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Chronratoglafia jest wysoce skuteczną metrldą
rozdzielczą, opierającą się na postępującym, wie-
lokrotnym ustalaniu szeregu fazowych równo-
wag poszczegóInych jednostek analizowanei
n-rieszaniny między duriema wzajemnie nie mie-
szaiącymi się fazami, pozostającymi wobec sie-
bie we względnym ruchu. Rozdział chromato-
graficzny można dokon;,yą{ tak w fazie gazo-
vrej, iakiwciekłej.

Na podstawie stanu skupienia fazy wyróżnia,
się chromatografię gaz - ciecz, gaz ciało
stałe. ciecz - ciecz oraz ciecz - ciało stałe. Z
punktu widzenia charakteru sił rozdzielczyclt
wyróżniamy czŁery główne typy chromato§rafii:
adsorpcyjn ą, r ozdzielczą, jonowymienną or az na
sitach molekularnych.

Według techniki rozwiiania rozróżniane są
następujące typy chromatografii: wymywania
(elucyjna). rugowania i analiza czołowa (B). Do
celów analitycznych naidogodniejszą jest chro-
matografia elucyjna (10).

W analityce zywności największe zastosowa-
nie ma chromatografia adsorpcyina, a zwłaszcza
chromatografia cienkowarstwowa, gdzie fazą
ruchomą jest ciecz afazą stacjonarną ciało stałe,
oraz chromatografia gazowa, gdzie fazą rucho-
mą ,iest gaz a fazą stacjonarną ciało stałe (9,
] 0).

W badaniach własnych metody chromatogra-
liczne zastosowane zostały do analizy tłuszczów,
zwłaszcza oznaczania estrów metylowych kwa-
sów tłuszczowych a następnie wykorzystania
chromatografii cienkowarstwowei i gazorvej do
analizy pozostałości obcych substancji (2,3, 71,
72, 73, 14, 18, 21,, 22). Poniewaz metody chro-
matograficzne zastosowano do materiału biolo-
gicznego, koniecznym było sprawdzenie postę-
powania w zakresie oczyszczania i wyosabnianie
wymieniony cŁ:r związków z materiału biologicz-
nego.

Przygotowaniem próbek do analizy kwasórł,
tŁuszczowych z rnateriału biologicznego zajmo-
wało się szereg autorów. Opracowano kilka eks-
trakcyjnych i estryfikowanych postępowań, za-
wsze z uwzględnieniem tych kwasów, które o-
znacza|)o z rnniejszą lub większą liczbą atomów
C w drobinie (1, 4, 5, 7, 16). Wszvstkie są cza-
so- i pracochłonne, gdyż kładzie się w nich na-
cisk na dobre oddzielenie poszczególnych pasm.

Do analizy substancji obcych, zwłaszcza cŁ,tlo-
rowanych węglowodorórv, metody chromato-
qraficzne byłv używane z dużym powodzeniem.
W badaniu iclr pozostałości ważnym jest, żeby

zastosowana metoda bvła selekl.ywna i specyficz-
na, ponieważ związki te znajdują się w materia-
le biologicznym w bardzo małych ilościach.
Stąd też opracowano warianty oczyszczających
postępowań dla wszystkich produktów żywno-_
ściowych (6, 19). Właściwe postępowania izola-
cyjne i oczyszczające są konieczne, zwłaszcza dla
tych produktów żywnościowych które zarvierają
wysoki procent tłuszczówi wiadomym jest bo-
wiem. że pozostałości chlorowanych węglowodo-
rów deponują się przede wszystkim w tkance
tłuszczowej (l7).

Rozdzielanie chlorowanvcl' węglowcldorów za
pomocą chromatografii cierrkowarstwowei, któ-
la jest wystarczającą dla zwykłego stwierdza-
nia ich poziomu. opracował szczegółowo Szoko-
lay i wsp. (] 9). W metodzie tei istotną rolę od-
grywa,iakość uzywanych rozpuszczalników,
które muszą być przed użyciem redestylowane.

Ostatnio stosowaną metodą analityczną, uży-
waną w analizie obcych związków, jest chro-
matografia gazowa, która znalazła szerokie za-
stosowanie zwłaszcza po wprowadzeniu EC wy-
wołaczy. Ten wysoce selektywny detektor umoz-
liwia oznaczenie nawet stężenia 16-tł g (15).

