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Analyza karbonylovyeh zliéenin v koneentratoch jablkovej aromy

PAVEL VALASEK — ALEXANDER PRIBELA

Stihrn. Z roznych vzoriek koncentratov aromatickych Idtok j ablk sa karbonylové
zltéeniny vo forme 2,4-dinitrofenylhydrazénov rozdelili na tenkej vrstve (silikagél,
stistava chlorid uhli¢ity—mn-hexdn—octan etylovy—aceton 100 : 10 : 20 : 5) a po-
mocou plynovej chromatografie (1 9% SE 30 na Chromosorbe W). Oddelené a vyizo-
lované skvrny z tenkej vrstvy sa eSte rozdelili plynovou chromatografiou. Uréila
sa reprodukovatelnost eluénych udajov. Plynovou chromatografiou sa oddelilo
13—15 karbonylovych ldtok, kym chromatografiou na tenkej vrstve iba 10 Skvrn.
Spektrofotometricky pri 360 nm sa stanovil obsah karbonylovych zloziek a vyjadril
ako acetaldehyd v mg.1-1. Ukédzalo sa, Ze medzi obsahom karbonylovych zloziek
a 2-hexenalom a hexanalom je vysokd koreldcia (0,966). Medzi senzorickou hodnotou
a uvedenymi aldehydmir» = 0,938.

Medzi vyznamné zlozky arémy jablkovych Stiav patria karbonylové zlice-
niny. Mnohé z nich s senzoricky velmi aktivne a uréuja odrodovy, resp. dru-
hovy charakter arémy jablk [1—3]. Vznikaji ako sekundirne latky pocas zre-
nia plodov [4] a pocas spracovania [5—9]. Po oddeleni aromatickych latok zo
$tavy a po ich skoncentrovani na koncentraty sa niektoré zlozky oznacuji za
neSpecifické, napr. etanal [11], iné sa pokladaji za charakteristické, napr.
hexanal, trans-2-hexenal [12—14].

Na oddelenie karbonylovych zlicéenin z koncentratov arémy s vyuzivajt
kondenzatné reagencie, najmé 2,4-dinitrofenylhydrazin, ktory tvori s monokar-
bonylovymi zlideninami zltd az oranZovia zrazeninu 2,4-dinitrofenylhydrazé-
nov, resp. s dikarbonylovymi zli¢eninami osazény [10, 15, 16]. Tieto derivaty
mozno stanovit fotometricky [16, 17] alebo po rozdeleni chromatografiou na
tenkej vrstve [16, 18, 19], vesp. plynovou chromatografion [20—22].

V predlozenej publikicii uvadzame porovnanie vysledkov dvoch technik
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rozdelenia karbonylovych latok jablk po derivatizacii na 2,4-dinitrofenylhydra-
zony, resp. osazény, a to chromatografiou na tenkych vrstvach ako jednodu-
chu techniku a plynovou chromatografiou.

Eexperimentalna cast

Na analyzy sme pouzili komer¢ne vyrobené koncentraty aromatickych l4tok
jablk z konzervarni VKL Chrast, SKL Zatec a Fruta Modfice.

Izoldcia a stanovenie karbonylovijch zlicenin. Zo vzorky sa odpipetovalo 10 m!
koneentratov arémy a rovnaky objem roztoku 2 %, 2,4-dinitrofenylhydrazin:
v 35 9, kyseline chloriste] do kénickej zdbrusovej banky. Zmes sa premiesala
a ncchala stat 15 h pri 20 °C. Zrazenina hydrazénov a osazénov sa odfiltrovals
na Biichnerovom lieviku cez husty filtraény papier (Cervend péska) a premyla
minimalnym mnozstvom vody do vymiznutia kyslej reakcie a vysusila pri 85 °C.
Ziskané hydrazény sa pouzili na chromatografické rozdelenie.

Pre kvantitativne fotometrické stanovenie sa zrazenina 2,4-dinitrofenylhydra.-
zénov odfiltrovala na téglikoch S 4 a rozpustila v chloroforme (50 ml). Téglik sa
premyl trikrat horticim etanolom (po 10 ml). Spojené eluaty sa po ochladeni
doplnili po znac¢ku v 100 ml odmernej banke etanolom. Takto pripraveny eluit
sa zriedil 100-ndsobne etanolom a zmerala sa absorbancia v 1,0 cm kyvete pri
360 nm na spektrofotometri Spekol 10. Z analytickej éiary ¢ = 2,2143 4 —
— 0,0049 sa vypo¢tital obsah karbonylovych zli¢enin a vyjadril ako acetalde-
hyd v mg.17! koncentratu aromatickych latok.

