-os sésa-
vas hidrolizis utdn hatdrozzuk meg a DAPA-t ioncserés oszlopkromatografiaval
aminosav-analizdtor segitségével. A metionin oxidéacidjat kovetéen, az igen kis
koncentraciéban jelen 1évé DAPA meghatarozasara is lehet6ség nyilik, hisz a
metionin oxidéacidjaval szabadda valik a valin és az izoleucin kozti teriilet, igy a
szomszédos aminosavak nem zavarjik a kimutathatésag hataran 1évé DAPA meg-
hatarozésat (4.42. 4dbra). A fentiek miatt a DAPA meghatarozésa el6tt a mintat
perhangyasavval oxidéljuk az alabbiak szerint: 10 cm®-es ampulldba mintegy



4.3. Szerves alkotérészek meghatarozasa W 267

metionin-szulfon

diamino-pimelinsav

ciszteinsav

idé 0 — 120 perc

= =

4.42. dbra. A diamino-pimelinsav mennyiségének meghatarozasa
ioncserés oszlopkromatografiaval perhangyasavas oxidacié utan

10 mg fehérjét tartalmazé légszaraz mintat mériink be, 0,1 mg-os pontossaggal.
A perhangyasavas oxidaciét és a sésavas hidrolizist az aminosav-analizisnél leir-
tak szerint végezziik. A DAPA-tartalmat a komplett aminosav-analizisnek megfe-
lel koriilmények kozott hatdrozzuk meg, aminek soran figyelemmel kell lenni a
DAPA és az izoleucin tokéletes szétvalasara.

A DAPA-cstcsot az aminosav-analizisnél leirtak szerint értékeljiik, az ered-
ményt tomeg%-ban adjuk meg. Mivel a tiszta baktériumfehérje DAPA-tartalma
0,8-1,2% kozott van, nagyszdma mérés alapjan atlagosan 1,0%, a bakteriélis ere-
deti fehérjetartalmat tomeg%-ban az aldbbi képlet alapjan szamithatjuk:

bakterialis eredetl fehérjetartalom % = DAPA-tartalom % - 100.

Tehat ha egy ismeretlen minta tomeg%-ban kifejezett DAPA-tartalmat 100-as
~konverzios faktorral” megszorozzuk, akkor a minta 6sszes fehérjetartalman beliil
megkapjuk a baktériumok 4ltal szintetizalt fehérjetartalmat.

A D-aminosav-tartalom alapjan

A diamino-pimelinsav-tartalom mellett a D-alanin, a D-glutaminsav és a D-asz-
paraginsav is csak a baktériumok sejtfaldban 1évé peptidoglikanokban fordul-
nak eld, ezért alkalmas maédszerrel mérve ezek is jol hasznalhaték markerként
a bakteriélis eredet®i fehérje kimutatéasara, illetve mennyiségi meghatarozasara.
Az analitikai meghatarozds szempontjaboél tekintve a D-aminosavak koziil a D-
aszparaginsav és a D-glutaminsav meghatarozasa lényegesen konnyebb, hisz a
nagyhatékonysagu folyadékkromatografids meghatarozas soran e két aminosav
enantiomerjei kozvetleniil a kromatogram elején jelennek meg, ezért ezek elva-
lasztasat és meghatarozasat semmi sem zavarja. (A médszer leirasa a 3.3.1.15.2.
fejezetben taldlhaté.) Ezzel szemben az alanin a kromatogram kozepén jelenik
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4.43. dbra. Osszefiiggés a baktériumfehérje nyersfehérje-tartalma, valamint
a fehérje diamino-pimelinsav-, D-aszparaginsav- és D-glutaminsav-tartalma kozott

meg, és enantiomerjeinek szétvalasztiasa és meghatarozéasa lényegesen nehezebb,
mint a mésik két aminosavé. Az 6sszefiiggést a baktériumfehérje nyersfehérje-
tartalma, valamint a fehérje diamino-pimelinsav-, D-aszparaginsav- és D-gluta-
minsav-tartalma kozott a 4.43. abra mutatja.

Méréseink szerint a bendébaktériumok altal szintetizélt fehérje D-aszpa-
raginsav-tartalma 0,74%, D-glutaminsav-tartalma pedig 0,99%. Ezekbdl az ada-
tokbdl olyan szorzéfaktorok képezheték, amelyeknek segitségével a baktériumok
altal szintetizalt fehérje mennyisége meghatarozhaté. Ezek a szorzéfaktorok az
D-aszparaginsav esetében 100/0,74 = 135, a D-glutaminsav esetében 100/0,99
= 101. Ebbdl kovetkezik tehat, hogy ha egy ismeretlen élelmiszerminta D-asz-
paraginsav-tartalmét 135-tel, D-glutaminsav-tartalmat 101-gyel megszorozzuk,
akkor megkapjuk a baktériumok 4ltal szintetizalt fehérje mennyiségét.

4.3.1.16.3. Specialis kromatografids modszerek
az egyes aminosavak meghatarozasara

Roviditett lizin- és metioninmeghatarozas

Elelmiszerek két legfontosabb esszenciélis aminosava a metionin és a lizin. E két
aminosav gyors meghatarozaséara, nagyszamu élelmiszer tesztelésére olyan kro-
matografias modszert dolgoztak ki, melynek segitségével a metionin és a lizin
a tobbi aminosavtdl j6l elvalaszthatd, pontosan meghatarozhaté. Az aminosa-
vak IEC-s meghatérozasanal alkalmazott ioncserél6 miigyanta oszlop méretének
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csokkentésével, valamint az alkalmazott pufferek pH-janak és natriumion-kon-
centracidjanak megvaltoztatdsaval elérték, hogy a savas aminosavak a metionin
el6tti semleges aminosavakkal 6sszemosédva jelennek meg a kromatogramon,
melyeket a metionin jol szeparalodott csticsa kovet. Ezt kovet6en a metionin és a
lizin kozotti aminosavak ismét egymasba mosdédnak, majd a lizin jol elvalé, éles
cstcs formajéban jelenik meg. A lizin utdni aminosavakat az oszloprél NaOH-dal
lemossék, majd az oszlop equilibralasa utan folytathaté a metionin és a lizin meg-
hatarozasa. E mddszerrel az aminosav-analizis idejét e két aminosavra mintegy
negyedére tudjuk csokkenteni a médszer pontossdgénak csorbitasa nélkul.

Triptofantartalom-meghatarozas IEC-vel, rovid oszlopon
Amint kordbban emlitésre keriilt, a triptofan indolcsoportja savas kériillmények
kozott gyakorlatilag teljesen elbomlik, ezért a fehérje triptofantartalmat csak ba-
zikus hidrolizist kovetéen lehet meghatdrozni. A hidrolizadtum triptofantartal-
manak meghatarozéasara kidolgoztak egy gyors mddszert, amelynek 1ényege egy
rovid ioncserélé oszlop, valamint relative magas pH-ja és natriumion-koncent-
raciéja puffer. Ilyen kromatografalasi korilmények kozott az 6sszes fehérjeépits
aminosav 6sszemosddik. Ezeket a tobbi aminosavtél jol elvadléan koveti a tripto-
fan, amely igy ioncserés oszlopkromatogréfiaval meghatarozhat6. E médszerrel a
vizsgélat idejét toredékére lehet csokkenteni.

Az el6z6 két modszeren tal megoldast dolgoztak ki kiillonb6z6 anyagcsere-
betegségek gyors diagnosztizalasira, amelynek soran csak a fenilalanintartalmat
vagy a leucin- és valintartalmat hataroztak meg vérszérumbol.

4.3.1.16.4. A tej fehérjefrakcidinak szétvalasztasa és meghatarozasa

A modszer alkalmas a tej osszesfehérje, valédifehérje, savofehérje, valodi savo-
fehérje, kazein és nem fehérje nitrogén (NPN) szétvalasztaséra és meghataroza-
séra. A tej fehérjefrakcidinak szétvalasztasanal a kazein és a savifehérjék eltéré
viselkedését hasznaljuk ki, amelyet a tej pH-janak csokkenése idéz el6. A kazein
pH = 4,6 kortl a tejbdl pelyhes csapadék formajaban kicsapédik, mig a savéfe-
hérje és az NPN oldatban marad. A kazein centrifugalassal torténd eltavolitasa
utan kapott savébdl triklér-ecetsavval kicsapjuk a savéfehérjét, melyet kovetGen
mar csak a NPN marad oldatban. A kapott frakcié fehérjetartalmat Kjeltec gyors
nitrogénelemzével hatarozzuk meg, majd a fehérjefrakciok egy részét az igy ka-
pott adatokbél szamoljuk.

A tej fehérjefrakcidinak meghatarozésanél a teljes tejet (N%-6,38 = Gsszesfe-
hérje) 8000 fordulat/percen laboratériumi centrifugan (4.44. dbra) 10 percig tartd
centrifugaléssal zsirtalanitjuk, majd a tej pH-jat pH-méré segitségével 4,55-re al-
litjuk be. A kicsapédott kazeint 8000 g-n centrifugalva valasztjuk el a tejsavotol.
A tejsavobdl (N%:-6,38 = savofehérje) 12% triklor-ecetsavval eltavolitjuk a savo-
fehérjét, meghatarozzuk a sziirlet nitrogéntartalmat (NPN). A teljes tej nitrogén-
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4.44. dbra. Laboratériumi centrifuga

tartalmabdl levonva az NPN-t megkapjuk a tej-valédifehérje nitrogéntartalmét.
A savé nitrogéntartalméb6l levonva a NPN-t megkapjuk a valddi savéfehérje nit-
rogéntartalmat. A teljes tej nitrogéntartalmébdl levonva a savo nitrogéntartalmat
megkapjuk a kazein nitrogéntartalmét. A frakciok nitrogéntartalmat 6,38-as kon-
verziés faktorral szorozva kapjuk meg azok fehérjetartalmat. A tejminték és a kii-
16nb6z6 frakcidk nitrogéntartalmét Kjeltec gyors nitrogénelemzével hatédrozzuk
meg. Az eredményt parhuzamos vizsgélat utdn az eredeti mintara vonatkoztatva
tomegszazalékban adjuk meg.

4.3.1.16.5. A masztitiszes t6gybél szarmazoé tej kimutatasa
a szabad D-aminosav-tartalom alapjan

Az egészséges tej nem tartalmaz szabad D-aminosavakat, mig t6gygyulladas haté-
sara megnd a tej szabad D-aszparaginsav-, D-glutaminsav- és D-alanin-koncentra-
cibja, és ezen D-aminosavak mellett nyomokban még D-allo-izoleucint, D-prolint,
D-valint, D-leucint és D-lizint is ki lehet mutatni a gyulladasos t6gybdl szdrmazo
tejb6l. A szabad D-aminosavak mennyiségének meghatarozaséval az egészséges
t6gybdl szarmazo tejhez hozzéfejt koros t6gybdl szarmazo tej kimutathatd, rész-
aranya becsiilhet. A D-aminosavakon tdl a tej 6sszes szabadaminosav-tartalma
is lényegesen megné tégygyulladas hatésara.

A modszer a tej szabadaminosav- és szabad D-aminosav-tartalmanak meg-
hatarozasan alapul. A szabad aminosavakat IEC-vel, a szabad D-aminosavat pedig
HPLC-vel hatarozzuk meg. Az eljaras sordn a tejmintdkat a mintavétel utan jeges
vizben httjilk, majd 2 éran belil mélyhtitébe (-25 °C) rakjuk, s ott taroljuk az
analizisre torténé el6készitésig. A tejmintakat felolvasztas és 30 °C-ra torténd
felmelegités utan 5000 g-n 30 percig centrifugéljuk, amelynek soran egyrészt elta-
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volitjuk a tej alakos elemeit, amelyek letilepednek a centrifugacsé aljara, masrészt
elvégezziik a tej zsirtalanitésat is. Ezt koveten 50 cm® mintdhoz 50 cm® 25%-0s
triklér-ecetsavat adunk, majd 20 perc allas utan a kivalt csapadékot 10000 g-n
30 percig centrifugéljuk. A kapott felilltiiszé pH-jat az 6sszes szabad aminosav
meghatédrozasa esetén 4 M NaOH-dal pH = 2,2-re, a D-aminosavak meghatérozas-
kor pedig pH = 7-re allitjuk be. Az igy kapott oldatokat liofilez6vel 10 °C-os talca-
ftitést alkalmazva beszaritjuk, majd az 6sszes szabad aminosav-meghatarozéaskor
a beszéritott anyagot 10 cm® pH = 2,2-es citratpufferben, a szabad D-aminosav-
meghatarozéskor pedig 1 cm® bidesztillalt vizben oldjuk fel. Az igy elékészitett
mintakat —25 °C-on téroljuk az analizisek megkezdéséig.

A mastitest préba magasabb fokozataiban a szabad aminosav mennyisége je-
lent6s mértékben megné. A +-es mindsitési tej 2-szer, a ++-es 3,5-szer, a +++
és ++++-es mindsitést pedig 5-5,5-szer t6bb szabad aminosavat tartalmaz, mint
a normalis, mastitest préba alapjan negativnak mért tej. A mastitest proba alapjan
negativnak tekintett mintak nem tartalmaznak szabad D-aminosavat. A pozitiv ming-
sitési tejmintakban a D-aszparaginsav, D-glutaminsav és a D-alanin mellett megjele-
nik a D-valin, a D-allo-izo-leucin, a D-leucin és a D-lizin is. A ++, +++ és ++++
mintédkbél még tovabbi két aminosavat, a D-szerint és a D-prolint is ki lehet mutatni.
A szabad aminosav és a szabad D-aminosavak mennyisége az egészséges és a masti-
test préba alapjan kérosnak mindsitett tejekben a kovetkez6 (4.45. bra, 4.7. tablazat):

4.7. tabldzat. A szabad aminosavak és a szabad D-aminosavak mennyisége
az egészséges és a mastitest préba alapjan kérosnak minésitett tejekben

Szabad aminosavak Vizsgélt csoportok a mastitest préba alapjan
Osszege negativ + ++ +++ 4+
(mg/100 cm?)

3,387 8,744 12,614 17,569 18,300
Szabad D-aminosavak Vizsgalt csoportok a mastitest préba alapjan
mennyisége negatfv + ++ +4++ +4+++
(mg/100 cm?®)
D-Asp 0,17 0,23 0,32 0,32
D-Ser - - 0,02 0,04 0,04
D-Glu - 0,74 0,99 1,48 1,53
D-Pro - - 0,04 0,09 0,10
D-Ala - 0,48 1,13 2,32 2,41
D-Val - 0,08 0,09 0,09 0,12
D-allo-Ile - 0,08 0,10 0,12 0,15
D-Leu - 0,06 0,12 0,17 0,17
D-Lys - 0,11 0,27 0,36 0,37
Szabad D-aminosavak - 1,72 2,99 4,99 5,21

Osszege
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4.45. Gbra. Az egészséges és a mastitest proba alapjan
gyulladasos t6gybdl szdrmazé tej D-aminosav-tartalma

A szabad D-aminosav-tartalom alapjan el lehet donteni, hogy a vizsgalt
elegytej tartalmaz-e kéros t6gybél szarmazé tejet, ha ugyanis az elegytejbdl ki
lehet mutatni D-aminosavat, akkor az elegytej biztosan tartalmaz kéros t6gybél
szdrmazo tejet is. Amennyiben a vizsgélt tejminta szabad D-aminosav-6sszegét
(vagy kulon-kilon az egyes aminosavat) dsszehasonlitjuk a mastitest préba kii-
lonb6z6 fokozatainél kapott értékekkel, akkor az eltér6 osszetételd tej mennyisé-
gének becslésére is lehetdség nyilik.

4.3.1.16.6. A karbamidtartalom meghatarozasa

Elelmiszereink koziil a tejpor tartalmaz jelentds mennyiségti karbamidot. A kar-
bamidtartalom meghatarozéasa soran a minta vizes kivonatdhoz 4-dimetil-amino-
benzaldehid oldatot adunk, s a kialakulé sarga szin intenzitasat spektrofotomé-
teren 440 nm hullamhosszon mérjik. A vizsgélt eljaras soran elséként egy kar-
bamidkalibraciés-sort készitiink. Ennek soran lemériink 1 g karbamidot 0,2 mg
pontosséggal, kb. 200 cm® vizben feloldjuk, egy 500 cm®-es normél lombikba
toltjuk, osszerazzuk és desztillalt vizzel jelre allitjuk. A karbamid torzsoldatbél
2,4, 6,8, 10, 12 cm®-t mériink 100 cm?®-es normal lombikokba, desztillalt vizzel
jelre toltjiik, elegyitjiik. E kalibral6oldatok 5 cm®-re 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0 és 1,2 mg
karbamidot tartalmaz. A minta vizes kivonatanak elkészitése soran lemériink 2 g
vizsgélt anyagot 0,1 mg pontossaggal, ha a varhat6 karbamidtartalom 3% alat-
ti, valamint 1 g vizsgélt anyagot, ha a varhaté karbamidtartalom 3% felett van.
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500 cm’-es Stohmann-lombikba helyezziik, hozzadadunk 1 g aktiv szenet, 250 cm®
desztillalt vizet, 5 cm® cink-acetat és 5 cm® kalium-[hexaciano-ferrat(II)] oldatot.
Razogépen 30 percig razatjuk, majd desztillalt vizzel jelig toltjiik, elegyitjiik, iile-
pedés utan sztirjiik, a varhat6 karbamidtartalom figgvényében a sztrletet higitjuk
ugy, hogy a vizes kivonat 100 cm’-re 10-20 mg karbamidot tartalmazzon.

A karbamidtartalom mérése sordn 5-5 cm’-t pipettazunk a karbamid kalibra-
ci6s sorbdl, a minta vizes kivonatanak sztirletébél, valamint a vakmintabdl csi-
szolt dugés kémcsdvekbe, hozzdadunk 5 cm® 4-dimetil-amino-benzaldehid olda-
tot. Alaposan 0sszerdzzuk, 10 percig allni hagyjuk, utdna 440 nm hulldémhosszon
meérjitk az abszorbancit. Vakmintaként olyan oldatot hasznalunk, amely a minta
kivételével valamennyi felhasznalt vegyszert tartalmazza. A karbamidtartalmat
(K) a kovetkez6 képlettel szamoljuk és tomegszazalékban fejezzik ki:

ahol: E,, — a minta vizes kivonatdnak abszorbancigja,

E(—a 0,1 mg karbamidra szamitott atlagos abszorbanciaérték, amely a ka-

libraciés sor abszorbanciajanak 2, 4, 6, 8, 10 és 12-vel torténd osztésaval

kapott hanyadosok szdmtani kozépértéke,

m — a vizsgalt bemért minta tomege (g).

A karbamidtartalmat két parhuzamos meghatarozas kozépértékeként, egyti-

zedes pontossagra adjuk meg; a meghatarozds soran a megengedett legnagyobb
eltérés az eredmény 5%-a.

4.3.2. Zsirtartalom és zsirsavosszetétel-meghatarozas
4.3.2.1. A nyerszsirtartalom meghatdrozdsa

Elelmiszerek nyerszsirtartalmat Soxhlet-féle visszafoly6 késziilékben, éteres
vagy petroléteres kivonas utan hatarozzuk meg. Az extrahédlészer elparologta-
tdsa utdn visszamarad6 anyag tartalmazza a valédi zsirokat, a foszfatidokat, a
viaszokat, a szterinszdrmazékokat, a szinanyagokat és az ill6zsirsavak nagyobbik
részét. A nyerszsirtartalom meghatarozasa soran 1 mg pontossaggal lemértiink 5 g
vizsgélandé anyagot (m,), zsirmentes extrahdléhiivelybe helyezziik, és a hiivelyt
zsirmentes vattaval lezarjuk. A vizsgaland6 mintét tartalmazé hiivelyt az extra-
halékésziilék (4.46. abra) kozéprészébe helyezziik, majd osszekapcsoljuk a 4-5
szem horzsakovet tartalmazo, elére lemért (m,) és n-hexannal vagy petroléterrel
3/4 részig megtoltott lombikkal. A hiité felhelyezése utan a mintat 6 6ran keresz-
ttl olyan fiitéssel extrahéljuk, hogy a szivornya 6ranként legalabb tizszer cserélje
az olddszert. Az extrahalas soran a minta mindig friss extrahalészerrel érintke-
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4.46. dbra. Egy Soxhlet-késziilék és egy Tecator Soxhlet zsirmeghatarozé berendezés

zik, hisz a zsiros olddszer lombikba torténd visszaszivdsa utdn onnan csak az
extrahalészer tud elparologni, mert az extrahalt zsirok forrdspontja tobbszorose
az olddszerének. Ezzel az eljarassal rendkiviil hatékony kioldast lehet elérni vi-
szonylag csekély oldészer alkalmazéasaval. Hatéréds extrahalast kovet6en a mintat
tartalmaz6 hiively eltavolitasa utan az oldészert a lombikb6l a kozéprészbe desz-
tilldljuk, és onnan folyamatosan eltavolitjuk. A zsirt és az oldészer maradékait
tartalmazé lombikot egy érara 98 °C-os (=2 °C) hémérséklett szaritészekrénybe
helyezziik, majd exszikkatorban hiitjiik, mérjiik. Lemérés utan tovabbi fél 6ran at
széritjuk. Kihtlés utan mérjuk, majd ezeket a miiveleteket mindaddig ismételjik,
mig a két utolsé mérés kozotti eltérés kevesebb lesz 1 mg-nal. Az utolsé mérés
eredménye (m,). A nyerszsirtartalmat a kovetkez6 képlet szerint szamitjuk és
tomegszéazalékban fejezziik ki:

, m,—m
nyerszsir % = ——2 100,
mO
ahol: m, — a vizsgalatra bemért minta tomege (g),
m, — a lombik, a horzsaké és a szaraz kivonat tomege (g),
m, — a lombik és a horzsaké tomege (g).

A nyerszsirtartalmat két parhuzamos meghatarozas eredményének kozép-
értékeként egytizedes pontossiggal adjuk meg. A parhuzamos vizsgalat kozott
megengedett legnagyobb eltérés 0,3% nyerszsir.

Allati eredetii takarmanyok és élelmiszerek esetében a zsirtartalmat ezzel a
modszerrel rendkiviil nehéz a minta egyéb komponenseitél elvalasztani, ezért ilyen
esetekben a Soxhlet-extrakciot megel6zéen a mintat sésavas kezelésnek kell alavet-
ni. A s6savas kezelés sordn a zsir elvalik a minta egyéb alkotérészeitdl, sztir6papi-
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ron a szabadda vélt zsir és a minta egyéb részecskéi konnyen felfoghaték, ezt ko-
vetéen az el6z6ekben ismertetett mddszer szerinti Soxhlet-extrakcié elvégezhetd.

4.3.2.2. A peroxidszdam és a savszam meghatdrozasa

A zsirok tarolasa sordan bekovetkez6 minéségi romlast okoz6 elvaltozasokat gytij-
t6 néven avasodasnak hivjuk. Ez lehet egyszert hidrolizis vagy oxidativ avaso-
das, melynek sordn viz és katalizdlé anyagok (fémionok) jelenlétében, valamint
a mikroorganizmusok lipdz enzimjeinek hataséra a zsirok szabad zsirsavakra és
glicerinre bomlanak. A szabad zsirsavak lagot kotnek meg, igy a lugfogyasztas
meghatarozasaval a savszam megallapithatoé.

A telitetlen zsirsavak kettds kotései igen reakcidképesek, kiilonosen a tébb-
szorosen telitetlen olajok hajlamosak oxidativ avasodasra, peroxidok képzésére.
A peroxidok ardnyat jellemz6 tn. peroxidszdm a peroxidfazisban hirtelen meg-
emelkedik, majd egy cstics utdn csokken, mert a peroxid helyén aldehid vagy
keton képzddik. Az erélyes oxidé4lé hatast peroxid a kalium-jodid-oldatbél jédot
szabadit fel, és ennek jodometrias titralaséval a peroxidszam meghatérozhaté.

A peroxidszam, illetve a savszdm meghatarozasahoz a zsirkinyerést a ko-
vetkezdk szerint végezzilk. A vizsgilt anyag zsirtartalméanak figgvényében 200-
300 g mintat tesziink egy kb. 5 cm bels§ atméréjti és 1 m hosszt tivegesébe,
folyamatosan annyi petrolétert ontiink ra, hogy a lecsepegé zsiroldat térfogata
150-200 cm® legyen. A hidegen végzett extrakciéval megakadéalyozzuk a zsir mi-
ndségének valtozasat a zsirkinyerés soran. A masfél éra alatt altaldban letisztult
oldatot zsirlombikba Ontjiik 4t, majd a petrolétert a zsirrdl az oldat felhabzasaig
ledesztillaljuk. A petroléteres zsiroldat felhabzésa utén a desztillalast befejezziik.
A tovébbiakban a lehtlt petroléteres zsiroldatot hasznaljuk a tovabbi vizsgalat-
hoz, amelynek zsirtartalmat a kovetkez6k szerint hatdrozzuk meg.

A széraz, 1 mg pontossaggal lemért (A) csiszolt fedelii bemérdedénybe 1 cm®-t
pipettazunk a vizsgélt petroléteres oldathbdl, és 1 érara 100 °C-os széritoszekrény-
be tessziik. Lehtilés utan mérjiik az egyiittes tomeget (B), amelynek segitségével
az 1 cm®-es petroléteres zsiroldat zsirtartalma (Zs) g-ban a kovetkezd szerint sza-
mithat6:

Zs=B-A

Az igy kapott hideg zsiroldatb6l végezziik el a peroxidszam és a savszam
meghatérozasat.

Peroxidszam meghatarozasa

A petroléteres zsiroldatbél osztott pipettdval 2 cm®-t pipettazunk egy 250-
300 cm’®-es jédszamlombikba, hozzdadunk 20 cm® ecetsav-kloroform 2:1 aranya
elegyét és 2 g poritott kdlium-jodidot, majd 6tpercnyi 4llas utan vizfiurdén forrasig
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melegitjiik (amig a légbuborékok a felszin 2/3-4at be nem boritjak). Ezutdn hideg
vizben gyorsan htjik, és mar hités kozben 25 cm® 1%-o0s kalium-jodid-oldatot
adagolunk hozzi. Egy cm® keményitéindikator-oldat jelenlétében a kivalt jodot
0,01 M Na,S,0,-méréoldattal erés rdzogatds kozben megtitrdljuk. A peroxidsza-
mot az alabbi képlettel szamitjuk és cm®/100 g egységben adjuk meg.

_A-10

P=7s 2"

ahol: P — peroxidszdm, amely megadja az 1000 g zsir altal levalasztott jéddal
egyenértékii 1 M Na,S,0, cm®-einek szdmat,
A - a fogyott 0,01 M-os pontos koncentraciéju Na,S,0, (cm?),
Zs —az 1 cm® petroléteres zsiroldatban 1évé zsir mennyisége (g).

A savszam meghatarozasa

Az el6z6ekben ismertetett médon kapott petroléteres zsiroldatbdl beosztasos pi-
pettaval 1 cm®-t mériink be egy 250-300 cm®-es Erlenmeyer-lombikba, majd hozza-
adunk 10 cm® dietilétert. Az oldathoz 2-3 csepp 1%-os fenolftaleinindikator-oldatot
adunk, és 0,1 M-os etil-alkoholos KOH méréoldattal megtitraljuk. A savszdmot az
alabbi képlettel szamitjuk, és mg/g-(mg KOH/1g zsir) egységben adjuk meg:

a- 5611
S= Zs

ahol: S — savszdm, az 1 g zsir k6zombositéséhez szitkséges KOH mennyisége (mg),
a — a fogyott etil-akoholos 0,1 M KOH méréoldat (cm?®),
Zs —az 1 cm® petroléteres zsiroldatban 16v6 zsir mennyisége (g),
5,611 —az 1 cm®0,1 M-os alkoholos KOH méréoldatban 1évé KOH
témege (mg).
A peroxidszamot és a savszamot két parhuzamos mérés kozépértékeként,
egész szamban adjuk meg.

4.3.2.3. A zsir zsirsavisszetételének meghatdrozasa gazkromatografiasan
A gazkromatografia részletesebb leirdsa a 3.2.1.6. fejezetben taldlhaté. Ebben a
fejezetben csak azokat az alapvetd ismereteket foglaltuk 6ssze, amelyek a zsirsa-
vak gazkromatogréfias analizisének megértéséhez sziikségesek.

4.3.2.3.1. A gazkromatogrifia elmélete

A gézkromatografia a kromatografias médszerek koziil egy olyan analitikai elja-

réas, mely 6sszetett elegyek komponensekre torténé szétvalasztasat teszi lehet6vé.
A gazkromatogréfia esetében a mozgofazis gaz vagy g6z allapotban van jelen, az
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all6fazis pedig folyadék (kémiailag inaktiv hordozéra felvitt polimerek, zsirok,
szilikonolajok) vagy szilard anyag (aktiv szén granuldtum, szilikagél, alumini-
um-oxid). A gaz-folyadék kromatografia esetén a folyadékban val6é oldékonysag
kalonbsége vélasztja el az elegy alkotérészeit. A gaz-szilard kromatogréfia esetén
az elvélasztés alapja az allofazis feliiletén torténd adszorpcié kiillonbsége. A gaz-
kromatografia rendkiviil j6l hasznélhat6 ill6 vagy illékonnya tehet6 vegyiiletek
analizisére, valamint alkalmas az optikai izomerek szétvélasztésara is.

Osszefoglalva tehat, a gdzkromatografia lényegében azon alapul, hogy a
kiilonféle illékony anyagok molekulai adott h6mérsékleten, adott gdznyomas
esetén kiillonbozé ideig tartézkodnak a szilard vagy folyékony adszorbens fe-
lilletén, azaz a molekulik szerkezetiiktél fiiggéen kiillonb6zé idétartam utan
deszorbealédnak. Ha egy adszorbenssel t6ltott kromatografias oszlopon gaz-
elegyet aramoltatunk, akkor az oszloprél elészor a leggyengébben adszorbealo
komponens lép ki, majd ezt koveti a novekvé erésségii adszorpcio sorrendjében
a tobbi komponens. Az egyes alkotorészek kiilonb6z6 ideig tarté6zkodnak a kro-
matografias oszlopon. A gizelegy aramlasanak kezdetétél szamitott id6, amely
alatt az egyes komponensek az oszlopot elhagyjak, a retenciés id6, amely adott
kromatografias rendszerben jellemz6 az egyes komponensekre.

A gazkromatografidhoz (4.47., 4.48. ébra) sziikséges eszkozok mind a gaz-
szilard, mind a gaz-folyékony rendszer@ eljarasokban azonosak: vivégéz-rend-
szer, mintaadagol6 berendezés, kromatografal6 oszlop vagy kolonna, termosztét,
érzékel6berendezés vagy detektor, illetve regisztrdléberendezés, amelyet ijabban
a komputer és a szoftverek helyettesitenek.

