Chem. Listy 109, 710-713 (2015)

HODNOTENIE TITRACNEJ METODY
STANOVENIA TUKOV
V POTRAVINACH

ONDREJ HEGEDUS™, DANIELA CEPELOVA”

a ALZBETA HEGEDUSOVA®

“ Katedra verejného zdravotnictva, IFBLR, Univerzita sv.
Cyrila a Metoda v Trnave, Trnava, b Oddelenie chemic-
kych a fyzikalnych analyz, Regionadlny urad verejného
zdravotnictva so sidlom v Nitre, Steﬁinikova trieda 58,
949 63 Nitra, © Katedra zelenindrstva, Fakulta zdhradnic-
tva a krajinného inZinierstva Slovenskej polnohospodar-
skej univerzity v Nitre, Slovensko
ondrej.hegedus@ucm.sk, nr.ocha@uvzsr.sk,
alzbeta.hegedusova@uniag.sk

Doslo 9.6.14, prepracované 5.1.14, prijaté 30.1.15.

KTrucové slova: pozivatiny, tuky, Soxhletova metoda,
titraCna metoda, Statistické hodnotenie

Uvod

Lipidy (tuky) su latky rastlinného alebo Zivocisneho
povodu, ktoré tvoria skupinu lipofilnych, chemicky roz-
dielnych zlucenin. Patria sem acylglyceroly, vol'né mastné
kyseliny, vosky, steroidy, zlozené tuky, ako aj v tuku roz-
pustné uhlovodiky, alkoholy, vitaminy a iné'. Z bioche-
mického hl'adiska su lipidy estery (pripadne zlozené ami-
dy) vyssich karboxylovych kyselin (mastnych kyselin na-
sytenych alebo nenasytenych) a alkoholov, respektive ich
derivatov. Vzhl'adom na rozmanitost’ skupiny latok, ktorej
spolo¢nou vlastnostou je ich rozpustnost' v organickych
rozpustadlach, ale len Ciasto¢nd rozpustnost’, resp. uplna
nerozpustnost vo vode, patria do skupiny nepolarnych
molekul biogénneho pdvodu.

Vzhl'adom na vyznamnost' tukov v l'udskej vyzive je
dolezit¢ ich kvantitativne sledovanie v potravinach,
k ¢omu sluzia rdzne analytické metody.

Postup izolacie tukov sa lisi podla toho, ¢i sa jedna
len o stanovenie celkovych lipidov, alebo je potrebné sta-
novit’" aj zloZenie izolovanej lipidovej frakcie. Celkové
lipidy (tuk celkovy) predstavuji vSetky nepolarne neprcha-
vé latky extrahované zo vzorky nepolarnym rozpusStadlom
(petroléter, hexan, dietyléter a i.) alebo zmesou rozpusta-
diel.

Ak lipidova frakcia je podrobena d’alsim analyzam,
Castokrat je nutné pouZit’ Setrné izolacné metddy. Pre mno-
ho pripadov staci postup podl'a Soxhleta pouzitim hexanu,
petroléteru, dietyléteru alebo chloroformu ako rozpusta-
diel so zretel'om, Ze rozptstadlo sa musi odstranovat’ pri
teplote do 60 °C za znizeného tlaku, aby nedochadzalo
k rozkladu extraktu. Pre material obsahujici va¢sie mnoz-

710

Laboratorni pfistroje a postupy

stvo vody je vhodna extrakcia polarnej$imi sustavami,
napr. chloroformom a metanolom (etanolom) alebo diety-
léterom a metanolom a pod. Prva kombinacia je najpouZi-
vanejsia.

V niektorych pripadoch sa osvedCuje frakcna extra-
kecia, tj. najprv nepolarnym rozpuStadlom a vyextra-
hovany material d’alej polarnym rozpustadlovym systé-
mom. Pripadne sa najskér vyextrahuji neutralne lipidy
acetonom a nasledne fosfolipidy chloroformom alebo zme-
sou chloroform — metanol'-.

