602 CHEMICKE ZVESTI XIII, 10 — Bratislava 1959

PRISPEVOK K CHROMATOGRAFICKEMU STANOVENIU
MASTNYCH KYSELIN C,—C,, V MLIECNYCH VYROBKOCH
Z JEDNEHO NAVAZKU

VLADIMIR PALO

Katedra technickej mikrobioldgie a biochémie, Specializicia technoldgie mlieka a tukov
Slovenskej vysokej skoly technickej v Bratislave

Pri stddiu biochémie zrenia syrov robi stanovenie mastnych kyselin uréité
tazkosti. Stborny prehlad analytickych metéd stanovenia niz8ich mastnych
kyselin v mlieénych vyrobkoch podava W. Ritter [1]. Z metdd, ktoré uvidza,
najvyhodnejSia pre nas sa ukazala chromatografia. Pre stanovenie niZ8ich
mastnych kyselin prehajteich s vodnou parou sa zvolila stipcova chromatogra-
fia, lebo lepsie vyhovovala z hladiska kvantitativneho stanovenia nez papiero-
vé chromatografia. NizSie opisany sp6sob prihliada na to, aby sa odstranili
vietky straty vznikajiice izolaciou mastnych kyselin beznou extrakciou alebo
destildciou zo vzorky, dalej straty vznikajice samotnym chromatografickym
oddelovanim, ako aj rusivé vplyvy ostatnych zloZiek mlieéneho vyrobku.
Prehlad prac o stlpcovej a papierovej chromatografii niz$ich mastnych kyselin
podava W. J. Harper [2]. A. Kopecky [3] uvadza aj podrobny prehlad prac
o papierovej chromatografii vyssich mastnych kyselin publikovanych v posled-
nych rokoch. Vietky tieto prace si vhodné na oddelovanie mastnych kyselin
vopred vyizolovanych z mlieénych vyrobkov.

Mastné kyseliny neprchajice s vodnou parou sa stanovili papierovou chro-
matografiou. V dalSom struéne opiSeme sposob, podla ktorého sa mastné ky-
seliny C,—C,, stanovia z jedného navazku syra za pouzitia vhodnej kombi-
nacie stipcovej a papierovej chromatografie. Ide o aplikiciu niekolkych
chromatografickych metdd, ktoré sa preskidsali a upravili pre nase pracovné
podmienky. Pracovné postupy uZ zndmych metdéd nebudii detailne opisova-
né, ale podrobne budd uvedené zmeny a upravy, ktoré sme tspeSne pouzi-
vali pri svojej praci.

Experimentilna ¢ast

Priemernd vzorka vySetrovaného syra sa po odobrati jemne postrihala, pripadne
rozotrela a ihned pouZila pre rozbor.

Stanovenic mastnych kyselin Cy—Cs
Na oddelenie a kvantitativne stanovenie mastnych kyselin: octovej, propiénovej,
maslovej, pripadne valérovej sa za zédklad pouZili prace W. J. Harpera [2], W. Leh-
mana a K. Sahliho [4]. V obidvoch pripadoch ide o pufrovanu stipcovi chromato-
grafiu s pouZitim kyseliny kremiditej ako nosi¢a a chloroformu s n-butanolom ako mo-
bilnej fazy. Vyhodou tejto metédy je, Ze vzorka sa pred analyzou vObec neupravuje, ale
priamo sa déva do stipca ako &ast néplne.
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Jednotlivé 5 ml frakcie eludtu sa titrovali do jasnomodrého zafarbenia indikétora
brémtymolovej modrej 0,01 N alkoholickym roztokom KOH (0,4 % alkoholicky roztok
brémtymolovej modrej sa vopred zneutralizoval 0,01 N-KOH do zeleného odtiena).
S tspechom sa pouZila kyselina kremigitd, ktoru sme laboratérne pripravili podla H. J.
Nijkampa [5]. Na jej pripravu sa pouZilo beZné obchodné vodné sklo. Pripravena ky-
selina kremigité sa vysuSila pri 105 °C do kon$tantnej vaéhy a uschovévala sa v exsikéatore
nad koncentrovanou H,SO,. Frakcie mastnych kyselin vysSich neZ C, (pripadne Cj)
sa zachytdvali spoloéne. Vo viiéSine pripadov iflo o frakcie (1) aZz (45). So spoloénym
zachytéavanim frakeii sa prestalo aZ vtedy, ked sa s uréitostou zistilo, Ze zadala zo stfpca.
vytekat kyselina maslové. Oddelovanie sa uskutoéfiovalo pod tlakom N, na zariadeni
znazornenom na obr. 1. PouZila sa sklené kolénka dlhé 60 cm, s vnutornym priemerom
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Obr. 1. Zariadenie na chromatografické oddelovanie mastnych kyselin C,, C;, C, a C
vysSie pod tlakom N, s titraénou néddobkou, s privodom N, na premieSavanie roztoku
pri titracii a s odvodom stitrovaného roztoku do zbernej nadobky pomocou odsévania .