A gazkromatografidban csak olyan vivégaz hasznalhat6, amely sem a vizsga-
land6 anyaggal, sem az oszlop t6ltetével nem 1ép kémiai kélcsonhatasba. Leggyak-
rabban vivégazként nitrogént, hidrogént, héliumot, argont, szén-dioxidot, ritkdn
leveg6t vagy oxigént hasznalnak. A kromatografias késziilékeket gazpalackbol l4t-
jak el vivégazzal, amelyet még tisztitani vagy szaritani szitkséges. A gazkromatog-
réafias késziilékbe a vivigaz belépése utdn a mintaadagol6 berendezés segitségével
juttatjuk be a mintét. A vizsgiland6 anyagot altalaban folyadék halmazallapotban
taplaljuk a késziilékbe, de lehetséges a gaz, s6t a szilard halmazéllapotba térténé
bejuttatas is. A kolonndban a mintdnak mar légnemitinek kell lennie, ezért folyé-
kony vagy szilard anyag vizsgalatakor az adagol6 és az oszlop k6zé elémelegit6t
kell beiktatni, amellyel a minta elparologtathaté. Folyékony mintak adagolasa-
ra kulonleges fecskenddéket szerkesztettek, amelyek hozzajuk tartozo ttivel egy
szilikongumi réteget sztrnak &t, igy a vizsgélt anyagot a gazkromatograf kell6en
felmelegitett adagoloterébe lehet fecskendezni. A késziilékhez toltott és kapillaris
vagy mas néven iires kolonnak csatlakoztathatok. A toltott kolonnak késziilhet-
nek iivegbé6l, aluminiumbél, rézbél, valamint savallé acélbol. Atmérsjiik 2-4 mm,
hosszuk 1-6 m kozott valtozik. A hosszabb oszlopokat csak spiral alakban helyez-
hetjiik el, mert mésképp nem férnének el a termosztatban. A kapillaris kolonnak
anyaga az el6z6ekben ismertetetteken tul lehet még mtianyag is. A kapilléaris csovek
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4.47. dbra. A gazkromatograf elvi felépitése

belsé feliiletét kiillonb6z6 mdédszerekkel névelik, azért, hogy minél t6bb folyadé-
kot lehessen arra felvinni. Belsé dtméréjiik 0,1-1 mm, hosszuk 10 és 100 m k6zott
valtozik, de specidlis analitikai célokra hasznalhatnak t6bb szaz méteres kapilla-
ris kolonndkat is. A kapillaris kolonnat orséra vagy egyéb tartéra tekerik fel, ami
lehet6séget ad a ki- és bevezetés kialakitasara is. A kromatografal6 oszlop toltete
attél fliggéen, hogy adszorpciés vagy megoszlasi kromatografélast végziink, mas
és méas lehet. Adszorpcids gdzkromatogréfidban a toltet feliilletaktiv, kémiailag
indifferens, nagy fajlagos feliilet(i, polaros vagy apolaros szemcsés anyag. A meg-
oszlasi gadzkromatografianal a folyadék toltetet a hordozéanyag feliiletére vagy a
kapillaris csé faldra viszik fel.

A nedvesité anyaggal szemben kévetelmény, hogy a kromatografédlas hémér-
sékletén folyékony, kémiailag k6zombos legyen, és tartésan maradjon meg a hor-
dozé feliiletén, illékonységa lehet6leg minél kisebb, oldékonysdga minél nagyobb
legyen. Nagyon jol megfelelnek erre a célra a kiillonb6z§ szilikonolajok.

A szétvalasztani kivant komponensek tulajdonségaitél és a kolonna toltetét6l
figgéen a rendszert szobahémérséklettsl 400 °C-ig temperalhatjuk. Mivel a kro-
matografias elvéalasztast a h6mérséklet jelentés mértékben befolyésolja, a kolonna
hémeérséklete csak sziik hatarok kozott ingadozhat. A mai modern késziilékeknél
a termosztat fiitése is megoldhatd, melynek soran a termosztat h6mérséklete 0,1-
50 °C/perc értékkel is valtoztathato.

A kolonnardl tdvozé komponensek folytonos, gyors és érzékeny észlelésére
szolgalnak a kiilonb6z6 detektorok. A detektor a kilép6 gadzadram valamilyen fizikai
vagy kémiai tulajdonsagédnak megvaltozasat érzékeli a komponens megjelenésekor.
E valtozas erésitén keresztiil észlelhetd, regisztralhaté és értékelhetd. A regisztralt
jelek Osszességét hivjuk kromatogramnak. A sok kifejlesztett gdzkromatografias
detektor koziil legfontosabbak a hévezetéképesség-méré detektor, a langionizacios
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4.48. dbra. Egy gazkromatograf oszloptere és egy kapillaris oszlop

detektor, az elektronbefogasos detektor és a langfotometrias detektor. A langio-
nizaciés detektor tulajdonképpen egy hidrogénégs, amelyben a lang két elektrod
kozott alakul ki, amelyekre 100-300 V fesziiltséget adunk. A hidrogénldng 2000-
2200 °C hémeérsékletén a hidrogén is kismértékben ionizal6dik, ami allandé alap-
aramot biztosit az elektrodak kozott. Ha a kolonnérdl szerves anyag jut a detektor-
ba, abbél a hidrogénlangban elégve ionok keletkeznek. Ennek kovetkeztében a géz
vezet6képessége, s ennek megfeleléen az ionaram jelentésen megné. A langot haté-
rol6 két elektroda kozott keletkezd ionaram a megfelel§ erésités utan regisztralhato.

A detektor jelét egy miiszer rogziti, amelynek soran megkapjuk az elem-
zés eredményét, a kromatogramot. Regisztral6 mtiszerként altalaban vonalir6
elektronikus potenciométert hasznalunk. Integratorok segitségével mérni lehet a
cstcsok alatti teriiletet, a csticsok retenciés idejét, segitségiikkel teljesen automa-
tizalt elemzés valésithaté meg. Ujabb késziilékeknél a gazkromatograf mikodését
komputerbe taplélt szoftverek segitségével teljes kortien ellenérizhetjiik. A kro-
matogramok regisztralasara és értékelésére ma mar kizarélag elektronikus integ-
ratorokat vagy szamitégépet hasznalunk, amelyek segitségével teljes mértékben
kikiiszobolhetd a faraszto és idGigényes kézi értékelés.

A gazkromatografids médszereket ma mar az élelmiszer-analizis sok tertile-
tén alkalmazzak. Igy tobbek kozott gazkromatografidval hatarozzak meg az anti-
oxidansokat, a tartositészereket, a szermaradvanyokat, az iz- és aromaanyagokat,
valamint az ill6 vagy ill6va tehet6 komponenseket (alkoholok, aldehidek, zsirsa-
vak, észterek), és tjabban aminosav-meghatarozasra is hasznalhat6é az aminosa-
vak észterszarmazékainak analizise soran. A gazkromatograf nehezen illg, illé
szdrmazékkd nem alakithaté és hélabilis anyagok (szénhidratok, egyes vitami-
nok) vizsgalatdra nem alkalmas. Ezen utébbi komponensek analizisét nagyhaté-
konysagu folyadékkromatografiaval lehet elvégezni.
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4.49. dbra. Mikropipettidk a gazkromatografba torténé injektalashoz

Osszefoglalasul a gazkromatografias analizis menete a kovetkezéképpen irhaté
le. Az analizalni kivéant ill6 komponenseket megfeleld el6készités, ill. szarmazék-
képzés utdn a mintaadagolé mikrofecskendd (4.49. abra) segitségével a kolonnatér
elejére juttatjuk be, 0,5-2 ul térfogatban. A magas hémérséklet hatasara a kom-
ponensek pillanatszertien elillannak, és a g6zoket a vivégaz (nitrogén, hidrogén,
hélium vagy argon) viszi magaval. A g6z komponensei az all6fazisban oldédnak,
de az érkez6 gazrészecskék hataséra egy résziik kilép a gazfazisba, elérehalad és
ismét old6dik a folyadékban. Ez folyamatosan zajlik a kolonna egész hosszaban,
aminek eredményeként a vizsgalt komponensek lemaradnak a gazfazishoz képest.
Ez a lemaradas vagy retencié a kiilonb6z6 anyagoknal az eltéré oldhatésag miatt
mas és mas, emiatt a kiillonb6z6 komponensek a kolonnén eltéré sebességgel ha-
ladnak végig, és annak végén kiilon-kiilon jelennek meg. A minta injektalasatol
a komponensnek a kolonnahbdl valé kilépéséig eltelt idé a retenciés id6, amely
adott kolonnénél, h6mérsékleten és vivégazsebességnél nem véltozik, igy a kompo-
nens azonositasara felhasznalhaté. A kolonnabdl kilép6 komponenseket a detektor
érzékeli, amely az ill6savak és a zsirsavak meghatarozasakor langionizacids elven
miikodik. A szerves anyagok elégése soran keletkezd szén- és hidrogéntartalmi
ionok hirtelen nagy dramnovekedést okoznak, amit regisztralokésziilékkel vagy
komputerrel folyamatosan mériink, igy dramintenzitas-idé gorbét kapunk, amelyet
kromatogramnak neveziink. A kromatogramok értékelése torténhet kézzel, de ma
mar integratorral, ill. komputerrel végzett értékelést alkalmazunk. A kromatogra-
mon a cstcs helye az illet anyag minGségére, a cstics nagységa (cstcs alatti teriilet)
pedig az illet6 anyag mennyiségére jellemzd tulajdonség.

4.3.2.3.2. A napraforgéolaj és a disznodzsir zsirsavosszetételének meghatarozasa

Az ismertetésre keriil6 médszer alkalmas a napraforgdolaj, valamint a disznézsir
és az egyéb novényi és éallati zsiradékok zsirsavosszetételének meghatarozédsara.
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4.50. dbra. A triglicerid hidrolizisének, illetve atészterezésének folyamata
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4.51. dbra. A telitett és telitetlen zsirsavak standard kromatogramja
(a csticsok mellett a szénatomszam, valamint a telitetlen kotések szama és helye lathaté)

Géazkromatogréfids médszerrel els6sorban azok a komponensek vizsgalhatok,
amelyek illékonyak vagy 300 °C-ig illékonnya tehet6k. A triacil-glicerinek a nagy
molekulatomegiik miatt nem felelnek meg ennek a kévetelménynek, és a hidro-
génhid-kotések, illetve az ennek kovetkeztében 1étrejott molekulaasszocidtumok
miatt a szabad, hosszt lanca zsirsavak is alkalmatlanok erre. Ezekbdl, valamint
a triacil-glicerinek észterkotésének hidrolizise utdn szabadda val6 zsirsavakbdl
zsirsav-metilésztereket szintetizalunk, majd a kapott vegytiletet vizsgaljuk gaz-
kromatografidasan. A hidrolizis, ill. az tészterezés folyamatait a 4.50. dbra mutatja.

A meghatarozas sorén 0,2 g napraforgéolajat vagy disznézsirt feloldunk 2 cm®
n-hepténban, és viztelenités céljabol kevés kiizzitott natrium-szulfatot adunk hoz-
z4. A viztelenitett heptanos oldatbél 0,5 cm®t egy fioldba pipettdzunk, és hozza-
adunk 0,5 cm’® natrium-metilat reagenst, majd 60 °C-on 1 6ran at melegitjiik, 10 per-
cenként dsszerdzzuk. Ezt kovetéen hozzdadunk 1 cm® n-heptént és 1 cm® desztillalt
vizet, majd 1-2 percig razzuk. A reagens feleslegének eltdvolitdsa utén a felsé szer-
ves fazisbol injektalunk a gdzkromatografba. A zsirsav-metilészterek cianopropil
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allofazisa kapilléris oszloppal elvalaszthaték, meghatarozasukra langionizécids
detektor hasznéalhat6 (4.51. &dbra). A kapott kromatogréfias csticsok alatti tertiletek
a zsirsav-metilészterek mennyiségével ardnyosak. Az eredményeket ennek megfe-
lel6en a zsirsav-metilészterek relativ tomegszazalékaban adjuk meg.

/=T

Rel% = (T )- 100

zsirsav zsirsav

ahol: Rel% - a zsirsav-metilészter relativ mennyisége,

T,eav — @ Zsirsav-metilészter kromatogréfias cstcsa alatti teriilet,
3T, eaw — @ Zsirsav-metilészterek kromatografids cstcsai alatti teriiletek
0sszege.

Azonos mintabdl két pdrhuzamos mérés kozotti eltérés az eredmény 5%-a.
4.3.2.4. Valogatott fejezetek
4.3.2.4.1. Az illésavak meghatarozasa gazkromatografiasan

Ill6savaknak nevezziik a 2-6 szénatomszami monokarbonsavakat (ecetsav, pro-
pionsav, vajsav, izo-vajsav, valeriansav, izo-valeridnsav, kapronsav és izo-kapron-
sav). Ezek az ,,ill6savak” vizes oldatukbél melegitéssel konnyen elillannak, tehat
kidesztillalhatok. Illékonysdguknak koszonhetéen szaguk is intenziv; az ecetsavé
kis koncentraciéban kellemes, de a tobbié kellemetlen. Gyakorlati szempontbél
az erjesztett élelmiszerek ill6savtartalmanak a meghatérozasa a legjelentdsebb.
Az erjesztéssel torténd tartdsitas sordn a cukortartalom anaerob bomlas kovetkez-
tében tejsavva alakul. A folyamattal parhuzamosan végbemend erjedések sordn
ecetsav, propionsav, vajsav, valamint a fehérjebomlas kovetkeztében nagyobb mo-
lekuléjua ill6zsirsavak is el6fordulhatnak az élelmiszerekben. Az erjesztéssel ké-
szitett taplalékokban 1,0-1,5% koriili tejsav-koncentracio kivanatos; a propionsav
jelenléte nem karos, s6t hozzajarul az élelmiszer tartositasdhoz. A vajsav jelenléte
o6nmagédban nem kéros, de artalmas folyamatokra, illetve rosszul végrehajtott er-
jesztésre, silézasra utal, és rontja az organoleptikus tulajdonsagokat. Izovajsav,
illetve a nagyobb molekuldju illézsirsavak az aminosavbomlas eredményeként
jelennek meg.

Az illézsirsavak meghatdrozasat korabban frakcionalt desztilldlassal, Gjab-
ban viszont gazkromatografis eljaréssal hatarozzdk meg. Az elsé eljaras szerint
a kiillonféle savakat a vizes oldatbol kidesztillaltak, szed6kben forraspont alapjan
elkiilonitve felfogtak, és mennyiségiiket 1igos titrdlassal hataroztdk meg. A desz-
tilldlas soran a kiilonbo6z6 savak nem véltak el tokéletesen egymastol, ezért ezzel a
modszerrel csak az ecetsav-, a propionsav- és a vajsavtartalmat vizsgaltdk, a tobbi
ill6savat pedig figyelmen kiviil hagytak.

Napjainkban az ill6zsirsavak meghatarozédsa gazkromatografiads médszerrel
torténik. Ennek elsé 1épésében 100 g erjesztéssel tartdsitott élelmiszert vagy ta-
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4.52. Gbra. Az illozsirsavak meghatarozasa gazkromatografiaval

karméanyt mériink egy 1000 cm®-es mérélombikba, rdéntiink 900 cm® desztillalt
vizet, 1 napot allni hagyjuk, idénként dsszerazzuk. A szfirletbdl 4 cm®-t centri-
fugacs6be mériink, hozzaadunk 0,2 cm® foszforsavat és 8000 g-n 10 percig cent-
rifugaljuk. A feliillaszét leontjiik, és ebbdl injektdlunk 1 ul-t a gdzkromatografba.
Az illézsirsavak analizise polietilén-glikol all6fazist kapillaris oszloppal torténik
langionizaciés detektélassal.

Minden elemzés elétt altalaban naponta injektalunk standardoldatot, amely
az 0sszes meghatérozni kivant komponenst ismert koncentraciéban tartalmazza.
Megallapitjuk a retencios id6ket, meghatarozzuk a koncentracié szamitasahoz
sziikséges faktorokat. A hitelesité kromatogram elkésziilte utan injektalunk a vi-
zes kivonatbél, az integrator vagy a komputer segitségével megéllapitjuk, hogy
mely savak taldlhaték benne, és a hitelesité kromatogramhoz torténé hasonlitas-
sal kiszamitjuk azok koncentraci6jat (4.52. abra).

4.3.2.4.2. F,-toxin meghatéarozasa gazkromatografiaval
A vizsgalati mintat etil-acetattal Soxhlet-késziilékkel extrahaljuk, a kapott ext-

raktumot hexan-acetonitril, majd kloroform-lag, folyadék-folyadék extrakciéval
tisztitjuk. A tisztitott kivonatbdl szilil-szdrmazékképzés utan toltetes gdzkroma-
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4.53. dbra. Rotéciés gyorsheparlék a kiillonbozé frakciok kiméletes koncentralasara

tografias elvélasztdssal (hémérséklet-programozas mellett) langionizaciés detek-
torral hatarozzuk meg az F,-toxin tartalmat.

A mérés kivitelezése soran a lisztfinomsagara 6rolt mintabdl 20 g-ot Soxh-
let-késziilékben 8 6ran at extrahalunk. Az extraktumot rotaciés gyorsbeparloval
(4.53. 4bra) szérazra péroljuk, a maradékot 50 cm® hexénban feloldjuk, majd 25-
50 cm® acetonitrillel kétszer kirdzzuk. Az acetonitriles fazisokat beparoljuk, majd
a maradékot 25 cm® kloroformban vessziik fel. Ezt 2 x 10 cm® 1 térfogatnyi 0,1 mol/
dm?® sésavoldattal tompitott 10 térfogatnyi 1 mol/dm® NaOH-oldattal 6vatosan ki-
razzuk. Az egyesitett lugos fazisokat 0,67 mol/dm® foszforsav-oldat és 0,1 mol/dm®
NaOH-oldat felhasznal4saval pH = 9,5-re allitjuk be, majd 3 x 15 cm® kloroformmal
kirazzuk, az egyesitett kloroformos fazisokat vizmentesités utan bepéroljuk. A ma-
radékot acetonban feloldjuk és a mintat nitrogénaramban, szobahémérsékleten
bepéroljuk, ezt kovet6en a maradékot 200 ul acetonban vessziik fel. Ebb6l 100 ul-t
hasznélunk a gazkromatografias analizishez. Ezt a mennyiséget nitrogénéramban
ismételten bepéaroljuk, majd 30 percen keresztiil 50 ul szililez6 reagenssel szililez-
ziik. Az igy kapott mintabol 1-3 ul-t injektalunk a gdzkromatografba. Az analizishez
forméban. A gazkromatogréfias elemzés koériilményei az alabbiak:

— kolonna: 2 mm belsé atmérd, 1 m hosszi iiveg 3% OV-17 toltettel,

— hémeérséklet T, = 275 °C, T,, = 305 °C, Ty = hémérsékletprogram 150 °C/
perc, 8 °C/perc emeléssel 260 °C-ig, 3 perc hdmérséklettartas,

— nitrogénaramlési sebesség: 17,5 cm®/perc, hidrogénaramlési sebesség:
30,5 cm?/perc, leveg6aramlasi sebesség = 300 cm®/perc.

Ilyen kromatogréfias koriilmények kozott a zearalenon szililezett szarmazéka
16 perces retenci6s idével detektélhaté.
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4.3.2.4.3. Antioxidansok (BHT) meghatarozasa

A butil-hidroxi-toluol (BHT) alacsony forraspontja miatt konnyen gazallapotiva
alakithat6, ezért gdzkromatografids modszerrel meghatarozhaté. Az eljaras soran
az antioxidans tartalmu vizsgalandé anyagbdl, elsGsorban zsirbél, margarinbél,
olajbdl oldatot készitiink, amelyet kézvetleniil injektalunk a gazkromatogréfba.
A gazkromatografias elvalasztds relative magas hémérsékletén (200-300 °C) mind
az oldat, mind az oldott anyagok gézallapotiva valnak, és megfelel6en megvalasz-
tott gdzkromatografids oszlopon szétvalaszthatok.

A vizsgélati eljaras soran a diszn6zsirb6l, margarinbdl vagy étolajb6l 100 mg
vizsgélati anyagot oldunk 10 cm® hexdnban, és az igy elkészitett oldatbol 1 ul-t
injektdlunk a gazkromatografba. A gazkromatograf injektordnak hémérséklete
250 °C, a vivigaz hélium, az injektorban a nyomas 180 kPa, a kolonna 10 m hosz-
szl és 0,25 mm atmér6ji kvarckapillaris szilikonolaj toltettel, a kolonnatér hé-
mérséklete 220 °C, detektorként pedig ITD-800 tomegspektrométert hasznalunk
220-as tomegszamu tizemmaodra bedllitva 220 °C-on. A BHT cstcsanak beazono-
sitdsa utdn az eredményt a kovetkez6k szerint szdmitjuk ki, felhasznélva azt, hogy
a mérések soran a BHT mennyiségével aranyos teriileti kromatografias cstcsot
kapunk. A BHT-tartalmat mg/kg-ban adjuk meg a kovetkezé képlet szerint:

Tminta ’ CSt 10

Cenr = T m °’

standard

ahol: Cy;;r — a minta BHT-tartalma (mg/kg),
Cg, — a standardoldat BHT-tartalma (mg/cm?),
T i — @ Mintabél szarmazé BHT-cstcs teriilete,
T undara — @ standardbél szarmazé BHT-cstcs teriilete,
m — a bemért minta mennyisége (kg).

Két parhuzamos mérés k6zott a megengedett legnagyobb eltérés az eredmény
5%-a lehet.

A kulonféle antioxidansokat a megfelel6 kromatogréfias korillmények be-
tartasaval egy 1épésben is szét lehet valasztani és meg lehet hatdrozni. A 4.54. 4b-
ran lathat6 szétvalasztas kilonféle antioxiddnsok meghatarozasara iranyult.
A kromatogramon az elsé csiics a butil-hidroxi-anizol, a méasodik cstics a butil-
hidroxi-toluol, az utolsé cstics pedig a propil-gallat mennyiségét mutatja. A 3-6
cstcsok kiilonféle antioxidansokhoz tartoznak. A gdzkromatografids elvalasztas
koriilményei a kovetkezdk voltak (mindegyik antioxiddns 200 ug/cm® koncentra-
ci6ja oldatabdl 2 ul-t taplaltunk be a gdzkromatografba):

30 m X 0,25 mm SAC-5 oszlop,

200 °C-os hémérséklet,

30 cm/sec dramlasi sebességli héliumgaz,
langionizacids detektor 200 °C-on.
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4.54. débra. A kiilonféle tipusi antioxidansok szétvalasztasa
és meghatarozasa gazkromatografiaval
1. BHA, 2. BHT, 3. TBHQ, 4. Etoxiquin, 5. Ionox 100, 6. THBP, 7. Propil-gallat

3.3.2.4.4. Szeléntartalom meghatarozasa biolégiai
mintakbdl gazkromatografias eljarassal

A médszer alkalmas vér, vérszérum, his, tej, tejtermékek szeléntartalmanak meg-
hatarozasara. A szelén 6nmagdban nem alkalmas a gdzkromatografids meghata-
rozasra, mert 300 °C-ig nem pérologtathatd el, ezért olyan szelénszarmazékot kell
képezni, amely megfelel6en illékony, igy alkalmas a gazkromatografias vizsgélat-
ra. Ilyen alkalmas anyag lehet a piazszelenol, amely a vizsgalati minta roncsola-
sa utdn szabadda valt négy vegyértékl szelén és egy alkalmas szarmazékképzé
reagens reakcidjaval allithaté elé. Ez az illékony vegytilet az aromés 4-nitro-orto-
fenilén-diamin és a szelén reakcidja sorén keletkezik. A szarmazékképz6 reagens
és a szelénnel kapott szarmazék képlete a kovetkezé:

NH,

N\
7

N02 NH2 N02 N
4-nitro-orto-fenilén-diamin 4-nitro-piazszelenol

A 4-nitro-piazszelenol megfelel kortilmények kozott a szennyezé anyagok-
tol jol elkiilonitheté és mennyiségileg jol meghatérozhato.

A vizsgalati eljards soran a mintat el6szor roncsolni kell, amelyet a szarma-
zékképzés kovet, majd a gazkromatografias meghatarozéssal folytat6dik. A ron-
csolds sordan 1 g alacsony nedvességtartalmt élelmiszerhez vagy 10 g tejhez,
vérhez 4 g Mg(NQ,), - 6 H,0O -t és 10 cm® tomény salétromsavat adunk, és egy
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éjszakan 4t allni hagyjuk. Ezt kovet6en a roncsolast melegitéssel fejezziik be,
majd a szdrazra parolt anyagot egy éjszakéra 500 °C-os izzitokemencébe tessziik.
Az izzitas utani maradékhoz 10 cm® 6 mélos sésavoldatot adunk, majd szarit6-
szekrényben 30 percig 95-100 °C-on melegitjiik. Lehtilés utdn 25 cm®-es méré-
lombikba toltjiik, hozzadadunk 4 cm® 7,5 moélos néatrium-hidroxid-oldatot, majd
25 cm®-re toltjiik fel desztillalt vizzel. Ebbdl a torzsoldatbdl 2,5 cm®t egy fioldba
meériink, hozzadadunk 0,25 cm® 4-nitro-orto-fenilén-diamin (NPD) reagensoldatot
és 0,5 cm® toluolt. Egy percig intenziven razzuk, majd a toluolos fazisbol 2 ul-t
injektdlunk a gazkromatografba. Az elvélasztdst 30 m hosszd, 0,75 mm belsé
atmérdjli iivegkapillaris kolonnan SPB-35 megoszt6 fazissal végezziik elektron-
befogésos (ECD) detektorral. Direkt injektalést végziink 230 °C-os hémérsékleten.
A kolonnatér h6mérséklete 170 °C, a detektor hémérséklete pedig 300 °C. A meny-
nyiségi meghatarozdshoz ismert koncentraci6ju szelénoldattal elvégezziik az el6-
kalibréaljuk a késziiléket, és a szelén mennyiségének meghatarozasa sordn a minta
és a standard anyag kromatografias cstcsanak teriiletét viszonyitjuk egymashoz.
A szamolast a kovetkezd képlet alapjan végezziik:

minta

Szelén = Toma ,

standard

ahol: Szelén — a minta szeléntartalma pg/dm’ egységben,
T — a minta szeléntartalmabél ad6dé kromatogréfias cstcs tertilete,
T andara — @ standardbdl szarmazé szelén kromatografias cstcsanak teriilete.
Két parhuzamos mérés kozott a megengedett legnagyobb eltérés az ered-
mény 5%-a.

minta

4.3.3. A nyersrost és a rostfrakci6k meghatdrozasa
4.3.3.1. A nyersrosttartalom meghatdrozdsa klasszikus médszerrel

A nyersrost fogalomkorébe eltéré kémiai osszetételi és kiilonb6z6é kémiai visel-
kedésti, kizarélag novényekben talalhaté anyagok tartoznak. Az eltérd kémiai jel-
legb6l ad6ddan nehéz olyan vizsgalati médszert talalni, amely megfelelne rutinvizs-
galatok céljaira is. A ma hasznalatos mddszer szerint a mintat 30 percig 1,25%-0s
kénsavban, majd a kénsav eltavolitasa és desztillalt vizes mosas utan 1,25%-os kali-
um-hidroxid-oldatban fél 6réig f6zziik, amelynek soran a fehérjék, az oldhaté szén-
hidréatok, a zsirok, a szerves savak és az a4svanyi anyagok egy része oldatba megy, a
szlir6n pedig visszamarad a nyersrost, amelynek szarazanyag-tartalmabél még le kell
vonni a nyersrost hamutartalmat. A médszer hibai kozé tartozik, hogy a f6zés soran
a hemicellul6z 50-80%-a, a celluléznak és a ligninnek pedig 10-40%-a oldatba megy.
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A nyersrosttartalom meghatérozasa sordn 2 g megfelel6en el6készitett takar-
ményt 1 mg-os pontossaggal bemériink egy 400 cm®-es f6z6pohéarba, hozzdadunk
150 cm® desztillalt vizet és 50 cm® 0,510 molos kénsavat (a kettd egyiitt 1,25%-0s
kénsavoldatot eredményez), szitkség szerint néhény csepp habzasgétlé anyagot,
majd 30 percen keresztiil forraljuk, az elparolg6 vizet pedig forr6 desztillalt vizzel
a 200 cm’-es jelig potoljuk. Ezt kovetden a forras leédllitasara 50 cm® hideg desz-
tillalt vizet adunk hozz4, hagyjuk lehtilni szobahémérsékletiire, majd a kapott fo-
lyadékot tulipantolcséren keresztiil molnar selyemszita segitségével leszivatjuk.
A maradékot meleg vizzel savmentessé mossuk, majd a szlir6n maradt részeket
veszteség nélkiil, fecskenddpalack (spriccflakon) segitségével mindig visszajuttat-
juk a pohérba. Ezutan hozzdadunk 50 cm® 0,891 moélos kalium-hidroxid-oldatot és
desztillalt vizzel 200 cm®-re egészitjiik ki (az igy kapott oldat 1,25%-0s), 30 percig
forraljuk, mikézben az elparolgé vizet forré desztillalt vizzel potoljuk a 200 cm®-
es jelig. A 30 perc letelte utdn a forrds megallitdsara hozzdadunk 50 cm® hideg
vizet, hagyjuk lehtilni szobahémérsékletiire, és a folyadékot tulipantdlcséren
keresztiil molnar selyemszita segitségével leszivatjuk. A maradékot 150 cm® me-
leg vizzel tobbszori ismételgetéssel tisztara mossuk, mikézben a szlirén maradt
részeket minden esetben veszteség nélkiil visszajuttatjuk a poharba.

A savas, illetve a ltigos forralds utan kapott maradékot egy atnedvesitett szii-
répapiron keresztiil leszrjik (4.55. dbra). A hamumentes analitikai sztir6papirt
el6z6leg 105 °C-on 1 dran at szaritjuk, majd a beméréedénnyel egyiitt 0,2 mg
pontossaggal lemérjiik (B). A pohérbdl a savas-ltigos mosassal kapott anyagot egy
gumirozott végl Givegbot segitségével maradék nélkil a szlir6re mossuk. A viz
lecsurgasa utan a kapott anyagot a rosttartalomtdél fiiggéen kétszer-haromszor
25 cm’® acetonnal 4tmossuk. Az aceton lecsurgdsa utdn a sztir6papirt a bemérd-
edénybe visszatessziik, 5-8 6ran keresztiil 105 °C-on, fedél nélkil tomegallandé-
sagig szaritjuk. Szaritas utan a szaritéedényre a fedelet rarakjuk, exszikkatorban
hagyjuk lehtlni, majd 0,2 mg pontossaggal lemérjik (A). Az A-B kiilonbség a
rosthamut még tartalmazo rost, azaz ,.a”.

A rosthamu-meghatéarozashoz 0,2 mg pontossiggal lemériink egy kiizzitott
kvarc- vagy porcelantégelyt (D), és belehelyezziik a rostot tartalmazé sztir6papirt.
550 °C-on harom o6ran keresztiil izzitokemencében hamvasztjuk, majd exszikka-
torban hagyjuk kihtilni, és 0,2 mg pontossaggal lemérjiik (C). A C-D kiillénbség a
rosthamu, azaz a ,b”.

A nyersrosttartalmat az alabbi képlet szerint szamitjuk és tomegszazalékban
fejezziik ki:

-b
Nyersrost% = aT - 100,
ahol: a — rosthamu-tartalm nyersrost tomege, azaz A-B, (g),

b — rosthamu témege, azaz C-D, (g),
m — meghatarozashoz bemért minta tomege (g).
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4.55. dbra. Kiilonféle tipusi porcelansziirék a rost sziirésére

A nyersrosttartalom a két parhuzamos meghatarozas eredményébdl sza-
mitott kozépérték. Azonos mintabol két parhuzamos mérés eredménye kozotti
legnagyobb megengedett eltérés: 10%-nal kisebb nyersrosttartalom esetén 0,3%
nyersrost, 10%-nal nagyobb nyersrosttartalom esetén az eredmény 3%-a.

Amennyiben a takarmany 10%-nal tobb zsirt tartalmaz, akkor azt a rostmeg-
hatdrozas el6tt zsirtalanitani kell, és a zsirtalanitott anyagbol kell rostmeghatéro-
zéast végezni. Zsirtalanitott minta esetében az eredmény kiszamitasa és kifejezése
a kovetkezo6k szerint torténik:

Nyersrost% = (a=b) (100-zs)
zZs

ahol: a — a rosthamu-tartalmi nyersrost tomege, azaz A-B, (g),
b — a rosthamu toémege, azaz C-D, (g),
zs — a vizsgdlt takarmanyminta zsirtartalma %-ban,
m,, — a nyersrost-meghatarozashoz bemért zsirtalanitott minta tomege (g).

