Izoldcia, stanovenie a identifikdcia aromatickych litok

M. CUPAKOVA

V mojej predchiadzajtcej praci [1] sa vseobecne diskutovalo o pojme chuti
a vone. Pozornost sa venovala vyskytu a biosyntéze aromatickych latok.
V tomto ¢lanku by som sa chcela zamerat na analyzu aromatickych latok,
pretoze pokrok v analytickej chémii, najmé aplikdcia kvalitativne novych
metdd na analyzu aromatickych litok podporuje novy smer v chémii poziva-
tin. Ide o velmi zlozity proces, ktory pozostava z niekolkych stupnov, a to:
izolacia, zahustovanie, stanovenie a identifikdcia aromatickych latok. Na hod-
notenie arémy moézeme pouzit okrem zlozitejsich aj velmi jednoduché metddy,
ako su:

Oxidacné metddy, ktoré st zalozené na lahkej prchavosti a oxidovatelnosti
aromatickych latok. Stanovuje sa sihrnné oxidaénd mohutnost arémy vyjad-
rend oxidaénym, prip. aromatickym cislom. Tieto metdédy st nenirocné na
aparatiru a uplatnuji sa pri rychlych orientacnych analyzach aromatickych
latok potravin [2].

Titracné kolorimetrické a zrdZacie metody, ktorymi mozno z vodnych roztokov
aromatickych latok stanovit jednotlivé typy aromatickych zloziek. Ako priklad
mozno uviest stanovenie mastnych kyselin titracne alebo fotometricky po pre-
vedeni na hydroxamaty. Ziskané vysledky sa prepoditajia na kyselinu octovi
[3, 4].

Karbonylové zluteniny sa vyzrazaja s 2,4-dinitrofenylhydrazinom a stanovia
sa vazkove alebo po rozpusteni kolorimetricky |5, 6].

Chromatografické metédy sa Coraz viac pouzivaji na detailné studium
aromatickych litok. Na delenie tychto litok sa pre svoju nendro¢nost uplatnila
papierovd a stlpcovd chromatografia. Prchavé litky sa musia previest na
neprchavé derivaty a potom sa moézu delit na chromatografickom papieri alebo
na stipei kremeliny, kysliénika kremic¢itého a pod. [2]. Schormiiller a Grosch
|7] predlozili schému delenia derivatov neutralnych karbonylov papierovou,
stipcovou a plynovou chromatografiou. Chromatografia na tenkych vrstvich,
ktord sa Casto pouziva, spaja vyhody stlpcovej a papierovej chromatografie.
V stéasnosti sa na stanovenie aromatickych latok Coraz viac pouziva plynové
chromatografia.
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Metédy izolacie a zahustovania aromatickych latok

Destilécia je jednou z metdd, ktoré sa pouzivaji na izoldciu vacsiny preha-
vych latok potravin. Ostatné metddy, ako extrakeia, adsorpeia a pod. sa casto
aplikujia v prvych stupnoch izolacie. Z destilacnych metdd sa najcéastejsie
pouziva jednoduchd destilicia pri atmosferickom tlaku alebo za vikua.
Najviac pouzivanou metédou je vikuova destilacia a izoldcia.

Tieto metddy sa pouzivaju na ziskanie prchavych latok z roztokov, olejov
a vysokovriacich rozpustadiel [8—10].

Destilacia s vodnou parou sa najviac pouvziva na ziskanie vyssievriacich
zltGenin, ktoré mozu prchat s vodnou parou pri atmosferickom tlaku alebo
za vakua.

Ak sledovany roztok nie je velmi zriedeny, extrakcia s organickymi rozpus-
tadlami moze byt priama. Pre niektoré zmesi sa moze pouzit kontinudlna
extrakeia, ako je napr. kontinudlna extrakeia s pentdnom, ktord sa casto
pouziva na extrahovanie organickych latok z vodnych roztokov, ktoré obsahu-
ji porovnatelné mnozstvé alkohclu. Na extrahovanie aromatickych latok
zo zriedenych vodnych roztokov sa niekedy pouziva parafinovy olej. Jeho vy-
hodami st inertnost, nerozpustnost vo vode, nizka cena, neprchavost. Dalej
sa uvadzaji dve konkrétne metddy izolacie, ktoré sa casto pouzivaju.