Chromatografia na tenkych vrstvich. Na rozdelenie karbonylovych zltéenin
sa pouzili hotové platne Silufol (Sklarny Kavalier, zivod Votice). Chromatogra-
my sa vyvijali v zmesi chlorid uhli¢ity-n-hexdn-octan etylovy-acetén v pomere
100 : 20 : 10 : 5 objemovych dielov. Rozdelené 2,4-dinitrofenylhydrazény sa
porovnali so Standardmi. Ry sa pocitali ako relativne hodnoty k acetaldehydu
(Rp,). Na preparacné ucely sa pouzili jednak uvedené platne Silufol (25 x 25),
jednak sypané vrstvy silikagélu (Kieselgel G, Merck). Rozdelené skvrny sa vy-
brali aj s adsorbentom a vyeluovali trikradt chloroformom a raz metanolom.
Eluaty sa zahustili a pouzili na rozdelenie plynovou chromatografiou alebo na
stanovenie spektrofotometricky.

Plynovd chromatografia. Roztoky 2,4-dinitrofenylhydrazénov sa rozdelovali
plynovou chromatografiou priamo na pristroji Chrom 5. Pouzila sa sklenens
koléna 2500 mm dlhé, s vnitornym priemerom 3 mm. Népli Chromosorb W
(HP) 0,152—0,195 mm (80—100 mesh) so zakotvenou fazou 1 %, SE 30. Nos-
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ny plyn dusik, tlak 9,0.10% Pa. Programovans teplota : 170°C izotermicky 2 min,
170—190 °C 5 °C/min, 190 °C izotermicky 12 min. Plamenovy vodikovo-ioni-
zatny detektor 250 °C, prietok vodika 30 ml.min1, prietok vzduchu 300 ml.
.min~t. Teplota injekéného bloku 220 °C, mnozstvo vzorky 4 pl.
Jednotlivé piky sa identifikovali pomocou Standardnych roztokov 2,4-dinitro-
fenylhydrazénov. Pomer jednotlivych zloziek sa vyjadril ako relativne per-
cento plochy piku.

Statistické hodnotenie vysledkov. Na $tatistické hodnotenie vysledkov sa
pouzili metédy uvedené v [26]. Symboly: variaéné rozpitie R, aritmeticky
priemer @, smerodajné odchylka sp (sg = kn.R, kde kn pre n = 4 je 0,4857),

285).100 9
miera presnosti M (M = 4 —(L/L>,

korelaény koeficient  r =
VS ZR (y — P
) A
Regresnd priamka y =« + bx, b = L A = S(zy) — — S=Sy,
1 —_— —
B=_8»?——8%, a=y—bx

T

Vysledky a diskusia

Reprodukovatelnost stamovenyjch Ry, hodnét. Ziskané vysledky a ich Statistic-
ké spracovanie rozdelenych skvin 2,4-dinitrofenylhydrazénov chromatogra-
fiou na tenkej vrstve a plynovou chromatografiou st v tabulkéch 1 a 2

Z tabulky 1 vyplyva, Ze rozdelenie jednotlivych skvfn na silufclovych plat-
niach je relativne dobré a reprodukovatelnost delenia vykazuje chybu vacsi-
nou do 42 9%, iba pri Skvrnach s nizkymi Ry, hodnotami je miera presnosti
horsia, 4, 4,5 a 8,4 %,. MoZno to vysvetlit tym, Ze ide o relativne hodnoty, kto-

rych velkost zavisi od 2.

Miera reprodukovatelnosti rozdelenia jednotlivych zlozielk plynovou chro-
matografiou sa pohybuje od 1 do 4 9, ¢o je v priemera lepsie ako pri chromato-
grafii na tenkej vrstve. Z tabuliek 1 a 2 mozno tiez vidiet, ze plynovou chroma-
tografiou sa oddelilo 13 az 15 zloziek, kym tenkovrstvovou chromatografiou
iba 10 8kvin. Z toho vyplyva, ze plynovéa chromatografia je vhodné na detail-
nejsie rozdelenie 2,4-dinitrofenylhydrazénov, a je tiez ¢asovo menej naroéna
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(celkové rozdelenie trvd 25 min). Na prevadzkové Gidely viak stadi aj chromato-
grafia na silufolovych platniach, ktora je pristrojovo nenirotni o da sa reali-
zovat i v podnikovych, resp. zavodnych laboratériach. Je vhodné pre orientad-