4.3.3.2. A rostfrakcick meghatarozasa Van Soest szerint

A klasszikus rostmeghatarozés hibainak kikiiszobolésére Van Soest egy tj mod-
szert dolgozott ki a névények sejtfalat alkot6 anyagok és az oldhaté sejttartalom
killonvalasztasara. Eszerint egy 7,0 pH-ra beallitott Gn. neutralis detergens oldat-
tal (Na-lauril-szulfatot, etilén-diamin-tetraecetsavat, dinatrium-hidrogénfoszfatot
és natrium-boratot tartalmazé oldat) egy 6ran at torténé f6zéssel kioldjuk, a no-
vényi sejtek oldhato sejttartalmaét, azaz az dsvanyi anyagokat, a nyersfehérjét, a
nyerszsirt, a cukrokat, a keményitét és a pektint. A vizzel, majd acetonnal térténd
tobbszori mosas utdn visszamaradé rész az in. neutralis detergens rost (Neutral
Detergent Fiber, NDF) tartalmazza a sejtfal-0sszetevéket, azaz a hemicellulézt,
a cellulézt, a kovasavat, a lignint és a kutint. Ezt kévetéen a neutralis detergens
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Oldas neutrilis detergens oldatban

A/\

Oldhaté sejttartalom Sejtfal-Gsszetevd anyagok
asvanyi anyagok, neutralis detergens
nyersfehérje, nyerszsir, rost (NDF)

oldhaté szénhidratok, hemicellul6z, celluléz,
keményitd, pektin kovasav,

lignin, kutin

Oldas sav-detergens oldatban

/\

hemicelluléz Sav-detergens rost (ADF)

celluléz, kovasav
lignin, kutin

Oldas 72%-o0s kénsavoldatban

/\

celluléz, kovasav Sav-detergens lignin (ADL)

lignin, kutin

4.56. dbra. A rostfrakci6k meghatarozasa Van Soest szerint

rost alkotéinak szétvélasztasa kovetkezik, amelynek soran elészor 0,5 M kénsavat
és 2% cetil-trimetil-ammonium-bromidot tartalmazé oldattal f6zzitk a NDF-et,
amelynek hatdsara oldatba megy a hemicelluléz, és a maradék, az Gn. sav-de-
tergens rost (Acid Detergent Fiber, ADF) mar csak a cellulézt, a lignint és az
inkrusztalé anyagokat (kovasav, kutin) tartalmazza.

A sav-detergens rost két legfontosabb alkotérészét, a cellulozt és a lignint
72%-0s kénsavoldatban torténé kezeléssel lehet szétvalasztani, amelynek soran
a celluléz és a kovasav oldatba megy, a kutin és a lignin pedig visszamarad a
sav-detergens lignin (Acid Detergent Lignin, ADL) frakci6ban. A leirt rostfrakcié-
meghatarozasi modszert a 4.56. abra szemlélteti.

Ez a mddszer az utébbi idében rendkiviil elterjedt, mert leegyszertisitette
az élelmiszerek analizisét. Az oldhaté sejttartalom jol tajékoztat az élelmiszer
taplaloértékérdl, a sav-detergens rostra kapott eredmények pedig jol egyeznek a
hasznosulasi kisérletek eredményeivel. A rutinvizsgéalatoknal 4ltaldban megelég-
sziink az NDF meghatarozasaval, és csak ritkabban kertl sor az ADF és az ADL
analizisére. A rostfrakcid-analizist végezhetjiikk nagy odafigyeléssel manuélisan
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4.57. dbra. Tecator Fibertec rostmeghatarozé

is, az ismertetett detergens oldatok alkalmazésaval, de célszerii az analiziseket
valamilyen automatikusan mtikodé miiszer (pl. Tecator Fibertec, 4.57. &bra) segit-
ségével végezni. Ebben az esetben a vizsgdlandé mintét egy zsugoritott tivegszii-
r6be mérjiik be, amelyben a neutralis detergens oldattal, a sav-detergens oldattal
és a sav-detergens-lignin oldattal is kezelhetjiitk a mintat. Mindegyik kezelés utan
az oldatokat a zsugoritott iivegrétegen keresztiil vizsugérszivattyaval leszivatjuk,
aminek sordn a minta a zsugoritott ivegszlir6n marad. A sz(ir6 és a minta szarita-
sa és mérése utan alkalmazzuk a kovetkezé detergens oldatot, tehat a minta a sz{-
r6t sohasem hagyja el, igy a manipulaciés veszteség is sokkal kisebb, mint a kézi
eljarasnal. Egy késziilékkel naponta 18-24 minta rostfrakciéit lehet meghatarozni.

4.3.4. A nitrogénmentes kivonhat6 anyagok meghatarozasa

Elelmiszerek analizisénél a nitrogénmentes kivonhat6 anyagokat, amelyek tartal-
mazzak a cukrokat, a keményit6t, az inulint, a pektint, valamint a hemicellulézt
és a cellul6z oldhat6 részét, szamitéssal hatdrozzuk meg. Amennyiben az élelmi-
szer szarazanyag-tartalmabdl kivonjuk a hamu-, a nyersfehérje-, a nyerszsir- és a
nyersrosttartalmat, akkor megkapjuk a nitrogénmentes kivonhaté anyagok meny-
nyiségét. Ha pontosabb analizisre van sziikségiink, akkor a kovetkez6 vizsgalato-
kat alkalmazhatjuk a nitrogénmentes kivonhat6 anyagok egyes komponenseinek
kimutatasara és meghatarozasara.

4.3.4.1. A cukrok kimutatdsa és meghatdrozasa

A szénhidratok és ezen belil a cukrok (mono-, di-, illetve triszacharidok, po-
lihidroxi-aldehidek vagy polihidroxi-ketonok, illetve ezek szdrmazékai) kémiai



292 B 4. Elelmiszerek osszetételének meghatarozasa

sajatsagait az alkoholos hidroxil-, valamint az aldehid-, illetve a ketocsoportok
szabjak meg. Kimutatasuk és meghatarozasuk is a funkciés csoportok kémiai
reakcidi alapjan torténik. Ezek koziil legjelent6sebbek a szabad aldehidcsoport
kémiai reakci6i, amelyek segitségével a redukal6cukrok konnyen kimutathaték
és meghatérozhatok.

4.3.4.1.1. Aldézok kimutatasa Fehling-reakcidval és eziisttitkkor-probaval

A Fehling-reakci6 soran a réz(Il)-szulfat oldatbdl (Fehling I-oldat) és a ligos ka-
lium-nétrium-tartarat oldatbol (Fehling II-oldat) keletkez6 kék szint komplexbél
a cukrok voros szint réz(I)-oxid csapadékot valasztanak le a kovetkezé reakcio
szerint:

//O 24 +H,0 //O .
C\ + 2Cu” + NaOH —> C\ + Cu,O +4H
H ONa
D-gliikoz D-gliikonsav natriumsdja

A reakci6 soran a két vegyértéki rézionokat a D-glitk6z aldehidcsoportja egy
vegyértékli rézionokké redukalja, mikozben a glikéz aldehidcsoportja karboxil-
csoportta alakul (oxidalédik), a D-gliik6zbél pedig natrium-hidroxidos kozegben
a D-glikonsav nétriumsoja keletkezik. A réz(I)-oxid mennyiségének mérésével a
gliikk6z koncentracidja is meghatérozhaté.

A Fehling-reakci6 kivitelezése soran néhany cm® 1%-os D-gliikéz-oldathoz
2 cm’ Fehling I- és 2 cm’ Fehling 1I-oldatot adunk, majd a kémcs6 tartalmat for-
rasig melegitjik. A forralds megkezdésétsl szamitott par méasodpercen beliil a
vorosbarna rézoxid-csapadék kivélésa észlelhetd, amely a forralas befejezése utan
letilepszik a kémcsd aljara.

Az eziisttitkkor-proba soran ammonids eziist-nitrat-oldatbél a D-gliikéz a to-
kéletesen tiszta zsirmentes kémcsé faldra fémeziistot valaszt ki, amelynek soran
az ezlist tiikroz6 bevonatot képez. Amennyiben a kémcsé nem tokéletesen tiszta,
vagy a reakcié kozben a kémcsovet megrazzuk, az ezist fekete csapadék formaja-
ban valik le, ami a forralds utan kitilepszik az oldatbél. A reakcié soran a D-gliikéz
aldehidcsoportja reagil egy eziist-amin komplexszel, amelyet eziist-nitrat-oldatbol
ammoénium-hidroxiddal 4llitunk elé, és az ennek soran keletkezett csapadékot am-
moénium-hidroxid feleslegében oldjuk. A reakcié soran a D-gliikézbél D-gliikonsav,
illetve annak ammadniumsdja, az eziistionbdl pedig fémeziist keletkezik. A kisérlet
kivitelezése sordn 2-3 cm® D-glitkk6z-oldathoz 5 cm® 5%-0s ammonias eziist-nitrat-
oldatot adunk, és az elegyet vizfiirdén 6vatosan melegitjiik. Szerencsés esetben a
kémcsé falara eziisttiikor formajaban fémeziist vélik le, ellenkezé esetben fekete
csapadékot kapunk. A reakcié a kovetkezé egyenlet szerint megy végbe:
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//O + - //o
C + 2[Ag(NHy) o'+ 20H ——> C + 3NH; + H0 + 2 Ag
N\, N
H ONH,
D-gliikéz D-gliikonsav ammoniumsoja

4.3.4.1.2. Az 6sszes cukortartalom meghatarozasa

Elelmiszereinkben altalaban a szachar6z vagy mas néven répacukor, ha tejet tar-
talmazé élelmiszerrdl van szé, a tejcukor fordul elé nagyobb koncentracioban.
E két cukor a diszacharidok csoportjaba tartozik, mindkett$ képlete C,,H,,0,,.
A laktéz a redukéalécukrok, a szacharéz pedig a nem redukalécukrok kozé tarto-
zik, azaz a lakt6z adja, a szachar6z nem adja a Fehling-reakciét és az eziisttiikor-
probat. Mindkét diszacharid hig sésavas oldatban melegitve két monoszacha-
ridd4, a szachar6z gliik6zz4 és fruktézza, a laktéz pedig glitk6zza és galakt6zza
hidrolizalhaté.

A mennyiségi meghatarozas elve tulajdonképpen az el6z6 fejezetben ismer-
tetett Fehling-reakcié, amelynek soran a Cu®*-ionokbd6l Cu*-ionok keletkeznek,
a cukor aldehidcsoportjanak hatdséra. A Cu*-ionok mennyiségét meghatarozva
a cukor mennyisége pontosan meghatarozhaté. A vizsgélati eljaras sordn 20 g
mintat mériink be egy 1000 cm®-es mérélombikba, hozzdadunk 500 cm’® vizet, és
1 6ran at razégépben razatjuk. A cukor meghatarozasét zavaré anyagok eltavoli-
tasara 20-20 cm® Carrez I- és II-oldatot adunk hozza. A Carrez I-oldat készitése
soran 100 cm®-es mérélombikban desztillalt vizben feloldunk 21,9 g cink-aceta-
tot, hozzdadunk 3 cm’® ecetsavat, jelig toltjiik és jol 6sszerazzuk. A Carrez IT-oldat
készitése sordn egy 100 cm’-es mérélombikban desztillalt vizben feloldunk 10,6 g
kalium-hexaciano-ferrat(I)-ot, elegyitjiik, jelig toltjiik. A Carrez I- és a Carrez II-
oldat hozzdadasa utan 80%-os etanollal jelre toltjiik, osszerdzzuk és lesziirjiik.
A sztirletb6l kivesziink 200 cm’-t, elpéarologtatjuk az etanol f6 tomegét, a beparlasi
maradékot pedig meleg desztillalt vizzel dtmossuk egy 200 cm®-es mérélombik-
ba, majd lehtilés utan jelre toltjiikk. Ezt az oldatot hasznéljuk a kés6bbiekben a
redukélas, valamint az inverzié utan az 6sszes cukortartalom meghatarozasdhoz.

A redukalécukor-tartalom meghatarozasa soran az el6z6ek szerint el6ké-
szitett oldatbdl kipipettdzzunk kb. 25 cm?® oldatot egy 300 cm’-es Erlenmeyer-
lombikba. A kivett oldat 60 mg-nal t6bb redukéal6cukrot ne tartalmazzon. Pipet-
tdzzunk 25 cm® Luff-Schoorl-reagenst az Erlenmeyer-lombikban 1évé 25 cm?®
vizsgalandé oldathoz. (A Luff-Schoorl-reagenst az aldbbi médon készitjilk el:
6vatosan keverve 100 g, 50 témegszdzalékos citromsavoldatot 300-350 cm®
natrium-karbonat-oldathoz téltiink egy 1000 cm®-es mérélombikba, mely mar
143,8 g vizmentes natrium-karbonatot tartalmaz feloldva. Hozz4dadjuk a 100 cm®
desztillalt vizben feloldott 25 g réz-szulfatot, 6sszerdzzuk, majd desztillalt viz-
zel jelre toltjik, elegyitjiik. Egy éjszakén at iilepedni hagyjuk, majd lesztrjiik, és
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4.8. tablazat. A Luff-Schoorl-reagenshez tartozé 0,1 mélos natrium-tioszulfat méréoldat
fogyasanak megfelelé gliikéz, fruktéz, invertcukor tomege mg-ban (kétperces melegités
és tizperces forralas esetén)

0,1 mélos Na,S,0, A gliikéz, fruktéz, invertcukor tomege (K)
mérdoldat térfogata (V-F)f
cm?® mg tomeg kiilonbség
1 2,4
2 4,8 2,4
3 7,2 2,4
4 9,7 2,5
5 12,2 2,5
6 14,7 2,5
7 17,2 2,5
8 19,8 2,6
9 22,4 2,6
10 25,0 2,6
11 27,6 2,6
12 30,3 2,7
13 33,0 2,7
14 35,7 2,7
15 38,5 2,8
16 41,3 2,8
17 44,2 2,9
18 47,1 2,9
19 50,0 2,9
20 53,0 3,0
21 56,0 3,0
22 59,1 3,1
23 62,2 3,1

ellendrizziik a pH-jat, amelynek optimélis esetben 9,1-nek kell lennie.) A minta
és a Luff-Schoorl-reagens elegyéhez adjunk 2 db horzsakovet, és szabad lang
felett, razogatva hozzuk forrasba 2 percen beliil. Ezt kovetéen azonnal tegyiik az
Erlenmeyer-lombikot azbesztes haldra, helyezziink a lombikra 1éghtité6t, és pon-
tosan 10 percig forraljuk, majd azonnal hiitsiik le hideg vizzel. A kivalt réz(I)-
oxidot a kovetkezdk szerint titraljuk meg: a kihtilt lombikba adagoljunk 10 cm?
3%-0s kalium-jodid-oldatot, és rdzogatds kdzben 6vatosan 25 cm® 3 mélos kén-
savoldatot. Ezutan titraljuk 0,1 mélos natrium-tioszulfat oldattal szalmasarga
szinig, majd adjunk hozz4 1 cm® keményitéindikétor-oldatot és fejezziik be a
titrdlast. A fenti eljarassal parhuzamosan készitstink egy vakprébat, ami csak
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abban kiilénbézik az ismertetett eljarastol, hogy a mintaoldat helyett 25 cm?®
desztillalt vizet hasznalunk.

Az bsszes cukortartalom meghatarozasa soran pipettdzzunk a 200 cm®-es méré-
lombikban 1évé cukoroldatbél 50 cm®t egy 100 cm®-es mérslombikba, adjunk hozza
néhany csepp metilnarancs-indikatoroldatot és annyi 4 moélos s6savoldatot, amig az
indikéator szine piros lesz. Ezut4an adjunk hozza 15 cm® 0,1 mélos sésavoldatot, majd
tegyiik a lombikot intenziv forrasban 16vé vizfiirdébe, és tartsuk ott 30 percig. Ezutan
gyorsan hiitsiik le 20 °C-ra, adjunk hozza 15 cm® 0,1 mélos natrium-hidroxid-oldatot,
toltsiik jelig desztillalt vizzel és razzuk 6ssze. Vegyiink ki bel6le 25 cm®-t és végezziik
el a cukormeghatarozast az el6z6ekben ismertetett Luff-Schoorl szerint. A redukalo-,
illetve az 0sszes cukortartalmat a 4.8. tablazatban 1évé adatok alapjan szdmoljuk a
kovetkezé képlet segitségével. Az eredményt tomegszazalékban fejezziik ki.

C= Ky_p s
m-10°

ahol: K — a 4.8. tablazatbdl kikeresett cukortartalom (mg),
V - a vakprébara fogyott 0,1 mélos natrium-tioszulfat térfogata (cm®),
F — az aliquot mintaoldatra fogyott 0,1 M natrium-tioszulfat méréoldat
térfogata (cm®),
f — 0,1 mélos natrium-tioszulfat mérdoldat faktora,
m - a titralaskor kipipettdzott mintaoldatban 1évé minta tomege (g).

A cukortartalom két parhuzamos vizsgalat eredményébdl szamitott szdmtani
kozépérték, amelyet egytizedesre kerekitve adunk meg. A két parhuzamos mérés
kozott megengedett legnagyobb eltérés a szamtani kozépérték 8%-a.

4.3.4.1.3. Monoszacharidok szétvalasztasa és meghatarozasa
nagyhatékonysagi folyadékkromatografiaval

A monoszacharidokat és a diszacharidokat kiilonb6z6 folyadékkromatogréfias
technikéval, els6sorban nagyhatékonysagt folyadékkromatografiaval szét lehet
vélasztani, illetve meg lehet hatarozni. A 4.58. abra elsé kromatogramjan lathaté,
hogy az alkalmazott kromatografids technikdval hét szénhidrat egymastdl toké-
letesen szétvalaszthatd, és a cstcsok elvéldsa kielégiti a meghatarozas kovetel-
ményeit. Még jobb az elvalas a harmadik kromatogramon, ahol csak négy cukor,
valamint borkdsav szétvalasztasa lathaté. A kozépsé kromatogram egy bonyolul-
tabb feladat megoldédsara mutat be példat, ahol a kiilonféle cukrok mellett szerves
savakat és alkoholokat is elvalasztunk egymastol.
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perc
1. Szukréz 1. Szukréz 1. Borkdsav
2. Gliikéz 2. Maltéz 2. Szachar6z
3. Citromsav 3. Gliikéz 3. Glukoz
4. Fruktéz 4. Xil6z 4. Fruktéz
5. Borkésav 5. Galakt6z 5. Szorbit
6. Almasav 6. Arabinéz
7. Glicerin 7. Mannoz
8. Ecetsav
10. Metanol
11. Etanol

4.58. dbra. Cukrok, savak, alkoholok és cukoralkoholok
szétvéalasztasa nagyhatékonysagi folyadékkromatografidval

A cukrok szétvalasztasdra és meghatdrozasara mindaz érvényes, ami mar a
korabbi nagyhatékonysagt folyadékkromatografids elvélasztas soran targyalds-
ra keriilt. A kilonbség csupan annyi, hogy eluensként vizet vagy rendkiviil hig
savanyu oldatot hasznalunk; az atfolyasi sebesség 0,4 és 0,6 cm®/perc, a kroma-
tografalasi hémérséklet pedig 30 és 80 °C kozott valtozik. A specialis, cukrok
szétvalasztasira és meghatarozasara kifejlesztett oszlopok mellett szinte minden
elvalasztasnél és meghatarozasnal torésmutaté-mérd detektort hasznalunk.

4.3.4.2. A keményité és meghatdrozdsa
4.3.4.2.1. Kiilonboz6 kisérletek keményitével

A keményit6 a poliszacharidok csoportjaba tartozik; gliik6z monomerekbdl o(1—4)
kotésekkel kapcsolédé poliszacharid. A keményité tulajdonsagainak targyalasa-
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kor a keményit6 oldhatésdgéaval és hidrolizisével, valamint a keményité és a jod
kozotti szinreakciéval foglalkozunk.

A keményit6vel kapcsolatos kisérleteket a keményitScsiriz készitésével kezd-
jitk. Ennek sordn 5 g buzakeményitét 50 cm® vizben hidegen j6l elkeveriink, majd
50 cm® forré desztillalt vizet adunk hozza, intenziven 6sszekeverjiik, amelynek
soran pudingszertien megszilardul6 keményitécsirizt kapunk. A keményité hideg
vizben nem oldédik — ha egy késhegynyi keményit6t 1 cm’-nyi hideg vizzel 6sz-
szerazunk, akkor az egy atlatszatlan szuszpenziét képez, ezért, ha ezt az oldatot
gazldngon 6vatosan melegitjiik, akkor 5 percen beliil gyengén opalizalé kolloid
oldatot kapunk. Az oldat 1 cm®-ét tizszeresére higitjuk desztillalt vizzel, majd az
igy kapott oldathoz 1-2 csepp kalium-jodidos jédoldatot csepegtetiink. Intenziv
sotétkék szinez6dést tapasztalhatunk, mert a j6d és a keményité kék szind vegyii-
letet alkot egymassal. Ezt az tn. jod-keményitd reakciét rendkiviili érzékenysége
miatt mind a jéd, mind a keményité kimutatasara hasznaljak.

A keményit6 sem az eziisttitkor-, sem a Fehling-reakciét nem adja, mivel sza-
bad aldehidcsoportot nem tartalmaz. A keményité tomény kénsavval reagaltatva
vagy hig savakkal hosszabb ideig forralva hidrolizis kézben monoszacharidokka
alakul, amely mar adja a Fehling-reakciét. Allitasunk igazoldsara két kisérletet is
végezhetiink. Az elsé kisérletben egy 100 cm®-es f6z6poharban par gramm kemé-
nyitét mériink, majd 5-10 csepp koncentralt kénsavat adunk hozza. Uvegbottal a
kénsavat és a keményitst egymassal elkeverjiik, a kapott péphez 6vatosan 1-2 cm®
desztillalt vizet adunk, majd gézlangon 6vatosan 2 percig forraljuk az oldatot.
Lehtilés utan 1 cm®-t kivesziink az oldatbdl, natrium-hidroxid-oldattal megltgo-
sitjuk, majd elvégezziik a Fehling-prébat, melynek eredménye pozitiv lesz.

A maésodik kisérletben 10 db kémcsovet helyeziink egy kémcs6tartéba, és mind-
egyikbe toltiink 10 cm® 0,1 mélos sésavoldatot. Mindegyik kémcs6hoz hozzaadunk
olyan keményitétartalmu oldatot, amelyet 10 g keményitdcsiriz és 50 cm® desztillalt
viz elkeverésével allitottunk eld. A keményitoldatbél toltsiink 1 cm®-t mindegyik
kémcsdbe, tartalmukat razzuk jol 6ssze, és helyezziik ket egy forré vizes edénybe.
A forras kezdetétél szamitott kétpercenként vegyiink ki egy-egy kémcsovet a forrd
vizbdl, és jeges vizben azonnal hiitsiik le. A tizedik kémcs6 kivétele utan (20 perc)
varjuk meg, mig mindegyik kémcsé tokéletesen kihtil, tartalmukat felezziik meg, és
végezziik el egyik felével a jod-keményits, a masik felével pedig a Fehling-reakciét.
A két percig forr6 vizben allt kémcsé a jod-keményits reakciét még kivaléan adja, a
Fehling-reakci6 pedig kevés redukalécukor jelenlétére utal. A 20 percig forr6 vizben
tartott kémcs6é mér nem adja a jod-keményit6 reakciét, viszont intenziv s6tétbarna
elszinezAdést kapunk a Fehling-reakci6 elvégzése utan, ami nagy mennyiségt redu-
kalécukor jelenlétére utal. Amennyiben az 6sszes kémcsével elvégezziik a jod-kemé-
nyit6 reakciét, akkor egy olyan szinskalat kapunk, amelynek az elsé tagjai (2, 4 perces
melegités) intenziv kék szint produkalnak, amely szinintenzitas az id6 fiiggvényében
csokken, és a 16-20 percig forr6 vizben 1év6 kémcstvek mér csak rendkivil halvany
szint produkalnak, illetve a szinreakcidt egyaltalan nem is adjak.
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4.3.4.2.2. A keményitétartalom meghatarozasa

A gyakorlatban leginkabb alkalmazott médszer szerint a takarmanymintat meg-
hatarozott ideig hig s6savoldatban f6zziik, a fehérjék kicsapésa utan a tukros
sztrlet optikai forgat6képességét pedig polariméteren mérjiik. A kapott forgatasi
értéket korrigaljuk a 40 térfogat%-os etanolban oldhaté hig sésavoldattal kezelt
komponensek optikai forgatéképességének értékével, majd e korrigalt forgatasi
érték alapjan szamitjuk ki a keményitStartalmat. Tajékoztaté mérésre elegendd a
fehérjék kicsapésa utan kapott sztirlet optikai forgatéképességének polariméteres
mérése is (4.59. dbra), ez azonban tartalmazza az élelmiszerben jelen 1évé egyéb,
optikailag aktiv vegyuletek (cukrok, aminosavak) forgatoképességét is.

4.59. Gbra. Killonbo6z6 tipusi polariméterek a forgatoképesség meghatarozasara

A tajékoztaté vizsgalat szerint a megfeleléen el6készitett és homogenizalt
mintabol 1 mg-os pontossaggal lemériink 2,5 g-ot, és 100 cm®-es polarizalélom-
bikba helyezziik. Hozzdadunk 25 cm® 0,31 moélos sésavoldatot tigy, hogy a minta
teljes mennyisége dtnedvesedjen, és a lombik nyakara tapadt mintarészecskék is
a lombikba mosddjanak. Ezt kévetéen még hozzdadunk 25 cm® 0,31 mélos sésav-
oldatot, majd a lombikokat forrasban 1évé vizfiirdébe helyezziik, és pontosan
15 percig forraljuk.

A vizfiirdébél kivéve azonnal 25 cm® hideg desztillalt vizet adunk hozza, és
a lombikot hideg vizzel szobahémérséklettire hiitjiik. Kis fehérjetartalom esetén
hozzaadunk 5 cm® Carrez I-, majd 5 cm® Carrez II-oldatot, és ismételten alapo-
san 0sszerdzzuk. Nagy fehérjetartalom esetén a Carrez-oldatokat megduplazzuk.
Desztillalt vizzel jelig toltjuk, és dsszerazas utan szirjiikk. Ezt kovetéen mérjiik a
szlrlet optikai forgatéképességét polariméterrel (o). Ha a lesziirt oldat nem tiik-
r0s, ismételjiik meg a miiveleteket nagyobb mennyiségti Carrez-oldatok haszné-
lataval. A keményit6tartalmat (K) a kovetkezd képlettel szamitjuk ki és tomegsza-
zalékban adjuk meg:
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~100-100 - a

K= [o2, - /- m -f,

ahol: o — a minta forgatoképessége (fok),

[a]? - a fajlagos forgatoképesség (fok),

1 — a polarimétercs6 hossza (dm),

m — a vizsgalathoz bemért minta tomege (g),

f — 4tszamitési faktor, a mérés hullamhosszaroél (546 nm) a natrium

D-vonaléra (589 nm).

Azonos mintab6l két parhuzamos meghatéarozas eredménye kozott megenge-

dett legnagyobb eltérés 0,5% keményitStartalom.

4.3.4.3. Valogatott fejezetek

4.3.4.3.1. Cukoripari késztermékek hamutartalmanak meghatarozasa
az elektromos vezetGképesség alapjan

A kereskedelmi forgalomba keriil6 cukrok nagy tisztasagu élelmiszerek, amelyek
a cukron kivill minimalis mennyiségben csak asvanyi anyagokat tartalmaznak.
Hazankban a kristalycukor megengedett maximalis hamutartalma 0,044%, a fi-
nomitott kristalycukoré és a kockacukoré pedig 0,025%. Ilyen kis mennyiségii
hamutartalmat a hagyomanyos médon (izzitas utdni mérlegelés) rendkiviil ko-
riilményes meghatarozni, ezért inkabb a desztillalt vizben oldott cukor elektro-
mos vezet6képességét mérik, hisz a nagyobb hamutartalom t6bb fémionnal jéar
egylitt, amelynek kovetkeztében a nagyobb hamutartalmi cukoroldat elektromos
vezet6képessége is nagyobb. A répacukor maga nem vezeti az elektromos dramot,
s6t az ionok mozgékonysaganak akadalyozaséaval az oldat vezet6képességét még
csokkenti is.

A vezet6képesség-mérésnél problémat okoz a hdmérséklet is, ezért a méré-
miiszer kalibréalasat és a minta vezet6képességének mérését mindig azonos hé-
mérsékleten kell elvégezni, vagy hémérséklet-korrekciot kell alkalmazni. A hi-
telesité- és a mintaoldatok készitésénél bidesztillalt vizet kell hasznalni, hogy a
vizben 1év6 ionok a mintaoldat vezet6képességét csak csekély mértékben befolya-
soljak. A j6 min@ségti bidesztillalt viz fajlagos vezet6képessége szobahémérsékle-
ten 5 uS-cm™. A vezet6képességet konduktométerrel mérjiik, amelynek lényege,
hogy egy harangelektrodbodl kialakitott méréeellat meritiink a mérendé kozegbe,
és az ezen létrejové fesziiltségesést mérjik. A fajlagos vezetSképességetak = C -
K 6sszefiiggés definialja, ahol C a harangelektréd celladllandéja, amelyet ismert
koncentraciéji kalium-klorid-oldat vezet6képességét mérve hatarozunk meg, K a
miiszerskalan leolvasott érték uS - cm™-ben.
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A kristalycukor hamutartalma meghatarozésa sordn 26 g/100 cm® koncentra-
ci6ja vizes oldatot készitiink, majd megmeérjiik ennek fajlagos vezet6képességét
20 °C-on, valamint ezzel parhuzamosan mérjitk az oldatkészitéshez hasznalt viz
vezet6képességét is 20 °C-on. A %-ban kifejezett hamutartalmat a kovetkez6 kép-
let szerint szamitjuk ki és tomegszazalékban adjuk meg:

H=6-10"-C (K-0,35 - K,),

ahol: K, — a muszerskélarol leolvasott viz vezet6képessége (uS - cm™),
C - a harangelektrod cellaallandéja,
K — a mérémiiszeren leolvasott érték (uS - cm™).

4.3.4.3.2. A melasszal kapcsolatos vizsgalatok

A melasz olyan sotétbarna, jellegzetes szagu, stirtin folyé folyadék, amely atla-
gosan 50% cukrot, 12% hamut és mintegy 20% nem cukorszer( szerves anyagot
tartalmaz. Szdrazanyag-tartalma a technolégiatél fiigg6en 80-84% kozott van. Ta-
karményként tortén6 hasznositasat rendkiviil nagy energiatartalma és izletessége
indokolja, és a nagy cukortartalom mellett jelent6s szereppel birhat a kér6dzék
takarmanyozasaban 1,3-1,8% nemfehérjenitrogén-tartalma is. Asvanyianyag-
tartalmara jellemz6 az alacsony natrium-, kalcium- és foszfortartalom, illetve a
rendkiviil magas kdliumtartalom, ami nagyobb mennyiség(i melasz etetése esetén
zavart okozhat az éllat 4svanyianyag-héaztartasaban is. Ragacsos, viszk6zus volta
miatt viszonylag nehéz a takarmanyozasi technolégidba beilleszteni; ez a tulaj-
donsaga azonban elényosen kihasznalhaté granuldtumok, pelletek készitésénél,
hisz a takarmanyszemcséket nagyon konnyen 6sszeragasztja. Az emlitetteken tal
jelentés lehet szabadaminosav-tartalma, és nagyon sok, a mikroorganizmusok
életmiikodéséhez sziikséges bioldgiailag aktiv anyagot (B,-, B,-vitamin, nikotin-
sav, folsav, biotin, pantoténsav, inozit) is tartalmaz.