Ako koncentratna metéda sa pouziva adsorpeia na tuhych adsorbentoch,
pripadne impregnovanych plynovochromatografickych nosicoch [11, 12].
7 adsorbentov sa najcastejsie pouziva aktivne uhlie, pretoze nie je dezaktivo-
vané vodou a ma velkt adsorpéni kapacitu. Na aktivnom uhli boli tspesne
zahustené prehavé latky z vodnych roztokov hrachu [13]: cibule [14]. Adsorp-
cia organickych latok na aktivnom uhli sa znizuje s rozptstadlami v takomto
poradi: voda, etanol, estery, acetén, chloroform [15]. V ostatnom Case sa coraz
viac uplatiiuji prie¢ne vetvené polystyrénové zivice [16]. Ak je zdkladnym
materidlom esencidlny olej, méme takto aromaticky koncentrat, z ktorého
separdcia a identifikdcia cistejsich frakeii sa méze dosiahnut adsorpénou
chromatografiou [8].

Zahustovanie vymrazom je dal§ou metédou, ktord sa pouziva na odstranenie
vody zo zriedenych vodnych roztokov aromatickych destilatov. Této metoda
poskytuje mierne podmienky, ¢im sa vyhneme tvorbe artefaktov a destrukeii
labilného materidlu teplom. Pri tejto metdde si jednotlivé davky roztoku
umiestenéd v nadobke prikrytej féliou alebo filmom = neprestajne sa miesaja
pri teplote pod bodom mrazenia a za vikua. Upravend teplota a zmieSavaci
pomer st kritické, pretoze rychle zmrazenie zapritinuje vylucovanie organic-
kych latok z ladovej fazy. Farkes a Hriviidk [17] pouzili pri analyze nealkoho-
lickych ndpojov metédu zeloZzent na vymrazeni zloziek arémy nad népojom
do kapilarnej predkolény a nasledujicej analyze tychto zloziek na kapildrnej
chromatografickej koléne. Moznost kvantitativneho stanovenia aromatickych
latok touto metédou bola overend pri stanoveni niektorych prchavych zloziek
v mlieku a mlie¢nych vyrobkoch [18]. Pre produkty s nizkym obsahom vody,
ako st oleje a dehydratované potravinové produkty sa techniky izolacie
vicsinou zakladaji na vysokovakuovej a molekularnej destildcii.

Zahustovanie zénovym tavenim je dalSou koncentratnou metédou, ktord sa
spomina v niekolkych ¢lénkoch. Podobne ako pri zahustovani vymrazom i pri
tejto metdde st straty a termélna degradacia prchavych latok znizené [8].
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Na izoldciu prehavych litok z lipidov se pouzila aj destilécia s inertnym
plynom na oddelovanie prechavyceh zloziek. Pretoze pri tychto metddach s
neziskali kvantitativne 1(]”()(11 kovateIné vyszledky, je to najpouzitelnejsi
sposob izoldcie destilécie za vvsokého vikua | 19, )0] Zhae ‘eniny s nizkymi mole-
kulovymi véhami s poctom uhlikov ( —Cy, ktoré sa ziskali destiléciou, sa stré-
cali, co sposobovalo ich vyparenie pred analyzou, alebo neboli celkom skon-
denzované v chladenej predlohe. So zvysovanim molekulovej véhy so ziskali
nizsie vysledky v dosledku zvysenia rozpustnosti lipidov a znizenia tlaku pary
[7]. Metylketéony s poctom uhlikov Cy—C'y sa ziskali v 7899 ¢ vytazkoc h
z masla po osemhodinovej extrakeii pl'i te ph)lv 45 7C Pri metylketdnoeh s poc-
tom uhlikov (';—(, sa ziskali znizené vytazky | ’ll Pri destiléeii maslového
tuku za vysckého vikua sa dosiahlo menej al\() 50 Y, vytazku metylketénov
nad Cy alebo alkoholov nad ;. Ked p(v destilécii nasledovala molekularna,
destilacia, ziskali sa vyssie vy d/]\\ [8]. Nawar a spol. [22] uviedli velmi dobré
vytazky alkénov a o Jkénov, ktoré sa ziskali z obilného oleja pri pouziti apara
tary na pnnupo podla de Bruyana a Schogtha [23]. Uhlovodiky s ]»mtum
uhlfkov C,—C(',, sa izolovali z obilninevého of eja pri tlaku 10-2Torr & priteplo-
te 70 °C. Uhlovodiky od (', do (',, sa ziskali destilaciou pri tlaku 10-3 Torr
a teplote 80 °C'. Z objemovo velkych destilatov sa aromatické latky extrahuja
objemovo organickymi lozpusm(th.-lm. Namiesto destilicie s vodnou parcu
mozno pouzit destildciu v prade CO, [24].

