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Chromatografia jest wysoce skuteczng metoda
rozdzielcza, opierajaca sie na postepujacym, wie-
lokrotnym ustalaniu szeregu fazowych rowno-
wag poszcezegélnych jednostek analizowanej
mieszaniny miedzy dwiema wzajemnie nie mie-
szajacymi sie fazami, pozostajacymi wobec sie-
bie we wzglednym ruchu. Rozdzial chromato-
graficzny mozna dokonywaé tak w fazie gazo-
wej, jak i w cieklej.

Na podstawie stanu skupienia fazy wyréznia
sie chromatografie gaz — ciecz, gaz -— cialo
state, ciecz — ciecz oraz ciecz — cialo stale. Z
punktu widzenia charakteru sil rozdzielczych
wyrozniamy cztery gléwne typy chromatografii:
adsorpcyjna, rozdzielcza, jonowymienng oraz na
sitach molekularnych.

Wedlug techniki rozwijania rozrézniane sa
nastepujace typy chromatografii: wymywania
(elucyjna), rugowania i analiza czolowa (8). Do
celéw analitycznych najdogodniejszg jest chro-
matografia elucyjna (10).

W analityce Zywnosci najwieksze zastosowa-
nie ma chromatografia adsorpcyjna, a zwlaszcza
chromatografia cienkowarstwowa, gdzie faza
ruchomgy jest ciecz a fazg stacjonarng ciato stale,
oraz chromatografia gazowa, gdzie fazg rucho-
ma jest gaz a faza stacjonarng cialo state (9,
10).

W badaniach wlasnych metody chromatogra-
ficzne zastosowane zostaly do analizy ttuszczow,
zwlaszeza oznaczania estréw metylowych kwa-
sow tluszezowych a nastepnie wykorzystania
chromatografii cienkowarstwowej i gazowej do
analizy pozostatosci obeych substancji (2, 3, 11,
12, 13, 14, 18, 21, 22). Poniewaz metody chro-
matograficzne zastosowano do materialu biolo-
gicznego, koniecznym bylo sprawdzenie poste-
powania w zakresie oczyszezania i wyosabniania
wymienionych zwigzkéw z materiatu biologicz-
nego.

Przygotowaniem probek do analizy kwasow
tluszezowych z materialu biologicznego zajmo-
walo sie szereg autoréw. Opracowano kilka eks-
trakeyjnych i estryfikowanych postepowan, za-
wsze z uwzglednieniem tych kwaséw, ktore o-
znaczano z mniejszg lub wieksza liczbg atoméw
C w drobinie (1, 4, 5, 7, 16). Wszystkie sa cza-
so- i pracochlonne, gdyz kladzie sie w nich na-
cisk na dobre oddzielenie poszczegélnych pasm.

Do analizy substancji obeych, zwlaszeza chlo-
rowanych weglowodoréw, metody chromato-
graficzne byly uzywane z duzym powodzeniem.
W badaniu ich pozostalodci waznym jest, zeby

zastosowana metoda byla selektywna i specyficz-
na, poniewaz zwigzki te znajduja sie w materia-
le biologicznym w bardzo malych ilosciach.
Stad tez opracowano warianty oczyszczajacych
postepowan dla wszystkich produktéw zywno-.
Sciowych (6, 19). Wlasciwe postepowania izola-
cyjne i oczyszezajace sg konieczne, zwlaszcza dla
tych produktéw zywnosciowych ktore zawieraja
wysoki procent tluszezéw; wiadomym jest bo-
wiem, ze pozostalosei chlorowanych weglowodo-
réw deponujg sie przede wszystkim w tkance
ttuszczowej (17).

Rozdzielanie chlorowanych weglowodorow za
pomoca chromatografii cienkowarstwowej, kté-
ra jest wystarczajaca dla zwyklego stwierdza-
nia ich poziomu, opracowal szczegélowo Szoko-
Jay i wsp. (19). W metodzie tej istotng role od-
grywa jakodé uzywanych rozpuszczalnikéw,
ktére musza byé przed uzyciem redestylowane.