Tabulka 1. Hodnota R¥a $kvin 2,4-dinitrofenylhydrazénov rozdelenych chromatografiou na

tenke] vrstve

Table 1. Rpa values of 2,4-dinitrophenylhydrasone spots separated by means of thin-layer

chromatography
| . Vzorka?* Statistické tdajed
i 1 2 3 4 _
na z SR.107% M'1%]
BFa

1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 0,11 0,12 0,12 0,11 0,115 49 8,4
3 0,21 0,21 0,22 0,22 0,215 49 4,5
4 0,48 0,48 0,47 0,49 0,480 97 4,0
5 0,83 0,82 0,82 0,83 0,825 49 1,2
6 L,01 1,00 1,00 0,99 1,000 97 1,9
7 1,16 1,16 1L15 1,17 1,160 97 1,7
8 1,47 1,48 1,48 1,46 1,473 97 1,3
9 1.75 1,76 1,75 1,76 1,755 49 0,6

10 1,93 1,94 1,94 1,96 1,943 146 1,56

l

1Spot; 2Sample ; *Statistical data.

Tabulka 2. Hodnoty relativnych eluénych udajov Ry rozdelenych 2,4-dinitrof. enylhydrazénov

plynovou chromatografiou

Table 2. Ry values of relative elution data on 2,4-dinitrophenylhydrasones separated by means

of gas chromatography

Vzorka? -
Statistické udaje®
Pik! i 2 3 4
R, [min] | 7 sR.1072 | MY[%]
1 7,17 7,08 7,17 7,00 7,11 8.26 2.1
2 7,87 7,50 7,33 7,33 7,46 16,51 44
3 8,00 7,83 7,87 8,00 7,92 8,26 2,1
4 8,33 8,17 8,25 8,17 8,23 7,77 L8
5 9,17 8,92 9,00 8,83 8,98 16,51 3,7
6 9.83 8,75 9,92 9,83 9,83 8,26 1,7
7 10,33 10,00 10.17 10,33 10,21 16,03 3,1
8 13,75 13,50 13,83 1 13,69 19,50 2,8
9 15,67 14,42 15.33 15,50 15,48 16,51 21
10 16,83 16,67 N ) 16,75 14,18 L7
11 18,17 17,83 17.83 17,67 17,88 24,29 2.7
12 18,67 18,50 . 18,50 18,56 10,04 11
13 19,67 19,50 19,70 19.67 19,64 9,71 1,0
14 20,92 | 21,00 20,83 — 20,92 10,04 1,0
15 23,17 23.00 22,83 - 23,00 20,09 1,7
1

1Peak ;?Sample ; 3Statistical data.
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Tabulka 3. Identifikdcia 2,4-dinitrofenylhydrazénov
Table 3. Identification of 2,4-dinitrophenylhydrasones

Chromatografia na tenkej Plynova
Standardna latkal vrstve® chromatografial*
skvrnat? pik
acetaldehyd? 6 1
benzaldehyd? 8 15
hexanal* 9 9
trans-2-hexenal® 9 11
aceton® 7 2
metyletylketon? 8 7
ceyklohexanén® 8—9 14

1Standard substance: 2Acetaldehyde; *Benzaldehyde; *Hexanal; 5‘tmns-2-Hexena.l.; SAcetone;
"Methylethylketone; SCyclohexanone; *Thin-layer chromatography;!°Spot; Gas chromatogra-
phy; *Peak.

né zistenie zastipenia jednotlivych karbonylevych zltiéenin v jablkovych kon-
centratoch aromeatickych latok.

Identifikdcia o kvantitativne hodnotenie rozdelenych 2,4-dimitrofenylhydrazd-
nov. Rozdelené 2,4-dinitrofenylhydrazény chromatografiou na tenkych vrst-
vach sa po elicii znova delili plynovou chromatografiou. Z vysledkov vyply-
nulo, e iba dve Skvrny (6. 7 & 10) boli jednotné latky, v ostatnych Skvrnéch sa
vyskytuju dve i viac zleziek. Zoujimava je Skvrna ¢. 1 (Start), kde sa objavilo
vietkych 15 latok rozdelenych plynovou chromatogrefiou. Mozno to vysvetlit
silnou adsorpciou ¢asti nanadSanej vzorky na aktivne centra adsorbentu, z kto-
rych sa pouzitou rozpustadlovou zmesou neeluuje. Az silnym desorpénym roz-
ptstadlom (metanolom) sa vyeluuje. Poradie skvin rozdelenych chromatogra-
fiou na tenkej vrstve je znalne rozdielne od poradia 2,4-dinitrofenylhydrazo-
nov vychadzajicich z kolény plynového chromatografu, ¢o je pochopiteIné,
vzhladom na rozdielne typy chromatografickych metdd (adsorpina, rozdelo-
vacia).