2 cm. VSetky cGasti aparatiry boli opatrené dokonale tesniacimi zdbrusmi a aparatira
bola upravend tak, aby zniesla pretlak 0,5 atm.

Druh jednotlivych oddelenych mastnych kyselin sa zistil z grafickej zavislosti spotreby
ml 0,01 ¥-KOH od poétu 5 ml frakeii. Zistilo sa, Ze pri presne vykonanej analyze sa jed-
notlivé mastné kyseliny vidy oddelia pri uréitom poéte 5 ml frakeii. Tieto hodnoty st
uvedené v tab. 1.

Tieto hodnoty len v ojedinelych pripadoch boli Siastone posunuté smerom hore
(2—5 frakeii). V niektorych pripadoch, najmi ak iSlo o nizke obsahy mastnych kyselin,
ked nebolo dost jasné, ktoré frakeia patri k jednej alebo k druhej kyseline, vykonalo sa
spresnenie spésobom, ktory spomenieme dalej. Kvantitativne vyhodnocovanie sa urobilo

zo stétu spotrieb 0,01 N-KOH, zodpovedajucich jednotlivym frakeciam tej-ktorej mast-
nej kyseliny.
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Stanovenie mastnych kyselin Co—C,qg

Mastné kyseliny vysSie ne% C,, ktoré sa pri opisanom spésobe zachytévali spolone,
zalkalizovali sa 0,01 N~ alkoholickym KOH. Mydl4 tychto vysSich mastnych kyselin
sa potom kvantitativne, po niekolkonésobnom premyti teplou vodou, preniesli do odde-
Tovacieho lievika a vodné vrstva mydiel sa oddelila a preniesla do odparovacej nddobky
lievikovitého tvaru, ktoré je znézornend na obr. 2.

Tabulka 1

Podet 5 ml frakeii potrebnych na oddelenie jednotlivych mastnych kyselin

Poradové &islo Mno#Zstvo ml rozpustadla
Mastné kyseliny frakeie potrebné na oddelenie |
od do mastnych kyselin '
C vyssie 5 !
(véitane C,) 1 =8 185 !
- |
c, 38 50 60 |
I
o
C, 50 79 145 i
e —— |

C, 79 120 ! 205

Obsah nadobky sa v prude teplého vzduchu (asi 50 °C) odparil takmer aZ do sucha.
Polas suSenia sa na povrchu néddobky prischnuté mydla splachovali tyéinkou a teplou
vodou tak dlho, pokial sa cely zvySok neodparoval v priehlbinke naddobky. Ked sa uZ
cely zvySok odparil do sucha, pridalo sa k nemu po ochladeni 0,1 g bezvodého KHSO,.
Uvolnené mastné kyseliny rozpustené v najmenSom mnoZstve ¢zooktédnu (asi 0,2 ml) sa
po dékladnom premiesani stiahli kapildrnym sifénkom opatrenym na SirSom koneci zét-
kou z od’tuénenej vaty do kalibrovanej skumavky. Toto sa opakovalo niekolkokrét
(5—10), aZ% pokial sa kvantitativne nepreniesli vietky voIné mastné kyseliny do sku-
mavky. (Izooktén musi pretekat sifénkom tplne bezfarebny.) Takto sa v skimavke
zachyti 1—2 ml zmesi vysSich voInych mastnych kyselin v izooktédne. Z tohto mnozstva
sa 0,1 ml stitruje 0,01 N-KOH na brémtymolovt modru a spotreba sa prepoéita na obsah
C,o. Do analyzy sa berie také mnoZstvo izooktdnového roztoku mastnych kyselin, aby
neprevyfovalo 0,1 miliekvivalentu C;y. Oddelenie jednotlivych mastnych kyselin a ich
kvantitativne stanovenie sa vykonalo podla H. J. Nijkampa [5] na stIpci kyseliny
kremigitej (ten isty druh ako pri oddelovani C,—Cj) za pouZitia dzooktdnu ako mobilnej
fazy. Plnenie, ako aj oddelovanie na stipci sa uskutoénilo pod tlakom N,. Jednotlivé
pésy oddelenych mastnych kyselin sa odoberali do kalibrovanych sktiumaviek a titrovali
0,01 x alkoholickym KOH. Spotreba sa prepoéitala na celkové mnozstvo tzookténového
roztoku mastnych kyselin, ¢o po prepoéitani prisluSnymi ekvivalentmi vyjadrilo vlastne
mnoZstvo jednotlivych mastnych kyselin v ndvazku vzorky syra. Pri vSetkych pokusoch
treba brat do uvahy i slepy pokus na szooktén.
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Stanovenie mastnych kyselin Ci;—C,y