Na stanovenie celkového tuku sa najcastejSie vyuZzi-
vaju extrakéné metddy s vazkovym stanovenim vyextraho-
vaného tuku’. Takouto metddou je napr. Soxhletova meto-
da, ktora je zalozena na extrakcii tuhej vzorky umiestnenej
v extrak¢nej patrone kondenzatom pér relativne nepolarne-
ho rozptstadla, po pripadnom uvolneni tukového podielu
kyselinou chlorovodikovou. Pouziva sa najmé pre olejniny
a podobné materialy bohaté na neutralne lipidy a s nizkym
obsahom vody.

Dalsou metodou je postup podla Grossfelda, ktory sa
pouziva pre pe€ivo ainé vyrobky s vysokym obsahom
sacharidov, pricom samotnej extrakcii predchadza uvol'ne-
nie lipidov pridanim kyseliny chlorovodikovej a nasledne
sa extrahuje podl'a Soxhleta. Postup extrakcie podla Fol-
cha vyuziva extrakciu zmesou chloroformu a metanolu.
Metdda je vhodna najmé pre potraviny zZivoéisneho povo-
du, kde metanol v extrakénej zmesi umozni kvantitativnu
extrakciu tych lipidov, ktoré st viazané na bielkovinové
podiely. Postup podl'a Rdseho a Gottlieba sa pouziva na
stanovenie tuku v mlieku, odstredenom mlieku, neslade-
nom kondenzovanom mlieku, podmasli a v srvatke. Jedna
sa o presnii rozhodovaciu metodu'~.

Na stanovenie celkového tuku sa v sicasnosti vyuzi-
vaju aj komeréne vyrabané extrakéné systémy. Dousa po-
pisuje odchylku v obsahu stanoveného tuku, ktord vznika
vplyvom pouzitého extrakéného systému. Na automatic-
kych kontinualnych extraktoroch typu Soxtec poukazuje
na niz8ie vysledky pri vy$Sich obsahoch tuku v krmivu
oproti klasickej Soxhletovej metode”.

V starSej odbornej literatire boli popisané rychlejsie,
energeticky a pristrojovo nenaroéné metddy stanovenia
tukov, ktoré st zaloZené na zmydelneni pritomnych tu-
kov, néaslednej hydrolyze a v konecnom doésledku titrac-
nom stanoveni uvolnenych mastnych kyselin za pouZitia
neutralizaénych indikatorov™®.

V laboratérnej praxi casto sa stretdvame s ulohou
ziskat' informéciu o novo zavedenej metdde v porovnani
so Standardnou metodou, alebo jednoducho dokdzat, ze
dve rozne metdody davaju alebo nedavaju porovnatelné
vysledky v sledovanom rozsahu analyzy. V takychto
pripadoch je vyhodné porovnat sériu vysledkov analyz
podobnych vzoriek oboma metédami v SirSej koncentrac-
nej oblasti, najlepsie v celom rozsahu porovnavanych me-
tod. Na hodnotenie metdd sa vyuzivaju grafické, paramet-
rické i neparametrické postupy’’. Hodnotenie sa obvykle
vykonéava na porovnanie vysledkov ziskanych dvoma me-
todami na réznych vzorkach toho istého alebo podobného
zlozenia.
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V praxi sa na hodnotenie Casto vyuziva Youdenova
grafickd metoda, ktord je zaloZend na grafickom znézorne-
ni odpovedajtcich dvojic vysledkov ziskanych oboma
metédami, vynaSanim vysledkov proti sebe v pravouhlych
suradniciach. Pri zhodnosti vysledkov dostaneme mnozinu
bodov rovnomerne rozloZenych okolo regresnej priamky
prechadzajucou pociatkom so smernicou 1 (cit.'®). Posun
priamky alebo ind smernica priamky, okolo ktorej lezia
namerané body, poukazuje na to, Zze metddy nedavaju
zhodné vysledky. V praxi je bezné, Ze regresnej priamke
vzdy vypocCitame urcity (ked aj minimalny) posun
a smernica prakticky nikdy nema hodnotu rovnu 1. Ulohou
je uréit, ¢i posun regresnej priamky a odchylka smernice
od hodnoty rovnej 1 su $tatisticky vyznamné alebo nie.

