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Verifikdcia mikrometédy na stanovenie jodového &isla

STEFAN SCHMIDT — VACLAV KOMAN

Stuhrn. V prici sa porovnala HanuSova metdda na stanovenie jodového éisla,
tukov a olejov s mikrometédou podla Yasudu. Pomocou regresnej analyzy a ko-
rela¢ného koefi cientu sa zistila velmi dobrd zhoda oboch metdd, s korelaénym
koeficientom » = 0,99. Verifikovand mikrometdda umoznuje stanovit jodové ¢islo i
s obmedzenym mnozstvom vzorky, navyse pri zna¢ne skratenom celkovom ¢ase
analyzy a pri tspore chemikalif.

Napriek novym metddam instrumentilnej analyzy nachdadzaji chemické
metddy pre svoju spolahlivost a malé niroky na pristrojové vybavenie stéle
uplatnenie pri beznej kontrole vyroby, ba nadalej sa vyuzivaji i v oblasti zi-
kladného a aplikovaného vyskumu.

Metéda stanovenia jodového éisla je nesporne jednou z najdolezitejsich kla-
sickych chemickych metéd pouzivanych pri analyze lipidov a zarovei najroz-
Sirenej$im meradlom stupna nenasytenosti mastnych kyselin a ich derivatov.

Stanovenie obsahu nenasytenych viézieb v lipidoch a pribuznych organickych
zléenindch sa u nds i v zahranicéi pokladd za najznimejsi vysledok &innosti
deskoslovenského chemika akademika Hanusa. Hoci metddu publikoval uz
pred osemdesiatimi rokmi, zaiste i nadalej bude patrit k najbeznejsim postu-
pom analyzy lipidov, ¢i uz v oblasti teoretického vyskumu alebo pri kontrole
jednotlivych technologickych stuptiov vyroby jedlych a technickych tukov.

Podrobny a velmi informativny prehlad postupov stanovenia jédového
¢isla poskytol vo svojej praci Pokorny [1]. Okrem zikladnych postupov podla
Hiibla, Wijsa a Hanusa uviedol metédy zaloZené na adicii halogénanov,
bromaéné metddy, metédy stanovenia vo vodnom prostredi, metédy s pri-
davkom ortutnatych soli ako katalyzatora, mikrometédy a analyzu Specidlnych
typov lipidov, ked bezné metdody stanovenia jédového ¢isla zlyhavaja.

Uz dlh&i ¢as mozno pozorovat rozvoj analytickych metdd v mikromeradle,
¢o suvisi predovietkym so zavedenim novych pristrojov, ktoré zodpovedaji
suasnym vedecko-technickym poznatkom. Tieto umoziuji posudzovat i tie
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pripady, ked je k dispozicii iba obmedzené mnozstvo vzorky. Najmé vseobecné
rozsirenie chromatografie a jej aplikdcia v biochémii sa nevyhnutne opiera
o spolahlivi analyzu frakeii v mikrohladinovych mnozstvéach.

Takmer vietky modifikacie stanovenia jédového éisla boli upravené aj ako
mikrometédy, ¢i uz instrumentalne alebo chemické. Z mnohych napr. mozno
uréit mnozstvo nespotrebovaného brému polarograficky [2], velmi citlivé st
radiometrické metody — na adiciu sa pouziva izotop 1311 [3, 4]. Koman urcil
jodové &islo z plynovochromatografického zaznamu metylesterov mastnych
kyselin pomocou kombinovanych nomogramov [5, G]alebo vypoctového prog-
ramu |7], v pripade ktorého okrem jodového ¢isla mozno vyjadrit aj vietky
teoreticky a priemyselne vyznamné fyzikalnochemické hodnoty triacylglycero-
lov. Rosenmundova—Kuhnennova [8] metdéda patri k bromaénym metddam.
Clinidlom je v tomto pripade dibrémpyridinsulfat, ktory sa pripravi jednoducho
zmiesanim brému, pyridinu a kyseliny sirovej v prostredi kyseliny octove;j.
Metédu uvedenych autorov modifikoval na mikroverziu Yasuda [9] a pévodni
Yasudovu mikrometédu neskér mierne upravil Kates [10].

Cielom prispevku je informovat o moZznosti nahradit klasicki metddu
stanovenia joédového cisla podla Hanusa Yasudovou mikrometédou najmé
v tych pripadoch, ked popri malom mnozstve vzorky stredobodom ziujmu
je celkovy ¢as analyzy, jednoduchost, pripadne i dspora chemikalif.

Experimentalna ¢ast

V experimentalnej casti sme pouzili vzorky rastlinnych a zivocisnych tukov,
odobranych z n. p. Palma, Bratislava alebo extrahovanych v laboratérnych
podmienkach. Jédové &islo (dalej JC) tukov a olejov sme stanovili podla
platnej CSN [11] a porovnali s vysledkami ziskanymi mikrometédou uvedenou
v literature [10]. Stanovenie je vhodné pre lipidy alebo mastné kyseliny.