Ostatnio stosowana metods analityczna, uzy-
wang w analizie obcych zwigzkéw, jest chro-
matografia gazowa, ktéra znalazta szerokie za-
stosowanie zwlaszcza po wprowadzeniu EC wy-
wolaczy. Ten wysoce selektywny detektor umoz-
liwia oznaczenie nawet stezenia 1071 g (15).

W analizie wazny jest odpowiedni wybdr fazy
stacjonarnej, a zwlaszcza wlasciwy dobdor ru-
chomych faz, ktére umozliwiajg rozdzielenie
wszystkich izomerow lub metabolitow.

Materiat i metody

Przed wlaseiwa analiza tluszczu wszystkie probki
materialu biologicznego byly homogenizowane, a na-
wazka 5 ¢ roztarta z bezwodnym Na,SO, p.a. Dla ozna-
czenia zawartosci kwaséw tluszezowyeh w émietanie
(12%) i bitej $mietanie (33%) zamiast bezwodnego siar-
czanu sodu uzyto tlenku krzemu. Tak przygotowane
prébki ekstrahowano badz eterem dwuetylowym, badz
mieszaning chloroform — metanol (1:1). Zmydlania do-
konywano cze$ciowo zmodyfikowana metods Formana
(4) i Tnera (7), ktére opieraja sie na zmydlaniu préb-
ki 30% KOH w alkoholu etylowym i wytrzasaniu kwa-
sow tluszczowych eterem naftowym lub eterem dwu-
etylowym. Estryfikacje przeprowadzono metoda Rogo-
zinskiego (16).

Oznaczenie poziomu kwas6éw tluszczowych przepro-
wadzano w chromatografie gazowym Chrom IV, w na-
stepujacych standardowych warunkach: dlugoéé ko-
lumny 3 m. $rednica 3 mm, zawartoéé kolumny 15%
PEGA na Chromosorbie N, temp. kolumny 190°C, temp.
iniektora 230°C, temp. detektora 205°C, gaz noény N,
przeptyw N, 45 ml/min.

W dalsze]j czefci pracy zamierzaliSmy zmodyfikowaé
metody oznaczania pozostatosei obeych substancji j
kwaséw tluszczowych w miesie, watrobie 1 tluszezu
$win, bydla i bazantéw. Nawazka zhomogenizowanej
prébki wahala sie od 10 do 20 g, prébka byla pow-
térnie rozecierana z bezwodnym N.SO, p.a.
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ZastosowaliS§my kilka oczyszczajacych postepowan:
eter naftowy — acetonitryl i heksan — acetonitryl,
oczyszczanie na kolumnie stezonym kwasem siarkowym
oraz na kolumnie wypelnionej aktywowanym florizi-
lem. W cienkowarstwowej chromatografii uzywano kil-
ka uktaddéw rozwijajacych z heksanem, n-heptanem
oraz uklady zmieszane w roéznych stosunkach.

Potwierdzono takze dwa sposoby wykrywania pozo-
slatosci na plytkach chromatograficznych, a to z dwu-
fenylaming w absolutnym alkoholu oraz roztworem
AgNQO; w acetonie z dodatkiem 2-fencksyetanolu.

Pomiary metoda chromatografii gazowej dokonywa-
ne byly na aparacie Varian AG, typ Pestilizer, model
2740-30, przy uzyciu Sc®H EC wywotywacza, temp.
wywolywacza 245°C, temp. iniektora 235°C a temp.
kolumny 195°C. Kolumny byly napelniane badz 5% DC
na Varaporcie 30, 100—200 mesh, ewentualnie 1% QF
+ 5% OV 101 lub 3% QF 1- 3% DC 200 + 1% OV 101,
takze na Varaporcie 30, 100—200 mesh. Jako nos$ny gaz,
tzn. ruchoma faze, uzyto azotu, przeptyw N, 30—40
ml/min., ktéry byl oczyszczany na sicie molekularnym.

Wyniki i dyskusja

Dla uzyskania wlasciwych rezultatow anali-
tycznych najwazniejszym jest przygotowanie
biologicznego materialu, zwlaszcza produktéw
zywnoséciowych o wysokiej zawartosdci tluszezu,
poniewaz niewlasciwie dobrane postepowanie
oczyszczajace i ekstrakcyjne moze doprowadzié
do powaznego znieksztalcenia wynikéw oraz do
znacznego bledu wlasciwego oznaczenia. Juz
podczas homogenizacji/ préobki nalezy koniecznie
postepowac tak, aby $rednie probki, ktore sg
pobierane z homogenatu, zawieraly w sobie
wszystkie wlasciwosci prébek indywidualnych.

