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Vysokoucinna kvapalinova chromatografia triacylglycerolov

STEFAN SCHMIDT—SILVIA HURTOVA

Sthrn: Predlozena praca uvadza literarny prehlad analyzy triacylglycerolov jedlych
tukov a olejov metodou HPLC na obratenych fazach pri pouziti bezvodych mobilnych faz.
Diskutuje sa vplyv mnohych faktorov ovplyviujucich chromatograficky proces, ako teplota,
dizka kolony, priemer Castic néplne kolony, dizka naviazaného uhlovodikového retazca,
polarita rozptstadla, zlozenie a prietok mobilnej fazy. Pozornost sa venuje aj zvySeniu
ucinnosti a selektivity separacie najmé tzv. kritickych parov triacylglycerolov za suc¢asného
zniZenia Casu analyzy.

Prirodné tuky a oleje rastlinného a zivocisneho pévodu st zlozené z velmi
pestrych kombinacii réznych triacylglycerolovych molekul, ktoré urcuju ich
fyzikalnu povahu, chemické vlastnosti a biologickti hodnotu. Analyza triacyl-
glycerolov, ako majoritnych zloziek jedlych tukov a olejov, presla svojim vyvo-
jom. Prvé separaéné techniky, frakcionacia a krystalizacia, sa ukazali pre rutin-
nu analyzu zdihavé, navyse vyzadovali velké mnozstva vzoriek a neboli ani
dostatoc¢ne reprodukovatelné [1].

Rozhodujicim krokom, ktory znamenal znaény pokrok v analyze triacylgly-
cerolov (TAG), bolo zavedenie chromatografickych metoéd. V minulosti sa na
chromatograficku analyzu TAG vyuzivali metdédy tenkovrstvovej a neskor
rozdelovacej plynovej chromatografie (TLC a GLC). Tymito postupmi sa TAG
zadelovali len do urcitych tried. Metoda TLC, najmé so stacionarnou fazou
(SF) modifikovanou Ag* i6nmi (niekedy aj tzv. argentacna TLC, resp. Ag-
-TLC), separuje TAG na zaklade stupna ich nenasytenosti, t.j. podla poctu
dvojitych vizieb (NDB — number of double bonds). Metéda GLC separuje na
nepolarnych fazach TAG podla dizky refazca, t.j. podla po¢tu atomov uhlika
(CN — carbon number) v acylovom retazci mastnych kyselin triacylglycerolov.
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Kedze zlozenie prirodnych triacylglycerolov, vyskytujtcich sa v tukoch a ole-
joch, je mimoriadne roznorodé, ziadna jednoducha analyticka technika nemoze
rozdelit vSetky TAG v nich pritomné. Preto ani Ag-TLC, ba ani GLC, neposky-
tujii pri analyze triacylglycerolov uspokojivé vysledky. Uplna elucia zloziek
TAG, a teda aj ich dobra separacia, je mozna iba kombinaciou najméd chroma-
tografickych metod. Kombinaciou Ag-TLC a GLC mozno ziskat dobré vysled-
ky, avSak hlavnou nevyhodou tychto technik najma Ag-TLC je ich pracnost,
Casova naro¢nost a nie si ani dostato¢ne reprodukovatelné [1-—3]. Metoda
kapilarnej vysokoteplotnej GLC je i¢inna najmé pri analyze relativne nasyte-
nych triacyiglycerolov zivo¢iSneho povodu, ale problematicka pri analyze olejov
s vysSou nenasytenostou TAG molekul (napr. rybie oleje a niektoré rastlinné
oleje).

Znacny pokrok v chromatografickej analyze TAG sa dosiahol v posledne;j
dekade so zavedenim metddy vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie
(HPLCQ), ktora prekonala predtym pouzivané metdédy Ag-TLC a GLC. Pouzi-
vanim vysokoucinnych koldn sa podstatne zlepsilo rozlisenie TAG zmesi na
dobre definovatelné druhy alebo skupiny [4]. Metoda HPLC (vysokouéinna
kvapalinova chromatografia na obratenych fazach (RP) s bezvodou (NA) mo-
bilnou fazou), sa ukazala ako velmi vhodna na kvalitativnu a s ur¢itym obme-
dzenim i kvantitativnu analyzu triacylglycerolov [5].

Tento typ analyzy ma vyznam z hladiska stanovenia identity tukov a olejov,
ich kvalitativnej kontroly, t.j. zistovanie pritomnosti cudzorodych latok, alebo
pritomnosti pridavku menej kvalitnych tukov (napr. pridavok kokosového
alebo stuzeného tuku ku kakaovému maslu). Na zaklade novych poznatkov,
tykajlcich sa zlozenia TAG, umoznuje tato metoda Studovat aj biosyntézu
v rastlinnych a tkanivovych bunkach [6].