Passingova a Bablokova regresia® je neparametricky
postup, pouzivany napriklad v analytickej chémii pre po-
rovnavanie dvoch analytickych postupov. Je zalozena na
myslienke spojit’ kazdy bod x;, y; s kazdym bodom x;, y;
priamkou a vypocitat’ vSetky smernice takto vzniknutych
priamok. Procedura podl'a Passinga a Babloka méze zahr-
novat’ konstrukciu intervalov spolahlivosti pre By, B, a
dalej testovanie vyznamnosti hypotéz f; = 1 a B, = 0.
Podl'a autorov jej vysledky st vel'mi odolné voci odl'ah-
lym hodnotam (outliers).

Ciel'om nasej prace bolo stanovenie mnozstva celko-
vého tuku vo vzorkach stravy extrakénou vazkovou meto-
dou atitracnou metddou aich Statistické porovnanie na
zéaklade Youdenovej grafickej metody.

Experimentalna cast’
Material a metoda

Ako analyzovany material sa pouzili vzorky réznych
druhov stravy zo Skolskych jedéalni. Nakolko charakter
zlozenia takychto vzoriek je vel'mi rozmanity, kvoli robus-
tnosti hodnotenia sa do hodnotenia zaradilo 38 vzoriek
s najrozlicnej$im zloZenim. Bola to strava s diferentnym
obsahom ovocia a zeleniny, mésa, mlie¢nych vyrobkov,
sacharidov a polysacharidov.

Vsetky vzorky boli analyzované paralelne Soxhleto-
vou metddou extrakcie ako Standardnou (metdda A) a tit-
racnou metodou po zmydelneni tukov ako porovnavanou
(metdda B).

Analytické metody stanovenia tukov

Na pripravu roztokov sa pouzivali chemikalie Cistoty
p.a. a demineralizovana voda. Celé mnoZstvo odobratych
vzoriek sa zhomogenizovalo v homogenizatore ana sa-
motnu analyzu sa odobralo predpisané mnozstvo vzorky.

Extrakcéna metoda podla Soxhleta

5 g zhomogenizovanej vzorky sa extrahovalo lipofil-
nym rozpustadlom v Soxhletovom extraktore. Do vopred
odvéaZenej varnej banky sa pridalo rozpu§tadlo v objeme,
ktory 1,5krat prevySoval objem extraktora a banka sa pri-
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pojila k pristroju. Extrakcia prebichala v trvani 7 h. Po
ukonceni extrakcie a oddestilovani rozpustadla sa vysusila
banka s tukom a vazenim stanovil obsah tuku'.

Titracna metoda

Zhomogenizovand vzorka sa zmydelnila pridanim
10 ml 33% roztoku hydroxidu draselného a 40 ml etanolu
obsahujtceho 0,4 % amylalkoholu a 30 minitovym varom
pod spatnym chladi¢om, ¢im vznikol roztok, ktory obsaho-
val mydla odvodené z neutralnych tukov a mastnych kyse-
lin. Po ochladeni a pridani 17 ml 25% HCI sa uvolnili
mastné kyseliny, ktoré po pridani 50 ml petroléteru sa
vyextrahovali vytrepanim. Extrakcia sa urychlila pridanim
NaCl a malého mnozstva amylalkoholu. Separacia bola
kompletna po 5 az 10 minutach. Alikvotna vzorka petrol-
éterovej vrstvy (25 ml) sa odparila do sucha a vol'né mast-
né kyseliny sa rozpustili v neutralnom etanole a titrovali
odmernym roztokom NaOH o koncentracii 0,1 mol I"' na
indikator thymolovi modrii do zmeny sfarbenia zo Zltej na
modri. Metdda stanovenia celkového obsahu tuku vyzado-
vala cca 35 minut (cit.>®).