Postup: v 50 ml kénickej banke so zabrusom sa k 5 ml lipidického roztoku
v chloroforme obsahujicom 2—5 mg lipidov (pripadne priamo navazenych na
mikrovahe) pridd 5 ml roztoku dibrémpyridinsulfatu. Po zamiesani sa zmes
neché pri laboratérnej teplote 15 min v tme. Potom sa prida 0,5 ml 10-percent-
ného roztoku jodidu draselného, 0,5 ml destilovanej vody a niekolko kvapiek
jednopercentného skrobového roztoku v 13-percentnom roztoku KCl. Uvolneny
jod sa titruje Standardizovanym 0,02 M NagS:03. Za rovnakych podmienok
sa robi slepy pokus.

Priprava dibrémpyridinsulfatu: tzv. Damsovo c¢inidlo sa pripravi zmieSanim
roztoku pyridinu (2 g) v ladovej kyseline octovej (5 ml) so zmesou konc.
kyselina sirovd (2,56 g) a ladova kyselina octova (5 ml). Po vychladnuti sa
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k roztoku pridaji 2 g brému a roztok sa doplni na 500 ml ladovou kyselinou
octovou.
Vypocet:

¢

JC = (f—j [{ »l’gz (¢ I» na 100 g tuku),
kde @ je spotreba v ml na slepy pokus, b je spotreba v ml na vzorku a ¢ je hmot-
nost lipidov v g. Vsetky pouzité chemikalie boli ¢istoty p. a.

Statistické hodnotenie: pri Statistickom hodnoteni oboch metéd sme pouzili
regresntt analyzu a korelaény koeficient [12]. Koeficienty oboch regresnych
rovnic xa = as + bavy a xp = ap + bpra sa urdéili podla vztahov:

| . . 1
ap = / (SJ}B — bBSJ;A), a\ = "k"- (S.)."\ —— [)ASJJB),
(S.IZA) 8 (SxB) — kS.’L’A.):B
bB == B

(Sza)2 — ES24
b o (S:ZA) . (SxB) = ]CS;(,‘ACC];
S T
kde k je potet vzoriek, Sx s, Swy sucet hodnot saborov (wa, ap), 824, S2p sicet
stvorcov hodndt ¢lenov stiborov (x4, wp) a 82y, Sty kvadrat suétov hodnot
¢lenov stiborov (ra, n).

Na vypocet korelaéného koeficientu sme pouzili vztah » = ]/(babg), pricom
vo vsetkych pripadoch A oznacuje HanuSov postup a B Yasudovu mikro-
metédu. Kazdy druh oleja alebo tuku sme analyzovali obidvoma metédami
6-krat. Zhodnost vysledkov obidvoch metdd sa posudila grafickou Youdenovou
metodou, ktord sa zakladd na vyndSani vysledkov x4 a proti xp v pravouhlych
stiradniciach. Interval spolahlivosti sme vypocitali z rozpatia R podla Deana
a Dixona: Ly,» = & |- KuR, kde hodnoty koeficientu A, pre dané n a zvolent
hladinu vyznamnosti 0,95 st tabelované. Smerodajni odchylku s a relativnu
smerodajni odchylku s, sme vyjadrili podla zndmych vztahov [12].

Vysledky a diskusia

Podla podmienok uvedenych v experimentalnej ¢asti sme JC stanovili
Hanusovou metédou (A) a Yasudovou mikromodifikiciou (B) Rosenmun-
dovho—Kuhnennovho postupu. Vysledky analyz i zakladné statistické vyhod-
notenia uvadza tabulka 1. Priemerna hodnota rozpitia pre postup A (Hanus)
je 0,93 a pre postup B (Yasuda) 2,43, relativna smerodajnd odchylka 0,48
versus 1,36 9%,. To poukazuje na to, Ze v pripade Yasudovej mikrometédy sa
pre opakované stanovenia da logicky ocakavat vicsi rozptyl vysledkov okolo
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Tabulka 1. Statistické zhodnotenie stanovenia JC Hanusovou metdédou a Yasudovou
mikrometédou
Table 1. The regression line of iodine values obtained by the Hanus and Yasuda methods

| Jodové cislo® i R s Se
Vzorka™ | |~ 7 1

| A \ B A | B | A B | A B
Sineé¢nicovy olej3) !]3‘»2,74 4 0,51{129,14 -+ 2,24/ 1,27 5,60| 0,47 | 2,26 0,35 | 1,75
Repkovy olej4) [ 96,90 £ 0,46] 96,36 - 1,73 1,14 | 4,32 0,39 | 2,23 | 0,40 | 2,31
Ricinovy olej(®) | 87,51 -+ 0,19 87,08 - 0 04710 0,170 0,190
Orechovy olej®) 144,96 - 0.39]]46,8:; -+ 0,03/ 0,97 10,06 | 0,32 ]0,020,22 0,02
Mandlovy olej(® | 94,48 1 0,18 93,15 - 0 0.451{0 10,1610 0,170
Makovy olej(s) 133,15 - 0,34]131,92 1,77 0.86 | 4,43 10,322,421 0,24 | 1,84
Palmovy tuk sur.(?) 53,40 - 0,40 54,40 - 2,58 1,01 | 6,44 | 0,47 | 2,14 | 0,87 | 3,93 |
Palmovy tulk raf.(10) 48,78 - 0,54 49,91 - 0,86, 1.35| 1,69 0,51 | 0,86 | 1,04 | 1,72 |
Bravéova mast(1l) | 61,76 4 0,42) 63,01 -+ (),h: 1.04 10,32 10,40 | 0,16 | 0,66 | 0,25
Hovidzi 1oj(12) | 42,47 + 0,29 40,40 - 0,57/ 0,73 (1,42 0,30 | 0,71 0,70! 1,75
| e | ; | 1