Teoretické aspekty a prehlad literatary

Chromatograficky syst¢ém RP-HPLC (RP kolony s Cg, resp. C ¢ skupinami
chemicky viazanymi na silikageli) separuje TAG nielen podla poctu atomov
uhlika, ale aj podla poctu dvojitych vézieb (NDB). Delenie sa uskutocnuje na
zaklade rozdelovacieho (parti¢ného) ¢isla PN (partition number), resp. hodnoty
ECN (equivalent carbon number) [4, 5], ktoré je definované ako:

PN=ECN = CN — f'x NDB,

kde koeficient f nadobiida hodnotu okolo 2 [7].
S klesajicim poctom atomov uhlika (CN) a s rastacim po¢tom dvojitych
vizieb (NDB) budu TAG rychlejsie eluovat z kolony. Pritomnost kazdej dvojitej
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vizby je chromatograficky ekvivalentna skrateniu retazca o dva atomy uhlika

Technika RP-HPLC sa v minulych rokoch vyuzivala na separaciu zlozitych
rmesi TAG, o ¢om sved¢ia i mnohé publikované prace. Vacsina z nich sa
zaobera vyuzitim  bezvodych mobilnych faz a alkylovych stacionarnych faz
v kolone (t. j. NARP-HPLC) s refraktometrickym (RI) detektorom [2].

Aj napriek mnohym vyhodam RP-rozdelovacej chromatografie (t.j. chroma-
tografie s nepolarnou stacionarnou fazou), v porovnani s adsorpcnou chroma-
tografiou alebo chromatografiou na normalnych (polarnych) fazach, ostava este
celv rad tazkosti ovplyvnujucich rozlisenie jednotlivych Struktir TAG z prirod-
nych materialov [4]:

1. vodno-alkoholické rozpustadla (normalne pouzivané ako mobilné fazy)
nie st vhodné na separaciu TAG tukov a olejov, vzhladom na pouzité stacionar-
ne fazy kolon (RP-kolony). Preto sa pouzivaji organické mobilné fazy (MF),
ktoré st vhodnejSie na analyzu TAG, hoci moze dojst k stratam, sposobenym
vvzrazanim najmd trinasytenych foriem TAG v kolone pocas ich analyzy;

2. horsie rozliSenie TAG s rovnakou hodnotou PN, resp. ECN, hlavne tzv.
kritickych parov zmesi TAG s minimalnymi rozdielmi v dizke acylového retazca
a stupni nenasytenosti mastnych kyselin (MK) tvoriacich triacylglyceroly;

3. tazkosti pri dosiahnuti dobrého rozlisenia separovanych TAG, zahriuji-
cich siroku oblast PN, v prijatelnom case analyzy;

4. problémy spojené s detekciou TAG, najmé pri pouziti UV a RI detektora.
Pri pouziti UV detektora, extrémne nizka absorpcia TAG v UV oblasti spektra
vedie k ohrani¢enému poctu organickych rozpustadiel pouzivanych ako mobil-
na faza. Rozpustadla musia solubilizovat triacylglyceroly a zaroven neabsorbo-
vat v UV oblasti. Pri pouziti RI detektora st tazkosti najmé so stabilitou alebo
nizkou citlivostou, spojené s nemoznostou pouzitia gradientovej elticie na zlep-
Senie separacie triacylglycerolov;

5. obtazna identifikacia chromatografickych pikov (najmé nerozliSenych
kritickych parov TAG), spojena s problémom ziskania individualnych TAG
v Cistom stave.

Prva vyznamna praca v HPLC analyze triacylglycerolov bola publikovana
v roku 1975, kedy Pei a kol. [9] uspesne demonstrovali aplikaciu HPLC analyzy
TAG na RP kolonach (Castice 35—45 um), pri pouziti MF metanol (MeOH) :
:CHCI; =9:1 a RI detektora.

Zaklady analyzy triacylglycerolov metodou HPLC polozili Wada a kol. [7,
10], ktori pouzili na analyzu s6jového oleja ODS kolony (u-Bondapak C18)
a mobilnt fazu MeOH : CHCl; = 9 : 1. Jednotlivé zberané TAG frakcie detego-
vané RI detektorom sa potom analyzovali rozdelovacou plynovou chromato-
grafiou. Na charakterizaciu zloziek triacylglycerolov, Wada definoval a pouzil
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uz uvedené kritérium PN, ktoré zohladnuje vplyv CN aj NDB acylovych
retazcov mastnych kyselin v triacylglyceroloch.

Koncom 70. rokov prispeli k pokroku vo vyvoji analyzy TAG prace Parrisa
[11, 12], ktory separoval TAG palmového a kukuri¢ného oleja metodu NARP-
-HPLC na kolone Zorbax ODS (5 um castice). Pouzil RI a UV detektor a izo-
kraticku elaciu s MF dichlormetan (DCM) : acetonitril (ACN) a ACN : tetra-
hydrofuran (THF) v réznych objemovych pomeroch. Horslof a kol. [13] sa
sustredili na separaciu tzv. kritickych parov réznych typov TAG, pri pouziti
viacerych rozpustadlovych systémov na vzorkach kokosového a palmojadrové-
ho oleja.

