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W ostatnich latach metodyka wyodrebniania sktadnikéw zapachowych
z sera zostala znacznie udoskonalona i ulepszona. Polega ona na oddesty-
lowaniu lotnych skladnikéw zapachowych z frakcji ttuszczowej odwiro-
wanej z sera. Destylacja odbywa sie pod niskiem ci$nieniem, produkt zas
jej chwytany jest do odbieralnika chtodzonego cieklym azotem (1). Aro-
mat destylatu jest tak dalece zblizony do aromatu sera, ze otrzymang
mieszanine mozna uwazaé za reprezentujgcg w pelni skladniki zapachu
naturalnego produktu.

Technika chromatografii gazowej pozwala na rozdzielenie mieszaniny
na prostsze frakcje i skladniki i umozliwia ich identyfikacje droga po-
rownania uzyskanych wykreséw z chromatogramami zwigzkéw wzorco-
wych, badz metodami chemicznymi, spektrofotometrii w podczer-
wieni itp.

W dotychczasowych badaniach uzyskiwano wigksza lub mniejsza liczbe
pojedynczych zwigzkéw, zalezng od typu zastosowane] kolumny i de-
tektora. Rozdzial na kolumnie kapilarnej (typu Golay’a), polgczonej z de-
tektorem plomieniowo-wodorowym, doprowadzil do wykrycia obecnosci
licznych (okoto 35) skladnikow w dojrzalym serze Cheddar. Analizujgc
destylat na dwéch réznych kolumnach zidentyfikowano w oparciu o czas
retencji (RT) jedynie 11 sktadnikéw (oraz 8 w sposOb niepewny). Sklad-
niki te dominowaly ilo$ciowo, zajmujac okoto 90% powierzchni chroma-
tograméw i wszystkie posiadaty stosunkowo niski punkt wrzenia. Zapach
mieszaniny sporzadzonej z tych rozpoznanych sktadnikéw nie byl jed-
nakze dostatecznie charakterystyczny dla sera Cheddar. Wydaje sig, ze
sktadniki obecne w destylacie w ilosciach bardzo niewielkich i posiada-
jace wyzszy punkt wrzenia oraz wyzsze wartosci RT w kolumnie chro-
matograficznej muszg gra¢ role wazng, a moze decydujgcag w aromacie.
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W celu rozpoznania tych wlasnie wyzej wrzgcych skladnikéw doko-
nano proby opracowania warunkéw chromatografii gazowej destylatu,
ktore umozliwilyby wydzielenie ich i pozyskanie do dalszych analiz iden-
tyfikacyjnych.

A. Przygotowanie probki do chromatografii

Destylat otrzymywano metodg opisang przez McGugana i Howsam (1)
z ttuszczu odwirowanego z okoto 3 kg sera. Odbieralnik po odlgczeniu od
aparatu destylacyjnego poplukiwano malymi porcjami (lacznie okotlo
0,3 ml) CH,CI; i zobojetniano 0,5 n roztworem Na,CO; w celu wylgcze-
nia lotnych kwaséw tluszczowych. Szczelnie zamkniete probéweczke
z ekstraktem mozna bylo przechowywaé okoto 48 godz. w zamrazarce
1 wykorzysta¢ do wielokrotnego pobierania probek wstrzykiwanych na-
stepnie do kolumny.

B. Analiza chromatograficzno-gazowa ekstraktu

Prace wykonano na aparacie Perkin Elmera z adaptowanym detekto-
rem plomieniowo-wodorowym. Kolumny analityczne wykonano z rurki
o sredn. 1,6 mm, dlugosci 4 m. Wypelnienie kolumn: Chromosorb W
(60—80 mesh), pokryty matlg ilo$cig substancji rozdzielczej: 1% DEGS +
+ 2% Silicon 550 (kolumna ,,A”) lub 2% Carbowax 1540 (kolumna ,B”).