4.3.4.3.2.1. A melasz szarazanyag-tartalmanak
meghatarozasa kézi refraktométerrel
A melasz szdrazanyag-tartalmanak meghatarozésa a szabvanyos szaritészekrény-
ben torténd széritdssal rendkiviil nehéz a nagy cukortartalom miatt, ezért ennek
mérésére killonbozd indirekt médszereket dolgoztak ki. A refraktometrids mod-
szer azon alapszik, hogy adott hémérsékleten egy oldat stirtisége, illetve torés-
mutatéja szoros kapcsolatban van annak koncentraciéjaval, amennyiben tehat
refraktométerrel meghatarozzuk a vizsgilandé anyag (jelen esetben a melasz)
torésmutat6jat, annak alapjan kovetkeztethetiink annak latszélagos szarazanyag-
tartalmara.

A refraktometrias mérés elvét az alabbiak szerint lehet megfogalmazni.
A fény sebessége megvaltozik, ha egy fazishataron atlépve optikailag eltéré
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4.61. dbra. Kiilonboz6 tipusi refraktométerek

tulajdonsagi kozegbe keriil. A sebesség megvaltozasa az Gj kozegben iranyvalto-
zést idéz eld, amely jelenséget fénytorésnek nevezziik. A fénytorés a torésmutaté-
val jellemezhet6, ami egyenld a két egymassal érintkez6 kozegben a fénysebesség
hényadosaval, illetve a fazishataron athaladé fény beesési szoge szinuszanak és a
torési szoge szinuszanak hdnyadosaval. Két kozeget 6sszehasonlitva azt a kbzeget
tekintjik optikailag stirtibbnek, ahol a fény sebessége kisebb. A fény sebessége
vakuumban a legnagyobb; a vakuumra vonatkoztatott térésmutatét abszolut to-
résmutatonak nevezziik. A levegére vonatkoztatott torésmutaté csak alig kiilon-
bozik az abszolut torésmutatdtol, ezért a gyakorlatban ezt hasznaljuk.

A melasz szarazanyag-tartalmdnak meghatédrozasa refraktométerrel az alab-
biak szerint torténik: A refraktométert tigy helyezziik el, hogy a targylemez el6tt
1évé tikor segitségével maximalis fény jusson a targylemezre. A jol homogenizalt
mintat vékony rétegben egy kis spatula segitségével egyenletesen elkenjiik a ref-
raktométer targylemezén, majd tetejét lezarjuk, tigyelve arra, hogy a védéablak
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fedelét felnyissuk. A refraktométert a pontos leolvasés érdekében sziikség esetén
termosztaljuk (4.60. dbra). A késziilék megfigyeld tdvcsovén keresztiil két atlsan
egymaést keresztez$ vonalat latunk, melynek fels6 mezdje sotét, az alsé pedig vi-
l4gos. A refraktométer (4.61. dbra) jobb és bal oldalan elhelyezett allitégombokat
addig forgatjuk, amig a sotét-vilagos rész a legélesebb kontirral pontosan a két
vonal metszéspontjaban helyezkedik el. Ebben a helyzetben leolvassuk a meg-
figyel6 tavesé alsé részénél elhelyezkedd torésmutatd- és szarazanyag-skélan a
megfeleld értékeket.

4.3.4.3.2.2. A melasz pH-janak elektrometrias meghatarozasa

A melasz pH-ja a benne oldott anyagok kovetkeztében, az alkalmazott technoldgia
fliggvényében 6,4-8,4 kozott valtozik. A melasz pH-janak mérése sordn barmilyen
precizids pH-mér6t, iiveg- és referenciaelektrédot vagy kombinalt tivegelektrodot
hasznalhatunk. Ez utébbi egytittesen tartalmazza az tivegelektrodot és a masod-
faja referenciaelektrodot. Mivel a melasz pH-ja semleges, illetve a gyengén lagos
tartomanyban varhato, ezért az elektrometrias rendszert 7-es pH-jui pufferoldat
segitségével hitelesitjiik. A pH mérésével egy kordbbi fejezetben mar foglalkoz-
tunk, ezért ebben a fejezetben csak a melaszra vonatkozé specialis el6készits
eljarast ismertetjik. A 4.62. dbran egy pH-méré6 és néhany elektréda lathato.

ready to go!
inoLab pH Lev|

.

4.62. dbra. Egy pH-méré és a kapcsolédé méréelektrodak

Mivel a melasz stirtin foly6 viszkézus folyadék, ezért pH-jat kozvetleniil mér-
ni nem lehet. Ezért a minta-el6készités soran 50 g melaszt kb. 40 cm® desztillalt
vizzel elegyitiink, az elegyet 100 cm®-es mér6lombikba vissziik és jelre toltjiik.
Tobbszori 6sszerazas utan ezt az 50 vegyes szézalékos oldatot hasznéljuk a pH-
mérésre. A higitds a melasz nagy pufferkapacitdsa miatt nem jelent jelentés val-
tozast az eredeti pH-hoz viszonyitva.
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4.3.4.3.2.3. A melasz osszes aniontartalmanak meghatarozasa ioncserével

Az 06sszes aniontartalom meghatarozasakor a vizes melaszoldatot hidrogénion
forméaban 1év6, erésen savas kationcseréld oszlopon bocsatjuk at, majd az oszlo-
pon athaladé oldatban 1év6 savak mennyiségét acidimetridsan meghatarozzuk, és
az eredményt 100 g latszolagos szdrazanyag-tartalomra adjuk meg. A kationcsere
folyamén a kationokkal ekvivalens hidrogénion megy az oldatba, amelynek meny-
nyiségébdl kovetkeztethetiink a kationok, illetve az ezekkel ekvivalens anionok
mennyiségére.

4.63. Gbra. Killonb6zé kromatografias oszlopok

A vizsgdlat sordn az 50 vegyes szdzalékos melaszoldatb6l 20 cm’-t egy
100 cm’-es Kohlrausch-lombikba mériink, hozzdadunk egy késhegynyi aktiv sze-
net, a lombikot desztillalt vizzel jelre toltjiuk, majd 6sszerazéas utan redés sziiré-
papiron lesztrjiik. A sziirletb6l 25 cm®t 1,5-2,0 cm®/perc sebességgel atbocsatunk
a kationcserél6 oszlopon; az oszloprdl tavozé folyadékot pedig egy titralélombik-
ban fogjuk fel. (A kationcserél6 oszlop 12 cm hossza és 1,2 cm dtmérdju, a toltet
Varion KS kationcserélé mtigyanta. A kationcserélé miigyanta oszlopba toltése
el6tt egy 5 mm vastagsédgu tiveggyapotréteget helyeziink el a kromatografal6 osz-
lop aljan, és erre t6ltjik rd a 12 cm gyantat. A gyanta hidrogénformaba hozasa
soran 2-4 cm’/perc atfolyasi sebességgel kb. 100 cm® 2 moélos sésavoldatot bocsa-
tunk at az oszlopon, majd annyi desztillalt vizet engediink rd, hogy a lecsepegd
folyadék az eziist-nitrattal mar ne adja a kloridok jellemzé fehér csapadékos re-
akciéjat. Néhany kromatografias oszlop a 4.63. dbran lathatoé.)
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A mintaoldat oszlopon térténé atbocsétésa utdn még kb. 60-70 cm’® térfogati
desztillalt vizet bocsatunk at az oszlopon 2-4 cm®/perc atfolyasi sebességgel, ami-
nek segitségével az ioncserét tokéletessé tessziik, illetve a kationokkal ekvivalens
hidrogénionokat a titrdl6lombikba tokéletesen dtmossuk. Az ioncserélé oszlopon
lecsepegé oldatot 0,1 mdélos natrium-hidroxid-oldattal fenolftaleinindikator mel-
lett megtitraljuk. A melasz 6sszes aniontartalmat 100 g latszélagos szdrazanyag-
tartalomra vonatkoztatva az alabbi képlet segitségével szamoljuk:

40 -
A= o fmekv/100Bx,

ahol: a — a 0,1 moélos néatrium-hidroxid mérdoldat fogyésa (cm®),
f — a méréoldat faktora,
b — az aktiv szénnel kezelt oldat latszélagos szarazanyag-tartalma,
d - az el6készitett oldat stirtisége 20 °C-on (4tlagosan 1,024 g/cm®),
Bx°® — Brix-fok a latsz6lagos szarazanyag-tartalom mértékegysége.

4.3.4.3.2.4. A melasz kalium- és natriumtartalmanak
meghatarozasa langfotometriasan

Az el6z6 fejezetben leirt 6sszesaniontartalom-meghatarozas soran a melaszban
1év6 kationok a kationcserélé miigyantan megkotédtek, amelyek onnan hig s6sav-
oldattal lemoshatdk, majd ezt kovetéen az eluatumban 1évé kalium- és natrium-
ionok koncentraci6ja langfotometridsan mérhetévé valik. E médszer alkalma-
zaséval feleslegessé valik a nagy cukortartalma melasz rendkiviil koriilményes
széritasa, illetve izzitdsa. A vizsgalati eljaras soran az el6z6 fejezetben leirt ioncserét
kévetden a gyantaoszlopon 100 cm® 2 moélos sésavoldatot engediink 4t 2-4 cm®/perc
sebességgel, amelynek sordn az oszloprol lecsurgé folyadékot egy 100 cm®-es mé-
r6lombikban fogjuk fel. Desztillalt vizzel a lombikot jelre toltjuk, 6sszerdazzuk,
fotométerrel, langemissziés iizemmodba kapcsolva, levegs-acetilén gazzal mu-
kodtetve meghatarozzuk. A melasz kalium-, illetve natriumtartalmat mg/kg mér-
tékegységben adjuk meg a langfotometridsan mért koncentracié (mg/dm?) és a
higitasi tényez6 (40) figyelembevételével.

4.3.4.3.3. A haztartasi keményité6 tisztasaganak
vizsgalata polarimetrias médszerrel

A vizsgalat sordn a mintat forrd, higitott kénsavval hidrolizaljuk, majd mérjik az
oldat optikai forgatoképességét. Ha a minta oldhaté szénhidratokat vagy egyéb,
optikailag aktiv anyagokat is tartalmaz, megvaltozik a forgatéképessége. A forga-
toképesség megvaltozasat okozé anyagok atalakitdsahoz a vizsgalandé anyagbél
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kalon bemérést végziink, abbdl vizes kivonatot készitiink, majd a szilard minta-
hoz hasonléan meghatédrozzuk annak forgatéképességét.

A meghatarozés soran egy 100 cm®-es Kohlrausch-lombikba bemériink 2,5 g
vizsgélandé anyagot, és korkoros mozgatéssal torténé keverés kozben részletek-
ben hozzaadunk 50 cm® 1,124%-0s s6savoldatot. Ezt kovetéen a lombikot 15 per-
cen at forrasban 1év6 vizfurdébe tartjuk, és hdrompercenként korkorésen megraz-
zuk. A negyedéra letelte utan a lombikot csapvizzel szobahémérséklettire hiitjiik,
majd hozzdadunk 3-3 cm® Carrez I- és Carrez II-oldatot. A lombikot desztillalt
vizzel jelig toltjiik, tartalmat 6sszerdzzuk, 20 perc utédn redds sziir6papiron le-
szlrjiik, és megmérjiik a kristélytiszta sztrlet forgatoképességét.

A keményité mellett 16v6 egyéb optikai forgatéképességet mutaté vegyiiletek
mérésére egy 100 cm®-es Kohlrausch-lombikba bemériink 2,5 g vizsgalandé anya-
got, hozzaadunk 50 cm® desztillalt vizet, majd 30 percig 4llni hagyjuk, mikézben
tobbszor korkorosen megmozgatjuk, a vizoldhatd, optikailag aktiv anyagok ki-
oldédasanak elésegitésére. Ezt kovetéen Carrez I- és Carrez II-oldattal deritést
végziink, majd a sztrletbél 50 cm®-t egy 100 cm®-es Kohlrausch-lombikba pipet-
tdzunk. Ehhez hozzdadunk 2,25 cm?® 25%-o0s sésavoldatot, és a hidrolizis-mtive-
leteket az el6z6ekhez hasonldan elvégezziik. Ezutan a lombikot desztillalt vizzel
jelre toltjiik, majd 6sszerazas utdn mérjitk az oldat forgatéképességét. A vizsgélati
anyag keményitGtartalmat az aldbbiak szerint szamoljuk:

K = 10,88 - (A— 2k),

ahol: A — a keményit6 hidrolizise utan mért forgatoképesség (korfok),
k — a korrekcids érték meghatarozasa esetén mért forgatéképesség
(korfok).

4.3.4.3.4. A rezisztenskeményiti-tartalom meghatarozasa

A rezisztens keményité hatasai a szervezetben

A keményité a szénhidratok kozil a f6 tdplalékforras, a novényekben a legel-
terjedtebb raktarozo6 poliszacharid, granulatumként jelenik meg a z6ld levelek
kloroplasztjdban és a magok, gumék amiloplasztjaban. Nemrég felismerték, hogy
a keményité részleges emésztése és a vékonybélben val felszivédasa normalis
jelenség, amely kapcsolatban all az emészthetetlen keményitékkel, amelyeket
rezisztens keményitének (RS) hivnak. Az RS az étrendi rostfajta egyik tipusa,
amely magéba foglalja az 6sszes olyan keményit6t és keményit6-bomlastermé-
ket, amelyek nem szivédnak fel az egészséges ember vékonybelében, és amelyek
élettani funkci6i hasonléak az étkezési rostokéhoz. A rezisztens keményitét a
vastagbélben él6 mikroorganizmusok révid lanct zsirsavakka fermentaljak, me-
lyek ott csokkentik a pH-t, megakadalyozva igy a patogén baktériumok talzott
elszaporodésat. Az illézsirsavak, az ecetsav, a propionsav és a vajsav kozil a
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vajsav egészségvédd hatdsai a karcinogenezis megel6zése és gétlasa a vastagbél-
ben, a nyalkahartya oxidativ stressz elleni védelme, a vastagbél védelmi gatjanak
megerdsitése, és gyulladasgéatlo tulajdonséaggal is rendelkezik. A propionsav ké-
pes csokkenteni a koleszterin koncentraciéjat a vérben, és szerepe van a j6llakott-
sagérzés kialakulaséaban is.

A rezisztens keményité definicidja, szerkezete, tulajdonsagai

A rezisztens keményit6t négy altalanos tipusba soroljdk. Az RS1 keményitd fi-
zikailag nem hozzaférhet6 az emésztés szdméara, mert az intakt sejtfalak a gabo-
nédkban, a magokban vagy a gumékban megakadalyozzak az emésztést. Az RS2
keményiték olyan nativ granulatumok, amelyek szemcsés keményitét tartalmaz-
nak, melyek a konformacié vagy a szerkezet miatt 4llnak ellen az emésztésnek. Az
RS3 a nem szemcsés keményit6 eredetl anyagokat jelenti, amelyek ellendllnak
az emésztésnek. Ezek altaldban retrogradélt keményit6k, amelyek f6zési és/vagy
hiitési lépések hatdsara alakulnak ki a nativ keményit6kbél. Az RS4 kémiailag
modositott keményiték, amelyek éterezett, észterezett vagy mas vegyszerekkel
kialakitott keresztkotéseket tartalmaznak oly médon, hogy a keményit6 emészt-
hetésége csokken.

A dietetikus (étkezési) rostok sokféle definici6éja a meghatérozasuk médsze-
rébdl adodik, azaz hogy az étkezési rostot novényi részként, kémiai anyagként
vagy a vékonybélben torténé emésztésfiziolégiai anyagcsere részeként hataroz-
zuk meg. Az Amerikai Gabona Kémikusok Egyesiilete 2000-ben az étrendi rostot
olyan ehet6 részekként hatdrozta meg, amelyek ellendllnak az emberi vékony-
bélben torténé emésztésnek, valamint felszivédasnak, a vastagbélben pedig tel-
jes vagy részleges erjedésen mennek keresztiil. Legijabban néhany orszagban az
étrendi rost fogalméba beleértik a rezisztens keményitét is, azonban ez a felfogas
nem terjedt el a vilag t6bb orszagédban. A rezisztens keményité tébbszorosen
bizonyitott kival6 élettani hatasai miatt célszert tudni annak élelmiszerekbél
torténé meghatérozasat.

Analitikai médszerek a rezisztens keményité mérésére
Az élelmiszerekben taldlhaté rezisztenskeményits-tartalom mérésére szolgalo
barmely mdédszer {6 1épése el6szor az 6sszes emészthetd keményité eltavolitasa
a termékbdl termostabil o-amildzok alkalmazasaval. Ezt kovet6en meghatdrozzak
az enzimes emésztés utdn visszamarad6 anyag keményitStartalmat, ami azonos a
rezisztens keményit6vel. A mddszerek tehat az enzimes emésztés elvén alapulnak,
és megadjak a 37 °C-on az enzimes emésztésnek ellenall6 keményit6 mennyiségét.
Az els6 1épés tehat az emésztheté keményito eltavolitasa az élelmiszermin-
tabol hasnyalmirigy a-amilaz alkalmazédsaval. Azokban az esetekben, amikor fel-
tételezhetd, hogy termékgatlas léphet fel a hasnyalmirigy a-amildzzal szemben,
a tovabbi keményit6bontas érdekében amiloglitkozidazt adnak a mintahoz. Hogy
utdnozzéak a gyomorban és a bélben lezajld élettani és biokémiai folyamatokat,
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esetenként az amilolizis mellett pepszinnel és tripszinnel kivéltott proteolizist
is alkalmaznak a meghatdrozas sordn. Az enzimes lépések utan visszamaradd
anyag a rezisztens keményit6. A rezisztens keményité mennyiségét tigy is lehet
szdmolni, ha a savas hidrolizis utdni 6sszes keményité mennyiségébdl levonjak
az enzimes hidrolizissel meghatarozott emésztheté keményité mennyiségét.
Egy modositott eljaras szerint a két enzimmel elvégzett hidrolizist kovetéen
a hidrolizis termékeit 80% etanollal extrahaljak, a maradékot 2 mélos kalium-hid-
roxidban feloldjak és amilogliikozidazzal tovabb hidrolizaljak, majd a masodik
hidrolizis végtermékeinek analizise utan szdmoljak a rezisztenskeményits-tar-
talmat. Az eljards soran 100 mg mintdhoz 500 U hasnyalmirigy a-amilazt adnak
10 ml 0,1 molos, 6,9-es pH-ja tris-maleinsav pufferben, ami ezentdl még 4 mM
kalcium-kloridot is tartalmaz, majd 16 6ran at, 37 °C-on kevertetik. Ezt kovet6en
40 ml etil-alkoholt adnak hozza, egy 6raig allni hagyjak, majd centrifugéaljak.
A maradékot kétszer mossak 80%:-os etilalkohollal, a maradékot 60 °C-on megsza-
ritjdk, hozzaadnak 1,5 ml vizet, majd 1,5 ml 4M natrium-hidroxid-oldatot, fél
o6raig szobahémérsékleten kevertetik, majd hozzdadnak még 12 ml vizet. Az igy
kapott diszperzié 1,5 ml-éhez hozzdadnak 0,65 ml 2M ecetsavoldatot, melynek
kovetkeztében a pH 4,5-re all be. Ezt kovet6en hozzaadjék a pH = 4,5-es natrium-
acetét pufferben oldott amiloglitkozidaz-oldatot, 90 percig 65 °C-on kevertetik,
majd a glitkdz-oxidaz kittel vagy valamilyen masik analitikai m6dszerrel meghataroz-
zuk a gliikéztartalmat, melybdl szamolni tudjak a rezisztens keményité mennyiségét.

4.3.5. A provitaminok és a vitaminok meghatarozasa

Elelmiszerek provitaminjainak és vitaminjainak meghatarozasa a tébbi kompo-
nenshez viszonyitva relative 0sszetett analitikai feladat, mert egyrészt kicsi a
koncentraci6juk a tobbi komponenshez képest, masrészt a legtobb vitamin ér-
zékeny az oxid4ciéra és néhany még a fényre is. Ezért csak kiméletes analitikai
miiveletekkel, sziikség esetén semleges atmoszférdban vagy a direkt fény kiki-
szobolésével lehet analizalni. A vitaminok kémiai 6sszetételiiket tekintve olyan
sokfélék, hogy meghatarozasukra é4ltalanos eljarast nem lehet kidolgozni, csak
egyedi analitikai mtveletekkel lehet 6ket elemezni, és meghatdrozasuk legtobb-
szOr még kiillonboz6 el6készitési miiveleteket is igényel. A legtobb esetben a meg-
hatarozas el6tt a zavard anyagokat el kell tavolitani, a vitaminokat extrakci6val ki
kell vonni, a kotott forméaban 1évéket kotéseikbél fel kell szabaditani, majd ezutan
kovetkezhet az azonositas és a mennyiségi meghatarozas. Altalanossagban el-
mondhaté, hogy a zsiroldhaté vitaminok kivonasat szerves oldészeres extrakcié-
val végezziik, a vizoldhat6 vitaminokat pedig vizzel vagy pufferoldattal nyerjiik ki
a vizsgalandé anyagbdl. A kivondas utdn az extraktumot 4ltalaban kromatografias
modszerrel tisztitjuk, majd tisztitas utan alkalmazhatjuk a klasszikus analitikai
modszereket, fotometrids és kolorimetrids, spektrofotometriés, fluorimetrias és
f6ként kromatografias eljarasokat.
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4.3.5.1. A karotin- és a xantofilltartalom meghatdarozasa

A mobdszer alkalmas 1égszaraz zold vagy légszarazra szaritott friss zoldnovények
karotin- és xantofilltartalmanak meghatarozaséra. E modszer szerint a légszaraz
z6ld vagy szaritott mintdkat hexdn és aceton vagy petroléter és aceton elegyé-
vel szobahémérsékleten nitrogénaram alatt extrahaljuk, majd az extraktumot
metanolos kélium-hidroxidos oldattal kezeljiik. A bepérolt extraktum maradékat
petroléterben feloldjuk, és aluminium-oxid oszlopon kromatograféljuk. Az elua-
tum karotin-, illetve xantofilltartalméat spektrofotometridsan mérjiik. A megha-
tarozas soran extrahalasi, kromatografalasi és spektrofotometrias méréseket vég-
ziink. Az extrahalds soran a mintab6l, annak véarhato karotintartalmatoél figgéen
1-3 grammot mériink le 1 mg pontossaggal, és csiszoltdugds mér6hengerben vagy
mérélombikban 30 cm® n-hexan és aceton 7:3 térfogataranyt elegyét adjuk hozza.
Nitrogéngéz beftvasaval a leveg6t az tivegedénybdl eltizziik, az Givegedényt a
csiszolt dugdval bedugjuk és 1 éjszakan at sotétben allni hagyjuk. Kromatografa-
las el6tt 1 éraval hozzdadunk 2 cm?® 40%-0s metanolos kalium-hidroxid-oldatot,
Osszerdzzuk, és 30 percig sotétben allni hagyjuk. Ezt kovetéen hozzaadunk 2 cm?
vizet, 6sszerdzzuk, és hagyjuk, hogy a csapadék leiilepedjen, majd 70 cm® hexant
vagy petrolétert adunk hozz4, elegyitjik és megvarjuk, mig a csapadék ismét
letilepszik. A felsé tiszta fazisbél a varhat6 karotintartalomtél fiiggé mennyiséget
egy csiszolatos ggmblombikba kimériink, majd rotacidés gyorsbepérlén 50 °C-on
bepéroljuk. A beparlasi maradékot 20 cm® petroléterben feloldjuk.
Kromatografalaskor a petroléterben szuszpendalt aluminium-oxidbdl egy
15 cm magas oszlopot készitiink, tigyelve arra, hogy az oszlop elkésziilte utan
mindig legyen olddszer az adszorbens felett. Az aluminium-oxid tetejére 2 cm
vastagon vizmentes natrium-szulfatot rétegziink, és ennek a tetejére vissziik fel
az el6z6ek szerint elkészitett minta petroléteres oldatat. A kromatografal6oszlopot
vizsugar-vakuummal tgy szivjuk meg, hogy az eludtum mennyisége masodpercen-
ként 2-3 csepp legyen. Az elualast addig folytatjuk, mig a lecsepegé eluatum mér
szintelen nem lesz. A mér6lombikba gytjtott eluatumot petroléterrel jelig toltjiik
és Osszerazzuk. A karotinfrakcié eltavolitasa utdn egy masik mérélombikba gytijt-
jilk a xantofillt tartalmazé eluatumot, melyet az oszlopra vitt etanollal oldunk le.
A xantofill-frakci6 tdvozasa utan a lombikot etanollal jelig toltjik és tsszerdazzuk.
A spektrofotometrids mérés sordn a petroléteres eluatum karotintartalménak
mérésekor az abszorbanciaértéket 450 nm-es hulldmhosszon, 1 cm-es kiivetta-
ban, petroléterhez hasonlitva mérjiik le. A xantofilltartalom meghatarozésat is
ugyanilyen koriillmények kozott végezzik etanolhoz viszonyitva. A karotin- és a
xantofilltartalom szdmitasanal figyelembe kell venni az eluatum abszorbanciajét,
az eludtum térfogatat, a meghatarozashoz bemért minta tomegét, valamint a ka-
rotintartalom-meghatarozasnal a B-karotin, a xantofilltartalom-meghatérozasnal
pedig a xantofill 1%-os petroléteres, illetve etanolos oldatanak 1 cm-es kiivetta-
ban, 450 nm-en mért elméleti abszorbanciaértékét. Az eredmény két parhuzamos
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mérés szadmtani kozépértéke. A parhuzamos mérések kozt megengedheté eltérés
a kozépérték 8%-a. Az eredményt egész szamra kerekitve mg/kg-ban adjuk meg.

4.3.5.2. Zsiroldhato vitaminok meghatdrozasa
4.3.5.2.1. Az A-vitamin-tartalom meghatarozasa HPLC-médszerrel

A modszer alkalmas élelmiszerek A-vitamin-tartalmanak meghatarozasara. Az
eljaras soran a megfelelen el6készitett mintat lagos kozegben hidrolizéljuk, a fel-
szabadult retinolt pedig petroléterrel extrahaljuk. Az extraktumot bepéroljuk, me-
tanolban feloldjuk, a retinoltartalmat pedig nagyhatékonysagi folyadékkroma-
tografiaval forditott fazist oszlopon UV-detektalassal 325 nm hullamhosszon
hatarozzuk meg. A retinol felszabaditasara ligos kozegben végzett hidrolizis
koriilményei fiiggnek a varhaté A-vitamin-tartalomtél. Altalanossagban a hidro-
lizist az aldbbi korilmények kozott végezzik. Az A-vitamin-tartalomtdl fiiggéen
5-15 g mintét 0,02 g pontossaggal egy Erlenmeyer-lombikba mériink, hozzdadunk
50 cm® etil-alkoholt, 2 cm?® 3%-o0s natrium-szulfid-oldatot, 2 cm?® 10%-o0s aszkor-
binsav-oldatot és 1 cm® 0,1%-0s metanolban oldott BHT-t, végiil 10 cm® 60%-0s
kalium-hidroxid-oldatot. A lombik tartalmat 6vatosan korkorosen osszerazzuk,
és 30 percre nitrogéndram mellett 70 °C-os h6mérsékleti vizfiird6be meritjik. Ez
id6 alatt 5 percenként intenziven korkérésen dsszerdzzuk, majd a hiitét 10 cm®
etil-alkohollal leoblitjiik, és a lombikot vizcsap alatt szobahémeérséklettire lehtit-
jilk. A hidrolizatumot 50 cm® vizzel, majd etil-alkohollal az oldhatatlan részek-
kel egyiitt 200 cm®-es mérslombikba mossuk, a mér6lombik tartalmat korkords
mozgatassal 6sszerazzuk, szobahémérséklettire htitjiik, majd etil-alkohollal jelig
toltjuk. A bedugaszolt mérélombikot tobbszori atforgatassal elegyitjik, ezutan
sotétben 15 percig tilepedni hagyjuk. Kézben egy rdzoétolcsérbe bemériink 50 cm®
10%-o0s natrium-klorid-oldatot és 50 cm® petrolétert, és a mérélombikban 1évé fe-
liltszobol ehhez pipettazunk hozza a varhaté A-vitamin-tartalom fiiggvényében
10-100 cm’-t. A razétolesért bedugaszoljuk, 1 percig intenziven rdzzuk, majd a
fazisok szétvalasa utdn az alsé fazist egy 400 cm®-es f6z6poharba engedjiik le, a
fels6 fazist pedig Erlenmeyer-lombikba toltjiik és sotét helyre tessziik. Az als6
fazis kirdzasat még kétszer 50-50 cm’® petroléterrel megismételjiik, az egyesitett
petroléteres fazisokat 10 g vizmentes natrium-szulfattal viztelenitjik, majd a
petrolétert maximum 40 °C-os hémérsékleten, nitrogénaramban beparoljuk tgy,
hogy az extraktum térfogata kb. 5 cm®-re csokkenjen.

A petroléteres extraktumhoz 5 cm® metanolt adunk, és a rotaciés beparlén
térfogatat 2 cm®-re csokkentjiik. Ezt kovetéen a maradékot 2 cm atmérdji G4-es
ivegsz(ir6n keresztiil egy vdkuumsziird segitségével 10 cm®-es kalibralt kémcsébe
szrjiik. A gbmblombikot a sz{ir6n at metanollal a kémcs6be mossuk, és a kémcsé
térfogatat 10 cm®-re allitjuk be. Az igy nyert oldat 1 hétig alkalmas az A-vitamin-
tartalom meghatérozaséara.
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Az igy el6készitett oldat 20 ul-ét injektaljuk a nagyhatékonyséagi folyadék-
kromatografba. Az elvalasztast 25 cm hossz1, 7-10 um szemcsenagysagi, C18 ti-
pust oszloppal, forditott fazisa kromatografiaval végezziik, metanol-viz 95:5 ara-
nya elegyét 1,5 cm®/perc aramlési sebességgel dramoltatva. A retinolcstcsot
annak retencids ideje alapjan azonositjuk. A mennyiségi meghatérozashoz egy re-
tinil-acetat alapoldatot hasznalunk, amely izopropil-alkoholban mintegy 200 ezer
NE egység (1 NE = 0,3 pug A-vitamin) A-vitamint tartalmaz 100 cm®-enként.
Ebbdl tizszeres higitast képeziink, és ezt a tizszeresen higitott retinil-acetat mé-
réoldatot a mintaval teljesen megegyez6 médon készitjitk el az A-vitamin meg-
hatarozasédhoz. Az igy el6készitett standardoldatbdl a mintahoz hasonléan 20 ul-t
injektalunk a HPLC analitikai oszlopara, és ezt kovetéen a standard és a minta
csucs alatti tertiletének 6sszehasonlitasa utdn a minta A-vitamin-tartalma szdmol-
haté. A vizsgalat ismételhetésége a vitamintartalom fiiggvényében a kozépérték
10-20%-a.

4.3.5.2.2. A D,-vitamin meghatérozéasa nagyhatékonysagi
folyadékkromatografiaval

A modszer alkalmas vitamin-alapanyagok, panelek és premixek D,-vitamin-tartal-
méanak meghatarozaséra. A modszer szerint a mintat metanollal extrahaljuk, és
az igy kapott metanolos oldatbél sziirés vagy centrifugilas utan 50 ul-t injekta-
lunk a HPLC késziilékbe, az abszorbanciat pedig 265 nm-nél mérjiik.