Hodnotenie zhodnosti vysledkov

Pri Statistickom hodnoteni zhodnosti vysledkov ana-
lyz sa vychadzalo z Youdenovej grafickej metody, priCom
sa porovnavali vysledky merani tych istych vzoriek oboma
metdédami v Sirokom koncentranom rozsahu metod. Vy-
sledky analyz sa vyhodnotili ako zavislost’ vysledkov po-
rovnavanej metody (titratnd metoda) k vysledkom Stan-
dardnej metody (extrakénd metdda). Zavislost’ bola vyjad-
rend v linearnom regresnom modeli. V pripade zhody vy-
sledkov v sledovanom rozsahu, zavislost’ y (metdéda B) na
x (metoda A) je linearna:

y=Bi.x+pB (1)
s nulovym posunom P, = 0 a jednotkovou smernicou f3,
1, teda rovnica (/) nadobudne tvar: y =x .

Pri hodnoteni vysledkov sa testovalo, €i regresnou
analyzou vypocitané odhady f; a B, su Statisticky vyz-
namne odli$né (alebo neodlisné) od pozadovanych hodndt
pre zhodu vysledkov oboch metod (B; =1a B, =0). Tes-
tovala sa hypotéza:

Ho: B =0ap; =1, proti alternative H;: B, #0a By # 1.

Linearnou regresiou vypocitany odhad posunu regres-
nej priamky [, ma byt v oblasti:

by—t 1 p(0-2) Nspy < By < byt 11 4n(n-2) Nsp

)
Ak vypocitany interval zahriiuje aj nulu, tak usek (3,
sa neda povazovat’ za vyznamne odlisnu od nuly.
Podobne pre smernicu:

bi—t 1an(n-2) Nsp1 < Bi < by +1 1 -an(n-2) \spi 3)
kde b, je odhad smernice regresnej priamky, b, je odhad
posunu regresnej priamky, ¢ 1» (n—2) je kvantil (kritickd
hodnota), sy, je smerodajna odchylka odhadu f,, sy je
smerodajna odchylka odhadu f3;.

Ak vypocitany interval zahriiuje aj jednotku, tak usek

B sa ned4 povazovat za vyznamne odli$nt od jedna”'" .
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Vysledky a diskusia

Metdody stanovenia celkového tuku v jednotlivych
komoditach st predmetmi viacerych technickych noriem.
V technickej norme predpisany postup sa vécSinou vzta-
huje len na jednu alebo obmedzeny pocet komodit. Nakol-
ko sa jedna vicsinou o stanovenie prostrednictvom extra-
kcie, normované metddy su ekonomicky narocné
z hladiska spotreby vody, elektriny a rozpustadiel, pricom
sa neda zanedbat’ ani vplyv na zdravie obsluzného perso-
nalu, z pohladu pouzitia vyssich objemov extrakénych
zmesi — rozpuitadiel. Casova a energetickd naro&nost
metddy sa dostdva do popredia najmé vtedy, ked’ za rela-
tivne kratke ¢asové obdobie je nutné analyzovat velky
pocet vzoriek. Takato situdcia sa moze vyskytnit’ na ura-
doch verejného zdravotnictva pri vykone Statneho dozoru
po odbere vzoriek stravy v zariadeniach spolo¢ného stra-
vovania.

Titratnd  metéda  stanovenia  tukov  casovu
a energeticka narocnost’ extrakénych vazkovych metod vo
velkej miere eliminuje. Otazkou ostdva vzajomnd nahra-
ditelnost’ uvedenych metod pri stanoveni obsahu tukov
v analyzovanych vzorkach stravy.

Pri porovnani metdd ako Standardna metdda sa pouzi-
la Soxhletova metdda (metdoda A), porovnavana metodda
bola metdda titracna (metdda B). Na hodnotenie rovnocen-
nosti vysledkov oboch metdd pouzitd Youdenova graficka
metdda prehl'adne zndzornuje rozlozenie hodndt analytic-
kych vysledkov ziskanych oboma metédami v Sirokom
koncentratnom rozsahu. Vysledky analyz znazoriuje
obr. 1.