VysSie mastné kyseliny, ktoré putuju stipcom pri oddelovani mastnych kyselin
C¢—C,p ako prvé pésy, zachycuju sa v kalibrovanej skiimavke. V 0,1 ml roztoku titraciou
0,01 ~-KOH na brémtymolovt modrd a po .odpoéitani slepého pokusu na izooktén
sa zisti obsah mastnych kyselin prepoéitanim na C,,. Z tejto zmesi vysSich mastnych
kyselin sa 8ast pouZije na chromatografické oddelovanie na papieri. Na chromatograficky
papier Whatman 4, impregnovany parafinovym olejom, nanesie sa také mnoZstvo zmesi,
aby nanéSka Skvrny predstavovala 100—200 ug mastnych kyselin. Na vyvijanie sa
pouZila kyselina octové s koncentréciou stupajiicou poéas vyvijania od 50 % do 99,9 %.
Cely pracovny postup oddelenia vysSich mastnych kyselin papierovou chromatografiou
sa robil podla prac V. Komana, V Palu [6] a V. Palu a spolupracovnikov [7].
Kvantitativne vyhodnotenie sa méZe robit fotometricky tak, Ze tmavodervené Skvrny
(detekeia octanom mednatym a ferikyanidom draselnym) sa za pouZitia zeleného filtra
GR-2 Zeiss fotografujt na kinofilm s nizkou citlivostou a negativ sa vyhodnocuje na re-
gistraénom fotometri. Postupuje sa tak isto ako pri kvantitativmom vyhodnocovani
aminokyselin, opisanom v préci [8].

Diskusia

Prv ako sa na stanovenie mastnych kyselin pouzila kyselina kremiéitd nami
laboratérne pripravena, skuSala sa pre tento ti¢el vhodnost kyseliny kremiéitej
tuzemskej vyroby, dodavanej Lachemou, n. p., Brno. Tento druh bol krysta-
licky, matne mlieénej farby. Na pouzitie pre plnenie do stipca sa upravila tak,
Ze sa rozdrvila v gulovom mlyne, preprala destilovanou vodou, vysusila pri
105 °C, preosiala cez sito s priemerom 6k 0,2 mm a znova sa suSila
do konstantnej vahy pri 105 °C. S takto pripravenou kyselinou kremiditou sa
nedosiahli uspokojivé vysledky. Grafické znazornenie oddelenia mastnych ky-
selin s takto pripravenou kyselinou kremiéitou je na obr. 3. Podobne sa na tento
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Obr. 3. Oddelené mastné kyseliny pri Obr.4. Oddelené mastné kyseliny pri emen-
ementélskom syre na néplni kyseliny kre- téalskom syre.
miditej, sliZiacej ako néplh do exsikdtora, _____ priebeh oddelovania mastnych
upravené pre chromatografické tucely. kyselin na &erstvo pripravenej
néaplni

————— priebeh oddelovania mastnych
kyselin po jednorazovom po-
uZiti néplne.
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tcel nehodila ani kyselina kremidita, pripravena podlanavodu T. J. William-
sa [9]. Pekné vysledky sa dosiahli s kyselinou kremiéitou pripravenou podla
navodu [5] z obchodného vodného skla (36—38 Bé), ktoré vyrobil Spolek pro
chemickou a hutni vyrobu a Tatrachema v Trnave. Kyselina kremi¢itd pripra-
vend z tychto druhov sa po vysuSeni pri 105 °C volne preosiala cez sito s prie-
merom 6k 0,2 mm a potom sa znova susila pri 105 °C az do konstantnej vahy.
Ten isty druh kyseliny kremiditej sa pouzil i pri oddelovani mastnych kyselin
Cg—Cyo- Pouzivanie indikatora fenolovej ¢ervene, ako predpisuji autori [2, 4],
nevyhovovalo. Ekvivalentny bod bol markantnejsi za pouZitia 0,4 %, alkoho-
lického roztoku brémtymolovej modrej.