Az eljards sordn a vizsgilandé mintabdl a vitamintartalom fiiggvényében
1-10 grammot mériink be egy 100 cm®-es Erlenmeyer-lombikba, hozzatesziink
50 cm® metanolt, és a gondosan lezart lombikot ultrahangfiirdébe (4.64. dbra)
helyezzitk 2 X 10 percre, ennek hianyaban a lombikot 30 percig razégéppel ra-
zatjuk. A razatas vagy ultrahangozas utan az oldatot vakuumban sziirjitkk vagy
centrifugéljuk, a tiszta oldatot vakuumban 3-4 cm®-re bepéaroljuk, majd eluenssel
6 cm’-re egészitjiikk ki. A meghatarozast 250 X 4,6 mm-es ODS HIP-5 kromatogra-

4.64. dbra. Ultrahangfiird6k
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fids oszlopon végezziik. 200 cm® metanol és 800 cm’® acetonitril elegyével 1,5 cm®/
perc eluens dramlasi sebesség mellett kromatografalunk, és a D,-vitamin cstcsat
10-11 perc retenciés idé utdn 265 nm-en detektaljuk. Ezt kovetden 1,25 ug/cm?,
2,5 pug/cm® és 5,00 ug/cm® koncentraciéju D-vitamin-tartalmt standardoldatokat
készitiink metanollal, és segitségével hitelesit6gorbét vesziink fel. A hitelesitégor-
be segitségével a minta ismeretlen D,-vitamin-tartalma meghatarozhaté. Az ered-
ményt ug/g értékben adjuk meg. Az azonos mintdkbdl végzett két parhuzamos
érték kozott megengedett legnagyobb eltérés az eredmény 15%-a. A zsiroldhat6
vitaminok gyakorlatban hasznélatos egységeit és azok egymaésba torténé atszamo-

lasat, valamint a mérési hulldimhosszakat a 4.9. tablazat tartalmazza.

4.9. tablazat. A zsiroldhaté vitaminok gyakorlatban hasznalatos egységei és
azok egymasba torténé atszamolasa, valamint a mérési hullamhosszok

Vitamin Egység Mérési hullamhossz (nm)
A-vitamin 1NE = 0,3 ug 325
E-vitamin 1NE =1mg 292
D-vitamin 1 NE = 0,025 ug 265
K-vitamin mg/kg; ug/kg 255
Karotin mg/kg 451

4.3.5.2.3. E-vitamin (o-tokoferol) meghatarozasa
nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval

A médszer alkalmas vitamin-alapanyagok, panelek és premixek E-vitamin-tartal-
ménak meghatérozéséra. Elelmiszerek E-vitamin-tartalma a természetes tokofe-
roltartalom, valamint a természetes és hozzaadott tokoferol-acetat hidrolizisébél
szarmaz6 a-tokoferol dsszege, amelyet mg/kg egységekben fejeziink ki. A méd-
szer szerint a megfeleléen el6készitett mintat lagos kézegben hidrolizaljuk, a
hidrolizis végén az elegyet sésavval megsavanyitjuk. A felszabadult a-tokoferolt
petroléterrel extrahéljuk, az extraktumot beparoljuk és metanolban feloldjuk. Az
a-tokoferol-tartalmat nagyhatékonysagu folyadékkromatografiaval forditott fa-
zist oszlopon UV-detektalassal 292 nm hullamhosszon hatarozzuk meg. A méd-
szer részletes leirasa meghaladja a konyv kereteit.

4.3.5.2.4. A zsiroldhaté vitaminok szimultan meghatarozasa
nagyhatékonysagi folyadékkromatografiaval

A zsiroldhaté vitaminok a megfelel6en megvalasztott kromatografias koriilmények
kozott egy 1épésben is szétvédlaszthatok, illetve meghatdrozhaték. A 4.65. 4bra
10 kiillonbo6z6 vitamin, illetve vitaminszarmazék szétvalasztasat mutatja.
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4.65. dbra. A zsiroldhaté vitaminok szétvalasztasa
és meghatarozasa folyadékkromatografiaval.
A szétvélasztott vitaminok a kovetkezék: 1 — menadion (K,-vitamin), 2 — retinol (A-vita-
min), 3 — retinol-acetat, 4 — menaquinon (K,-vitamin), 5 — 8-tokoferol, 6 — ergo-kalciferol
(D,-vitamin), 7 — kole-kalciferol (D,-vitamin), 8 — a-tokoferol (E-vitamin), 9 — tokoferol-
acetat, 10 - fillo-quinon (K,-vitamin).

A szétvalasztas koriilményei az alabbiak:
Oszlop: 150 X 4 mm GRA-SIL 120 ODS-5 ST 5 um,
acetonitril mozgofazis 0,8 cm’/perc dramlési sebességgel,
7 MPa nyomas, 30 °C hémérséklet,
UV-detektalas 280 nm-en.

4.3.5.3. A vizoldhaté vitaminok meghatdarozasa

4.3.5.3.1. A B1-vitamin- (tiamin-)tartalom meghatarozasa
HPLC-vel fluorimetrias detektalassal

A mébdszer alkalmas dusitott élelmiszerekben a hozzaadott B,-vitamin meghaté-
rozasara. A modszer szerint a mintat hidegen zsirtalanitjuk, Selecton B, jelenlé-
tében hig s6savval, majd koncentralt sosavval kezeljiik. Nitrogénatmoszféraban
80-90 °C-os vizfirdén fény kizardsa mellett oldjuk, majd higitas és szlirés utan
lagos kozegben tiokromma oxidaljuk. A meghatarozast HPLC-vel, spektroflu-
orimetrias detektalassal, a mintaval azonos médon elkészitett tiamin-klorid-
hidroklorid standardoldathoz viszonyitva végezziik.

A vizsgélati eljards sordn a minta vérhaté B,-vitamin-tartalmétél fiiggéen
2,5-10 grammot mériink be egy 250 cm®-es Erlenmeyer-lombikba, és 100 cm®
0,1 moélos sésavval szuszpendaljuk, majd még 1 cm® témény sésavat adunk hoz-
z4. (Amennyiben a minta zsirtartalma magas, Ggy a mintét egy télcséren 1évé
szlir6papirra tessziik, és tobb részletben 100 cm’ koriili mennyiségii n-hexannal
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vagy petroléterrel dtmossuk, majd szaradni hagyjuk.) Ezt kdvet6en 80-90 °C-os
vizfiird6n visszafolyds hiitéssel, fényt6l védve 30 percig oldjuk, majd csapvizzel
lehttjiik, sztirés nélkiil 200 cm®-es mérélombikba vissziik, desztillalt vizzel jelig
toltjiik, alaposan 6sszerdzzuk, majd iilepedni hagyjuk. Az oldat tisztajat a varhaté
B,-vitamin-tartalomtol fiiggéen desztillalt vizzel 250 cm®-re higitjuk, 6sszerazzuk
és sziirjiik. A sztirlet 10 cm®-éhez oxidaciés edényben automata pipettaval hozza-
adunk 5 cm® oxidaléoldatot, amely 2%-os kalium-ferricianid és 30%-o0s néatrium-
hidroxid 1:1 ardnya elegye, és az egész oldatot alaposan atkeverjiik. Ezt kovet6en
hozzaadunk 0,5 cm® témény foszforsavat és csapviz alatt lehtitjiik. A mintaoldat-
bél 20 cm®-t C18-as tisztitéoszlopon préseliink keresztiil, és az igy megtisztitott
oldatbél injektalunk 20 ul-t a C18-as toltetd analitikai oszlopra. A B,-vitamin
oxidalt szarmazékat metanol : foszfat puffer elegyével eluéljuk 1,2-1,5 cm®/perc
aramlési sebesség mellett, majd fluoreszcencids detektalassal 320 nm-es ex-
tinkciés és 424 nm-es emissziés hullaimhossznal hatarozzuk meg a B,-vitamin
mennyiségét. A kalibracié sordn az oxidaciés edénybe 10 cm® vizbe bemériink
100, illetve 200 ul standardoldatot, amely 250-500 ng tiamin-klorid-hidrokloridot
tartalmaz, majd a mintdhoz hasonléan oxidéljuk, tisztitjuk és kromatografaljuk
6ket. A minta B,-vitamin-tartalmat a mintanal kapott csicsmagassagbol vagy te-
riilletbél, a vizsgalathoz bemért minta tomegébdl, illetve a standard egységnyi
koncentracidjara juté csticsmagassaghol vagy teriiletbél szamoljuk. Az azonos
mintabol végzett két, parhuzamos mérés értéke kozott megengedett legnagyobb
eltérés 20 ug/kg B,-vitamin-tartalom felett az eredmény 15%-a.

4.3.5.3.2. A nikotinsavamid meghatirozasa HPLC-mdédszerrel

A moédszer alkalmas az élelmiszerekhez hozzaadott nikotinsavamid-tartalom
meghatdrozaséra. Az eljaras soran a mintat metanol : foszfat puffer eleggyel
extrahaljuk, majd az extraktum sziirése és centrifugalasa utian a niketinsava-
mid-tartalmat folyadékkromatografiasan hatarozzuk meg 254 nm-en UV-detek-
talassal, ionparképzéssel.

Az eljards sordn a minta nikotinsavamid-tartalmatol fiiggéen 1-5 grammot
mériink be egy alufélidval bevont Erlenmeyer-lombikba, és hozzdadunk 100 cm®
extrahéldszert, ami 15 cm® metil-alkohol és 85 cm® 1%-os foszfatpuffer elegye.
Az extrakci6t 3 x 5 perces ultrahangozéssal végezziik, amelynek soran a tilzott
felmelegedés elkeriilése végett az ultrahangozéasok kozott kétperces sziinetet tar-
tunk. Az extrahéalas utan a mintat lesztrjuk, térfogatat mérjik, majd egy centri-
fugacsébe 10 cm®-t pipettdzunk beléle. 10 percig 10 ezer g-n centrifugédljuk, majd
amennyiben sziikséges, a folyadékkromatografids mozgéfazissal sziikség szerint
higitjuk. A megfelel6en higitott és el6készitett anyaghdl 50 ul-t injektalunk a fo-
lyadékkromatograf 25 cm hosszu forditott fazist C18 tipusu oszlopéra. A mozgé-
fazis 1 litere 1 g n-heptédnszulfonsav-natriumot, 125 cm® metil-alkoholt és 875 cm®
1%-os foszfatpuffert tartalmaz. A nikotinsavamid-csticsot 254 nm-en detektéaljuk.
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A mennyiségi meghatarozashoz ismert mennyiségii nikotinsavamid-standardot
mériink be 0,1 mg pontossaggal, amelyhez hozzdadunk 100 cm® folyadékkroma-
tografids mozgofazist. Az oldédast ultrahangozassal segitjiik el6, majd az oldatot
sziikség szerint folyadékkromatogréfias mozgo6fazissal higitjuk gy, hogy annak
koncentraci6ja 4-20 ng/cm’® kozott legyen. Az eredményt a standard cstics alatti
tertilete, a minta cstcs alatti teriilete, a higitdsok és a bemérés figyelembevételé-
vel szamoljuk és mg/kg-ban adjuk meg az eredeti mintéra vonatkoztatva. Parhu-
zamos mérés esetén a mérés pontosséiga az atlag 8%-a.

4.3.5.3.3. A C-vitamin-tartalom meghatarozasa

4.3.5.3.3.1. A C-vitamin-tartalom meghatarozasa 2,6-diklér-fenol-indofenolos
titrimetriaval

A médszer szerint az aszkorbinsavat a mintabdl oxalsavoldattal vagy metafosz-

forsav-ecetsav elegyével extrahaljuk, ezt kovetéen pedig 2,6-diklor-fenol-indo-

fenol szinezékoldattal lazacrézsaszinig titraljuk.

A minta-el6készitést kovetéen a C-vitamin-tartalom fiiggvényében 10-100 gram-
mot mériink be 0,1 mg pontossaggal, majd a bemért minta grammokban kifejezett
tomegéhez képest 1-5-sz6ros mennyiségii 2%-os oxdlsav-oldattal vagy ecetsavas
metafoszforsav-oldattal extrahaljuk. Az oldatot lesziirjiik elontve a sziirlet els6
néhany cm®-ét, és ha sziikséges, megfelel6 higitassal érjiik el, hogy a sztirlet asz-
korbinsav-tartalma 0,1-1 mg/cm® kézott legyen. Az igy kapott oldatbél kivesziink
harom aliquot részt Ggy, hogy abban az aszkorbinsav-tartalom 2 mg kortil legyen,
és titraljuk meg a 2,6-diklor-fenol-indofenol-szinezékoldattal tigy, hogy a lazacré-
zsaszin legaldbb 6t mésodpercig megmaradjon. A titralast megel6z6en meghata-
rozzuk a szinezékoldat hatéértékét aszkorbinsav standardoldatok segitségével, és
a hatéértéket az 1 cm® szinezékoldattal ekvivalens aszkorbinsav mg-ban megadott
mennyiségére fejezziik ki. A titrdlast kovetSen egy vakprobat is készitiink, amely-
nek soran a titrdlast gy végezziik el, hogy az eljaras soran a minta helyett azonos
térfogatd extrahédléoldatot haszndlunk. Az eredmény szamoldsanal a vakprobanal
fogyott szinezékoldat térfogatat a minta titrdlasdhoz fogyott szinezékoldat tér-
fogatébol le kell vonni. Az eredményt a kovetkezd képlet szerint szamoljuk, és
mg/100 g termék mértékegységben adjuk meg:

Aszkorbinsav-tartalom (mg/100 g) = W 100,
0

ahol: m, — a titrdlashoz felhasznalt aliquot rész tomege (g),
m, — az 1 cm® szinezékoldattal ekvivalens aszkorbinsav tomege (mg),
V, - a titralashoz fogyott szinezékoldat térfogata (cm?®),
V, — a vakprébara fogyott szinezékoldat térfogata (cm®).
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Az eredmény a harom meghatarozas szdmtani kozépértéke. A vizsgélatot
zavarjak a vas-, a réz- és az énionok, a redukal6anyagok, a hidrogén-szulfidok, a
szulfitok és a kén-dioxid.

4.3.5.3.3.2. Az aszkorbinsav-tartalom meghatarozasa
spektrofotometrias modszerrel

A modszer szerint a mintabol az aszkorbinsavat oxalsavoldattal vagy metafosz-
forsav : ecetsav elegyével extrahaljuk. Az aszkorbinsav a 2,6-diklér-fenol-in-
dofenol szinezéket kvantitative redukalja; a feleslegben 1év6 szinezékanyagot
xilollal extrahaljuk, és az oldat abszorbancidjat 500 nm-en, spektrofotometri-
asan meghatarozzuk. Az eljaras soran az el6z6 fejezetben leirt extrakcié szerint
ugy kell eljarni, hogy az oldat 0,05-0,5 mg aszkorbinsavat tartalmazzon cm®-en-
ként. Ebbdl az oldatbél 1-5 cm® mennyiséget pipettazzunk centrifugacsébe, és
adjunk hozza a mintaval megegyez6 térfogatt 4-es pH-ja néatrium-acetéit-ecetsav
pufferoldatot. Késedelem nélkiil adjunk hozza feleslegben 2-6-diklér-fenol-indo-
fenol-szinezékoldatot, keverjiik dssze, és adjunk hozza 10 cm?® xilolt, zarjuk le a
centrifugacsovet, és razzuk erételjesen 6-10 masodpercig. A rétegek szétvéilasaig
centrifugalunk, majd 6vatosan eltavolitjuk a felsé xilolos réteget, beletoltjik a
spektrofotométer kivettajaba, és lemérjiik a xilolos fazis abszorbanciajat 500 nm-
en. Vakprobaként a xilol abszorbanciajat hatarozzuk meg ugyancsak 500 nm-en.
A mennyiségi meghatarozashoz helyezziink 4 db centrifugacsé mindegyikébe
ugyanannyi extrahaléoldatot, mint amennyit a mintaanalizisek soran hasznél-
tunk, adjunk mindegyikhez ugyanannyi mennyiségt pufferoldatot és ezt kovets-
en az egymas uténi csovekbe 0,2; 0,4; 0,6 és 0,8 cm® szinezékoldatot. Végezziik el
a xilolos kirazast, hatarozzuk meg az abszorbanciékat, rajzoljuk meg a kalibréciés
gorbét, azaz abrazoljuk az abszorbanciaértékeket a hozzaadott szinezékoldat tér-
fogatdnak fiiggvényében. Az aszkorbinsav-tartalmat mg/100 g termékben kifejez-
ve a kovetkez6 képlettel szamitjuk ki:

Aszkorbinsav-tartalom (mg/100 g) = W 100,
0

ahol: m, — a meghatarozashoz felhasznélt aliquot részben 1évé minta tomege (g),
m, - az 1 cm® szinezékoldattal ekvivalens aszkorbinsav témege (mg),
V, — a szinezékoldat térfogata (cm®),
V, - a szinezékoldat-felesleg térfogata a mért abszorbancia alapjan
a kalibraciés gorbérél leolvasva (cm®).

Két azonos mintabél végzett meghatdrozas eredménye kozott az eltérés a
szamtani kozépérték 3%-a. Ha a termék xilolban oldhaté szinanyagot tartalmaz,
akkor a xilolos fazis abszorbancidjanak mérése utdn adjunk hozza két csepp félig
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telitett hidrokinonoldatot, keverjitkk 6ssze, hagyjuk allni 30 mésodpercig, majd
mérjiik le ismét az abszorbanciajat. Az igy mért abszorbanciat vonjuk le a xilolos
fazis kezdeti abszorbanciaértékébdl.

4.3.5.3.3.3. Az aszkorbinsav meghatarozasa HPLC-mdédszerrel

A mddszer alkalmas élelmiszerek C-vitamin-tartalmanak meghatarozasara. A ho-
mogén laboratériumi mintat metanol-foszfat puffereleggyel extrahaljuk, majd
a lesziirt oldatot nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal analizaljuk, elekt-
rokémiai detektalast alkalmazva.

A minta vitamintartalmanak fiiggvényében 1-10 g anyagot mériink be egy
250 cm®-es Erlenmeyer-lombikba, és 50-100 cm® extrahéldszerrel extrahaljuk. Az
extrahél6szer 350 cm® metanolbdl és 650 cm® 0,01 moélos kalium-dihidrogén-fosz-
fat-oldatbol all, amelynek 6sszekeverés utdn a pH-jat 1 mélos foszforsavval 3,0
értékre allitjuk be. A lombikot alufélidval bevonjuk; 30 perces razatéas vagy 3 X 5
perces ultrahangos kezelés utdn a lombik tartalmat vakuumban lesztrjiik, eset-
leg 6t percig 3500 g-n centrifugaljuk. A szilard maradékot 5 cm?® extrahéalészerrel
mossuk, a szirlet térfogatat feljegyezziik, és a tiszta oldatbdl 20-50 ul-t injekta-
lunk a HPLC késziilékbe. A kromatografédlasra Spherisorb 5 ODS 250 X 4,6 mm-es
oszlopot hasznéalunk. Az eulens 350 cm® metanolt, 650 cm® 0,01 moélos kalium-
dihidrogén-foszfat-oldatot és 2 cm® decilamint tartalmaz. Az eluens pH-jat 3,0-ra
allitjuk be 1 molos foszforsav-oldattal. Az eluens dramléasi sebessége 0,5 cm’/perc,
a detektor ED 101 E elektrokémiai detektor. A méréshez sziikséges kalibraciés
egyenest a kovetkez6képpen készitjitk a mélyhtitében tarolt kristalyos C-vita-
min standardbél: 0,05; 0,1 és 0,2 mg/cm® koncentraciéja oldatokat készitiink az
extrahalészerrel, majd az oldatokat tizszeresére higitva vessziik fel a kalibréacids
egyenest. A C-vitamin rendkiviili bomlékonysaga miatt a standardoldatokat nem
célszerii egy héten til hasznalni. Ha az el6z6eknek megfelel6 koncentraciéknal a
kalibraciés egyenes linearis, akkor tovabbi higitasokat nem kell késziteni.

Az eredményeket mg/kg-ban adjuk meg, figyelembe véve a minta C-vita-
min-csicsanak magassagat, a sziirlet térfogatat, a minta extrakci6hoz felhasznalt
mennyiségét, valamint a hitelesit6gérbéhez bemért aszkorbinsav koncentraciéjat.
A mérés hibéja két parhuzamos mérést kovetéen az atlag 10%-a.

A vizoldhaté vitaminok a megfelel6éen megvalasztott folyadékkromatografi-
as koriilmények kozott nagyhatékonységu folyadékkromatogréfiaval egymastél
szétvalaszthatok, illetve meghatarozhaték. A 4.66. abran a kovetkezé vitaminok
szétvalasztasa lathat6: 1 — L-aszkorbinsav (C-vitamin), 2 — nikotinsav, 3 — pirido-
xin-hidroklorid (Bg-vitamin), 4 — nikotinsavamid, 5 — tiamin-hidroklorid (B,-vi-
tamin), 6 — folsav, 7 — ciano-kobalamin (B,,-vitamin), 8 — riboflavin (B,-vitamin).
A meghatarozas soran CROM-SIL 120 ODS 5-ST, 5 um t6ltetd, 150 X 4 mm-es
oszlopot hasznaltak. Az eluens 6,6-os pH-ji, 20 uM koncentraciéji kalium-fosz-
fat-oldat volt, az dramlési sebesség 8 cm®/perc, a nyomdas 9 MPa, a h6mérséklet
30 °C volt, a detektalast pedig 254 nm-en végezték.
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4.65. dbra. A zsiroldhaté vitaminok szétvalasztasa
és meghatarozasa folyadékkromatografiaval.
A szétvalasztott vitaminok a kovetkezdék: 1 — L-aszkorbinsav (C-vitamin), 2 — nikotinsav,
3 — piridoxin-hidroklorid (B,-vitamin), 4 — nikotinsavamid, 5 — tiamin-hidroklorid (B,-vita-
min), 6 — folsav, 7 — ciano-kobalamin (B,,-vitamin), 8 — riboflavin (B,-vitamin).

4.3.5.3.3.4. A tej aszkorbinsav-tartalmanak meghatéarozasa

A modszer az aszkorbinsav oxidacidjan alapszik a 2,6-diklér-fenol-indofenollal
2,5-3,5 pH-tartomanyban. Ebben a pH-tartomdnyban a C-vitamin tartéssaga a
tejszérumban jobb, mint kevésbé savas pH-nél. A titrdlas sordn a reagens kék
szine pirosba csap at.

A meghatérozas soran 25 cm® tejet pipettdzunk egy 250 cm®-es Erlenmeyer-
lombikba, majd 20 cm® vizet adunk hozza. Intenziv ¢sszekeverés utdn hozzamériink
5 cm® 20%-o0s szulfo-szalicilsav oldatot, intenziven dsszerdzzuk, 6t perc allas utan
redés sziirGpapiron sztrjilk, amelynek sordan az els6 zavaros cseppeket a szlirére
visszavissziik. A tiszta sz(irletbdl kivesziink 20 cm®-t (amely megfelel 10 cm”® tejnek),
egy fehér porcelantélba vissziik, hozzdadunk 0,4 cm® pH = 2,8-ra beéllitott 50%-0s
Na-acetét-oldatot, majd alland6 keverés mellett megtitraljuk a mikrobiirettabdl foly6
szinezékkel addig, mig az oldat enyhén piros szint vesz fel és szinét legalabb 30 ma-
sodpercig megtartja. A sziirlet kimérése utan a titralast két perc id6tartamon beliil
el kell végezni. Az oldatok beéllitasat az el6z6 fejezetekben leirtak szerint végezziik.
A tej C-vitamin-tartalménak kiszdmitasara a kovetkezd képletet hasznéljuk, figyelem-
be véve, hogy a titralashoz felhasznalt tejszérum 10 cm® tejnek felel meg.

g-e-1000

Tej aszkorbinsav-tartalom mg/kg = 70 .

ahol: g — a szinezékoldat-felhasznalas (cm®), 20 cm® tejszérumra,
e — 1 cm’ szinezékoldatnak megfelel$ aszkorbinsav mennyisége (mg).
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4.3.5.3.4. Az U-vitamin-tartalom meghatarozasa
automatikus aminosav-analizatorral

A médszer alkalmas élelmiszerek, els6sorban novényi anyagok sejtnedvei U-vita-
min-tartalmanak meghatarozésara. Az U-vitamint tartalmaz6 anyagot 2,2 pH-ja
citratpufferben végzett homogénezés utin 12 éran at 4-5 °C-on hiitészekrényben
taroljuk. Ezt kovet6en a homogenizatumot sztrjiik, és a sziirletb6l meghataroz-
zuk az U-vitamint (S-metil-metionin-szulfonium-klorid, a tovabbiakban SMM).
A moébdszerrel az SMM elvalaszthat6 a tobbi szabad aminosavtél, és mennyisége
az ioncserés oszlopkromatografia adta pontossaggal meghatarozhaté.

Az eljérés soran a friss novényi mintabél 30 grammot mériink be egy gyors-
fordulati homogenizéléberendezés edényébe, hozzdadunk 30 cm’® 2,2 pH-ju
Na-citrat puffert, 6t percig intenziven homogenizaljuk, majd tovabbi 12 éraig
httészekrényben taroljuk. A rostos részeket sztiréssel eltavolitjuk, a sz(ir6n ma-
radt anyagot 2 x 2 cm® pufferrel 4tmossuk. A sztirletet lapos fenekd kristélyo-
sitocsészékbe éntjiik, és hideg ventillacioval 10 cm®-re bestiritjitk. Az igy kapott
stritménybdl az automatikus aminosav-analizator érzékenységének megfelel
mennyiséget visziink fel a megfeleld higitds utan az ioncserélé oszlopra. Az U-vi-
tamin a bazikus aminosavak kozétt, az alkalmazott pufferrendszer fiiggvényé-
ben a lizin elé6tt vagy utan jelenik meg a kromatogramon. Az alkalmazott puf-
ferrendszerek, hémérséklet- és idéprogramok, valamint a késziilék kalibralasa
teljes mértékben megegyezik a fehérjék aminosav-6sszetételének meghatarozasat
targyal6 fejezetben leirtakkal. Az U-vitamin-meghatarozas pontossiga a szabad
aminosavak nagy koncentracidja és zavar6 hatdsa miatt az atlag 5%-a.

4.3.5.3.5. A karnitin meghatarozasa fotometriaval

Az eml@sok szervezetében foly6 zsirsavak B-oxidaciéjaban jelent6s szerepet jat-
szik a karnitin. A zsirsavak B-oxidacié6ja acetil-CoA egységekre a mitokondriumok
belsejében torténik, azonban a mitokondrium belsé membranja nem atjarhaté
a zsirsavak és a CoA-észterek szamadra, ezért a zsirsavak bejuttatasa a karnitin
segitségével torténik. A karnitin a bels6 membranon térténé transzportban vesz
részt oly médon, hogy atveszi a zsirsav CoA-észtereinek savkomponensét sajat
hidroxil-csoportjara a megfelel6 transzferdz enzimek segitségével. A zsirsav CoA-
észter acil-csoportja a karnitin-palmitoil transzferdz I enzim segitségével étkeriil a
karnitinre, amely a bels6 mitokondriummembrén kilsé felén helyezkedik el. Az
igy létrejott acil-karnitin a karnitin transzlokdaz kozvetitésével bejut a mitokond-
riumba, mik6ézben egy szabad karnitinmolekula kikeriil a citoplazmaba. A bel-
s6 mitokondriummembran belsé feléhez kotott karnitin-palmitoil transzferdz 11
enzim egy szabad CoA-SH felhasznaldsaval tjra létrehozza az acil-CoA észtert,
amely igy be tud 1épni a B-oxidécids ciklusba. Az acetil-CoA és a karnitin reak-
ciét az Edman-féle 5,5’-ditio-bis-(2-nitro-benzoesav)-val (DTBNB) kovethetjiik,
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amelynek lényege a kovetkez6. A felszabadulé CoA-SH szabad tiolcsoportja révén
a DTBNB-vel sarga szinti termék keletkezése kozben reagél, melynek abszorpcids
mennyisége meghatdrozhat6. Az SH-csoport és a DTBNB kozotti reakci6 leirasa
a Cisztintartalom meghatdrozasa cimi fejezetben talalhaté. A médszer pontos
leirasa meghaladja a jegyzet kereteit.

4.3.6. A mikotoxinok és meghatdrozasuk
4.3.6.1. A mikotoxinok altalanos jellemzése

A mikotoxinok a mérgezé anyagok korébe tartozé toxikus vegytletek. Neviik ma-
gyarra leforditva gombamérgeket jelent, ami arra utal, hogy a mikotoxinokat az
élelmiszerekben el6fordulé karos mikroorganizmusok, a penészgombak terme-
lik. Rendkivili jelentéséggel birnak a mezégazdasagi és élelmiszeripari termelés,
a feldolgozas és tarolas, a takarmanyozas és allattenyésztés, valamint a human- és
az 4llategészségiigy teriiletén is. Eurépdban a mikotoxin mérgezések és penész-
gombas fert6zések legjelentésebb kartétele az 1970-es években kovetkezett be a
fusariumos gombafert6zések és az F,-fuzarium-toxin mérgezések kovetkeztében.
A mikotoxinokkal mint potenciélis rizikéfaktorokkal a jov6ben is szdmolni kell,
ezért rendkiviil fontos a humanmegbetegedések, az allatmérgezések és az elhul-
lasok megel6zése és elharitasa, illetve csokkentése.

Mikotoxinoknak nevezziik a penészgombék olyan viszonylag kis moleku-
latémegti mésodlagos anyagcseretermékeit, amelyek a magasabb rendi élélé-
nyekre mérgezé hatastiak. Mikotoxikézisok a magasabb rendi él6lényeknek
a mikotoxinok altal okozott megbetegedései, tehat val6jdban kémiai anyagok
altal kivaltott mérgezések. A mikotoxinok LD,, értéke (mely érték a heveny to-
xikus hatés kifejezésére szolgal, azaz a mikotoxin azon testtomeg kilogrammra
kifejezett mennyiségét jelenti, amely egyetlen kezelés esetén 21 napon beliil a ki-
sérleti 4llatok felét elpusztitja) rendkiviil alacsony, ezért a mikotoxinok a mérgek
legmérgezébb csoportjdba tartoznak. A mikotoxikézis nem tévesztendd ssze a
mikézissal, amely a magasabb rendii él6lények mikroszkopikus gombak altal
okozott megbetegedése, fert6zése.

4.3.6.2. A mikotoxinok képzddésének feltételei

A gombafajok toxintermel$ képessége genetikailag determinalt tulajdonsag; csak
az un. toxikogén gombék termelnek mikotoxint. A gombék toxintermelése fiigg
a szubsztratum sajatsdgaitél, a kozeg nedvességtartalmatdl, a pH-t6l, a héGmér-
séklettdl, a kornyezet paratartalmatoél, és a tarsmikrofléranak is szerepe lehet a
toxintermelésben. Altalanossagban elmondhaté, hogy a szubsztratum egyrészt
biztositja a tapanyagot a gomba elszaporodésahoz, mésrészt specidlis anyagai
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révén kozvetlentl is hathat a gombak mikotoxin-szintézisére. Bizonyos gombak
csak a nekik optimalis szubsztraton képesek elszaporodni és ezt kovetéen toxint
termelni. A gombék szaporodédsahoz és novekedéséhez sziikség van a 13% feletti
nedvességtartalomra, a toxintermeléshez az optimalis nedvességtartalom azon-
ban ennél 1ényegesen nagyobb. A toxintermelés pH-optimuma az enyhén savas
kozegben van (pH = 6 koriil), mig a gombanovekedés egy tdgabb pH-tartomany-
ban is lehetséges. A toxintermeléshez altalaban a 20 °C koriili hémérséklet az
optimalis, mig a gombak szaporodédsa ennél lényegesen alacsonyabb, és magasabb
hémeérsékleten is végbemehet. Mind a gombandvekedéshez, mind a toxinképzé-
déshez sziikséges a 80% feletti paratartalom. A gomba elszaporodésat és a toxin-
képzdbdést befolyasolhatja a tarsmikrofléra is, hisz ennek jelenléte elnyomhatja
az adott gomba szaporodasat és toxintermelését.