Weurman [15] uvadze vela technik pouzivenych na izeldciu aromatickych
latok. Su tu zahrnuté niektoré druhy destilécie, ktoré sa pouzivaji na ziskanie
prchavych latok z vodnych roztokov. Na podklade rozsiahleho §tudia litera-
tary [25] sa vybrali postupy izolécie aromatickyech ldtok, ktoré mozno univer-
zalnejsie pouzit v aplikacii na rozlicny materidl. V prvej metéde [16] sa uvadza
tento postup izolicie aromatickyeh latok:

Na precerpavanie naplue (vzorky), t. j. suspenzie roztoku a destildtu sa
pouzivaji pumpy E a F. Vzorka sa rozomelie na prisok a rozpuosti vo vode
vo Waring-Blenderovom zaviedeni. Suspenzia se zavedie na dno trubice A
obalenej parnym plastom. Zmes emulzie a parvy prechddza oddelovacom B,
kam sa tekutina vracia a recirkuluje. Pumpou F sa kon$tantne prederpiva
uréitd (premenliva) cast vzorky (kvapalina). Para prechddza do kondenzdtora
kde sa v zberadi D vacsia ¢ast destilitu kondenzuje, z ktordhe sa konitantne

cerpd pomocou pumpy F. Kondenzdcia pary nastéve v refluxnom kondenzéto-

re K a nakonice G, v ktorom je teplota 0 °C. Nizkovriace latky sa zachytévaji
v Casti H pri teplote —70 a —100 “(". Previdzkové tlaky si zvytajne 30 az 50
mm Hg a vysledny vzostup teploty je do 40 °C. P\(hlmt destildcie je asi 31
destilatu za hodinu pri tlaku 40 mm Hg. Pumpa I je upravens tak, aby dodala
3 1 vzorky za hodinu (50 9 dest. \0(1.\ ). Toto mnozstvo mozno zvysit na 12 1
za hodinu (20 9 dest. vody). Takto sa oddestiluje 20 9 vody zo zmesi a denne
sa moze ﬂ)mw()v“f 100 1 zmesi alebo roztoku v laboratérnyeh podmienkech.

< ”)l I zndzornuje aparatiru.

Yeliou metédou sa ziskali aromatické latky citlivé na teplo. Pritomto postu-
pe n;bpln Wurvac-kolény vrie za vékua pri teplote 38 °C. Tieto podmienky st
miernejsie ako za atmosferického tlaku. Hlavnym problémom, ktory sa vysky-
tuje pri zhromazdovani esencii za vikua, je strata aromatickych zloziek v ne-
kondenzovanych plynoch, ktoré odchédzaji z ndplre (vzorky) cez malé vzdu-
chové strbiny [26].
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Obr. 1. Pristroj na izoldcin aromatickych liatok. A — trubic¢ka obalend parnym pldstom,

B — oddelova¢, € — chladi¢, D — zbera¢ frakecii, ¥, F — pumpy, G — refluxny

kondenzator, H — predlocha nizkovriacej latky, K refluxny kondenzdtor, 1. — vi-
kuum, M — teplomer, N — para, O — vzorka.

Obr. 2 717('1,7('1'fmj(\ aparaturu, ktord sa pouziva pri tejto metdde. Vzorka s
vedie k vyparniku rychlostou 50—100 kg/hod. Pary ida do oddelovaca kolony
a oddelend #tave do chladita a potom do zberaca. (]mmkto] istickym znakom
tohto postupu je sposob, akym sa odstranuji prchavé latky z oddelovace]
kolény. Adsorbované prehavé latky z nek )11(1@1)/50\.\11_)'/('11 plvnuv opustaju
vakuovit pumpu. Prehavé latky ida odtial do spodného varica, kde sa znova
ziskavaji pomocou neskondenzovanych plynov. Prid dusika odvedie ticto
aromatické 18tky z kondenzatora do vakuovej poumpy, ktora stladéi plyn na
atmosfericky tlak a premiesa ho s vodnym izolatorom. Voda nepretizite cirku-
luje cerpadlom, aby adsorbovala pary a cez chladic¢, aby sa udrzala teplota
asi 2,5 °C.

V zl.xk&nj(:h destilatoch sa zvycajre po zahusteni aromatické latky stano-
vuju plynovou chromatografiou a hmotunostnou spektrometriou.