W analizie ważny jest odpowiedni wybór fazy
stacjonarnei, a zwłaszcza właśeiwy dobór ru-
chomych faz, które umożliwiają rozdzielenie
wszystkich izomerów lub metabolitó,lv.

Materiał i metody
Przed rvłaścirvą analizą lłlszezu rvszystkie próbl<i

materiałlr biologicznego były homogenizowane, a na-
rł,ażka 5 g roztarta z bezwodnym NazSOn p.a. Dla ozna-
czenia zau,artości kwasów tłuszczowyeh w śmietanie
(l2%) i bitej śmietanie (33%) zamiast bezvzodnego siar-
czanu sodu użyto tlenku krzemu. Tak przygotowane
próbki ekstrahowano bądź eterem dwuetylowym, badź
mieszaniną chloroform - metanol (1 :1), Zmydlania do-
konywano cześciowo zmodyfikowaną metodą Formana
(4) i Tnsra (7), które opierają się na zmydlaniu prób-
ki 300/o KOH w alkoholu etylowym i wytrząsaniu krva-
sów tłuszczowych eterem naftowym lub eterem drłztl-
etylowym. Estryfikację przeprowadzono metodą Rogo-
zińskiego (16).

Oznaezenie poziomu kwasów tłuszezowyeh przepro-
rł,adzano rv chromatografie gazowym Chrom IV, w na-
stępujących standardowych warunkach: długość ko-
lumny 3 m. średnica 3 mm, zawartość kolumny 150/o
PEGA na Chromosorbie N, temp, kolumny 190oC, temp.
iniektora 230oC, temp. detektora 205oC, gaz nośny Nr,
przepływ N, 45 ml/min.'W dalszej części pracy zamierzaliśmy zmodyfikować
metody oznaczania pozostałości obcych substancji i
kwasów tłuszczowych w mięsie, wątrobie i tłuszczrt
śrviń, bydła i bażantów. Naważka zhomogenizorvanej
próbl<i wahała się od 10 cto 20 g, próbka była pow-
tórnie rozcierana z bezwodnym NzSOn p.a,
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Zastosowaliśmy kilka oczyszczających 1;ostępolvari:
eter naftowy - acetonitry1 i heksan - acetonitryl,
oczyszczanie na kolumnie stężonym kwasem siarkowym
oraz na kolumnie lvypełnionej aktyworvanym florizi-
tem. W cienkowarstwowej chromatografii użyrvano kil-
ka układów rozwijających z heksanem, n-heptanem
oraz układy zmieszane w różnych stosunkach.

Potwierdzono także dwa sposoby wykrywania pozo-
stałości na płytkach chromatograficznych, a to z dr,vu-
fenylaminą w absolutnym alkoholu oraz rozlrvorem
AgNO3 w acetonie z dodatkiem 2-fenoksyetanolu.

Pomiary metodą chromatografii gazowej dokonywa-
ne były na aparacie Varian AG, typ Pestilizer, model
2740-30, przy użyciu Sc8H EC wyrvołyrvacza, temp.
wywoływacza 2450C., temp. iniektora 2350C a tem1l.
kolumny 195oC. Kolumny były napełniane bądź 50ń DC
na Varaporcie 30, 100-200 me.h, erventualnie 1Vo QF
ł 59o OV 101 lub 30/o QF 1 * 3Vo DC 200 ł 19o OV 101,
także na Varaporcie 30, 100-200 mesh. Jako nośny gaz,
tzn. ruchomą fazę, użyto az,otu, przepływ N2 30-40
ml/min., który był oczyszczany na sicie molekularnym.

Wyniki i clyskusja

Dla uzyskania właściwych rezultatów anali-
tycznyc|t najważniejszym jest przygotowanie
biologiczne§o materiału, zwŁaszcza produtktór,l
żywnościowych o wysokiej za\Martości tluszczu,
ponieważ niewłaściwie dobrane postępowanie
oczyszcza:ące i ekstrakcvjne moŻe doprowadzić
do poważnego zniekształcenia wyników oraz do
zlraczlrego błędu właściwego oznaczenia. Już
podczas homogenizacj i/ próbki należy koniecznie
postępować tak, aby średnie próbki, które są
pobierane z homogenatu, zawieraŁy w sobie
wszystkie właściwości próbek indywidualnych.