We wlasne] pracy stosowalidmy przed wlas-
ciwg ekstrakejg rozcieranie prébek z bezwod-
nym siarczanem sodu p.a., morskim piaskiem,
ewentualnie siloxidem (tlenkiem krzemu). Zwig-
zki te (ktére z prébki odciggaja wode) muszg
by¢ analitycznie czyste 1 jest wskazanym dobrze
je uprzednio oczyscié rozpuszczalnikiem uzy-
wanym w analizie, zeby zapobiec bledowi przy
wlasciwym analitycznym oznaczaniu. Ekstrakeji
dokonywano redestylowanym eterem naftowym
p.a., w czasie 24 godzin przy nieustannym prze-
plywie rozpuszezalnika. Sposob ten byl najdo-
godniejszy i przy jego stosowaniu uzyskano naj-
wiekszg wydajnosé.

Dalszg fazg jest tzw. oczyszczanie eterem na-
ftowym — acetonitrylem. Oprécz eteru nafto-
wego mozna stosowaé dimetylformamid. Do a-
nalizy chlorowanych weglowodoréw dogodniej
jest uzywaé eteru naftowego, co doradza réwniez
Szokolay (19). W probkach zawierajacych mate
ilodci ttuszezu (ponizej 10%) ten etap oczyszcza-
nia nie jest konieczny i mozna przystapi¢ bez-
posrednio do oczyszczania na kolumnie.

SprawdzaliSmy dwa typy kolumn. Najpierw
florizil aktywowany przy 300°C, ktory jest w
piSmiennictwie najbardziej zalecany, a nastep-
nie kolumne wypelniong krzemionksg, nasycong
10% kwasem siarkowym. Obydwa oczyszczajace
postepowania wykazaly jednakowg wydajnos¢,
tj. 90—95%; sadzimy jednak, ze oczyszczanie flo-
rizilem jest wygodniejsze z punktu widzenia cza-
su przygotowania kolumny, ktéry przy uzyciu
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krzemionki jest dwukrotnie dluzszy. Nalezy
rowniez bra¢ pod uwage, ze przygotowywanie
kolumny ze stezonym kwasem siarkowym jest
niewygodne takze i z punktu widzenia bezpie-
czenstwa.

Po oczyszezeniu w kolumnie probke zagesz-
czano w rotacyjnym podcisnieniowym parowni-
ku, a osad rozpuszczano w okreslonej ilosci roz-
puszezalnika i w ten sposéb bezposrednio przy-
gotowywano badz do analizy cienkowarstwowe]
lub chromatografii gazowej.

Tab. 1. Chromatografia cienkowarstwowa z réznym
oczyszezaniem poprzedzajacym na kolumnie
Granica
Wydaj- i _| Izomery
iwsc"! Czulosé Oznﬁg?l i meta-
or me/kg n o bolity
| ' p,p’-DDT
Kolumna ) DDE,
florizilowa 856—95 [0,05—0,1 10— | 1-HCH,
F+s-HCH
Kolumna l | HCB
krzemion-
kowa masyc. ‘ d
10% H,SO, 80—90 0,1 10— dtto

WeryfikowaliSmy réwniez postepowanie zale-
cane przez Hruske i Kocianovg (6), ktére polega
na ekstrakeji dwuetylenem, odparowaniu rozpu-
szezalnika i rozpuszcezeniu uzyskanego tluszczu
w okre§lonej ilodci eteru naftowego. Dalej na-
stepowalo oczyszczanie w kolumnie florizilowej.
Metoda ta okazala sie szczegélnie przydatna do
migsa, watroby i wyrobdéw miesnych o malej
zawartosci tluszczu. Przy analizie sloniny, loju
oraz wyrobow z zawartoscig tluszczu wiekszg
niz 15%, dochodzilo do niedostatecznego oddzie-
lania skladnikéw tluszczowych. Ten mankament
metody zalezny byl w duzym stopniu takze od
serii uzytego florizilu, gdyz stwierdzono, ze ich
jakos¢ byla rozna, a niektére i po aktywowaniu
przepuszczajg ttuszez.