Identifikdcia dolezitejsich karbonylovych zlcziek se vykonala pomocou Ry,
hodnot, resp. eluénych tdsjov stendardnych latok (prehlad je v tab. 3).

Z vysledkov v tabulke 3 vidict, Ze plynovou chromatografiou sa 2,4-dinitro-
fenylhydrezény dostatoéne oddelili, kym pri chromatogr: fii na tenkej vrstve
hexenel a pravdepodobne frans-2-hoxenal sa oddelili ako jedna skvrna. Cyklo-
hexenén vykezoval roztiahnutt Skvrnu, ktord zasahovela od metyletylketénu
az do hexanalu. Ostatné zlozky ncboli blizsic identifikované.

Z chromatografickych zézn:mov sa vypocitalo percento zastpenia pléch
pod jednotlivymi chromatogr: fickymi vin:mi vzt:hovené k celkovej ploche.
Z tychto tdajov sa zistilo mnozstvo jednotlivych hydrazénov, prepocitanych
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Tabulka 4. Zastupenie karbonylovych zliéenin rozdelenych chromatografiou na tenkej vrstve
(ako acetaldehyd v mg.,"1)
Table 4. Representation of carbonyl compounds separated by means of thin-layer chromato-
graphy (expressed as acetaldehyde in mg 1-1)

Vzorka?
Zlozka!

1 2 3 4

1 14 23 12 12
2 40 20 19 6
3 14 12 13 9
4 34 16 16 9
5 71 32 66 23
6 1054 505 364 80
7 163 30 30 18
8 49 29 20 12
9 105 64 92 18
10 50 30 39 24

1Compound ; 2Sample.

Tabulka 5. Zastupenie karbonylovych zltéenin rozdelenych plynovou chromatografiou (ako
acetaldehyd v mg.1-1)
Table 5. Representation of carbonyl compounds separated by means of gas chromatography
(expressed as acetaldehyde in mg 1-1)

Vzorka?
Pkl |-
1 2 3 4

1 689,2 390,8 315,8 129,5

2 561,9 303,6 239,0 76,0

3 2,7 1.4 0,5 0,1

4 2,6 1,2 0,5 0,1

5 0,8 0.4 0,3 0,1

6 1,1 0,5 0,5 +

7 0,6 0,4 0,2 0,1

8 0,2 0,2 0,3 =%

9 118,8 5,1 10,8 0,5
10 2,6 0,9 ; N +
11 208,5 54,1 E 102,5 1,4
12 0,6 0,3 [ + =
13 0,5 0,2 0,2 +-
14 3,5 1.4 ‘ 0,3 —
15 0,2 0,2 | 0,3 —

-+ stopy, — chyba, N — neoddelil sa.
-+ Traces, — absent, N — was not separated.
1Peak; 2Sample.

z celko vého obsahu 2,4-dinitrofenylhydrazénov vo vzorke (vyjadrené ako acet-
aldehyd v mg.1). MnoZstvé jednotlivych zloziek po rozdelent chromatogra-
fiou na tenkej vrstve uddva tabulka 4 a rozdelené plynovou chromatografiou
udéva t abulka 5.

Z vysledkov v tabulkéch 4 a 5 je zrejmé, %e celkovy obsah karbonylovych
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zloziek je v jednotlivych vzorkéch znac¢ne rozdielny, ¢o sveddi o rozdielnom
stupni skoncentrovania aromatickych ldtok, resp. menej aromatickych $tiav,
z ktorych boli oddelené. Mimoriadne vysoky obsah karbonylovych zltéenin
sa zistil vo vzorke ¢. 1 1594 mg.1-1, vzorka &. 2, resp. 3 obsahovala 761, resp.
671 mg.1"! a najmenej vzorka ¢&. 4, iba 212 mg.1-. V tejto vzorke sa navyse
zistila pritomnost cukrov a pektinovych latok, éo svedéi o tom, Ze do koncentré-
tu aromatickych ldtok sa dostala $tava. Pokial ide o zastipenie jednotlivych
karbonylovych zltéenin, najvacési podiel reprezentuje acetaldehyd (40—60 %)
a pik, ktory mal rovnaké eluéné udaje ako acetén (4—35 9,). Z ostatnych zlo-
Ziek st zaujimavé najma trans-2-hexenal (7—15 9,) (vo vzorke &. 4 iba 0,7 %)
a hexanal. Zvysné karbonylové zliéeniny si zastipené iba v malych mnozst-
véch.