Plnenie kolény na oddelovanie mastnych kyselin Cg—C,, a vys§ie bolo velmi
obtazné pre jej maly priemer (0,6 cm). Uspesne sa koléna plnila pomocou in-
jekénej strieka¢ky s hrubou ihlou alebo aj bez nej.

Vykonalo sa niekolko pokusov, ¢i sa ned4 na pouzitej naplni stipca robit nova
analyza. V pripade stanovenia mastnych kyselin C,—C, bolo to znemoZnené
tym, Ze organické kyseliny, ktoré boli zadrzované poéas oddelovania mastnych
kyselin v stlpci, rusili priebeh oddelovania, kedZe sa dostali do pufrovanej
¢asti kolény (kyselina pyrohroznova, mravéia, mlie¢na atd.). Nepresné oddele-
nie mastnych kyselin na pouzitom stipei vidiet z obr. 4, kde st rozdelené mastné
kyseliny pri tej istej vzorke ementalskeho syra.

Opiatovné pouzitie naplne pri stanoveni mastnych kyselin Cg—C,, bolo
znemoznené tym, ze stipec po premyti zvyskov kyseliny maslovej, ktora tiez
bola &iastoéne prenesend do stipca, tplne vybledne, kedZe brémkrezolova
zeleti je zo stlpca &iastodne vyplavovana. Keby sa zvysky kyseliny maslovej
neodstranili, oddelenie jednotlivych pasov mastnych kyselin by nebolo zretel-
né.

Je dolezité, aby sa neoddelovali viésie mnozstvd mastnych kyselin (vyssie
nez C4) ako 0,1 miliekvivalentu C,q. V mnohych pripadoch nedoslo k ostrému
oddelovaniu jednotlivych pasov prislusnych mastnych kyselin ani vtedy, ked
sa pouZzilo mnozstvo len nepatrne nizsie nez 0,1 miliekvivalentu. Zistilo sa, Ze
najostrejiie oddelenie sa dosiahlo pri hodnotach priblizne !/; nizsich nez 0,1
miliekvivalentu. Je nevyhnutné, aby koléna v obidvoch pripadoch bola dé-
kladne naplnend tak, aby naplii bola homogénna. V opatnom pripade nastane
nezretelné oddelenie.

Pri niektorych analyzach vzoriek syra sa méze stat, Ze nie je jasné, ¢i nane-
send krivka predstavuje napr. kyselinu maslovi alebo kyselinu valérovd, pri-
padne ¢&i obidva vrcholy odpovedaji len kyseline maslove]j (v pripade nedoko-
nalého plnenia stipca).

Podobne v niektorych pripadoch pri oddelovani mastnych kyselin Cg—C;yq
moZe nastat pochybnost, &i niektory farebny pas skutoéne zodpoveda iden-
tifilkovanej mastnej kyseline. V takom pripade sme frakciu alebo pas po sti-
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trovani zalkalizovali, odparili takmer do sucha a mastni kyselinu uvolnili
pridavkom KHSO, a extrahovali zndmym objemom chloroformu alebo ¢zo0-
oktanu (pre C,—C; chloroform a pre C vyssie izooktan). Podiel extraktu sme
potom podrobili chromatografickému oddelovaniu na papieri spolu so Stan-
dardom predpokladanej mastnej kyseliny. Mastna kyselina sa na papieri vy-
volavala ako aménna alebo etylaminova sol [10, 11].

Vyssie mastné kyseliny sa oddelovali papierovou chromatografiou, a to uz
spominanou metddou [6, 7]. Pretoze kyselina valérova je pritomnd v niektorych
druhoch syra len zriedka a vo velmi malych mnoZstvach, jej presné stanovenie
je stazené. Vo vidSine pripadov bola kyselina valérovd pojatd do spoloénej
frakcie vyssich mastnych kyselin. Pri stanoveni Cg—C,, sa tesne napojila na
Siroky pas kyseliny maslovej, a ani tu nemohla byt s uréitostou dokazana.
V takych pripadoch sa identifikovala len kvalitativne a jej kvantita sa hodnotila
podla intenzity zafarbenia a velkosti 8kvrny pomocou papierovej chromato-
grafie.