W naszej pracy calkiem przydatng okazala
sie metoda chromatografii cienkowarstwowej,
opisana przez Szokolay’a (19), ktéra nadawala
sie do kazdego rodzaju badanego materialu.
Sprawdzalismy kilka ukladéw rozwijajacych i
doszlismy do wniosku, ze najlepsze wyniki osia-

Tab. 2. Chromatografia gazowa z poprzedzajagcym
-oczyszezaniem na kolumnie

e Granica |
WXO;(?_ Czutosé |oznaczal-| Izomery i
7 sg kg n°g501 | metabolity
' |
| —
0, p’-DDT
'-DDT
Kolumna D, p
tlorizi- 95 0,001 | 5—10-" D%E;gDDD
lowa L >
y-HCH,
HCB
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gneliSmy przy dwukrotnym rozwijaniu n-hep-
tanem. Za najdogodniejszy odezynnik wywolu-
jacy uznaliSmy roztwor AgNO,; w acetonie z do-
datkiem 2-fenoksyetanolu (firmy Fluka). Przy
uzyciu tej metody osiggnieto czulos¢ 0,05—0,1
mg/kg.

Najbardziej selektywna metods chromatogra-
ficzng do oznaczania chlorowanych weglowodo-
réow byla chromatografia gazowa. Dla rozdzie-
lenia wszystkich izomerow HCH (heksachlorcy-
kloheksan) jako najdogodniejszg okazala sie mie-
szana kolumna wypelniana 3% DC 200 + 2,56 QF
1+ 1% OV 101. Kolumna ta rozdziela dobrze
réwniez metabolity DDT. Stosunkowo dogodng
i dobrze oddzielajaca od siebie pozostalosei HCH
i HCB (heksachlorbenzen) byla mieszana kolum-
na 3% QF 1 + 2,5% OV 101, na ktérej nie roz-
dzielajg sie jednak izomery & i § HCH. Jest to
wadg metody, bioragc pod uwage, ze izometr {3
stanowi 30% technicznego HCH. Kolumny, kté-
re zawierajg tylko 1 ruchomg faze, sg mniej
przydatne. W naszych oznaczeniach pozostaloéei
chlorowanych weglowodoréw osiggneliémy czu-
lo§¢ 5.10711, co jest wystarczajace dla materialu
biologicznego. Dla przejrzystosci i dobrej oceny
uzytych przez nas metod, podajemy w nastepu-
jacych tabelach wydajnosé poszczegdlnych me-
tod, ich czulos¢ i liczbe oznaczonych metabolitéw
i izomerow.

Tab. 3. Zastosowane kolumny w chromatografii

gazowe]
1. 3% DC 200+2,5% — rozdziela wszystkie metabo-
QF 1+ 1% OV 101 lity DDT i wszystkie izo-
mery HCH
2, 3% QF 1-+25 % — rozdziela wszystkie metabo-
OV 101 lity DDT; nie dzieli 8 i &
izomeréw HCH
3. 3% DC 200 — rozdziela wszystkie metabo-
lity DDT; nie rozdziela o
HCH i HCB; B8 i 8 izome-
réw HCH.
4, 3% QF 1 — nie rozdziela o,p’~-DDT i
DDD oraz nie rozdziela

wszystkich izomeréw HCH

W dalszej czesci pracy zajmowano sie oznacza-
niem pozioméw kwasow tluszcezowych, przede
wszystkim podstawowych, w miesie, wyrobach
miesnych i tkance tiuszczowej. W pracy stoso-
walismy podwdjnag ekstrakcje tluszezu z biolo-
gicznego materialu, tj. badZz eterem dwuetylo-
wym, a nastepnie mieszaning chloroform-me-
tanol w stosunku 1 : 1. Stwierdzono, ze ilo§¢ wy-
ekstrahowanego tluszezu jest wieksza w drugim
przypadku, kiedy nie ekstrahuje sie tylko wol-
ny ttuszez, ale i dokonuje rodziatu poszczegdl-
nych lipidow. Po ekstrakeji nastepowalto zmy-
dlanie, przy czym najbardziej przydatnym oka-
zal sie 30% etanolowy KOH. Zmydlania doko-
nywano na !azni wodnej pod chlodnicg zwrotng
w czasie 1 godziny. Dalszym etapem bylo wy-
trzasanie uwolnionych kwaséw tluszczowych z