Senzoricky 1¢inné su predovSetkym frans-2-hexenal a hexanal, ktoré, ak sa
korelovali s celkovym obsahom karbonylovych zlidenin pri plynovej chroma-
tografii, mali korelaény koeficient vysoky (r = 0,966), pri chromatografii na
tenkej vrstve o niefo niz§i (r = 0,880). Rovnako vysoké4 koreladéné zavislost
je medzi obsahom sumy 2-hexenalu a hexanalu a senzorickou hodnotou (r =
= 0,938).

Z uvedeného vyplyva, Ze z obsahu karbonylovych zloZiek v koncentratoch
aromatickych latok jablk mozno usudzovat na celkovi akost tychto produktov,
ako to potvrdzuji uvedené korelaéné koeficienty. Pre detailnejsie rozdelenie
2,4-dinitrofenylhydrazénov je vhodnd plynové chromatografia, kym chroma-
tografia na tenkej vrstve je menej Géinné, avSak pre jej dostupnost a Tahkud
realizovateInost je vhodna na orientaéné stanovenie karbonylovych zltidenin
pre zévodnd, resp. podnikovi kontrolu.
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Ananns KapOOHW/IBLHBIX CO€/IHHEeHNii B KOHIEHTPATaX A0109HOr0 apomara
PesioMme

113 pasamumEblx 00pas3iioB KOHIEHTPATOB apOMATHYECKHX BemecTB A0JI0K KapOOHMIILHbBIE
coepHeHIS B opMe 2,4-TUHENTPOPEHNI N[PABOHOB PABIeIAINCH HA TOHKOM CJI0e (CHIMKA-
resb, CHCTEMa: TeTPaxJIOPMeTaH — n-TeKcaE — aTmianeraT — anerod, 100:10:20:5) n mpn
nomortit razoBoit xpomarorpadmir (1 % SE 30 ma XpomocopGe W). Or/iesieEEbIE M OTH30IH-
POBaHHbIE IISITHA ¢ TOHKOI'O CJI0s eIe Pasjie.UNICh IyTeM ra3oBoil xpoMarorpadmu. Bruia
YCTAHOBJICHA BOCIPOMBBOJIMMOCTL [aHHLIX oaionpoBaBusd. Ilyrem rasoBoii xpomarorpadmi
Obu10 omjiesieno 13—15 KapOOHUIBHLIX BEIMECTB, TOrJa KaK XpoMmatorpadus Ha TOHKOM
caoe — snmb 10 maren. CuexrpodoroMerpudeckn npn 360 HM ompeseisIoch COfepKanme
KapOOHI/IBHBIX COCTABIAIONMX, BhLIPasKaBlIeecs KaK aneraingersy B Mr.ia—t. Okasamochb,
9T0 MEMKy COjleprKanneM KapOOHMIIBHBIX COCTABIIAIONMX M 2-TEKCEHAJIOM M T'eKCaHaJIoOM
uMeercs Bbicokadg Koppedsanus (r = 0,966). Mesxay ceHCOPHBIM 3HaUCHMEM H OPHBE/CHHBIMHI
anprerngamun » = 0,938.

Analysis of carbonyl compounds in apple aroma concentrates
Summary

Using a thin layer (silica gel, composition of carbon chloride—n-hexane—ethyl aceta-
te—acetone, 100 : 10 : 20 : 5) and gas chromatography (1% SE 30 on Chromosorb W),
carbonyl compounds having the form of 2,4-dinitrophenylhydrasones were separated
from various samples of concentrates of apple aromatic substances. The reproducibility
of elution data was established as well. The gas chromatography made it possible to se-
parate 13—15 carbonyl spots, whereas in the case thin-layer chromatography it were 10
spots only. Amount of carbonyl compounds was determined spectrophotometrically at
360 nm, it was expressed as acetylaldehyde in mg 1-1. It was shown that there was a con-
siderable correlation (r = 0.966) between the content of carbonyl compounds, 2-hexenal
and hexanal. It was found that between the sensoric value and the aldehydes » = 0.938.
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