We własnej pracy stosowaliśmy przed właś-
ciwą ekstrakcją rozcieranie próbek z bezwod-
nym Siarczanem Sodu p.a., morskim piaskiem,
ewentualnie siloxidem (tlenkiem krzemu). Zwią-
z,ki te (które z próbki odciągają wodę) muszą
być analitycznie czyste i jest,wskazanym dobrze
je uprzednio oczyścić razpuszc7,alnikiem uzy-
wanym w analizie, żeby zapobiec błędowi ptzv
właściwym analitycznym oznaczaniu. Ekstrakcji
dokonywano redestylowanym eterem naftowym
P.3,, W czasie 24 godzin przy nieustannym prze-
pływie Tozpuszczalnika. Sposób ten był najdo-
godniejszy i przy jego stosowaniu uzyskano naj-
większą wydajność.

Dalszą fazą jest tzw. oczyszczanie eterem na-
ftowym - acetonitrylem. aprócz eteru nafto-
wego można stosować dimetylformamid. Do a-
nalizy chlorowanych węglowodorów dogodniei
jest używać eteru naftowego, co doradza równiez
Szokolay (19). W próbkach zawierających małe
ilości tłuszczu (ponizej 10ło) ten etap oczys7_cza-
nia nie jest konieczny l Inożna przystąpić bez-
pośrednio do oczyszczania na kolumnie.

Sprawdzaliśmy dwa typy kolumn. Naipierw
floriziI aktywowany ptzy 300oC, który jest w
piśmiennictwie najbardziej zalecany, a następ-
nic kolumnę wypełnioną krzemionką, nasyconą
] 00/o l<rvasem siarkowym. Obydwa oczyszczające
postępor,vania wykazały jednakową wydajność,
tj. 90-950ń; sądzimy jednak, że oczyszczanie f]o-
rizi]em jest wygodnieisze z punktu widzenia cza-
su pt,zygoto\x/ania kolumny. któr-" przy użyciu
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ki,zemionki jest dwukrotnie dłuższy. Nalezy
r,ównież brać pod uwagę, że przygotoq,ywanie
kolumny ze stęzonym kwasem siarkowym jest
niewygodne takze i z punktu widzenia bezpie-
czeńStwa.

Po oczyszczeniu w kolumnie próbkę zagęsz-
czano w rotacyjnym podciśnieniorvym palowni-
ku, a osad Tozplszczano w określonej ilości roz-
puszczalnika i w ten sposób bezpoŚrednio plzy-
gotowywano bądż do analizy cienkowarstwowej
1ub chi,oma1 ogi,afii gazowej.

Tab. 1. Chrom,atoglafia cienko,rł.aĘ;,twowa z rożnym
oczyszczaniem poprzedzającym na kolumrlie

Kolumna
floriziIowa 85-95 0,05 -0,1 10 -,j

p,p'-DDT
DDE,

T-HCH,

Czułość
rnelke

1zomery
i meta-
boIity

Granica
oznaczal-

ności

Koltlmna
krzemio,n-
ko\Ma rnasyc,
100/o H2SOa

l-:-HCH
HcB

80-90 10-,j

Weryfikowaliśmy równiez postępowanie zale-
cane przez Hruśkę i Kocianorlą (6), które polega
na ekstrakcji dwuetylenem, odparowaniu rozpu-
szczalnika i rozpuszczeniu uzyskanego tłuszczu
w określonej ilości eteru naftowego. Dalej na-
stępowało oczyszczanie w kolumnie florizilowej,
Metoda ta okazała się szczególnie przydatna dcl
mięsa, wątroby i wyrobów mięsnych o małej
zawartości tłuszczu. Przy analizie słoniny, łoju
oraz wyrobów z zawartością tłuszczu większą
niż 750lo, dochodziło do niedostatecznego oddzie-
lania składników tłuszczowych. Ten mankament
metody zależny był w duzym stopniu także od
serii użytego florizilu, gdyz stwierdzono, że ich
jakość była ,-ożna, a niektóre i po aktywowanilr
p r z ep uszczaj ą tłuszcz.