eterem naftowym, odparowanie rozpuszczalnika
1 estryfikacja. W naszych oznaczeniach stosowa-
lismy estryfikacje przy pomocy metanolu i
H,S0,. Ostatnim etapem byto ponowne wytrza-
sanie z eterem naftowym 1 zageszczenie do
objetosci odpowiedniej do wstrzykiwania do
chromatografu. Do wytrzasania prébowaliémy
stosowac takze eter dwuetylowy, z ktorego jed-
nak zrezygnowali§my, zwlaszcza w punktu wi-
dzenia bezpieczenstwa, a takze dlatego, ze kazda
uzyta seria ma odmienne wlasciwosci. Wydaj-
no$é¢ podanej metody wynosita 85%, co jest wy-
starczajagcym dla materialu biologicznego.

Podane postepowanie oczyszczajace, ekstrak-
cyjne i izolacyjne sg czasochlonne. Poniewaz
jednak dla stwierdzenia zawartosci wyzszych
nienasyconych kwasow tluszczowych jest ko-
nieczne, aby procesy utleniania i hydrolizy tiu-
szczu byly jak najbardziej ograniczone, pracu-
iemy na dalszg modyfikacjg metody, ktéra u-
mozliwi przygotowanie i analityczne oznaczanie
probek jeszceze tego samego dnia. Te szybkie
metody sa jednak stesunkowo malo wydajne (od
30—90%); ma to istotne znaczenie, gdyz takie
kwasy, jak linolenowy, arachidowy oraz wyzsze
nienasycone kwasy tluszczowe z liczbg wegli
wiekszg niz 20, wystepuja w produktach zywno-
Sclowych zwykle w malych iloSciach, stgd tez
szybkie metody wymagajg dokladnego spra-
wdzenia. Wladciwe oznaczanie na chromatogra-
mie gazowym jest latwe, a odczytywanie danych
dokonuje sie przez pordwnanie plaszezyzn ,,pi-
kéw” ze standardami. Do oznaczen ilo$ciowych
stosowano metode wewnetrznej normalizacji i
wewnetrznego standardu.
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Bappora M., Muryaux A., JJobemr M. — Ilpumenennz

XpoMaTOrTLa@uueckuX MeTOA0B IJig AHAJM3IA THILEBbLIX
UPOAYKTOB U ChIPbS JKMBOTHOTO NBOMCXOKACHUMA.

B paGore Ob1mu mozmncuumpoBanbl XxpoMaTorpadmiue-
CKMe MeTOJbl aHaJM3a OQCTATKOB YYXKABLIX BEIICCTE U
SKUPHBLI KUCJAQT B MACE, MACHBIX M3ILIMAX U KUPE.
[Tokazanm, 4TO IPM COOTBETCTRYIOUIEM SKCTPAKIIMOHHOM
M0JxX0Je, COCTBOTCTBYIOLEM Imonboope pazbaBuTeseli,
PEAKTMBOB HJs NPCABJIEBUA M KOJOHCK NS TazOBOK
Xpomarorpauyu MOXKHO JJOCTUYL BbICCKCCHelmpmye-
CKMX PE3yJAbTAaTOB, M B 9TUX CJYTIAaAX BO3MOIKHO [IOJIHOE
MCIIOAbL30BaHME CeJIEKTUMBHCCTY IIPUMEHEeHHBIX MeTO-
ACB. YyBCTBMTENBHCCTL METOAA Ta3CBOM XPOMaToirpa-
oun npnu ynorpebienun ScdH EC nposiBuTens X mccie-
NCBaHMIO OMCIOrMYcCKOro MaTepuasa CoCTaBJsAsa Xda-
Ke 1077 MI/RT M JejaeT BO3MOIKHLIM ONpEIelIeHye
CCTATKOB XJIOPUIOBAHHLIX YTIJIEBOAOPOJOB TaKe B OUYCHD