4.3.6.3. A mikotoxinok fizikai, kémiai és bioldgiai sajatsagai

A szerkezeti killonbségek kovetkeztében jelentds mértéki eltérések lehetnek a
kalonbozé vegytiletcsoportba tartozé mikotoxinok kozott. Az F,-toxin pl. relative
stabil a h6vel szemben, a leveg6ben, a lathaté és az UV fényben és a kiillonb6z6
oldészerekben. Az aflatoxinok viszont ezekkel a hatdsokkal szemben érzékenyek,
bomlékonyak. A mikotoxinok igen valtozatos kémiai reakciokba vihet6k; stabilab-
bak gyengén savas kézegben, mig ligos kozegben viszonylag konnyen bomlanak,
és érzékenyek az oxidalé- és redukalészerekkel szemben is. Biologiai sajatsagai-
kat, f6bb karosit6 hatasaikat tekintve a mikotoxinok igen sokfélék lehetnek. Két
példat kiemelve: az aflatoxinok méjkarosit6, daganatképzé és teratogén hatasu-
ak, a zearalenon pedig Osztrogén hatést, ezért szaporodasbioldgiai karokat is
okozhat. Ismeriink ezen tul fetotoxikus és mutagén hatast, ideg- és vesekarosito,
vér- és borkarositd, valamint vérzéseket és szovetelhalast okozé mikotoxinokat is.
Hazankban heveny mikotoxikézissal nem, inkabb csak azok kréonikus hatésaval
szamolhatunk. A mikotoxinok felvétele torténhet a szdjon és a béron at, valamint
alevegbbdl. A szervezet probalja lebontani, atalakitani 6ket, de az atalakulas nem
jar minden esetben detoxikaciéval. Kitiriiléstik a szervezetbdl eredeti, illetve ét-
alakult formaban dontéen a bélsarral és a vizelettel torténik, de megjelenhetnek
a verejtékben, a tojasban és a tejben is.

Magyarorszagon és Erdélyben az F,- és T,-toxin, a dezoxinivalenol, az och-
ratoxin A, az alternariol és az alternariol-monometiléter el6fordulasaval sza-
molhatunk. Az alapanyagok koziil f6ként a kukorica, valamint a btiza és a zab a
f6 szubsztratjai a mikotoxin-termel$ gombaknak, de megemlithetd ezen kiviil még
az alma is, amely gyakran patulinnal szennyezett. Mikotoxinok képz&dhetnek a
termelés vagy még inkabb a tarolas sordn, és a mikotoxinok képzédésében fontos
szerepet jatszanak az égovi sajatsagok és az idGjarasi viszonyok is. A fenti indokok
alapjan feltétleniil sziikséges élelmiszerek mikotoxin-tartalmanak meghatarozasa,
hisz emberi élelmezésre mikotoxin-tartalmu élelmiszer nem hasznalhaté fel, va-
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lamint a mikotoxin-tartalmi takarmany felhasznalasa is csak igen korlatozottan
lehetséges az allatok takarményozasa soran.

4.3.6.4. A mikotoxinok meghatdrozdasa kémiai modszerekkel

A mikotoxikolégiai vizsgélat magdban foglalja egyrészt a mikoldgiai és a mik-
robiolégiai vizsgdlatokat, masrészt a kémiai analiziseket, tovabba a biolégiai és
immunkémiai teszteket is. A vizsgélatok koziil jelen fejezetben csak a kémiai
analizisekre szoritkozunk.

A mintavételi szabvanyok el6irdsai szerint vett atlagmintat sziikség szerint
maximum 50 °C-on kiméletesen szaritjuk, majd szilard mintak esetén Grléssel,
szerv- és szovetmintak esetén kvarchomokkal vagy vizmentes natrium-szulfattal
torténd eldorzsoléssel biztositjuk a kell6 homogenitéast, mig a folyékony mintékat
altalaban kozvetlentil hasznaljuk fel az analizisekhez. Ezt kovet6en a vizsgaland6
mikotoxinokat szerves olddszerek (etil-acetét, acetonitril, metanol, aceton) vagy
szerves olddszer-viz elegyek hasznalataval kivonjuk, amely kivonas torténhet
Soxhlet-extrakciéval, razatassal, gyors fordulati homogenizatorral és ultrahang-
firdével. A nyers toxintartalmu extraktumot szerves folyadék-folyadék extrakci-
6val, specidlis szerves oldészer-lagoldat extrakcidval, oszlop- és rétegkromatog-
réfiaval, illetve ezen eljarasok kombinéciéjaval tisztitani kell. A kimutatasok és
meghatarozasok standard mikotoxinok felhasznalasaval, rétegkromatografiaval
vizuélisan (a mikotoxinok fluoreszcencidja, valamint vegyszerekkel lathatéva
tétele utan), illetve denzitometrias értékelés alkalmazasédval, gaz- és folyadékkro-
matografids médszerekkel, tovabba ultraibolya- és infravords spektrofotometrias,
magmagneses rezonancia spektroszkopias és tomegspektrometrias technikékkal,
valamint ezek kombinaci6javal végezhetd.

4.3.6.4.1. Az F-toxin-tartalom vizsgalata vékonyréteg-kromatografiaval

A vizsgalati mintét etil-acetattal Soxhlet-késziilékben extrahaljuk, a nyers kivo-
natot hexdn-acetonitril, majd specialis kloroform-lig folyadék-folyadék extrakci-
6val tisztitjuk. A tisztitott kivonatot kétdimenziés rétegkromatografias kifejlesztés
utan UV, illetve lathaté fényben vizsgaljuk, az F,-toxin fluoreszcenciéja, illetve
szinreakcioval lathatova tétele révén.

A mérés soran a megfelelé6 szemcsemérettire megérolt mintabol 20 gram-
mot Soxhlet-késziilékben etil-acetattal nyolc éran at extrahalunk, majd az ext-
raktumot rotaciés gyorsbepérloval bepéroljuk. A maradékot 50 cm® hexdanban
feloldjuk, majd 50 cm® és azutdn még 25 cm’® acetonitrillel kirdzzuk. Az acetonit-
riles fazisokat bepéroljuk, majd a maradékot 25 cm® kloroformmal vessziik fel.
Ezt kétszer 10 cm®, 1 térfogatnyi 0,2 mol/dm?® sésavoldattal tompitott 10 térfogat
1 mol/dm?® natrium-hidroxid-oldattal 6vatosan kirdzzuk. Az egyesitett lagos fé-

c e

zisok pH-jat 0,67 mol/dm® koncentraciéja foszforsavoldat és 0,1 mol/dm® natri-
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4.67. Gbra. Vékonyréteg-kromatogréafias lemezek
és kiillonboz6 méretii kromatografias oszlopok

um-hidroxid-oldat felhasznalasaval 9,5-re allitjuk be. Ezt kévetéen 3 X 15 cm’®
kloroformmal kirdzzuk, majd az egyesitett kloroformos fazisokat vizmentesités
utdn bepéroljuk. A maradékot acetonnal kvantitative specidlis fiolakba vissziik at,
a mintékat nitrogénaramban beparoljuk, és a maradékot 200 ul acetonban vessziik
fel. Ezt megfelezve 100-100 ul-t hasznalunk fel a réteg- és a gazkromatografias
elemzésekhez. A 4.67. dbran vékonyréteg-kromatografias lemezek és kilonb6zé
mérett kromatografias oszlopok lathatok.

A rétegkromatografids elvalasztast Kieselgel G készrétegre minta, standar-
dok (a felhasznélandé standard koncentraciéja 0,1 ug/ul) és minta + hozzaadott
standard felvitele mellett kétdimenzids kifejlesztéssel végezziik. Az elsé irdnyban
toluol-etilacetat-hangyasav = 6:3:1, a masodik irdnyban kloroform-aceton = 9:1
aranyu elegyekkel végezziik a futtatdst. Az értékelés UV fényben 254 és 365 nm-
en kozvetleniil, majd az 1%-os 4-metoxi-benzol-diazonium-fluoroborat-oldattal,
valamint 0,1 mol/dm?® natrium-hidroxid-oldattal, tovabba 0,05 mol/dm?® kénsavol-
dattal torténé bepermetezés utan lathaté fényben torténik.

4.3.6.4.2. Az F,-toxin meghatarozasa gazkromatografiaval

Az el6z6 fejezetben leirtak szerint kivont és tisztitott F,-toxin-tartalma anyagot
szilil szarmazékképzés utén, toltetes gdzkromatogréfias elvélasztassal, hémér-
séklet-programozas mellett, langionizaciés detektalassal analizaljuk. A médszer
leirasa egy korédbbi fejezetben taldlhato.



4.3. Szerves alkotérészek meghatarozasa W 323

4.3.7. Valogatott fejezetek

4.3.7.1. A szoja és a szojatermékek tripszininhibitor-aktivitasanak
meghatdrozdsa

A modszer alkalmas a szb6ja és a szdjatermékek tripszininhibitor-aktivitdsanak
meghatarozasara. A ftripszin enzim a N-o-benzoil-DL-arginin-p-nitroanilid-
hidroklorid (DL-BAPA) mesterséges szubsztratbdl sarga szinii p-nitro-anilin
terméket hasit le. Tripszininhibitor jelenlétében kevesebb sarga szinti vegyilet
keletkezik, igy az enzimgatlas mértéke fotometridsan nyomon kovethetd. A trip-
szininhibitor az antinutritiv novekedésgatlé vagy lassité, a taplalék értékesiilé-
sét ront6 anyagok kozé tartozik. A protedzgatlas és ezen beliil a tripszingatlas
igen elterjedt a novényvilaghan. A mintegy tizféle ismert protedzgatlas koziil
a tripszingatlas a leglényegesebb. Ennek lényege, hogy a tripszin nem tudja a
bazikus aminosavaknal a fehérjét tamadni, mivel az inhibitor a tripszinhez
sztochiometrikusan kotédik. Hatdsara a hasnyalmirigy hiperszekrécidja indul
meg, reverzibilis pankredsz-hipertrofia alakul ki, a kéntartalmta aminosavak hoz-
zaférhetGségének romlasa miatt fokoz6dik az endogén-nitrogén-veszteség, latens
metionin- és cisztinhidny 1ép fel. A fentiek miatt rendkiviil fontos ismerni a szé6ja
és szbjatermékek tripszininhibitor-aktivitasat.

A vizsgalati eljards sordn a zsiros mintéat hideg eljarassal zsirtalanitjuk, mi-
kozben zsirtartalmat is meghatédrozzuk. A lisztfinomségira 6rolt zsirtalanitott
mintdbol 2 g-ot analitikai mérlegen f6z6poharba mériink, majd 70-80 cm® desz-
tillalt vizben szuszpendélunk. A szuszpenzié pH-jat 1 mdlos natrium-hidroxiddal
9,5-9,8 kozé allitjuk be, ezutdn 100 cm’-re kiegészitjiik desztillalt vizzel, majd
az igy kapott oldatot hdrom 6ran keresztiil magneses keverén kevertetjik. Az
el6készitett szuszpenziébdl, attél fiiggben, hogy kezeletlen vagy kezelt széjardl
van-e sz6, killonbo6zé térfogatt bemérésekkel higitasi sorozatot készitiink. A hi-
gitasi sorozat tagjaibdl azt az oldatot valasztjuk a tripszininhibitor aktivitasanak
meghatarozasara, amelynek abszorbanciaértéke a széjamintat nem tartalmazo ol-
dat abszorbanciaértékének 40-60%-4t adja. Az optimalis higitasd oldatbél szaraz
kémcsovekbe higitasi sorozatot készitiink 0,6; 1,0; 1,4 és 1,8 cm®-es bemérésekkel,
majd a sorozat minden tagjat desztillalt vizzel 2 cm®-re egészitjiik ki. Mindegyik-
hez hozzdadunk 2-2 cm’® tripszinoldatot és 5 percig 37 °C-on termosztéaljuk. Ezt
kévetéen 5 cm® DL-BAPA oldatot adunk hozza, 6sszerazzuk, 10 percig 37 °C-on
termosztaljuk, majd 1 cm® 30%-0s ecetsavat hozzdadva a reakcickat leallitjuk.
A mintakat ezutan szaraz kémcsovekbe sztirjiik, majd 30 perc midlva 410 nm-en
mérjiik az abszorbanciaértékeket a reagens vakoldattal szemben. A vizsgélathoz
szitkséges reagens vakoldat csak a felhasznélt vegyszereket tartalmazza minta
nélkil, amelyre a spektrofotométert nullazzuk, sz6jaminta-vakpréba, amely csak
a sz6jamintét és a DL-BAPA reagenst tartalmazza, amelyre kapott abszorbancia-
értékre a korrekcidkat el kell végezni.
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Az adott térfogati szbjaszuszpenzidkat tartalmazé elegyek tripszininhibitor
(a tovabbiakban: TIU) értékeit az inhibitort nem tartalmazé tn. nullés oldat és az
inhibitort tartalmazé szo6jaszuszpenzié elegyek értékeinek a kiilonbségébdl sza-
mitjuk ki. Az adott térfogathoz kiszamitott TIU-értékeket 1 cm® szuszpenziénak
megfelels értékre szamitjuk at, az igy kapott értékeket (TTU/cm®) az eredetileg
bemért szuszpenzié cm®-einek fiiggvényében abrazoljuk (0,6; 1,0; 1,4; 1,8), és a
TIU-értékeket 6sszekotd egyenes és az Y tengely metszéspontja adja az 1 cm’® sz6-
jaszuszpenzio altal elgidézett gatl6 hatast TIU-egységben kifejezve. Az eredmény
pontosabban szamithat6 a linearis regressziéval kapott egyenes egyenletébdl (y =
a + b-x), amelybdl x = 0 esetén az ,a” érték adja az 1 cm® sz6jaszuszpenzié altal
el6idézett gatld hatast. Az eredetileg bemért sz6jaminta mennyisége, a sz6jaszusz-
penzi6 higitasdnak, valamint a vizsgélt anyag olaj- és viztartalménak ismeretében
a vizsgalt anyag TIU-értékét 1 mg zsiros, légszaraz anyagra vonatkoztatva adjuk
meg. A parhuzamos meghatarozésok eredményei kozott megengedett legnagyobb
eltérés az eredmény 10%-a.

4.3.7.2. A széja uredzaktivitdsanak meghatdrozdsa

A moédszer alkalmas sz6ja és széjatermékek hékezeltségi fokanak megallapi-
tasara, mivel az uredz enzim rendkiviil érzékeny a hékezelés héfokara és id6-
tartamara. A médszer szerint a meghatarozand6 széjadaramintdkat karbamidot
tartalmaz6, valamint karbamidot nem tartalmaz6 7,5 pH-ju pufferoldatban szusz-
pendéljuk és 30 percig 35 °C-on tartjuk. A szdjaszuszpenziéban 1év6 uredz en-
zim a karbamidbél ammoniat tesz szabaddé, ami megnéveli ennek az oldatnak a
pH-jat. Meghatédrozva a karbamidot tartalmazé és a karbamidot nem tartalmaz6
szbjaszuszpenzié pH-jat, a pH-kiillonbség aranyos lesz a sz6jdban talalhaté uredz
enzim aktivitasaval.

A vizsgalati eljaras soran a lisztfinomsagtra 6rolt széjadarabdl 2 x 1 gram-
mot mériink be egy 100 cm’-es f6z6pohérba. Az egyik mintdhoz 50 cm® 7,5 pH-ju
foszfatpufferben oldott karbamidoldatot, a mésikhoz csak foszfatpuffert adunk.
A mintékat tivegbottal tobbszor folkeverjiik, és az tivegbotot a f6z6pohéarban hagy-
va, azokat 30 percre 35 °C-os termosztatba helyezziik, majd a mintékat 6tpercen-
ként felkeverjiik. 30 perc utdn a mintakat szir6papiron sztrjiik, és mindkét minta
pH-értékét pH-mérén, szobah6mérsékleten lemérjik. A szdjadarara jellemzé ure-
azaktivitas értéke a hékezelés fiiggvényében a kovetkezé:

pH-érték-kiilonbség
kezeletlen, nyers szdja (toaszterezetlen) 1,7-2,5
részlegesen hikezelt szdja (részlegesen toaszterezett) 0,2-1,7
jol hékezelt szoja (jol toaszterezett) 0,0-0,2
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4.3.7.3. A szdja hékezeltségének megallapitdsa
krezolviros festékkotési probaval

A moédszer alkalmas a széja hikezeltségi fokanak megallapitasara, mert a
szojamintidk és a krezolvoros kozotti reakcié intenzitasa szoros kapcsolat-
ban van a Maillard-reakciéban részt vevé vegyiiletekkel, a fehérjék szabad
g-aminocsoportot tartalmazo lizinjével és a redukalécukrokkal. A nem redu-
kalécukrok glikozidos hidroxil-csoportjanak amilolizise révén redukal6csoport
alakulhat ki, és a Maillard-reakcié termékei megkotik a krezolvoros festékeket.
A festékmegkotés mértékébdl a szdja hékezeltségi fokara lehet kovetkeztetni.
A krezolvoros (4.68. dbra) kémiai szerkezetét tekintve o-krezol-szulfoftalein, egy
olyan festék, amely:

— pH = 1,2-ig voros,

— pH = 2,8-7,4 kozott sarga,

— pH = 9,0 vagy folotte bibor szin.

o}

CHs

@ CH3
SO4H

4.68. abra. Krezolvoéros indikator (C,,H,,0.S), (o-krezol-szulfoftalein)

A vizsgélati eljards soran 400 mg mintat mériink a 100 cm®-es Erlenmeyer-
lombikba, és 50 cm® n-hexanollal hidegen extrahaljuk. Razas, dekantélés, majd
a hexanolos fazis elontése utan 200 mg zsirtalanitott mintat mértink be a meg-
hatarozéshoz egy 100 cm®-es csiszoltdugds Erlenmeyer-lombikba. Hozzdadunk
10 cm® frissen eldéallitott krezolvoros reagenst, mely 1 rész alkoholos krezolvorss
oldatbdl, valamint 9 rész 0,1 mélos s6savbdl all. Egy 6rén at rdzégépen razatjuk,
majd centrifugaljuk. Egy cm® feliilisz6hoz 10 cm® 0,02 mélos natrium-hidroxid-
oldatot adunk, és 570 nm-en fotometraljuk. Mintavakot készitiink, mely a festék
nélkiil az 6sszes tobbi reagenst tartalmazza, majd a fotométert a festék nélkili
reagensre allitjuk be. Standardsorozatot készitiink, amely 0,25; 0,50 és 1,0 cm®
krezolvoros reagensbdél és 0,2 moélos natrium-hidroxid-oldatbol all. Meghataroz-
zuk a standardsorozat fényelnyelését 570 nm-en, az abszorbanciat dbrazoljuk
a koncentracié fiiggvényében, és a kapott hitelesité egyenest hasznaljuk fel az
ismeretlen minta krezolvoros-tartalmanak meghatarozésara.
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Az eredményeket az 1 g szbjaliszt altal megkotott festék mg-jainak meny-
nyiségében adjuk meg. Az 1 g liszt altal megkotott krezolvoros mennyiségét a
kovetkez6 képlet alapjan kapjuk meg:

x=(2,0-10-A) 2,5,

ahol: x — az 1 g szdjaliszt altal megkotott festék (mg),
A — az oldatban meért krezolvorés mennyisége.

A kiilonb6z6 médon hékezelt széjamintak krezolvords megkotése a kovetkezé:

mg krezolvords/g liszt

jol hékezelt szbja 3,8-4,3
nyers szb6ja 2,0-3,0
alulkezelt sz6ja 3,3-3,7
talkezelt szo6ja 4,3 felett

A zsirtalanitott minta esetén az eredményt a zsirtartalommal korrigdlni kell.
Azonos mintabdl a két, parhuzamos mérés kozott a megengedett eltérés az ered-
mény 10%-a.

4.3.7.4. Inmunoldégiai médszerek a fehérjék szétvalasztasara
és meghatdrozdsdra

Az immunolégiai médszerek koziil azok a legalkalmasabbak, amelyek specialis
antiszérumot reagéltatnak azzal az extraktummal, amelybdl a fehérjét ki akarjak
mutatni. Az eljaras soran a fehérje csak a megfeled antitesttel 1ép reakciéba, és a
pozitiv reakcio a fehérje jelenlétét deklaralja.

Az egyszeri immunodiffiiziés modszernél a gélben az antitestek egyenletes
koncentraciéban vannak eloszlatva, az antigéneket (a kivont fehérjéket) pedig
a gélbe vajt lyukakba juttatva hagyjak, hogy a gélbe diffundéljanak. Amint az
antigén a gélben kapcsolatba keriil az antitesttel, egy precipitdcids sav, gytiri ke-
letkezik, melynek atmérsjét mérve nemcsak minéségi, hanem a gytirti nagységa
alapjdn mennyiségi meghatarozasra is van lehetdség.

A dupla immunodiffiziés médszer esetében az antigént és az antitestet a gél
két szélén, egymastdl hatdrozottan elkiilonitve helyezik el, majd hagyjak, hogy
azok egymas felé diffundaljanak. A két anyag talalkozasakor precipitacio torténik,
mely az antigén-antitest komplexnek felel meg. Mivel az antigén és az antitest
diffazioja is fugg a diffaziés koefficienstél és az anyag koncentraciéjatol, a kicsa-
podasok a gél kiilonbozd részein torténnek meg és konnyen értékelheték. Mind
az egyszer(, mind a dupla immunodiffiziés médszernél a kapott jelek (precipi-
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taciok) atfedhetik egymast, ezért van egy bizonyos korlat, amelynél t6bb frakci6
ezzel a médszerrel nem mutathat6 ki a vizsgalt mintabol.

A precipitaciés reakcidknal dltalaban a precipitacios koroket értékelik, me-
lyek segitségével egy hitelesité egyenest tudnak létrehozni a mennyiségi kiér-
tékelésre. Ennek soran a konstans koncentraci6ja antiszérumhoz eltérd, ismert
gylrtket hoznak létre, melyek segitségével a kalibraciés egyenes szerkesztheté.

Az olcsé és hatékony modszerek koziil kiemelkedik az ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay), mely immunanalitikai médszer az antigén és
antitest (ellenanyag) reakciéjan alapul, amelyek masodlagos kotSerékkel 6sz-
szekapcsolédva komplexet hoznak létre. Az ELISA tovébbfejlesztett valtozata, a
szendvics immunoassay lényege az, hogy az antigén fehérje feliiletén tobb olyan
hely talalhaté, melyhez ellenanyag kapcsolhaté.

A hagyomanyos eljards szerint a mikrotiter lemez feltiletéhez antigéneket
kotnek, melyhez hozzaadjak a vizsgalni kivant mintat. A feliillethez kotott an-
tigének és a minta-antigének versengenek az ellenanyaghoz valé kiétédésben.
A kot6dés utdn mosas kovetkezik, melynek soran mindent eltavolitanak, ami nem
kotédott az antigénhez, a feliileten megkot6dott ellenanyaghoz pedig hozzaadnak
egy specifikus enzimmel konjugalt ellenanyagot, melyhez az enzim szubsztratjat
adva egy szines termék keletkezik, melynek intenzitasa fotométerrel mérhet6.
A mért abszorbancia a vizsgaland6 antigén (minta) koncentraciéjaval forditottan
aranyos, mert minél tobb az antigén a mintaban, annél tobb ellenanyagot kot meg,
igy annal kevesebb ellenanyag kot6dik a feliileten immobilizalt antigénekhez.

A megkotddést kovetéen a meg nem kot6dott anyagokat a mikrolemezek-
r6l moséssal eltavolitjdk, majd a kromogén HRP-szubsztratot adjdk a lemezhez.
Ebben a lépésben a HRP-enzim aktivitdsa egyenesen ardnyos a HRP-hez kotott
fehérje mennyiségével, és ardnyos a mintaban 1évé szabad fehérje mennyiségével
is. Az utols6 1épésben a HRP-enzim miikodését bizonyos inkubaciés id6 utéan le-
allitjak, és a HRP enzimreakcioban keletkezett szines vegyiilet koncentraciojat
450 nm-en végzett fotometralassal mérik.

A kalibraciés egyenes segitségével az ismeretlen fehérjetartalmd minta ab-
szorbanciajat felhasznélva a fehérjetartalom szamithaté. Ez a médszer jol hasz-
nalhat6 kiilonb6z6 élelmiszerek fehérjetartalmanak mérésére, mert nem kivan
jol felszerelt, draga laboratériumokat és analitikai eszk6zoket, hanem a feladatot
egy szerényen felszerelt laboratériumban is, az ELISA kit-ek megvésarlasa utan,
meg lehet oldani. Amennyiben az ELISA-mérési eredmények pozitivak, minden-
képpen javasolt a pozitiv mintdkat egy HPLC/MS/MS vagy egy GC/MS/MS labo-
ratériumban ellendriztetni.

Az ELISA-médszer alkalmazasa
Nagyon sok ELISA-mdédszert kifejlesztettek a kiilonféle fehérjék kimutatédsara.
A médszernek van egy direkt és egy indirekt véltozata. A direkt valtozat esetében
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a vizsgalni kivant antigénnel hoznak létre antitestet a nydlban, és ezzel végzik
a vizsgélatokat, az indirekt modszer esetén pedig egy masodik antitestcsoportot
hoznak létre kecskében, ami a nytl IgG-re specifikus. Az ELISA az egyik leg-
jobb médszer a fehérjék kimutatasara, mert a tesztet harom o6ra alatt végre lehet
hajtani, és 0,1%-nal nagyobb mennyiségli fehérjét ki lehet mutatni. Extraérzé-
keny esetben 1 mg minta elég az azonositésra, kevesebb specifikus antiszérum
sziikséges a meghatarozashoz, és nem sziikségesek extratiszta készitmények, ami
jelentésen csokkenti a koltségeket.

Az indirekt ELISA-médszer azért is nagyon kézkedvelt, mert vele bizonyos
fehérjéket kozvetlenil lehet meghatérozni. Az ELISA-val és a peroxidaz-antiper-
oxidaz teszttel (PAP), specialis antiszérumok alkalmazésaval, az eredeti, a részle-
gesen hékezelt vagy a h6kezelt mintékat is el lehet kiilloniteni egymastél. A dupla
antitest szendvics technika ugyancsak alkalmas kiilonb6z6 fehérjék elkiilonitésé-
re még akkor is, ha azok hékezelésen mentek keresztiil.

4.3.7.5. A glutén kimutatdsdara és mennyiségi meghatdarozdsdra
alkalmas analitikai médszerek

Egy kiviilall6 szdméra egy-egy élelmiszer-komponens kimutatédsa és mennyiségi
meghatarozasa konnytinek ttinhet, hisz vannak szabvanyos vagy ajanlott analiti-
kai modszerek, leirasok, és tgy gondolhatnék, hogy azok alkalmazasa nem jelent
nehéz feladatot. A konyvinkben korabban leirtak is ezt sugallhatjak, esetenként
minden egyszertinek tinhet. Aki azonban az élelmiszer-analitika teriiletén dol-
gozik, az tudja, hogy a legtobb esetben nehéz dolga van az analitikusnak, ha
egy olyan bonyolult méatrixbél, mint az élelmiszer, akar valamilyen komponenst
meghatérozni. Arr6l nem is beszélve, hogy egy 6sszetevé meghatarozasara is tobb
moddszer ismert, és az analitikusnak kell a médszert a megbizé kivansagaihoz,
illetve a laboratérium felszereltségéhez igazitani. A gluténmeghatérozas kapcsan
ezekre a problémakra szeretnénk a figyelmet felhivni.

A glutén nem egy egységes anyag, hanem tobb, kiilonb6zé molekulatomegii
és oldhatésagu fehérje alkotja, és mar rogton az elején abba a problémaba titko-
ziink, hogy a kiillonb6z6 oldhatdsdg miatt hogyan vonjuk a ki a fehérjét egy olyan
bonyolult matrixbdl, mint az élelmiszer. Bonyolitja a helyzetet, hogy nagyon he-
terogének a feliileti tulajdonsagok, molekulan beliil és molekuldk kozott is el6for-
dulnak kovalens kotések (diszulfid hidak), és a kérdéses molekulak érzékenyek
lehetnek akar a hére, akar a kiillonféle vegyszerekre.

Kilonb6zé modszereket dolgoztak ki a gabonafehérjék és az éket kodolo
gének jellemzésére és meghatérozaséara. Ezek: izoelektromos fokuszélas (IEF),
A-PAGE, SDS-PAGE, forditott fazist folyadékkromatografia (RP-HPLC), méret-
kizarasos HPLC (SE-HPLC), nagyhatékonységu kapillaris elektroforézis (HPCE),
matrixtdmogatott 1ézer deszorpcids ionizaci6 — repiilési idé tomegspektrometria
(MALDI-TOF-MS), immunoblotting és polimeraz lancreakci6é (PCR). A legtébb
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szerz6 mas és mas modszert hasznél, de végeztek a modszerek kozott 6sszeha-
sonlit6 vizsgalatokat is, azonban nincs hatérozott 4llasfoglalas arrél, hogy melyik
a legcélravezet6bb modszer, azt ugyanis mindig a feladat szabja meg. A médszer
kivélasztésara legnagyobb hatédssal a megkivant specificitas és érzékenység bir.

A standard mddszerek kidolgozasa nagyon nehéz, kiillondsen, ha a glutén-
mentességet kell deklarédlni, mert a glutén olyan fehérjék komplex keveréke, ame-
lyek kiilonb6zé gabonafélékben taldlhatok, a fehérjeprofiljuk természetes valto-
zatossagaval, amely genetikailag meghatéarozott, és még a kornyezeti tényezdk
is befolyésoljak. Miel6tt kivalasztanank a legérzékenyebb és legspecifikusabb
moédszert a glutén meghatarozasara, egy nemzetkozileg elismert glutén referen-
ciaanyagra lenne sziikség, amely alkalmas lehet a laboratériumok eredményeinek
nemzetkozi 6sszehasonlitasara.

A glutén kimutatasara leggyakrabban az immunoldégiai teszteket, f6ként az
ELISA-t, a proteomikat tomegspektrométerrel kapcsolva, és a genetikai megkoze-
litést is alkalmaztak PCR-ral. Annak ellenére, hogy é4ltaldnosan elfogadott mod-
szerekrdl van szo, egyiket sem lehetett teljes biztonséggal alkalmazni a glutén
nagy érzékenységli kimutatdsara élelmiszerekbél. Mindegyik médszernek van-
nak elényei és hatranyai, és mindegyik kivaléan alkalmas specidlis problémak
megoldéasara. Az ELISA miiszerei viszonylag olcs6ak, a modszer egyszerd, nem
kivén szakképzett személyzetet, konnyen betanithatd, sok analitikus szereti ezt
a modszert, ezért széles korben elterjedt. Ezzel szemben a tomegspektrométer
rendkiviil draga, képzett személyzetet és infrastruktarat igényel, de az utébbi
id6ben jelentés haladést értek el vele az igen kis (mg/kg) koncentraciéban elé-
fordul6 allergén fehérjék kimutatdsara és meghatarozasara. Mivel sok esetben a
mintabeazonositds nehézséget jelent, a tomegspektrometrids analizis rendkiviil
elényos lehet a tobbi médszerhez viszonyitva.

4.3.7.5.1. A gluténmeghatarozas jelentisége

Manapsag a colidkia gyogyitasara az egyetlen megbizhat6 terapia a szigora glu-
ténmentes tapldlkozas. A természetes formajukban is gluténmentesnek tekinthetd
alapanyagok mellett ismeretesek nagyon alacsony gluténtartalmt vagy glutén-
mentes siitéipari termékek is. A buzaallergia egyfajta ételallergia, mely az im-
munglobulin E-n (IgE) keresztiil nyilvanul meg, és a blizamagban tarolt fehérjék
okozzak. Néhany reakcié a bazafehérjékre korlatozédik, mig masokat nagyon sok-
fajta novényi szovetben el6fordulé fehérje okozhat. Az olyan egyéb gabonafélék
fehérjéi, mint a kukorica, a cirok és a koles, csak nagyon ritkan okoznak allergias
reakcidt, és nem hasonlatosak azokhoz a reakci6khoz, melyeket a btiza, az arpa,
a rozs és a zab kivéaltanak. Azok az aminosav-szekvencidk, melyek az allergias
reakciok kivaltasaért felelések, nagyon hasonléak ezekben a névényekben.