W naszej pracy całkiem ptzydatną okazała
się metoda chromatografii cienkowarstwowej,
opisana przez Szokolay'a (19), która nadawała
się do każdego rodzaju badanego materiału.
Spl-awdzaliśmy kilka układów rozwijających i
doszliśmy do wniosku, ze najlepsze wyniki osią-

Trab. 2. Chl,orntalto,grafia gazo,wa z poprzedzającynr
, oczyszczaniem na kolumnie

Granica

0,1 dtto

Wydaj-
ność

d

Czr-rłośc
l1g kg

naczal-
ności

Izomery i
metab,oIity

Kolumna
floriż-
lowa

o, p'-DDT
p, p'-DDT
DDE, DDD
a, B* 6,

1-HCH,,HcB



Nr9 MEDYCYNA WETERYNARYJNA Rok XXXIV

gnęliśmy przy dwukrotnym rozwijaniu n-hep-
tanem. Za najdogodniejszy odczynnik wywołu-
jący uznaliśmy roztwór AgNO* w acetonie z do-
datkiem 2-fenoksyetanolu (firmy Fluka). Przy
użyciu tej metody osiągnięto czułość 0,05-0,1
ng/kg,

Najbardziej selektywną metodą chromatogl,a-
ficzną do oznaczania chloi,owanych węglowodo-
r-ów była chromatografia gazowa. Dla rozdzie-
lenia wszystkich izomerów HCH (heksachlorcy-
k]oheksan) jako najdogodniejszą okazała się mie-
szana kolumna wypełniana 3ło DC 200 + 2,5 QF
1 -| 19o OV 101. Kolumna ta rozdziela dobrze
również metabolity DDT. Stosunkowo dogodną
i dobrze oddzielającą od siebie pozostałości HCH
i HCB (heksachlorbenzen) była mieszana kolum-
na 3ło QF 1 + 2,50ń OV 101, na której nie roz-
dzielają się jednak izornery 6 i 0 HCH, Jest to
wadą metody, biorąc pod uwagę, że izometr (3

stanowi 300/o technicznego HCH. Kolumny, któ-
t,e zawierają tylko 1 ruchomą fazę, są mnie,i
przydatne. W naszych oznaczentach pozostałości
chlorowanych węglowodorów osiągnęliśmy czv-
łość 5.10-11, co jest wystarczające dla materiału
biologicznego. Dla przejrzystości i dobrej oceny
użytych pTzez \as metod, podajemy rv następu-
jących tabelach wydajność poszczególnych me-
tod, ich czułość i 1iczbę oznaczonych metabo]itów
i izomei,ów.

Tab. 3,. Zastosorł,atnea5;j#i, w chL,om,aiograf,ii

3Vo DC 200,12,50/0
QF 1+ 10/o OV 101

37o QF 1 -|, 2,5 Vo

ov 101

- rozdzie\a wszystkie me,tabo-
lity DDT i wszystkie izo-
me,ry HCH

- t:o,zdziela wszystkie metabo-
1ity DDT; nie dzieli B i 6
izomerów HCH

- r,ozdziela wszystkie meta o-
Iity DDT; nie rozd,ziela q
HCHiHCB; Bi6izome-
rów HCH.

- n,ie rozd,zieta o, p'-DD'I i
DDD oraz riie razdzlela
wszystkich izornerów HCH

eterem naftowym, odparowanie rozpuszcza],nika
i estryfikacja. W naszycl1 oznaczeniach stosowa-
1iśmy estryfikację przy pomocy metanolu i
H2SO4. Ostatnim etapem było ponowne wytrzą-
sanie z eterem naftowym i zagęszczenie do
obiętości odpowiedniej do wstrzykiwania do
chromatografu. Do wytrząsania próbowaliśmy
stosowac także eter dwuetylowy. z którego ied-
nak zrezygnowaliśmy, zwłaszcza w punktu wi-
dzenia bezpieczeństwa, a także dlatego, że każda
użyta seria ma odmierrne właściwości. Wydaj-
nośc podanej metody wynosiła B5ło, co jest wy-
stalczającym d]a materiału biologicznego.

