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SITRONSYRE I ORGANISK MATERIALE

Innledning

Sitronsyre (2-hydroksy-1,2,3-propantrikarboksylsyre) er
tillatt i en rekke matvarer og anvendes som antioksydant og
antioksydantforsterker i fett og oljer, og som syreregulator

for konserveringsmidler i1 fiske- og skalldyrprodukter.

Prinsipp

Sitronsyre oksyderes og bromeres til pentabromaceton,
som gir gul farge med tiourinstoff-lgsning. Fargemdling

foretas i spektrofotometer ved 445 nm.

" Reagénser
1. H2804, 9 N. 4
2.  Sitronsyre standardlgsning: 200 mg vannfri sitronsyre
1¢gses i .20 ml 9 N H,SO, og fortynnes til 200 ml med
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destillert vann. Lg¢sningen inneholder 1000 ug sitron-

syre/ml. Lagres i kjgleskap.

3. Sitronsyre arbeidslgsning: 10 ml sitronsyre standard-
lpsning fortynnes til 100 ml med destillert vann. Lgs-
ningen inneholder 100 ug sitronsyre/ml.

4. KMnO4—NaBr—l¢sning: 5,0 g KMnO4 lgses i 85 ml kokt,
avkjglt vann. Deretter lgses 5,0 g NaBr i blandingen
under r¢ring. Det fortynnes til 100 ml med destillert
vann. Lg¢sningen er stabil noen uker pd mgrk, lufttett
flaske.

5. Trikloreddiksyre (TCA), 15% (w/v).

6.' HZSO4—HP03-l¢sning: 5,0 g HPO, 1lgses 1 50 ml 9 N HZSO4.
Stabil. '

HZDE’ 3%—-ig.

8. Tiourinstoff-lgsning: 2,0 g NaBO2 lgses i 100 ml 4%-ig
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(w/v) tiourinstoff-lgsning. Stabil.
9. n-Heptan p.a.
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Utstyr

a. Vortex-mixer.

b. Sentrifugeglass, Sovirel 10 og 20 ml med skrukapsel og
teflonpakning.

Spektrofotometer med 1 cm kyvetter.

Pipetter.

Pasteur-pipetter.

Avtrekksskap for arbeid med bromgass.
Maleflasker.

Bamix-handmixer.

Vannbad.

Reagensglass 200 x 30 mm.
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Utfgrelse
QOpparbeidelse av trikloreddiksyreekstrakt. 10 g oppmalt

prgve (= farse) homogeniseres med 100 ml 15%-ig trikloreddik-
syre. Blandingen filtreres gjennom foldefilter, og sitronsyre
bestemmes i ekstraktet, som kan oppbevares i kjgleskap
1 uke.

Opparbeidelse av fett og oljer. 20 g fett (olje) plas-

seres 1 reagensglass. 20 ml destillert vann tilsettes, og
rgret settes i vannbad ved ca. 40°c. Luft ledes gjenncm vecd:
hjelp av Pasteur-pipette, og lufthastigheten reguleres slik
at en far god blanding av fett og vann. I lgpet av 2 timer
vil sitronsyren ekstraheres over i vannfasen. Fettet fjernes,
0g sitronsyren bestemmes 1 vannfasen.

Pentabrom—-aceton dannelse. Avhengig av prgvenes sitron-

syreinnhold, pipetteres 1-5 ml trikloreddiksyreekstrakt
eller vannekstrakt over i 20 ml sentrifugeglass. Volumet
justeres til 5 ml med destillert vann. 1 ml H2804—HP03—
lgsning tilsettes, og sentrifugeglassene plasseres i isbad i
avtrekksskap. Under rolig omrystning tilsettes 2,0 ml KMnO4—
NaBr-lgsning. Sentrifugeglassene blir stdende i isbad i
10 min., deretter tilsettes 3%-ig H202 drépevis ved hjelp av
byrette. Nar lgsningen er gulbrun, avventes 2-3 min. for &
se om endepunktet er nddd. Deretter tilsettes H,0, forsiktig
inntil lgsningen blir fargelgs.

Prgven tilsettes 3 ml n-heptan, og kapslene skrus pa.
Sentrifugeglassene rystes kraftig 1 min. pd Vortex-mixer for

a4 ekstrahere pentabromaceton over i heptanfasen.
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Fargeutvikling. Til 10 ml sentrifugeglass overfgres

fprst 5 ml tiourinstoff-1l¢sning og deretter 1,0 ml heptan-
fase. Blandingen rystes 1 min. pd Vortex-mixer. Ved hjelp av
Pasteur-pipette overfgres den gule vannfasen til glass-
kyvette, og absorbansen mdles 1 spektrofotometer ved 445 nm
mot blindprgve av destillert vann, opparbeidet som angitt
for standard sitronsyre-prgver.

Standardkurve. Henholdsvis 1-2-3-4 og 5 ml sitronsyre

arbeidslgsning overfgres til 20 ml sentrifugeglass, og
volumet justeres til 5 ml med vann. Den videre prosedyren er
som angitt foran med tilsetning av HZSO4—HP03—reagens,
kj¢ling, osv. Konsentrasjonene i ug sitronsyre/5 ml tiourin-
stoff-1gsning (x-akse) tegnes av mot de respektive absorban-

sene (y-~akse).

Beregning
mg sitronsyre _ MA ) f1 ' der
100 g pre¢ve -W . f2 -

MA = Mengde sitronsyre i ug/5 ml tiourinstoff-lgsning som
avleses pd standardkurve.

W = Innveid mengde prgve, g.

f1 = T%%% = Omregningsfaktor fra ug/g til mg/100g.

fé (for farse) = L m13TCA;§gstrakt = Portynningsfaktor
(faktoren forutsetter at 10 g prgve inneholder 8 ml
vann) .

£, (for fett og oljer) = 1 . ml vannekstrakt

2 3 . 20
Merknad

Ved analyse vil naturlig forekommende sitronsyre i

fisk~ og skalldyrprodukter gi resultater opp til ca. 20 mg/100g.
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