A lisztérzékenység (colidkia, CD) a glutén 4altal kivéltott, az immunrendszer
altal kozvetitett glutén-szenzitiv enteropatia, amely leginkabb az eur6pai lakosség
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korében nyilvanul meg. A CD-t és az IgE-dependens biizaallergiat a btiza glutén
vagy a gluténhez nagyon hasonlé 6sszetételi gabonafehérjék valtjak ki, amelyek
a rozsban, az drpéban, a tonkolybtizdban és néhény esetben a zabban fordulnak
el8. A zab altal kivéltott colidkia ritka, de néhény esetben a bélhdmsejtek finom-
szerkezetének megvaltozasat és gyulladasat okozhatjak. A coliotoxikus fehérjék
hatasukat a glutén speciélis aminosav-0sszetételének koszonhetik, melyben a ma-
gas prolintartalom megakadalyozza a fehérje enzimes bontasat, igy nagyon sok
immunogén glutén polipeptid éri el a vékonybelet.

4.3.7.5.2. Analitikai médszerek a glutén kivonasara
és meghatarozasara élelmiszerekbdl

Minta-el6készitési és fehérjeextrakciés technikak

A minta-el6készités hdrom egymast kovetd 1épése a fehérje analizise el6tt a sejtek
szétroncsolédsa, a zavaré anyagok eltdvolitasa vagy inaktivaldsa, majd a fehérje
oldhatova tétele és feloldasa. A gabonafehérjék kioldasa kozben kiilénbo6zé té-
nyezdket kell figyelembe venni, hogy a lehetd legjobb kioldast, majd ezt kovets-
en barmilyen reprodukalhat6 meghatarozast tudjunk elérni. Elgszor is minden
zavar6 interakciot figyelembe kell venni, mely a meghatarozni kivant fehérje és
a minta egyéb alkotérészei kozott kialakulhat. Mivel a fehérjék kozti diszulfidhi-
dak megnehezitik a fehérjék analizisét, els6dleges fontossagi a redukalészerek
alkalmazasa, melyek segitségével a diszulfidhidakat szét lehet szakitani és at
lehet alakitani szabad szulthidril csoportokka. Ezt kovetheti akéar az elektrofo-
retikus, akar a kromatografias analizis. A blokkol6 reakcié a legtobb esetben va-
lamilyen alkilélas, mely novelheti a fehérje elektroforetikus mozgékonysagat, az
ionerésség, mely novelheti az elektroforézis vagy a kromatografia hatékonysagat.
A s6koncentricié szintén hatéssal lehet a fehérjékre; a meghatarozas soran alap-
vonal-zavarokat és rosszabb elvélasztast okozhat.

A szerves oldoszereket, elsGsorban az acetonitrilt is alkalmazzdk a minta
kivonasa sordan. Az oldékonysagot novelheti a karbamid vagy a natrium-dodecil-
szulfat (SDS), melyeket elészeretettel alkalmaznak gabonafehérjék kivonaséra.
Figyelemmel kell lenni azonban arra, hogy ezek a kemikaliak a tovabbi analitikai
lépések soran zavarhatjdk a meghatarozast. Az SDS f6loslegét példaul acetonnal
kell eltavolitani, hogy a minta alkalmas legyen tovabbi elektroforetikus vagy kro-
matografids analizisekre. A fehérjék tjboli felolddséra alkalmas lehet olyan fizikai
modszer is, mint az ultrahanggal tortén6 kezelés, bar ennek energiaja és a kezelés
ideje hatassal lehet a fehérje integritasara.

Az analitikai cél figyelembevételével killonb6z6 egy- és tobblépéses extrakcids
technikakat dolgoztak ki a fehérje kivonasara. A gabonafehérjék egylépéses extrak-
cidjanak célja az 6sszes fehérje kivonasa, mely a vizoldhaté és a vizben oldhatatlan
fehérjéket is reprezentdlja. A gluténmentes gabonafélék egylépéses extrakcidjara
olyan puffereket alkalmaztak, melyek karbamidot és ditio-treitolt (DTT) tartalmaz-
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tak. Esetenként alkalmaztak még e két 4gens mellett az SDS-t vagy a tiokarbamidot
is. Az egylépéses fehérjeextrakcidos modszer egyszertisége, reprodukélhatdsaga és
gyorsasaga miatt rendkiviil népszert, ennek ellenére nincs olyan médszer, melyet
altalanosan lehetne mindenfajta analitikai célra alkalmazni.

A szekvencialis extrakcios médszerek a fehérjefrakcidkat kiillonbozé old-
hatésdguk és méretiik alapjan valasztjak szét, mely frakcidk ezt kovetéen alkal-
masak lesznek tovabbi analitikai felhasznaldsra. A j6 minta-el6készités egyszerd,
reprodukélhaté, és a fehérje megvéltozésa, atalakulasa, karosodasa a lehet6 leg-
kisebb a lépések soran. Altalanossagban elmondhat6, hogy a minta proteolitikus
enzimeit inaktivalni kell, a karbamidot tartalmazé mintékat pedig tilos hékeze-
lésnek alavetni.

A gabonafehérjék extrakciéja sordan a gluteninfehérjék HMW és LMW glu-
teninalegységeinek szétvalasztasara alkalmazzak a szekvencialis, kiilonb6zé
szerves oldoszerekkel végzett extrakcidt, és az RP-HPLC-t. Az LMW-GS szelektiv
kicsapasara alkalmaztak a 80%-o0s acetonnal val6 kezelést, melyet kovet6en a gli-
adin extrakcidja kovetkezett, majd alkohollal extrahéltak a glutenineket, miutan
a diszulfidhidakat redukcioval szétbontottdk. A modszer finomitaséaval nagytisz-
tasdga fehérjefrakcidkat tudtak el@allitani, melyek alkalmasak voltak a tovéabbi
analizisre.

A butzalisztet kiillonb6z6 detergensekkel is kezelték, miel6tt a preparativ célra
szant fehérjét 70%-os etanollal extrahéaltdk volna. Az etanollal mosott, liofile-
zett gluténfrakciot hasznéltak a glutenin eldéllitdsara, melynek sordn a pelletet
50%-o0s propanolban szuszpendaltdk, centrifugaltdk, majd 0,04 moélos ecetsavval
szemben dializaltak. A feliiltisz6 tartalmazta a gliadinokat. A gluteninfrakci6t
50%-o0s propanollal és 1% DTT-vel kezelve, melyet 65%-o0s propanol kovette 1%
DTT-vel, a pellet és a feliiltiszé elvélasztasaval a HMW- és a LMW-frakcidkat tud-
tdk egymastdl kulonvalasztani.

A nagy kihivast az jelenti egy analitikus szdmara, amikor a gliadint kell meg-
hatarozni olyan matrixb6l, amely a gliadin mellett még az egyéb prolaminokat,
mint amilyenek a hordein, a rizs prolaminjai és a zeinek, is tartalmazza. A prob-
lémat az jelenti, hogy a kis mennyiségl gliadin mellett a nagy mennyiségben
jelen 1év6 prolaminok is kioldédnak az analizdlni kivant anyagba. Amennyiben
a hagyomanyosan alkalmazott alkoholos extrakci6 utan egy ecetsavas kezelést is
kozbeiktatunk, akkor a gliadinokat az egyéb prolaminoktél el lehet valasztani és
tovabb lehet analizalni.

Az élelmiszermatrixbdl extrahalt fehérjéket tovéabbi tisztitasnak kell alavetni
olyan szempontbdl, hogy milyen specialis szétvalasztasi vagy detektdlasi mtive-
leteket kell a tovabbiakban végrehajtani. Néhany esetben a mintdnak specialis
kémiai kezelésen kell atesnie a tovabbi analitikai vizsgalatok el6tt. Amennyiben
tomegspektrométerrel akarjuk az extrahélt fehérjemintat tovabb elemezni, ak-
kor a fehérjéket peptidekké kell hidrolizalni, amennyiben elektroforézis vagy
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HPLC-analizis a cél, akkor elegendé a diszulfidhidak szétbontisa valamilyen
redukalészer (DT, 2-merkapto-etanol, (2-ME)) segitségével. Az érzékeny és pontos
analitikai mérést még olyan tényez6k is befolyasolhatjak, mint a mintak kezelése,
tarolasa, a tarolas h6mérséklete vagy a mintdban 1évé szennyezédések.

HPLC alkalmazasakor, hogy a minta néhany napig stabil legyen, 80 °C-on,
két percig tarté hékezelést kell alkalmazni. A liofilezés, melyet az oszlopkroma-
tografidval szétvalasztott minték esetében alkalmaznak, a fehérje oldhatésaganak
irreverzibilis megvaltozasat okozhatja, mert ennek folyaman fehérjeaggregéatu-
mok johetnek létre, kiilonosen, ha az olddszer acetonitrilt is tartalmaz. Ezért a
liofilezés helyett inkdbb a membrénokkal torténé koncentralast javasoljak kroma-
togréfias preparatumok esetében.

Az intakt gluténfehérjék esetében a kromatografids médszerek nem voltak
alkalmasak az egyes fehérjék azonositasara, ezért helyettitk inkabb az enzimes
bontas soran keletkezé peptidek MS/MS analizisét javasoljak. Az altaldnosan
hasznélt tripszin a glutén esetében nem volt célravezeté, mert a glutén kevés
arginint és lizint tartalmaz, ezért inkabb a kimotripszint alkalmaztak, melynek
segitségével kapott peptidek mér alkalmasak voltak a tovabbi analizisre.

Egy fehérjeextrakciét nem igénylé enzimes médszert is kidolgoztak a glutén és
egyéb fehérjék analizisére. A mddszer lényege az élelmiszerminta direkt enzimes
emésztése, melyet LC/MS/MS-analizis kovet. A gyomor és a duodénum koriilmé-
nyeit modellezve a pepszint, a tripszint és a kimotripszint alkalmaztak a fehérje
emésztésére a kromatografias analizis el6tt. Kordbban az emlitett enzimek mellett
még a karboxipeptidazt és az elasztazt is alkalmaztak erre a célra. Az enzimes keze-
lést 100:1 aranyt fehérje:enzim keverékkel, két 6ran at tripszinnel és kimotripszin-
nel végezve, az emésztés sordn, amennyiben a glutén jelen van a mintaban, olyan
alkalmas marker peptidek szabadulnak fel, melyek jelzik a glutén jelenlétét.

Médszerek a glutén meghatarozasara

Immunolégiai médszerek

A glutén fehérje alapon torténé meghatdrozasara elGszeretettel alkalmazzék az
immunolégiai médszereket, melyek olyan antitesteket hasznalnak, mint az aller-
gids emberek vérszérumaban megtalalhato IgE, vagy melyet az allergén élelmiszer
extraktummal kezelt kisérleti allatok vérszérumébdl allitanak elé. A gluténmeg-
hatarozas teriiletén messze az immunolégiai mdédszerek a legérzékenyebbek, ezért
a legszélesebb korben alkalmazott médszerek is, de az eredmények reprodukal-
hat6saga gyenge, mert kiillonboz6 referenciastandardokat, extrakcids eljarasokat
és antitesteket alkalmaznak a meghatarozas soran.

A kereskedelmi forgalomban t6bb olyan ELISA-kit taldlhaté, mely alkalmas
az élelmiszerek gluténtartalmanak meghatarozésara. A legtobb esetben az extrak-
cios oldatok 6sszetételét, az antitestek tulajdonséagait és a kalibraciés anyagokat
nem hozzak nyilvdnosségra. Néhany mddszer specifikus a btazara, méasok viszont
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csak a rozs vagy az egyéb toxikus fehérjék detektaldsara alkalmasak. Olyan anti-
testeket is fejlesztettek, melyek képesek felismerni a toxikus gabonafehérjéket, és
amelyeket mar széles korben alkalmaznak a gyakorlatban.

Az ELISA-m6dszerek a legtobb esetben gliadin vagy hordein referenciafe-
hérjéket hasznélnak, az antitestek pedig gliadinra vagy néhany gliadin epitépra
specifikusak. Ebbél kévetkez6en az ilyen modszer nem veszi tekintetbe az egyéb
toxikus fehérjéket, mint pl. a glutenineket, hanem csak az élelmiszerben 1évé
0sszes glutén mennyiségére ad egyfajta becslést. Az eredményt kettével szoroz-
za, mert a gliadinok az Gsszes gluténfehérje kb. felét teszik ki. Amellett, hogy
kiillonbo6zé referenciastandardokat hasznélnak, a molekuldk oldékonysagaban
el6fordulé egyedi kiillonbségek, a nem megfelel$ kioldasi modszer miatt is, hibat
okozhatnak az ELISA-val torténé gluténmeghatarozés sorén.

Az immunolégiai médszerekben hasznalt antitestek

A hasznalt antitesttél, a kalibraciés eljarastol és az alkalmazott referenciaanyagtol
fuggben az ELISA-tesztek kiillonb6z6 eredményeket adhatnak ugyanazon mintara.
Néhény kereskedelmi forgalomban kaphat6 teszt a monoklonélis egér antiteste-
ken (mAb) alapszik, mely egy Ausztralidban termesztett btizafajta o-gliadinjaival
reagél. Ennek az antitestnek az el6nye, hogy a gliadinfrakcié nem csapédik ki a
hékezelés soran.

Egy a-gliadinra kifejlesztett antitest a gliadinokon kiviil hasonlé médon
reagil az LMW-GS-sel, a hordeinekkel, az aveninekkel és a szekalinokkal, de
nem reagidl a HMW-GS-sel. Az LMW-GS tipust fehérjékkel kapcsolatos antites-
teket is kifejlesztettek kifejezetten ennek a frakcionak a mérésére. Egy Gijabban
kifejlesztett antitest els6sorban az w-szekalin extraktuméval reagél, de felismeri
a gliadinokat, a hordeineket és a szekalinokat, azonban nem ismeri fel az aveni-
neket. A kulcsszekvencia ezekben az esetekben a hdrezisztens GInGInProPhePro,
a GInGInGlnProPhePro és a LeuGlnProPhePro epitépok (antigén-molekuldnak
az a része, amelyhez az antitest kot6dik). A GInGlnProPhePro szekvencia az
a-gliadinokban tizenegyszer nagyobb ardnyban fordul el4, mint a y-gliadinokban,
és jelen van még az arpa hordeinjeiben és a rozs szekalinjaiban is. Ez az antitest
nem ad keresztreakciét az eleve gluténmentes magok fehérjéivel. A kiillonboz6
antitestek egyedi specificitasa felhivja figyelmet a glutén meghatarozésara alkal-
mazott immunokémiai médszerek validalasara.

A kereskedelmi forgalomban kaphaté ELISA-tesztek alkalmazisa a glutén
meghatarozasara

Az immunologiai reakci6 lebonyolitasara hasznélt teszt-0sszeallitdsok tartalmaz-
nak egy referenciaanyagot, egy vagy tobb specifikusan kifejlesztett antitestoldatot
és mas kémiai anyagokat, mint amilyenek a pufferek és az extrahélészerek. Van
néhény kereskedelmi forgalomban kaphaté Gsszeallitas els6sorban a gliadin és/
vagy a glutén meghatdrozésara.
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A gliadinokat eddig gy tekintették, hogy ezek a legalkalmasabbak a glutén
meghatarozasara. A mennyiségi meghatarozdshoz sziikség van egy standardra,
mellyel kalibrédlni lehet a médszert. Az eurdpai gliadin referenciaanyag kifejlesz-
tésekor arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a gliadinok és a glutelinek meny-
nyisége a biza fajtajatol fiiggéen jelentés mértékben valtozik, ezért szitkség van
arra is, hogy a helyi fajtakbél allitsanak el6 standardokat, azokkal antitesteket,
melyek segitségével vizsgalni lehet a helyi adottsdgoknak megfelel6en a gliadinok
mennyiségét. Mivel a glutelinek szintén okozhatjak a CD-t, megallapitottak, hogy
olyan mé6dszereket kell kifejleszteni, melyek mind a glutenint, mind a gliadint ké-
pesek mérni. Csak az olyan antitestek alkalmazasa tekintheté megbizhat6 megol-
dasnak, melyeknek segitségével mind a gliadinok, mind a gluteninek mérhetéek.

Még a mult szazad kilencvenes éveinek elején teszteket fejlesztettek ki az
arpara, de csak a 160 mg/kg feletti gluténmennyiségeket tudtak vele kimutatni,
és a mddszer képtelen volt a hordein analizisére. Az alkalmazott antitest f6ként
a HMW-GS alegységeket ismerte fel, de valészintileg alkalmas volt az LMW-GS,
az w-gliadinok és kismértékben az a- és B-gliadinok felismerésére is. Ez a gliadin-
tartalom téves megallapitdsahoz vezetett, és ez okozta az eredmények nagy sz6-
rasat is, mivel az w-gliadinok mennyisége a killonb6z6 biizavaltozatok esetében
nagy eltérést (6-20%) mutat. Ugyanezekbdl az okokbdl az w-gliadinokat is méré
ELISA nem tudja mennyiségileg pontosan meghatarozni az &rpa prolaminjait,
aldbecsli a durumbtza gliadinjait, és a val6sagosnal magasabb eredményt ad a
akci6 is a kiilonboz6 gluténtartalmi gabonédknal.

Egy specidlis antitesten alapul6 ELISA-tesztet fejlesztettek ki a gluténmentes
élelmiszerek gluténtartalmdnak mérésére, mellyel 2-5 mg/kg gliadin mutathaté
ki az élelmiszerekbél. A médszerrel 1,5 mg/kg gliadin és 3 mg/kg glutén még ki-
mutathatd, és 5 mg/kg feletti értékek mennyiségileg meghatarozhat6k. A médszer
érzékenysége 0,78 ng/ml gliadinokra és 0,39 ng/ml hordeinekre és szekalinokra.
A modszerrel a gliadinok és a hordeinek meghatarozhaték mind az eredeti, mind
a hékezelt mintdkbol, mind a btizabél, mind az arpabdl késziilt termékeknél, és
alkalmas a gluténtartalom kimutatdsara hidrolizalt termékekbdl is.

A feldolgozott élelmiszerek prolamintartalma részben vagy egészben (pl. az
arpamalataban) hidrolizélt formaban van jelen az élelmiszerben. Ez az ELISA-t
alkalmatlanna teszi a vizsgalatra, mert az antitest nem ismeri fel a hidrolizalt
gluténfehérjét. Ezt kovetéen kidolgoztak olyan specidlis antitesten alapul6
kompetitiv ELISA-mdédszert is, melyeket hidrolizalt mintak esetében is tudtak
alkalmazni.

A dezamidélés, mely gyakran el6fordul a h6kezelés sorédn, befolyésolhatja az
élelmiszer-biztonségot, mert az ELISA nem képes mérni a dezamidalt glutént, ami
kockézatot jelent a CD-betegek szdmdra. Ebbdl kovetkezben az ELISA-teszt onma-
géban nem nyijt teljes biztonsagot a gluténintolerancidban szenvedék szamara.



4.3. Szerves alkotérészek meghatarozasa W 335

Osszefoglalva az elézéeket, egy élelmiszerrél azt deklaralni, hogy glutén-
mentes, nagyon nehéz, mert a vizsgalatot 1ényegesen befolyasolja az, hogy milyen
modszert hasznaltak a gluténtartalom mérésére, és hogy milyen élelmiszermaét-
rixbdl tortént a meghatérozas.

A gluténallergének azonositasa proteomikai médszerekkel

Barmilyen analitikai médszer lényege a meghatérozni kivant anyag, vegytilet azo-
nositasa és koncentraciéjanak mérése. Az élelmiszer-allergének esetében ez ne-
héz feladat, mert az élelmiszerek nagyszamban tartalmazhatnak olyan fehérjéket,
melyek allergidt okozhatnak. A proteomikai (a fehérjék kétdimenziés gél-elekt-
roforézissel torténé szétvélasztisa) vizsgélatok soran szétvalasztjak a fehérjéket,
ezt koveti az egyes fehérjék azonositasa.

A gabonak analizise soran elsddleges eszkoz a szétvalasztas, az azonosités
és az egyes fehérjék hatasanak felderitése a gabona minéségére, valamint hogy
vannak-e egészségre haté specialis tulajdonsédgai. A proteomikai munkafolyamat
soran a nagyhatékonysagu szétvalasztasi médszereket, mint amilyen a kétdimen-
zios elektroforézis vagy a kiillonféle kromatografias médszerek, elGszeretettel al-
kalmazzak, a mikroanalitikai médszereket pedig az egyes fehérjék azonositasara
hasznéljak (N-terminalis szekvenalas vagy MS), olyan adatbazisok alkalmazasa-
val, melyek segitségével az azonositis biztonsaga megfeleld.

A proteomika rendkiviil hatasosnak bizonyult a gyakorlatban a fehérjék azo-
nositisara, ezért egyre né a szerepe a toxikus komponensek analizisében is.
A fehérjék azonositasa azért nehéz, mert a kozottitk 1évé killonbségek olyan cse-
néhény bézispar besztrasa a fehérjét kddol6 DNS-szakaszba. A fehérjék szintjén
ezek a kiilonbségek az SDS-PAGE technikaval kimutathaték, de ugyanerre a
célra nem alkalmas az RP-HPLC. Az eredmények ellentmondasossagat jelzi az
a tény is, hogy ezeket a valtozasokat géntechnikaval vagy MALDI-TOF-médszer-
rel nem sikeriilt megerdsiteni. Ebb6l egyértelmiien az kovetkezik, hogy a glutén
toxikus szekvenciajdnak azonositasira csak magas feloldéképességii és nagyon
érzékeny modszerek alkalmasak.

Elektroforézis a gabonafehérjék szétvilasztasara

A gabonafehérjék szétvalasztasarél és meghatarozéasarél korabban mar volt sz6.
Kezdédott a papir-elektroforézissel, majd a disc-elektroforézissel folytatédott, me-
lyet a nagyhatékonysaga felbontési (HR) technikék kovettek, mint amilyenek a
PAGE, az SDS-PAGE, az A-PAGE és az IEF, ezt kovette a kapillaris elektroforézis
(CE), a 2D-s elektroforézises technikak, illetve a felsorolt médszereket tobbfé-
le kombinéciéban is alkalmaztédk a hatékonysag novelésére, mint amilyen pl. a
HR-2D-HPLC-HPCE (kétdimenziés, nagy felbontasd, nagyhatékonysagu folya-
dékkromatografia, nagyhatékonysagu kapilléris elektroforézis). A proteomikédban
legszélesebb korben a 2D IEF-SDS-PAGE-t hasznaljak a fehérjék azonositasara,



336 M 4. Elelmiszerek osszetételének meghatarozasa

melyet a tripszines emésztés sordn kapott fragmentek MS-analizise kévet a sor-
ban. A fehérjék azonositdsa kapcsan beszamoltak az A-PAGE — SDS-PAGE kom-
binacibjardl is.

A specifikus és hatékony elektroforézis mindig attél fiigg, hogy a vizsgalandé
fehérjéket hogyan sikeriilt a mintabdl kivonni, ami magyarazatot ad a fehérjecsikok
atlapolédéséra az elektroforézises analizis sordn. Szekvencidlis extrakcids maéd-
szerek alkalmazasa segit megel6zni ezt a problémat, melyek segitségével javul a
fehérjék szétvalasa, ennek kovetkeztében a fehérjeprofil is. A mennyiségi megha-
tdrozés soran nagyon fontos a célnak megfeleléen megvélasztott médszer, mert pl.
a 2D gélben torténd analizis esetében az w-gliadinok a festékmentesités és a gél
tarolasa soran kidiffundalhatnak a helyiikrél. Olyan kiillonb6z6 anyagok, melyeket
a fehérjék kivonasanal alkalmaznak (sok, fehérjebonté enzimek vagy a mintaban
1évé szénhidratok, nukleinsavak, fenolos vegytiletek, zsirok és kémiai maradvany
anyagok) hatranyosan befolyasolhatjék az elektroforézis hatékonysagat.

Az SDS-PAGE-t, mely méret szerint valasztja szét a killonboz6 fehérjefrak-
cidkat, széles korben alkalmazzak a gabonafehérjék mindségi jellemzésére és
mennyiségi meghatarozéasara. Az olyan nagy molekuldkra, mint amilyenek pl. a
btiza gluteinjei, tobbdimenziés SDS-PAGE-technikét dolgoztak ki, mellyel kivalé
elvalasztast tudtak elérni. Az A-PAGE esetében az elvalasztas alapja a fehérje-
toltés stirtisége, amit j6 hatasfokkal tudnak hasznalni a killonbo6zé véltozatok
beazonositasdndl, a fehérjelenyomat alapjan. A buizafajtdk azonositésara a glia-
din-osszetételben fennéllé killonbségeket hasznéljék fel, amelyeket A-PAGE-vel
hataroznak meg. Az A-PAGE-t hasznaltdk az o-, a B-, a y- és az w-gliadinok, az
arpahordeinek, a rozsaveninek, a rizsprolaminok és a gluteninek analitikai és
preparativ analizisére, az oldékonysédgot nével6 karbamid jelenlétében.

Az IEF a ktilonbo6z6 izoelektromos pont alapjan valasztja szét a fehérjéket a
gélben kialakitott pH-gradiens segitségével. Ezt a mGdszert a tartalékfehérjék szét-
valasztésara hasznéljak széles korben. E médszer alkalmazéasa sordan karbamidot
és tiokarbamidot hasznélnak a fehérje oldékonysaganak novelésére, ugyanis a
kalonb6z6 pH-kon nehéz a fehérjéket oldatban tartani.

A CE (kapillaris elektroforézis) modszer alapja ugyanaz, mint az A-PAGE-é:
a fehérjék toltésstirtiségében fennallé kiilonbség. Tobb modszert is kidolgoztak a
gabonafehérjék CE-vel torténd szétvélasztisara, de néhany speciélis alkalmazas
kivételével a médszerek nem terjedtek el a gyakorlatban.

A gabonafehérjék analizise kromatografiaval

Leginkabb az egydimenziés HPLC-mo6dszereket hasznaljak a gabonafehérjék szét-
valasztasara, az SEC-t és az RP-HPLC-t pedig, mely m6dszerek alapja a gabonafe-
hérjék eltér6 molekulaméret-eloszlésa és hidrofobitésa, a fehérjék méreteloszla-
sanak mérésére, a fehérje-polimorfizmus kimutatdsara és a biokémiai tulajdonsa-
gok jellemzésére hasznaljak. A latszélagosan nem extrahédlhat6 polimer fehérjék
(UPP) mennyisége j6 indikatornak bizonyult a gabona polimer fehérjék moleku-
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laméret-véltozdsanak jellemzésére, és nagyon sok fehérjeminésité rendszerben
hasznaljak ezt a médszert. Az RP-HPLC a gélelektroforézissel egyiitt alkalmas az
élelmiszer-fehérjék tulajdonsigainak, killénésen hidrofobicitasdnak meghatéaro-
zésa egy olyan bonyolult matrixbél, mint amilyenek az élelmiszerek.

Jelenleg nagyon sok kromatografias eljarast alkalmaznak a gyakorlatban fe-
hérjék azonositasara és mennyiségi meghatarozasara, és igen elterjedt a HPLC-
MS kapcsolt technika is, mellyel a fehérjék vagy fehérjefrakciok azonositasanak
biztonsédga jelentés mértékben megnd. Az ultra-nagyhatékonységa kromatografiat
(UHPLC) gyakran kozepes feloldoképességii kvadrupol MS-sel vagy nagy felol-
déképességli TOF-MS-sel kombinaljak. Az UHPLC-MS a HPLC-MS-hez képest
lényegesen megndveli a cstcsok feloldasat és a spektralis tisztasdgot. A kivalé
felold6képesség Gj informacidkat adhat a mintarél, és nem lényegtelen az sem,
hogy az UHPLC-rendszer lényegesen lecsokkenti az analizis idejét.

Tomegspektrométer és kapcsolt technikak a gabonafehérjék analizisében

A proteomikdban széles korben elterjedt a nagy sebességii fehérjeazonositasi
modszer MS-sel kombinalva, ami olyan eljardsokat helyettesitett, mint az N-
terminalis szekvenalds. Ennek sordn lagy ionizacids technikakat alkalmaznak a
fehérjék tomegspektrometridjadban, mint amilyen pl. a MALDI vagy az elektro-
spray-ionizaci6. Még érzékenyebb az a mddszer a fehérjék azonositasara, amikor
a MALDI-MS-sel az analizalandé fehérjébdl szarmazo peptideket analizalnak.
Ezt megel6z6en a fehérjét enzimekkel hidrolizaljak, melynek sordn olyan frag-
mentek keletkeznek, amelyek ujjlenyomatszertien karakterisztikusak a kérdéses
fehérjére. A fehérje peptidtérképe elkészitésének pontosségat erGsen befolyésolja
a matrix.

A gabonafehérjék esetében sikeriilt a kozvetlen azonositas és molekula-
tomeg-meghatarozas mindenfajta el6zetes kezelés nélkiil MALDI-TOF-MS-sel.
A gliadin mennyiségi meghatérozasara kezeletlen és kezelt mintakbdl ugyancsak
végeztek kisérleteket ezzel a médszerrel, melynek sordn vizsgéltak az egyéb to-
xikus prolaminokat is. Ugyancsak ezzel a médszerrel vizsgaltak a gluténfehérje
szerkezetét és a fehérje poszttranszlaciés médosulasait. Kiillonbozé novényi ere-
deti prolaminokat (gliadin, hordein, szekalin, avenin) szelektiven szét tudtak
valasztani és azonositani MALDI-TOF-MS-sel még akkor is, ha ezek a molekulak
egy komplex matrixban egytitt voltak jelen.

Amikor a gluténfehérjéket tripszinnel kezelik, viszonylag kevés olyan pep-
tid keletkezik, melyek méretiiknél fogva alkalmasak az MS/MS-analizisre. Az
MS-technikét gélelektroforézissel és/vagy a fehérje el6emésztésével kombinalva,
esetenként tobb mint egy enzimmel végezve az emésztést vagy specidlis minta-
el6készité miveleteket alkalmazva javitani lehet a proteomika hatékonysagat és
specifikussagat, lehetévé téve a fehérje szerkezetének atfogobb elemzését.

A gliadin azonositdsara olyan hatékony kapcsolt technikakat alkalmaztak,
mint a 2D gélelektroforézis RP-HPLC MS/MS-sel kapcsolva, és ehhez hasonld
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technikat alkalmaztak az drpa gluténpeptidjeinek az azonositasara is. A kiilénbo-
z6 buzafajtak (téli biza, tavaszi biiza, bliza-rozs hibrid, durumbiiza, ténkolybtiza)
o-gliadinjainak aktuélis molekulatomegét MALDI-TOF-MS-sel és SDS-PAGE-vel
hataroztdk meg. Ennek soran a molekulatomeg MS-médszerrel mérve sokkal ala-
csonyabb volt, mint az SDS-PAGE-mobilitas alapjan mérve. Killonféle buizafajtdk
HMW-GS-frakci6it is sikerrel analizaltak MALDI-TOF-MS-sel.

Az enzimes emésztés és az LC/MS/MS-technikak kombinalasaval, hat glu-
ténmarker peptid felhasznalasaval sikeriilt mennyiségileg is meghatarozni a
glutén nyomait eredeti forméji vagy kezelt élelmiszerekbél. Az MS/MS-sel torté-
n6 fehérjeazonositas lényege, hogy az adatbazisban olyan fehérjeszekvenciakat
kell keresni, melyek megegyeznek a proteolizissel hasitott minta spektrumaval.
Az allergén fehérjék adatbazisat a mult szédzad kilencvenes évei elején hoztak
létre, és ez az interaktiv bioinformatikai eszkoz azota is a proteomika lényeges
részét képezi. A gluténmarker peptidek alkalmasak a coliakiat okozé toxikus
glutén kimutatasara, mivel ezek a biizaban, a rozsban és az arpaban is jelen
vannak, de teljes mértékben hianyoznak a tébbi, immunvalaszt ki nem valté
fehérjékbél. A tovabbiakban még nagyon sok colidkiat okozo6 peptidet azonositot-
tak, és most mar ott tartunk, hogy kb. 16 000 fehérje és peptid azonositasara van
lehet6ség, amelyek koziil természetesen sok nem toxikus.