Metody stancvenia aromatickyvceh ldtok

Na stanovenie aroma ‘rir'kych latok sa stale viec pouzive plynové chromato-
grafia, ktord byva ¢asto spojend s ,,head space™ metddou na izoldciu prchavych
litok alebo aromatickych koncentritov. .,Head space” analyza ma vosvojom
pouziti niektoré vyhody, a to:

— pozaduje sa relativne malé mnozstvo vzorky,

-— pomerne jednoduchd je priprava vzorky,

— zlticeniny v | head space” st pritomné v koncentracidch zodpovedajicich
skutocnej aréme.
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Obr. 2. Pristroj na ziskanie aromatickych litok citlivich na teplo. A — ndpln, B — na-
pajacia pumpa, ¢ — odparovac, D - kondenzator, K - oddelovacia koléna, F — va-
kuova pumpa, G chladic¢, H predloha chladena suchym ladom, 1 odplytiovanie,
J — cirkula¢nd pumpa, K — ziskavanic aromatickych ldtok, L — prad dusika, M od-
pad, N — spodny vari¢, P oddelovacia pumpa, R —— ziskavanie oddelenej chladencj
stavy.

Jednou z nevyhod je, Ze potlaca pristupnt analyticka citlivost k limitnej
citlivosti. Rychlu a reprodukovatelnt metédu na zachytavanic a analyzu
. head space”” aromatickych latok uviedol Gill a Noble [27]. Z pulp paradajok
a Stavy rekonstituovanej z pretleku sa izolovelo 5 zliCenin, ktoré sa kvanti-
tativne stanovili a identifikovali chromatografiou plyn—»kvapalina & hmot-
nostnou spektroskopiou. i’lohl( dy o <l])|l]\d,(‘]1 plynovej chromatografie uviedli
Teranishi [28] a Kovacs [29]. Na delenie komplexnych zmesi, ]\tme sa pred-
bezne frakcionovali st potwbno koldny a rozlitné staciondrne a pohyblivé
fazy s urcitym rozsahom polarity a selektivity. Vysledky delenia plynovou
chromatografiou za rovnakych podmienok zévisia od rozdielov medzi parciél-
nymi koeficientmi zlacenin, ktoré st separované, a od vykennosti koldny.
Zltdeniny, ktoré nie sit dobre rozpustné v jednej faze, musia byt oddelitelné
v inej féze odlisnej polarity [8].

Metdédy identifikacie aromatickych latok

Na identifikéciu aromatickych latok sa pouzivaji viaceré metddy, ku kto-
rym patria najmé spektralne metddy, ako infracervend spektroskopia, Rama-
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nova spektroskopia a hmotnostné spektroskopia. Infra¢ervend spektroskopia
je metdéda, ktord sa pouziva na dokaz skupin, ako st —OH, —NH,, dvojité
vizby a pod Ramanova metéda je doplnujicou metédou k infracervenej
spektroskopii. Pasy, ktoré su neviditelné v infracervenej oblasti, objavujt sa
v Ramanovych spektrach. Tato metéda sa pouziva na dokaz tetrasubstituo-
vanych, dvojitych, trojitych viazieb, a vizieb uhlik—sira a sira—sira a pod.
Hmotnostna spektrometria je najfrekventovanejéou metddou, ktora sa pouzi-
va v oblasti OIganlcke] chémie a pri stadiu Struktary 2ltdenin. Sledu]u sa
rozdiely medzi izomérmi, najma ahiatlckych dvojitych vazieb, epiméry a iné.
Vyhodou hmotnostne] speLtrometrle je, ze pozadované mnozstvo latky na
ziskanie spektra je v tom istom rozsahu ako mnozstvo latky, ktoré sa pozadu]e
pri stanoveni plynovou chromatografiou. Velmi ¢asto sa pouziva spojenie ply-
nového chromatografu a hmotnost‘ného spektrometra [8].

Cielom tohto ¢lanku bolo poukézat na rozdielne spésoby analyzy aromatic-
kych latok s vyuzitim rozdielnych metdd izolécie, ako aj najnovsich metéd
ich stanovenia a identifikédcie.

Sthrn

V ¢lanku sa strucne spominaji najzavaznejsie metddy izolacie, zahustova-
nia, stanovenia a identifikdcie aromatickych latok. Opisuju sa metddy izolacie
aromatickych latok uplatnujice sa v laboratérnych podmienkach a aj spésoby
zahustovania zénovym tavenim a vymrazovanim. Z vyhodnocovacich metod
sa venovala pozornost infracervenej spektroskopii, Ramanovej spektroskopii,
plynovej chromatografii a hmotnostnej spektrometrii.
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[solation, determination. identification of aromatic subtances

Summary

In the study the most relevant methods of aromatic substances isolation, thickening,
determination and identification are briefly mentioned. The isolation methods of aroma-
tic matters in laboratory conditions and also thickening methods with zone melting and
freezing are described. From evaluating methods attention to infrared spectroscopy,

Raman spetroscopy, gas chromatography and mass spectrometry was paid.

BULLETIN XVI/4—1977
34