Podane postępowanie oczyszczające, ekstrak-
cyjne i izolacyine są czasochłonne. Ponieważ
iednak dla stwierdzenia zawartości wyższycb,
nienasyconych kwasów tłuszczowych iest ko-
nieczne, aby procesy utleniania i hydrolizy tłu-
szczu były jak najbaldziej ograniczone, prącu-
jemy na dalszą mcdyfikacją metody, która u-
mozlirvi przygotowanie i analityczne oznaczanie
próbek 1eszcze tego samego dnia. Te szybkie
metody są jednak stosunkowcl mało wydajne (od
30-900ń) : ma to istotrre znaczenie, gdyż takie
kwasy, jak linolenowy, arachidowy oraz wyższe
nienasycone kwasy tłuszczowe z Iiczbą węgli
większą niż 20, występują w produktach żywno-
ściowych zwykle w małych ilościach, stąd tez
szybkie metody wymagają dokładnego spra-
wdzenia. Właściwe oznaczanie na chromatogr-a-
mie gazowym jest łatwą a odczytywanie danych
dokonuje się przez por,ównanie płaszczyzn ,,pi-
ków" ze standardami. Do oznaczeń ilościowych
stosowan() metodę wewnętlznej normalizacii i
rł,ewnętlznego standardu.
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3. 30/o DC 20U

4, 30/o QF 1

W dalszej części pracy zajmowano się oznacza-
niem poziomów kwasów tłuszczowych, przede
wszystkim podstawowych, w mięsie, wyrobach
mięsnych i tkance tłuszczowej. W pracy stoso-
waliśmy podwójną ekstrakcję tłuszczu z biolo-
gicznego materiału, tj. bądź eterem dwuetylo-
wym, a następnie mieszaniną chloroform-me-
tano1 w stosunku 1 : 1. Stwierdzono, że ilość wy-
ekstrahowanego tłuszczu jest większa w drugim
przypadku, kiedy nie ekstrahuje się tylko wo1-
ny tłuszcz, ale i dokonuje rodziału poszczegóI-
nych lipidów. Po ekstrakcji następowało zrrly-
dlanie, przy czyrn najbardziej przydatnym oka-
zał się 30% etanolowy KOH. Zmydlania doko-
nywano na łaźnt wodnej pod chłodnicą zwrotną
w czasie 1 godziny. Dalszym etapem było wy-
trząsanie uwolnionych kwasów tłuszczowycll z
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IlplłlreEierilr/)
x pomarorpadr!,rqecKux DleToAoB AJL aHaJlusa IIt{qeB},Ix
I]poAyKToB |4 cBrpbfl >KI|BoTHoro npoilcxo}KAeHl^g.

B pa6ote 6sr;nu uoluQrll]I4poBaHbl xpolłarorpaQllr-lc-
cK}le MeTo,qbI aHaJIl3a ocTaTKoB IJvx(AbIx BeUlccTB 1,1

}RI4pHbI_, KlcJIoT B M-flce, tlflcHl,lx IĄ3AeJIrLt:X u >!<r7pe.
floxa:anrl, lTo npŁ cooTBeTcTBylo[]eM ?I<cTpaKIIloHĘIoM
fio;1xoAe. cocTBoTcTBJIroilleM no46ope pas6anltrenelż,
peaKTlBoB ,qJIa npofiB.ne:nlĄrl lĄ KoJIoHc]K n"lra ra:osoż

'<poMaToIpaóJ4],{ 
Mo>KHo AocTrlalb BLlcoKccneqlł@u.łe-

cKI4x pe3ynLTaToB. ]4 B 9Trlx cjlytlaflx Bo3\,Iox{Ho noJlllce
I4cnojIL,3oBaH,{e ceJIeKT]4BHccT14 IIpI4MeHeHHbIx MeTo-
IcB. Ę5rgg.I3I4TellbHccTb MeToAa rasceoń xpoMaTofpa-
Ęuu lptl ynorpe6nenl.,tl.ł Sc3H EC nponelłrellfi K laccJIa-
xo]BaHI4Io 6lł.:-łorz-łccxolo },1aTeplaJIa cocTaBJTrlJIa Aa-
>xe 10-7 ur/xr rł AeJIaeT Bo3Mo>{<HL,IN1 onpegeJleHile
C cTaTKoR x JIopr1l{oBaI,IHIrIx )rr J'leBoAopo l(oB łażKe B or]c lII)

14a,,IbTx KOHI]eHTparIJł;łx. Tar><e 4nR rasonoń xpoMaTo-
IpaÓr{J4 >KrrpHblx Klc"rIoT, ctaHonauleżcg e qexocnosa-
KulĄ pyTvlHoBI,IM ŁccJIeAo,BaTeJIL,cKlM MeTOAoM B XuMu-.iecKllx na6oparopuax BeTepl4Haplro]ł cfiy>K6LI, AocTr{-
I Jlr{ cpaB H]lTe JIb Ho BtIcoKor o npoqeHTa npor,I3BoA]4Te JIL -
HocTr{.