Genomikai médszerek

A DNS-alaptd médszerek lényege a specifikus DNS-fragmentum PCR-médszerrel
torténé megsokszorozasa, melynek specificitasat primerek alkalmazéséaval érik el,
melyek megkonnyitik az élelmiszerben 1év6, keresett DNS megsokszorozasat. A cél
DNS rendszerint fajspecifikus, és markertil szolgél a kiilonleges élelmiszer-kompo-
nens jelenlétének kimutatdsira. A médszer alapja egy polinukleotid vagy primer
készlet, amelyet a meghatarozni kivant gén vagy génszakasz alapjan terveznek.

A polimeraz-lancreakcio (PCR) egy molekularis bioldgiai technol6gia a DNS
enzimes amplifikdlasara (a kopidk megsokszorozéasara). A technoldgia lehet6vé
teszi a DNS egy kis darabjanak megsokszorozasat analizis céljabol. A PCR-t az élet
szinte minden tertiletén hasznéljék, igy élelmiszerek analizisére is, amikor egy
oda nem ill6 gént vagy génszakaszt kell kimutatni, mellyel megerdsitheté vagy
cafolhaté bizonyos komponensek jelenléte.

A PCR-t a DNS-szal egy rovid, jol definialt szakaszanak amplifikalasara hasz-
naljak, ami lehet egyetlen gén vagy csak egy génrészlet. A PCR csak kis DNS-
szakaszok masolasara képes, melyek hossza legfeljebb 1000 bazispar. A PCR-
hez az alabbi komponensek, ill. segédanyagok szitkségesek: DNS-templat, mely
tartalmazza a DNS-szakasz amplifikdlandé régidjat, két primer, amelyek megha-
tdrozzék az amplifikdlandé szakasz elejét és végét, DNS-polimeraz enzim, amely
lemésolja az amplifikaland¢6 szakaszt, nukleotidok, amelyekbdél a DNS-polimeréz
felépiti az j DNS-t, és puffer az enzim szdméara megfelel6 kémiai kornyezet biz-
tositasara.
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A PCR-késziilékben a reakciocsoveket a reakcié egyes lépéseihez sziikséges
hémérsékletekre ciklikusan felhevitik és lehtitik. A reakcié soran az amplifikalan-
d6 DNS-szakaszt a primerek kivalasztasaval hatarozzak meg. A primerek rovid,
mintegy 50 nukleotidbdl all6 mesterséges DNS-szalak, amelyek komplemente-
rek az amplifikaland6 DNS-szakasz elejével és végével. Ezeken a kezd6- és vég-
pontokon hozzdkapcsolédnak a DNS-templathoz, ahova a DNS-polimeraz koté-
dik, és megkezdi egy Gj DNS-szal szintézisét.

A primerek olvadasi hémérséklete az a h6mérséklet, amelynél a primer ko6t6-
helyeinek fele foglalt, mely igy né a primer hosszaval. A tal rovid primerek tobb
helyre is kapcsolddhatnanak egy hosszit DNS-templaton, amely nem specifikus
képiakat eredményezne. Masfel6l a primer hossza az olvadasi hémérséklet altal
limitalt. Ha az olvadéasi h6mérséklet 80 °C felett van, akkor a DNS-polimeraz ke-
vésbé aktiv, ezért a primer optimalis hossza altalaban 20-40 nukleotid, az olvadési
hémérséklet pedig 60 és 70 °C kozott van.

Néha degeneralt primereket hasznalnak, melyek hasonlé primerek keveré-
kei, ezek alkalmazasa akkor lehet el6nyos, ha a gént kiillonb6z6 anyagokbol kell
amplifikdlni, ahol a gének hasonléak, de nem azonosak. A degeneréalt primerek
esetenként nagyon hasznosak lehetnek, de jelentésen csokkentik a PCR-amplifi-
kalas specificitasat.

A PCR-eljaras hiisz-harminc ciklusbél all, mely ciklusok az alabbi lépéseket
tartalmazzék: Az elsé 1épésben a kettés szaltt DNS-t 94-96 °C-ra hevitik, hogy
a szalak szétvaljanak. A denaturalasnak nevezett 1épés sordn a két DNS-szélat
0sszekotd hidrogénkotések felbomlanak. A masodik 1épésben a DNS-szélak fel-
bontasa utdn a hémérsékletet annyira csokkentik, hogy a primerek hozza tudnak
kapcsolédni a DNS-szalakhoz (annealing vagy kapcsolédas). A hémérséklet eb-
ben a fazisban a primerek olvadédsi hémérséklete alatt van, altalaban 45-60 °C.
A harmadik 1épésben az enzim a kapcsolédott primernél kezdve végigmegy a
DNS-szalon, és létrehozza a megfelel6 DNS-szakaszt (meghosszabbitéds). Ennek
soran a sziill6-nukleinsavszél szolgél templatként a lednylanc szintéziséhez.

A PCR-ral kapott termék agargél-elektroforézissel azonosithaté. Ennek so-
rdn DNS-t tartalmazé mintat injektalnak agargélbe, és a rakapcsolt elektromos
aram hatéséra a kisebb DNS-széalak gyorsabban mozognak a gélben a pozitiv pdlus
felé. A PCR-termék mérete egy a gélbe injektalt standard, egy ismert hossztsdga
DNS-szakaszokat tartalmazé DNS-1étraval 6sszehasonlitva hatdrozhaté meg. En-
nek soran meghatarozhat6 az amplifikalt DNS-szakasz tomege, de biztonsaggal
nem azonosithaté be, hogy val6jdban milyen szakaszrél is van szé. Erre sokkal
alkalmasabb a Southern blot technika. (A blottolas sordan a gélben megfuttatott
minta komponenseit a gél sikjara merdleges folyadékaramlédssal vagy merdleges
elektromos erétérrel dtvandoroltatjak egy vékony polimer filmre.)

A Southern blot technika segitségével az adott DNS-mintabél specifikus
DNS-szakaszok kimutatasa valik lehet6vé. Ennek sordn az agar6z gél-elekt-
roforézissel elvalasztott szakaszok nitrocelluléz filterre keriilnek, ahol az adott
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DNS-szakaszra specifikus prébakkal jelolik meg azokat, majd restrikciés endo-
nukledzokkal a nagyobb DNS-t kisebb szakaszokra hasitjak. A DNS-t ezutan nét-
rium-hidroxiddal denaturéljak, melynek kovetkeztében a DNS két szala elvalik
egymést6l. A DNS denaturalésa fontos a kés6bbi membranhoz valé kot6dés és a
probéakhoz valé kapcsol6déds miatt. Nitrocelluléz vagy nylon membréant helyezve
a gél tetejére, a kapillaris hatds miatt a mintak felfelé mozdulnak el, a memb-
ranhoz kot6dnek, megdrizve a gélbeli helyzetiiket. A nitrocelluléz membran
esetében 60-100 °C kozotti szédraz hékezelés torténik, nylonmembran esetében
UV-kezelés kovetkezik, amikor is kovalens keresztkotéssel megtorténik a DNS
membranhoz kotédése.

Ezt kovet6en a membrant hibridizaciés préobaval kezelik. Ez egy olyan
specifikus szekvencidval rendelkezé DNS-molekula, mely a vizsgalni kivant
szakasszal komplementer. A prébat radioaktivan vagy fluoreszcensen, esetleg
festékkel jelolik, hogy a kotési hely lathatéva valjon. A hibridizaci6t kévetéen
a nem hibridizalt prébakat lemossék a feliiletrdl, és a hibridizaciés mintdzatot
Rontgen-filmen autoradiogréfiaval, fluorescens jel6lés esetén fluorométerrel vagy
kromogén szubsztrat alkalmazaséval enzimes szinreakcidval teszik lathatova.

A valés idejii (real-time) PCR-mo6dszer alkalmazasa soran a DNS-sokszorosi-
tast kvantitativan tudjuk nyomon kovetni. Ezzel a technikéval nagy pontossaggal
meg tudjuk hatarozni a DNS-templat kiinduldsi mennyiségét, ami lehet6vé teszi
pl. egy élelmiszerben az oda nem ill6 komponens kimutatasat és mennyiségi
meghatarozasat. A valds idejli PCR sorédn a célszekvencidhoz olyan primer pré-
bat (szondat) készitenek, amely nem a forward vagy reverse primer letapadasi
helyére kotédik, hanem valahova kozéjiik. Kordbban olyan szintetikus oligonuk-
leotidot alkalmaztak, amely 5°-végén radioaktiv izotép foszfatot tartalmazott, a
3’-véget viszont gy mddositottédk, hogy arrdl ne tudjon a polimerédz szalhosszab-
bitast inditani. A polimerizaci6 sordn, amikor az enzim a szondét eléri, annak
5'—3’ exonukleaz aktivitédsa elbontotta azt, és késébb az oldatban megjelend izo-
topjelet mérni lehetett. A kvantitativ Real-Time PCR (Q-PCR) tehat olyan PCR-
alapt médszer, mely lehetévé teszi a PCR-ciklusok soran keletkezé termék valés
idejii detektalasat és mennyiségi mérését. A modszer széles kortien alkalmazhat6
pl. idegen élelmiszer-komponensek vagy genetikailag mddositott organizmusok
(GMO) kimutataséara és mennyiségi meghatérozaséra.

A gabonagének esetében sok esetben tapasztalhat6 poliploiditas és helyi gén
duplikacioé. A gén elemzésének elsé 1épése, hogy milyen szerepe van a génnek a
szervezetben, pl. milyen polipeptid szintézisét irdnyitja. A génexpresszié (kife-
jez6dés) elemzése torténhet a messenger ribonukleinsav (mRNS) vagy a fehérje
analizisével. A mRNS-sel torténd jellemzés esetenként a fehérjeexpressziéra nem
reprezentativ, és gyakran nem mutat 6sszefiiggést az expresszalt fehérje szoveti
jelenlétével.

Valés idejti PCR-t hasznéltak a buza, a rozs, az arpa és a zab megkiilon-
boztetésére killonbozé élelmiszermintakbél, melynek sordn a gabona prolamin
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gént célzo specifikus primert hasznaltdk. A médszert zab esetében alkalmaztédk a
specifikus toxikus fehérjék kimutatasara is. Az analiziseredményeket az ELISA-
modszerrel gluténre kapott eredményekkel hasonlitva megallapitottdk, hogy a
PCR-mddszer alkalmas a gluténmentes élelmiszerek és gluténmentes alapanya-
gok analizisére.

A PCR-médszert optiméltak a glutént tartalmaz6 gabonafélék kimutatasé-
ra lisztbél, ill. a gluténmentes termékek kimutatdséara stitéipari termékekbdl.
Modellként szojalisztet hasznalva, a 0,1%-ban hozzaadott buzalisztet ki tudtak
mutatni. A modszert sikerrel alkalmaztak gluténmentesnek mondott lisztek és
kétszersiiltek esetében, ahol tobb esetben gluténtartalma gabona DNS-t tudtak
kimutatni. Egy masik esetben a valés idejii PCR-t a gluténtartalmt gabonano-
vények analizisére alkalmazva meghatarozasi célként a biiza, a kamut btza, a
tonkolybtiza és a rozs HMW gluteninfrakcidjat jelolték meg. A modszer érzé-
kenységét kiillonboz6 keverékek tesztelésével hataroztdk meg. Zoldségmatrixbol
2,5 mg/kg, hisbol pedig 5 mg/kg btiza volt kimutathaté. A rozs és btiza specifikus
rendszerérzékenysége 10 mg/kg volt. A biiza DNS-kimutatésa tehat j6 lehet6ség a
glutén élelmiszerekbdl valé kimutatdsara.

4.3.8. Stabil izot6pok alkalmazéasa az élelmiszer-analitikaban

C, tipusu fotoszintézisnél (fak, gabona, hiivelyesek, répa), amely leginkabb a mér-
sékelt és a hideg égovon elterjedt novényekre jellemzd, a szén-dioxidot elészor
harom szénatomos szerves savakban a (dihidroxi-aceton-foszfat és glicerinsav-
3-foszfat) koti meg a folyamat kulcsenzime, a ribuléz-1,5-biszfoszfat-karboxilaz-
oxigenédz (Rubisco). A C4-es tipusi fotoszintézis soran (cukornédd, kukorica) a
szén-dioxidot elGszor négy szénatomos szerves savakban kotik meg, majd a C,
termékbdl a CO, felszabadul, és tjra fixalodik a Rubisco segitségével. Ez a mod-
szer meleg, jol megvilagitott kornyezetben hatékonyabb a C3 tipust fotoszinté-
zisnél. A CAM tipusi fotoszintetizal6k szintén négy szénatomos karbonsavakban
kotik meg elészor a szén-dioxidot, de itt a refixalas id6ében elvalasztott, leginkabb
a meleg, szaraz él6helyek szukkulens novényeire jellemz6 folyamat (nappal C,,
éjjel C, tipust fotoszintézis).

Az élelmiszerek viztartalménak, ill. szervesanyag-tartalméanak stabilizotépos
osszetétele kapcsolatban all a fotoszintézis tipusaval (°C, **C, *C/*C arany),
ill. a foldrajzi elhelyezkedéssel. Az izotépok ardnya csak akkor bizonyit erejd,
ha a levont kovetkeztetést mas vizsgalatokkal is meg lehet erdsiteni. Az oxigén
és a hidrogén izotépok aranyat fel lehet hasznalni arra, hogy eldontsiik, eredeti
gytimolcslérdl van-e sz, vagy pedig a gyiimolcslevet stiritménybdl, a helyi ivo-
vizzel torténd higitassal allitottak eld. Ilyenkor vizsgéljuk a deutériumot (D) és a
18-as oxigén izotépot (*0), mert az eredeti gyiimoélcslé a nehezebb izotépokban
disabb, mint a helyi, higitasra hasznalt viz. A megktlonboztetés alapja az a tény,
hogy a gyiimolcs leve a nehezebb izotépokban feldisul, mert a n6vény a paro-
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logtatas sordan a konnyebb izot6p-Gsszetételli vizet nagyobb mértékben tavolitja
el a szervezetébdl, mint a nehezebbet. Ezt a jelenséget parolgédsi hatdsnak hivjak.
Ha cukrot tesznek a narancslébe, megvaltozik annak *C/**C aranya, amelynek
alapjan a hozzédadott cukor mennyisége meghatarozhaté.

A mesterséges, hozzaadott L-aszkorbinsav kimutatasara is lehet6ség van
a stabil izotépok alapjan. Az aszkorbinsavat (amely mesterségesen elééllitva
ugyanolyan j6, ugyantgy hasznosul a szervezetben, mintha a novény maga alli-
totta volna el6) a C4-es asszimilaciét folytaté kukorica éltal 1étrehozott keményi-
tébdl allitjdk els, melyben a C/**C ardny 10-14%o kériil van, mig ez az érték a
természetes, gytimolcs eredet(i aszkorbinsav esetében 19-23%o kéz6tt mozog. Ha
tehat az aszkorbinsavat pl. kromatografias eljaréssal el tudjuk valasztani az élel-
miszer t6bbi komponensétél, és meg tudjuk hatdrozni a jelzett izotéparanyokat,
a C-vitaminnal torténé kiegészités és annak mennyisége deklaralhat6.

A stabil izot6pos médszer a bor vizezésének kimutatasara is alkalmazhaté,
ugyanis a mustban lényegesen nagyobb a '*O koncentracidja, mint a talajvizben,
és értéke nem valtozik az erjedés soran. A moédszer alkalmazasa soran minden
borvidéken, féldrajzi helyen meghatarozzédk minden évjarat '*O-tartalmat, a ta-
lajviz '®O-tartalmat, mely adatok segitségével, szdmitogépes adatbazis alkalma-
zasaval, a bor vizezettsége kimutathatd, a vizezés mennyisége meghatarozhaté.
A helyzetet bonyolitja, hogy a bor "*O-tartalma a sziiret id6tartamatdl is fiigghet,
mert a késébb sziiretelt sz616bél késziilt bor *O-koncentracidja nagyobb a koran
szlireteltétdl (de itt is vannak kivételek), ezért ezt a mdodszert nagy kortiltekintés-
sel kell alkalmazni.

Mivel az alkohol a borban 1é6v$ cukorbdl keletkezik, ezért a must cukrabdél
keletkez6 alkohol és a maradék cukor ’C/*C ardnyanak meg kell egyeznie. Ha
cukrot vagy maés teriiletrél szarmaz6 mustot tesznek a borba, akkor a keletkezé
alkohol izotéparanya eltérhet az eredeti alkohol izotéparanyatél. Ha a borban
1év6 alkohol **C-értéke eléri vagy meghaladja a 23%o-et, akkor a bort nem must
eredetl cukorral hamisitottak. Az elmult években pl. j6 minéségul, olcsd, Dél-
Eurépabdl szarmazoé borokkal hamisitottak a német borokat, melynek tényét a
stabilizotépos médszerekkel fel lehetett tarni.

Az almaecetet is hamisitjdk mesterségesen elGallitott, olcs6 ecetsav hozza-
adasaval. Ha az ecetsavat a kukoricakeményité fermentaciéjaval allitjdk el6 (C4
tipust fotoszintézist folytat), akkor a °C értékébdl a hamisitést ki lehet mutatni.
Ha C3-as novény a hamisitas alapja (gabonakeményitd, répa, burgonya), akkor
ezen az alapon a hamisitis ténye nem &llapithat6 meg, ekkor viszont elé lehet
venni a deutérium mennyiségét, mely a tomény ecetsav higité vizében kisebb,
mint az eredeti almaecetében, és ennek alapjan a hamisitas ténye kimutathaté.
A pontos eredmények kialakitasdhoz szamitégépes adatbazisra van sziikség.

A tej és a tojas szarmazasi helyét is meg lehet hatdrozni a stabil **O izot6-
pok alkalmazasaval, ugyanis ezekben a termékekben az izot6pok mennyisége és
ardnya a helyi talajviz mintézatat koveti, tehat a talajviz és a termék "°O izotép
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aranyanak segitségével a szarmazasi helyrél kaphaték informéaciék. A stabil
nitrogén (°N) és szénizotépok (*°C) segitségével a kokain és a heroin szarmazési
helye is beazonosithat6, mely médszerekkel sikeriilt bizonyitani, hogy a kokain
Boliviabél vagy Kolumbiabdl szarmazik. Ugyancsak jol alkalmazhat6 modszert
dolgoztak ki az ementali sajt szarmazasi helyének meghatarozasara a '°C, a *H,
a N és a ¥Sr stabil izotépok alapjan. E médszerrel nagy biztonséaggal el tudtdk
kiiloniteni egymastél az allgaui, a bretagne-i, a szavolyai, a finn és a svéjci emen-
tali sajtokat.
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Abstract

This Analytical Chemistry for Food Engineers book was written for the students of
the Faculty of Miercurea Ciuc of Sapientia Hungarian University of Transylvania
(Cluj-Napoca). We hope that this book will be used also by the students of the
prospective branch for foodstuff and environmental engineering, and even maybe
this will provide help also for the students of the new branches during their
studies. In writing of this book, we had to have regard to the traditions of the
faculty, that is, the analytical methods contained in this book are associated with
the materials taught in the framework of other subjects. Thus, our intention was
to write a book that students could use during the practical teaching of several
subjects.

The book starts with a brief qualitative chemical analysis followed by classical
quantitative chemical analysis, discussed in more length. In these chapters,
students can gain knowledge on the course of the qualitative and quantitative
analysis, acid-alkalimetry, the oxidation reduction as well as the precipitation
titration methods, and, finally, on determinations based on the formation of
complex compounds. The authors then describe the theoretical foundations of
ultraviolet-visible absorption spectrophotometry and the separation methods,
the theoretical basis of chromatography, electrophoresis and isoelectric focusing,
which are extremely important in the analysis of foodstuffs.

Following these chapters, the methods developed for the determination of
the main foodstuff components are dealt with. At the beginning of this part, after
determination of the moisture contents, determination of mineral components
and different spectroscopic methods are discussed. Afterwards, determination
of the nitrogen-containing substances, more closely, determination of the protein
contents, protein fractions, and amino acid composition of proteins are treated.
We place emphasis on the most expensive foodstuff component, the proteins,
and we try to discuss every method that is suitable for protein quality evaluation.
Subsequent to the determination of fat contents and fatty acid composition,
examination of crude fibre and fibre fractions is treated. Among the nitrogen-
free extractable substances, we determine the sugars and starch and examine
the properties of various sugar-containing preparations as well. We devote
special attention to the determination of provitamins and vitamins as well as
to mycotoxins. As a closing compilation, at the end of most chapters, there are
sections of Selected Chapters, in which specific foodstuff analytical methods are
discussed.

During the course of writing the book, we tried to compile the chapters in
such a way that the students have the possibility also to carry out the discussed
examinations based on the instruments of the Department of Foodstuff Science.
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We tried to build the individual chapters upon each other so that the students
can get advance from the simpler examinations to the more complicated ones,
obtaining knowledge on the most important steps of the foodstuff analysis.

Finally, we wish to gratefully thank our reviewer, Professor Béla Kovacs,
PhD, and chemical technician Judit Stanics for the conscientious typing and
constructing of the chemical formulae. Any errors that still may be found in this
book are exclusively due to the authors. Readers of this book are kindly requested
to draw attention to these errors.



Rezumat

Cartea ,,Chimia analitica pentru ingineri de produse alimentare” a fost concepu-
ta pentru studentii Facultatii de Stiinte Economice, Socio-Umane si Ingineresti
din Campusul din Miercurea Ciuc al Universitatii Sapientia din Cluj-Napoca.
Speram ca aceasta carte va fi utila viitorilor studenti ai specializarilor Ingineria
produselor alimentare, Ingineria genetica, Inginerie si management in alimentatie
publica si agroturism, Biotehnologii sustenabile, cat si pentru noile specializari
ce vor functiona in viitor. In redactarea acestei carti am luat in considerare tradi-
tiile acestei facultati, curricula specializarilor mentionate, urmarind ca metodele
analitice tratate sa fie asociate cu subiectele predate la disciplinele cu caracter
teoretic si tehnologic. La structurarea materialului am avut in vedere furnizarea
informatiilor practice folositoarea studentilor in activitatea lor curenta si in ceea
de cercetare studenteascd, dar si intentia de a ajuta absolventii in viitoarea pro-
fesie de inginer in domeniul alimentar.

Dupa o scurtd prezentare a chimiei analitice calitative, materialul redactat
contine aspectele teoretice si practice ale chimie analitice cantitative clasice. in
aceste capitole studentii pot capata cunostinte despre analize calitative si canti-
tative, bazate pe reactii de neutralizare, oxida-reducere, cit si despre titrare cu
formare de precipitat, in final fiind prezentate determinari pe baza formarii com-
plecsilor. In continuare sunt prezentate metodele spectrofotometriei de absorbtie
in UV-VIS si cele bazate pe separare. Dintre acestea din urma autorii prezinta
bazele teoretice si tehnicile cromatografiei, electroforezei si focusarea izoelectrica
considerate ca fiind cele mai importante in analiza alimentelor.

Dupa acestea urmeaza prezentarea metodelor elaborate pentru determina-
rea principalelor componente din alimente. In prima parte, dupa determinarea
continutului de umiditate, studentii se pot familiariza cu metodele de analiza a
componentilor minerali si cu diferitele metode spectrofotometrice. in continu-
are sunt prezentate metodele de determinare a componentilor cu continut de
azot, mai precis analiza proteinelor, a fractiilor de proteine gi a compozitia de
aminoacizi a proteinelor. Ne ocupam mai amanuntit cu componentele cele mai
valoroase ale alimentelor respectiv cu proteinele si incercam sa descriem toate
metodele posibile pentru evaluarea calitatii acestora. Dupa metodele de determi-
nare a continutului de grasimi i de acizi gragi a acestora, sunt discutate moda-
litatile de investigare a continutului de fibre crude si ale fractiunilor acestora.
Dintre substantele extractibile fara continut de azot sunt prezentate determinarile
zaharurilor si ale amidonului si sunt descrise metodele de investigate ale propri-
etatilor catorva preparate zaharoase. Determinarea provitaminelor, vitaminelor gi
a micotoxinelor ocupa un loc specilal dn aceasta carte. La finalul celor mai multe
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capitole se gasesc asa numite capitole selectate, in care sunt prezentate metodele
analitice specifice alimentelor.

In redactarea cartii ne-am straduit sa structuram astfel materialul informatic
incat pe 14nga cunoagterea metodelor analitice studentii sa aiba posibilitatea, ca
folosind aparatura din laboratoarele departamentului de Stiinta alimentard, sa
parcurga si analizele concrete. Capitolele cartii sunt structurate astfel incét ele
sd ofere studentului un parcurs lin, de la simplu la complex, al invatarii princi-
palelor metode de analiza a alimentelor.

in cele din urma, am dori sa ne exprimdm multumirile noastre lectorului car-
tii, profesorului Béla KOVACS, si tehnoredactorului, tehnician Judit STANICS,
pentru munca sa minutioasa si editarea formulelor din carte. Erorile ramase sunt
doar ,meritele” autorilor. Rugam studentii sa binevoiasca a ne atrage atentia asu-
pra acestor greseli.



A KOTET SZERZOI

Dr. Albert Csilla gyégyszerész, 2001-ben végzett a Marosvasarhelyi Orvosi és
Gyogyszerészeti Egyetemen. Kétéves gydgyszerészi munka utdn, 2003 végén
kezdett el dolgozni a Sapientia Erdélyi Magyar Tudomanyegyetem Csikszeredai
Campusan gyakornokként. A Kaposvari Egyetem Doktori Iskolajaban szerzett
PhD-fokozatot. Jelenleg adjunktus, mas egyéb oktatémunkaja mellett mtiszeres
analitikabdl el6adast és gyakorlatokat tart kornyezet- és élelmiszermérnok hall-
gatéknak. Kutatémunkajat a fehérje- és aminosav-analitika tertiletén fejti ki; az
utébbi idében pedig a D- és L-aminosavak szétvalasztidsaval és meghatarozésaval
foglalkozik.

Dr. Csapé Janos az MTA doktora, egyetemi tanar, okleveles vegyész, tobb mint 45
éve foglalkozik élelmiszerek fehérjetartalmanak, aminosav-Gsszetételének, tjab-
ban D-aminosav-0sszetételének meghatarozasaval, a fehérje biologiai értékének
mérésével. A vezetésével kidolgozott Gj analitikai-kémiai médszereket tobb élel-
miszer- és takarméanyanalitikai laboratériumban alkalmazzék. Tudoméanyos mun-
kajat is nagyrészt ezen a teriileten fejtette ki. T6bb mint 50 tankonyv és egyetemi
jegyzet, mintegy 400 magyar és idegen nyelvii szakcikk szerzéje, és kozel 500
el6adast tartott hazai és nemzetkozi tudoményos konferencidkon. A gradualis
és posztgradudlis, valamint a doktori képzésben magyarul és angolul oktatja a
biokémia, az élelmiszer-kémia, a mez6gazdasagi kémia, a tej és tejtermékek a
taplalkozéasban, az élelmiszer- és takarmanyfehérjék mindsitése, a funkcionalis
élelmiszerek és az élelmiszer-hamisitas, PhD-hallgatéknak pedig az allatitermék-
eléallitds biokémiaja, az élelmiszerkémia, a modern médszerek az élelmiszerana-
litikaban és az élelmiszer- és takarmanyanalitika targyakat.

Kiss Déra PhD-hallgatd, 2015-ben végzett a Debreceni Egyetem Természettudo-
manyi Karan mint vegyészmérnok. Ezt kovetden, 2017-ben a Debreceni Egyetem
Mezbgazdasag-, Elelmiszertudomanyi és Kérnyezetgazdalkodasi Karan diplomat
szerzett mint élelmiszer-biztonsagi és -mindéségi mérnok. 2018-t6l a Debreceni
Egyetem Allattenyésztési Tudomanyok Doktori Iskola PhD-hallgatéja. Jelenleg a
Takarméanyok fehérjetartalmanak és aminosav-Gsszetételének meghatéarozasa fo-
tometrids modszerekkel témaban kutat.






Az elemek rendszama, vegyjele és atomtomege

Elem Vegyjel Rendszam Atomtomeg
Aktinium Ac 89 (277)
Aluminium Al 13 26,9815
Americium Am 95 (243)
Antimon Sb 51 121,45
Arany Au 79 196,9665
Argon Ar 18 39,948
Arzén As 33 74,9216
Asztacium At 85 (210)
Barium Ba 56 137,34
Berillium Be 4 9,01218
Berkélium Bk 97 (249)
Bizmut Bi 83 208,9806
Bér B 5 10,81
Brom Br 35 79,904
Cérium Ce 58 140,12
Cézium Cs 55 132,9055
Cink /n 30 65,37
Cirkénium Zr 40 91,22
Diszprézium Dy 66 162,50
Einsteinium Es 99 (254)
Erbium Er 68 167,26
Eurépium Eu 63 151,96
Eziist Ag 47 107,868
Fermium Fm 100 (253)
Fluor F 9 18,9984
Foszfor P 15 30,9738
Francium Fr 87 (223)
Gadolinium Gd 64 157,25
Gallium Ga 31 69,72
Germéanium Ge 32 72,59
Hafnium Hf 72 178,49
Hélium He 2 4,00260
Hidrogén H 1,0080
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Elem Vegyjel Rendszdm Atomtomeg
Higany Hg 80 200,59
Holmium Ho 67 164,9303
Indium In 49 114,82
Iridium Ir 77 192,22
Ttterbium Yb 70 173,04
Ittrium Y 39 88,9059
Jod I 53 126,9045
Kadmium Cd 48 112,40
Kalcium Ca 20 40,08
Kalifornium cf 98 (251)
Kélium K 19 39,102
Kén S 16 32,06
Klér Cl 17 35,453
Kobalt Co 27 58,9332
Kripton Kr 36 83,80
Kréom Cr 24 51,996
Kérium Cm 96 (247)
Lantan La 57 138,9055
Laurencium Lr 103 (257)
Litium Li 3 6,941
Lutécium Lu 71 174,97
Magnézium Mg 12 24,305
Mangén Mn 25 54,9380
Mendelévium Md 101 (256)
Molibdén Mo 42 95,94
Natrium Na 11 22,9898
Neodimium Nd 60 144,24
Neon Ne 10 20,179
Neptinium Np 93 (237,0482)
Nikkel Ni 28 58,71
Niébium Nb 41 92,9064
Nitrogén N 7 14,0067
Nobélium No 102 (254)
Olom Pb 82 207,2

On Sn 50 118,69
Oxigén (0] 8 15,9994
Ozmium Os 76 190,2
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Elem Vegyjel Rendszam Atomtomeg
Pallddium Pd 46 106,4
Platina Pt 78 195,09
Pluténium Pu 94 (242)
Polénium Po 84 (210)
Prazeodimium Pr 59 140,9077
Prométium Pm 61 (145)
Protaktinium Pa 91 231,0359
Réadium Ra 88 (226,0254)
Radon Rn 86 (222)
Rénium Re 75 186,2
Réz Cu 29 63,546
Roédium Rh 45 102,9055
Rubidium Rb 37 85,4678
Ruténium Ru 44 101,07
Stroncium Sr 38 87,62
Szamarium Sm 62 150,4
Szelén Se 34 78,96
Szén C 6 12,011
Szilicium Si 14 28,086
Szkandium Sc 21 44,9559
Tallium Tl 81 204,37
Tantal Ta 73 180,9479
Technécium Tc 43 (98,9062)
Tellar Te 52 127,60
Terbium Tb 65 158,9254
Titan Ti 22 47,90
Térium Th 90 232,0381
Talium Tm 69 168,9342
Uran 8] 92 238,029
Vanadium \Y% 23 50,9414
Vas Fe 26 55,847
Volfrdm w 74 183,85

Xenon Xe 54 131,30
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