Youdenovu graficki metddu je mozné uspesne vyuzi-
vat’ na zistovanie konstantnej a proporcionalnej sistavnej
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Obr. 1. Grafické vyhodnotenie stanovenych hodnét tuku Stan-
dardnou Soxhletovou metédou (A) a porovnavanou titraénou
metédou (B); [ regresnda priamka snulovym posunom
a jednotkovou smernicou, 2 regresna priamka vypocitana zo sta-
novenych hodnét obsahu tuku
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chyby testovanej analytickej metddy. Pokial’ odhad smer-
nice regresnej priamky sa 1iSi od b; = 1, vysledky st zat’a-
zené sustavnou proporcionalnou chybou. Ak posun regres-
nej priamky b, # 0, pri€om b; mdéze vykazovat’ hodnotu 1,
tato skutocnost’ poukazuje na vyskyt konstantnej sustavnej
chyby.

Z grafického zndzornenia vysledkov analyz oboma
metoédami vyplyva, ze vysledky ziskané titracnou metédou
so zvysujucou sa koncentraciou tuku vo vzorke sa znizuju
oproti Standardnej extrak¢nej metode, teda grafické hodno-
tenie poukazuje na moznost' existencie proporcionalnej
chyby.

Pri dokazovani existencie proporcionalnej chyby sa
vychéadzalo z odhadov parametrov B; a ;. Odhady para-
metrov linearnej regresnej zavislosti su:
odhad smernice regresnej priamky, b; je 0,939,
odhad posunu regresnej priamky, b, je —0,075,
koeficient determinacie, R je 0,964,
pocet paralelnych analyz, n4a ng bol 38.

Riesenim vztahov (2) a (3) sme zistovali, kedy je
mozné povazovat odhad smernice b, rovny 1 a odhad po-
sunu brovny 0? Nakolko vpraxi vzdy pocitame
s ur¢itym rozptylom testovanych parametrov, pre nas pri-
pad su dolezité konfidencné oblasti, v ktorych lezi hodnota
1 a B2 so zvolenou hladinou vyznamnosti o = 0,05. Hra-
nicné¢ hodnoty parametrov regresnej priamky B; af, st
nasledovné:

dolna hranica smernice regresnej priamky, Bimi, je 0,873,
horn4 hranica smernice regresnej priamky, f3imax je 1,005,
dolna hranica posunu regresnej priamky, Pomin je —1,302,
horn4 hranica posunu regresnej priamky, Bomax je 1,153.
Z dosiahnutych vysledkov vyplyva, ze vypocitany
interval pre posun [, zahriiuje aj nulu, tak usek b, sa neda
povazovat’ za vyznamne odlisny od nuly. Podobne, vypo-
¢itany interval pre B, zahrfiuje aj jednotku, tak odhad
smernice b; sa neda povazovat za vyznamne odlisny od
jedna. Pre nas pripad to znamen4, ze medzi porovnavany-
mi  metédami, v popisanych podmienkach a koncen-
tranom rozsahu stanovenia, nie je Statisticky vyznamny
rozdiel.

Zaver

Cielom prace bolo hodnotit’ zhodnost' vysledkov
analyz metod stanovenia celkového tuku vo vzorkach stra-
vy ziskanych dvoma nezavislymi metodami. Ako Stan-
dardna metéda sa pouzila Soxhletova extrakéna metdda,
ktora je Casovo a ekonomicky narocna, ako porovnavana
metodda slizila ¢asovo i ekonomicky menej ndro¢na titrac-
nd metéda stanovenia tukov v Sirokom koncentracnom
rozsahu. Porovnanim vysledkov analyz v koncentracnom
rozsahu 0,6 az 46 % (m/m) tuku mozno konstatovat, ze
porovnavana titratnd metoda je ¢asovo, pristrojovo a eko-
nomicky menej naroc¢nd, a v sledovanom koncentracnom
rozsahu dava zhodné vysledky ako Soxhletova extrakcna
metoda.
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