Na kolumnie ,,A” w temp. 60°C i przy cisnieniu gazu noszgcego
(azot) 0,7 At, po wstrzyknieciu prébki objetosci 1—2 mikrolitrow,
uzyskiwano obraz 36 do 28 skladnikéw, z ktérych 10 otrzymywano poz-
niej niz 2-oktanon. W temp. wyzszej (100° C) rozdzial w kohcowej partii
chromatogramu byl lepszy, liczba za$§ skladniké6w opuszczajacych ko-
lumne podzniej niz 2-oktanon siegata 16.

Na kolumnie ,B” w temp. 60°C (0,56 At. N,) otrzymywano 32 do
36 skladnikoéw, z ktérych 10—12 — podzniej niz 2-oktanon; w temp.
100°C — (0,84 At Ny — od 30 do 34 zwigzkéw, z ktérych 23 — pdzniej;
niz 2-oktanon).

C. Proby odzyskiwania frakcji ekstraktu
rozdzielonych na kolumnie chromatograficznej

Do preparowania oddzielnych frakcji ekstraktu.zastosowano kolumne
o Srednicy 6 mm, dlugosci 2 m, napeinionej Chromosorb W (60—80), po-
krytym 159% Carbowax 1540. Rozdzial przeprowadzono w temp. 110° C,
ci$nieniu azotu 0,7 At. Uzyskiwano obraz 45—48 skladnikéw, z ktérych
12—14 opuszczalo kolumne pédzniej niz 2-oktanon. Przy prébach odzyski-
wania poszczegélnych frakeji wylgczano detektory i wstrzykiwano
ekstrakt w ilosci 20—50 mikrolitréw. Przeprowadzano réwniez badanie
wechowe uchodzacych frakeji u wylotu kolumny.
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W celu odzyskania frakcji do dalszych badan laczono z wylotem ko-
lumny krétkie rurki o $rednicy 6 mm i dlugosci 15 cm ze stali nierdzew-
nej, wypelnione Fluoropack (60—80 mesh), pokrytym 2% Apiezonu M.
Czas chwytania frakcji wynosit 2 do 4 min. Nastepnie przez rurki prze-
puszczano w odwrotnym kierunku niz odbywalo si¢ chwytanie — stru-
mien azotu, z predkoscia 4—6 cm3/minute. Rurka podczas tego zabiegu
byla ogrzewana owinigtg dookola tasma grzejng do temp. 120° C. U wy-
lotu rurki podlgczona byla szklana kapilara w ksztalcie U (okolo 10 cm
wysokosci), zanurzona w naczyniu Dewara, napelnionym cieklym azotem.

‘ D. Sprawdzenie mozliwosci odzysku
na mieszaninach modelowych zwigzkdéw znanych

Zwigzki o wyzszym punkcie wrzenia (uzyskiwane z kolumn w opisa-
nych warunkach w czasach podobnych do RT interesujgcych nas frakeji
ekstraktu sera), takie jak 2-nonanon, metional itp. wyplukiwane byly
przez strumieny azotu z rurki adsorbcyjnej w czasie okoto 35 min. Aby
zapobiec wszelkim zanieczyszczeniom ze zlgczy (kauczuk) wszystkie po-
laczenia wykonano z teflonu. Po odpedzeniu badanego skladnika z rurki
do kapilary, owijano jg wata, dodawano (8—10 ul) rozpuszczalnika
(np. CH5Cly) i szybko wirowano w celu zebrania zawartosci w zgieciu
rurki. Nastepnie wydobywano otrzymany roztwér za pomoca strzykawki
i wstrzykiwano ponownie na kolumne analityczng w celu sprawdzenia
odzysku lub do analizy chemicznej lub spektrofotometrycznej. Odzyski
byly nastepujgce:

Ilo$¢ zwiazku wstrzyknietego

d ] . v
na kolumne rozdzielcza w mikrogramach Orizysk W procantuch

2-heptanon 5 72—178
2-oktanon 5 70—80
2-nonanon 10 45—50
mleczan etylu 10 40—45
metional 20 30—40

Ilosci odzyskane byly szacowane na podstawie pola powierzchni piku
uzyskanego na kolumnie chromatograficznej, w poréwnaniu z powierzch-
nig wykresu otrzymanego ze znanej ilosci tego zwigzku chromatografo-
wanego w tych samych warunkach.
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