A — Hanusova metoda,(13) B — Yasudova metdda,(14) R — rozpitie,(15) s — smerodaj-
nd odehylka,(16) s, — relativna smerodajnd odchylka (9%,).(17)

(WSample; 2lodine value; G)Sunflower oil; (DRape oil; B)Castor oil; (ONut oil; D Almond
oil; 8)Poppy oil; D Raw palm fat. (10Refined palm fat; (11)Lard; (12 Tallow (bovine);
(13)A — Hanu$ method; 14B — Yasuda method; 13)2 — span; (16)s — standard deviation;
(175, — relative standard deviation (9).

streduej hodnoty. Samozrejme, pri pouziti mikrometody treba mat urdita prax
na dosiahnutie uspokojivej reprodukovatelnosti.

Obréazok 1 ilustruje zhodnost vysledkov obidvoch metdéd pomoecou graficke]
Youdenovej metédy. Ziskala sa mnozina bodov rovnomerne a velmi tesne
rozlozend okolo priamky prechidzajicej zaciatkom a so smernicou b = 1.

Zistovanie spolahlivosti mikrometédy porovnanim s klasickou metddou
vychadzalo z regresnej zdvislosti obidvoch metdd. Regresné rovnice nadobudli
tvar:

ra = —0,3649 4 1,0085 a3,
0,5403 - 0,9896 .

£fp =

Porovnanie ap s a, informuje, ze metdéda B je proti metdde A zatazend
nepatrnou kladnou stistavnou chybou, nie vSak v zmysle statisticky vyznam-
ného rozdielu. Podiel bp/ba # 1 predpokladd proporciondinu ststavnt chybu,
aviak z hodnoty korela¢ného koeficientu r = 0,29 vyplyva zanedbatelns
velkost ndhodnych chyb.

7Z podrobného Statistického zhodnotenia obidvoch metéd mozno konstatovat
vhodnost pouzitia Yasudovej metddy, ktord vysledkami tesne sleduje Hanufov
postup. Jej vyhody v porovnani s klasickou metddou su tieto:

— zhruba dvojndsobne kratsi cas celkovej analyzy,

— pouzitie velmi malych mnozstiev vzoriek (2—5 mg),

— znizend spotreba ¢inidiel, najmé ladovej kyseliny octovej.
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Dosiahnutie reprodukovatelnych vysledkov vyzaduje dodrzanie podmienok
metddy a celkove analyticky , cistejsi pristup ako pri klasickej Hanugovej
metode.
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Obr. 1. Regresnd priamka jédovych &isiel stanovenych podla Hanulove] a Yasudovej
metody.
Fig. 1. The regression line of iodine values obtained by the Hanu$ and Yasuda methods.

Za technicki pomoce pri vypracovani prispevku autori dakuja M. Bystrickej a V. Gr-
manovej.
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Bepudukanus MUKPOMETOAA /Jis OMpPeeIeHNsi MOAHOI0 YICAA

Pesrwome

B pabGoTe CPaBHMBACTCA METOJ JJIsS ONPEAENCHMUS MOJHOrO uucia XUpoB u macen Ia-
Hyma ¢ Mukpomerojgom 1o Yasuda. IIpym IOMOIIM DPETrPECCMOHHOrO aHamm3a 1 Ko3addu-
mMedTa Koppesusiun Obul0 OOHAPY’KEHO OUYEHb XOPOILEE COBHPafeHME 000MX METOJOB,
ko3 duiment Koppeasiun 7 = 0,99. BepuduInpPOBaHHbII MUKPOMETOJ I03BOJSET OIpE-
JICNATh MOJHOE YMCIO M 10 OTPAHMYEHHOMY KOJMYECTBY oOpasua, OpuuemM 3HAYMTEIBHO
coKpauaercs o6Iee BpemMsl aHami3a 1 9KOHOMATCS XMMMUECKUE PEAKTUBLL

A verification of the micromethod for iodine value determ ination
Summary

The Hanus method for iodine value determination of fats and oils was compared
with the Yasuda micromethod. By means of regression analysis and correlation coefficient
a very good agreement between the above methods was found, correlation coefficient
value 7 = 0.99. The verified micromethod enables to state the iodine value even in a re-
duced quantum of sample and at considerably shortened total time of analysis. It saves
chemicals, too.
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