Vóvrova M,, Mikulik A., Dobeś M. - The application
of chromatographic rrrethods in food and-raw animal
materials analysis.

Modified chromalographic methods were used for
ihe analysis of the residues of foreign substances and
iatty acids ilr meat, butchers' products and fat. It was
iound that by means of suitable extraction procedures,
l)roper solvents, development reagents and gas chro-
matographic columns was possible to abtain highly
specific resuIts. The serrsitivity of the gas chroma-
':ographic methods was up to 10-; mg/kg by the use
".f Scs* EC (electron capture) detector for the biolo-
3ica1 material under study and enabled to determine
'.he residues of chlorinated hydrocarbons even in very
.Iorv ccncerrtrations, Also a relatively high yield per
cent was ob'lained in ca:e of gas chromatography of
iatty acids.

ZDZISŁAW N1ELLER

W obecnym stanie bądań mechanizm svndro-
mórv PSS (porcine stress syndrome) i PSE (pale.
soft, exudative) nie jest wytłumaczony. Nie wia-
domo, czy jego źrodeł należy szukać w samym
mięśniu, czy też w systemie hormonalnym lub
neurologicZnym.

Najczęściej upatruie się pi,zyczyn w:

- nieprawidłowym funkcjonowaniu systemu
hcllmonalnego;

- niedoskonałości układu oddechcll,ł,ego, pro-
wadzącej w specyficznych warunkach do de-
ficytu tlenowego w organizmie;

- nieprawidłowym metabolizmie węglo\Mo-
danów.

Nizei, wykorzystując między innymi opfaco-
wania Topla (1B) i Cassensa i wsp. (2), podano
podstawowe kierunki badań zmierzające do na-
świetlenia przyczyn powstawania syndromów
PSS i PSE.

Żtódła energii mięśni szkieletowych

Energii potrzebnej mięśniom szkieletowym na
skurcz i rozkurcz dostarczają dostępne adenozy-
no-trójfosforan i fosfokreatyna (ATP i CP). Ta
faza metabo].izmu mięśniowego u świń wrażli-
wych na stres podlega prawdopodobnie pewnym
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zaburzeniom. W czasie duzegil wysiłku mięśnia,
na skutek poważnego stresu, głównym źródłem
ATP i CP iest rozpad glikogenu w procesie gli-
kogenolizy, Produktem cyklu glikolitycznegrl
jest kwas mlekowy. Stwierdzono, że u świń wra-
zliwych na stres wysoki poziom kwasu mleko-
wego tkanki mięśniowej obserwuje się wtedy,
kiedy wchodzą one w końcor,,re stadium PSS.
Może bvć to główną przyczyną śmierci na sku-
tek PSS.

Ilość kwasu mlekowego rł, mięśniach po śmier,-
ci jest takze głównym regulatorem barwy mię-
sa, A zatem metabo]izm kwasu mlekowego i
czvnniki, które kontrolują wytwarzanie i usu-
wanie kwasu mlekowego w tkankach ciała od-
grvwają główną rolę w regulacji adaptacji śrviń
na stres a także maią wpływ na barwę mięsa
oznaczoną po uboju.

KatechoIaminy

Głównymi regulatorami glikolizy, a przez t<l
metabolizmu kwasu mlekowego, są katechola-
miny. Działanie adrenaliny, jak i noradrenaliny
w komórce efektorowej jest wywoływane przez
jeden lub drugi spośród dwóch typów mecha-
nizmów recepcvjnych (receptorów), przedsta-
wionych jako o lub B.

PROFILAKTYKA l HIGIENA PRODUKCJ|
Zw|ERZĘCEJ

Przeglgd wożniejszych teorii dotyczqcych

etiologii syndromów PSS i PSE
Z Instytttltl Hoc]o\\,li i 1'c(,hnologii Prodlrkcj1 Zu,icl,Zęcej AR-T v olsztynic