Opisany postup s pouzitim metodik citovanych v literattire sa hodi pre
stanovenie mastnych kyselin aj v inych mlieénych vyrobkoch, ako st napriklad
maslo, zakysy, ¢isté kultiry atd. V naSom pripade sme sa zaoberali len ana-
lyzou syrov ¢&i uz mikkych alebo tvrdych. Vhodnost metodiky na stanovenie
mastnych kyselin C,—C, a Cg—C,, pre iné mlieéne vyrobky sa uvadza v pra-
cach [2, 5]. Opisany spdsob oddelenia mastnych kyselin je presny a reprodu-
kovatelny.

Vysledky stanovenia mastnych kyselin ziskané tymto spdsobom pri §tidiu
biochémie zrenia syrov Romadur 409 t. v s.a ovéieho syra si uvedené v pra-
cach [12, 13] a budi zverejnené postupne v dalsich pracach.

Sthrn

Opisuje sa sposob chromatografického oddelenia a kvantitativneho stanove-
nia volnych mastnych kyselin C,—C,, v mlieénych vyrobkoch z jedného na-
vazku, a to vhodnou kombinéciou stipcovej a papierovej chromatografie, bez
ich predbeZnej izolacie zo vzorky. Metodika sa tispeSne pouZivala pri analyze
mastnych kyselin vznikajtcich v priebehu zrenia rozliénych druhov syrov
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3AMETHA K XPAMATOIPAOMYECHKOMY OIIPEIOEJIEHHIO
HKUPHBIX RHUCJIOT C,—C,, B MOJIOYHBIX IIPOLYKTAX IIPH
OJHOU HABECHKHE

BJIIAQUMIIP ITAJIO

Kadenpa TexEMUeCKOH MUKPOOMONOrMN M OMOXMMUH, CIICIHAIM3ALUA TEXHOJOIMI MOJIOKA
u xupoB CiroBalKoOIl BRICIIEI TeXHIMYECKOIl mKosb B Bparuciase

BriBoEl

B pafore ommchiBaercs, ¢ COOTBETCTBYIOIMUMU JINTEPATYPHEIMHU JAHHBIMH, CLIOCOO Xpo-
MarorpaguuecKoro pasfeseHyda N KOJIMICCTBEHHOIO ONpPEACICHHUS ¢BOOONHBIX KHPHBIX KUC-
jtor C,—C,, B MOJIOYHBIX IPONYKTaX M3 OJHOII HaBeCcKH, Iesiecoo6pasHoii KoMOuHanuei
KOJIOHHOJI m OyMakHOUl Xxpomarorpadum, 0e3 UX Hpe;BapUTEILHON U30NMALUE M3 HCHBITY-
eMbix npo6. MeToguKa 6bl1a MIpHMeHeHa ¢ yCIeXOM IIPM aHAJU3e KAPHHIX KHCJIOT, HOJyda-
IOMUXCA B TEUCHUY CO3PEBAHAA Pa3JIMUYHBIX COPTOB ChHIpa.

Tocrymnuio B pegaknuio 15. 1. 1959 r.

BEITRAG ZUR CHROMATOGRAPHISCHEN BESTIMMUNG
VON FETTSAUREN C,—C,, IN MILCHERZEUGNISSEN
AUS EINER EINWAGE

VLADIMIR PALO

Lehrstuhl fiir technische Mikrobiologie und Biochemie, Spezialisierung Teckrclegie
der Milch und Fette, an der Slowakischen Technischen Hcchschule in Bratisleva

Zusammenfassung

Unter Erwéhnung entsprechender Literaturangaben wurde ein Verfehien zur chro-
matographischen Trennung und quantitativen Bestimmung freier Fettséduren C,—C,,
in Milcherzeugnissen aus einer Einwage beschrieben, u. zw. mittels einer geeigneten
Kombination der Séulen- und der Papier-Chromatographie, ohne vorangegengener
Isolierung dieser Fettsduren aus dem Muster. Diese Methodik wurde Lei der Aralyse
von Fettsduren, welche im Verlaufe des Reifens verschiedener Kisesorten entstehen,
erfolgreich angewendet.

In die Redaktion eingelangt den 15. 1. 1959
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