MaJablX KOHUeHTpauuAx. Takxe JJd ra3oBOil XpoMaTo-
rpacduy XRMPHBIX KUCIOT, CTaHOBAIEHCA B YexocnoBa-
KUM PYTUHOBBIM MCCJI€J0BaTeJbCKMM METOAOM B XVMM-
4eCKMX JabopaTopuaAX BeTePUMHAPHOM CJyzKObI, DOCTU-
TJY CPaBHUTEJIBHO BBLICOKOTO IIPONEHTa NPOU3BOAUTE I~
HOCTH.

Vavrova M., Mikulik A., Dobe$ M. — The application
of chromatographic methods in food and-raw animal
materials analysis.

Modified chromalographic methods were used for
the analysis of the residues of foreign subslances and
fatty acids in meal, butchers’ products and fat. It was
{ound that by means of suitable extraction procedures,
oroper solvents, development reagents and gas chro-
matographic columns was possible to abtain highly
specific results. The sensitivity of the gas chroma-
tographic methods was up to 10—7 mg/kg by the use
2 Scd3+ EC (electron capture) detector for the biolo-
gical material under study and enabled to determine
the recidues of chlorinated hydrocarbons even in very
low concentrations. Also a relatively high yield per
cent was obtained in case of gas chromatography of
fatty acids.
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Przeglgd wazniejszych teorii dotyczqcych

etiologii syndromoéw PSS i PSE
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W obecnym stanie badan mechanizm syndro-
mow PSS (porcine stress syndrome) i PSE (pale,
soft, exudative) nie jest wytlumaczony. Nie wia-
domo, czy jego zrodel nalezy szukaé w samym
miesniu, czy tez w systemie hormonalnym lub
neurologicznym.

Najczesciej upatruje sie przyczyn w:

— nieprawidlowym funkcjonowaniu systemu
hormonainego;

— niedoskonalos$ci ukladu oddechowego, pro-
wadzacej w specyficznych warunkach do de-
ficytu tlenowego w organizmie;

— nieprawidlowym metabolizmie weglowo-
danow.

Nizej, wykorzystujac miedzy innymi opraco-
wania Topla (18) i Cassensa i wsp. (2), podano
podstawowe kierunki badan zmierzajgce do na-
Swietlenia przyczyn powstawania syndromoéw
PSS i PSE.

Zrédla energii miesni szkieletowych

Energii potrzebnej miesniom szkieletowym na
skurcz i rozkurcz dostarczajg dostepne adenozy-
no-tréjfosforan i fosfokreatyna (ATP i CP). Ta
faza metabolizmu miesniowego u §win wrazli-
wych na stres podlega prawdopodobnie pewnym

254

zaburzeniom. W czasie duzego wysilku miesnia,
na skutek powaznego stresu, gléwnym Zrodlem
ATP i CP jest rozpad glikogenu w procesie gli-
kogenolizy. Produktem cyklu glikolitycznego
jest kwas mlekowy. Stwierdzono, ze u §win wra-
zliwych na stres wysoki poziom kwasu mleko-
wego tkanki miesniowej obserwuje sie wtedy,
kiedy wchodza one w koncowe stadium PSS.
Moze by¢ to gléwng przyczyng $mierci na sku-
tek PSS.

Iloé¢ kwasu mlekowego w miedniach po $mier-
ci jest takze gléwnym regulatorem barwy mie-
sa. A zatem metabolizm kwasu mlekowego i
czynniki, ktére kontrolujg wytwarzanie i usu-
wanie kwasu mlekowego w tkankach ciala od-
grywajg gléwna role w regulacji adaptacji $win
na stres a takze majg wplyw na barwe miesa
oznaczong po uboju.

Katecholaminy

Glownymi regulatorami glikolizy, a przez to
metabolizmu kwasu mlekowego, sg katechola-
miny. Dzialanie adrenaliny, jak i noradrenaliny
w komorce efektorowej jest wywolywane przez
jeden Iub drugi sposréd dwdch typoéw mecha-
nizmoéw recepcyjnych (receptorow), przedsta-
wionych jako o lub B.