Zaciatkom 80. rokov Plattner [14] opisal separaciu kritickych parov TAG
obsahujucich kyselinu palmitovu (16 :0) a olejovu (18 : 1) s pridavkom AgNO,
k rozpustadlovému systému. Kritické pary su definované ako zlozky, ktoré
maju rovnaké PN, resp. ECN, ako napr. (16:0)a (18 :1) s ECN = 16. Vo svojej
praci Plattner sledoval i vplyv vyberu kolon a uviedol rozdiely v selektivite
stacionarnych faz kolon v systéme RP-HPLC.

Roku 1981 bola publikovana praca Jensena [15], ktory sledoval vplyv teploty
kolény na separaciu TAG olivového a kokosového oleja na LiChrosorb RP-18
naplnovych kolonach, ked pouzil mobilnu fazu zmes ACN : THF: n-hexan.
Zistil linearny vztah funkénej zavislosti logk = f(1/7), kde k je kapacitny faktor
a T teplota v kelvinoch.

Skuto¢ny prelom v analyze triacylglycerolov zaznamenali prace El-Hamdy-
ho a Perkinsa [16, 17], ktori Studovali interakcie MF a naplni kolon, vplyv
polarity MF, velkosti ¢astic naplne a dizku uhlovodikového retazca naviazané-
ho na silikagél, v snahe optimalizovat podmienky RP-HPLC. Zaoberali sa
tvorbou kritickych parov, ktoré sposobuju jednu z najvédcSich tazkosti pri
separacii triacylglycerolov metédou RP-HPLC, vzhladom na ich identické
spravanie napriek rozdielom v dizke uhlovodikového refazca, poéte dvojitych
vdzieb a geometrickej konfiguracii. Tieto kritické pary, napr. OOO ( 54 :3),
POO (52 :2), POP (50 :1) a PPP (48 : 0) (O — olejova kyselina, P — palmitova
kyselina), maju rovnaké ECN = 48 : 0. Rovnako sa medzi kritické pary zaradu-
ju i polohové izoméry TAG napr. OOO a EEE ( E — elaidova kyselina). Pocas
tejto prace [17] sa dosiahla vyborna separacia kritickych parov TAG ako OOO,
POP, PPP, dalej StOO, StOP a StStP (St — stearova kyselina), ako i OOO
a EEE. Prinosom tejto prace je i zavedenie pojmu TCN (theoretical carbon
number), na definovanie druhov nenasytenych TAG. Teoretické ¢islo TCN sa
moze urcit z diagramu, ktory udava zavislost kapacitného faktora (k) od poctu
atomov uhlika (CN) koreSpondujucich nasytenych TAG. Hodnota TCN sa
moze vypocitat zo vztahu:

3
TCN = ECN - Y U,
1
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«de U, je faktor urCeny experimentdlne pre tu-ktoru mastnu kyselinu (MK),
napr. pre nasytené acylové skupiny MK ma hodnotu 0, pre oleoyl = 0,6—0,65,
linoleyl = 0,7—0,8 a elaidyl = 0,2. Zavedenie tohto pojmu ulah¢ilo identifika-
ciu nenasytenych TAG druhov, na ¢o poukazali vo svojej praci Phillips a kol.
18] v snahe vyrieSit problémy nedostato¢ného rozlisenia chromatografickych
pikov, najma pre zmesi TAG, ktoré maju rovnaké PN, resp. ECN a tiez problém
simultannych analyz TAG zahrnujucich Siroku oblast PN. Okrem vplyvu teplo-
v kolény na separaciu TAG, ako uvadza napr. praca Jensena [15], ktory
poukazal na pozitivny vplyv nizsich teplot (14,5 °C), niektori autori sledovali aj
vplyv stacionarnej fazy. Skumal sa vplyv velkosti Castic naplne (osvedcili sa
najmé naplne s velkostou castic 5 um, ale aj 3 pm) alebo dizky uhlovodikového
retazca viazaného na silikagél [16], kde autori zistili priaznivy vplyv dlhsieho
retazca uhlika (C18 versus C8 skupiny) a vyssSieho percenta rozlozenia uhlika na
naplni.

Mnohi autori Studovali vplyv zloZzenia mobilnej fazy na rozlisenie TAG. Ako
sa dalo ocakavat, s poklesom polarity MF sa zvysi hodnota kapacitného fakto-
ra k. Paulus [19] pouzil aceton, s inymi menej polarnymi rozpusStadlami, ako
CHCI,, THF a i-PrOH. Poukazal na zlepsenie selektivity (a) pre kritické pary
TAG: LOO—LPO (PN = 46, L-kyselina linolova) a OOO—POO (PN = 48).
K obdobnému vysledku dospel i Parris [11, 12], ktory pouzil mobilna fazu 40 %
DCM a ACN, ¢im zlepsil selektivitu pre kritické pary s PN = 44 a 46. VSeobec-
na rozpustadlova zmes pouzivana na rozlisenie TAG s rovnakym PN, resp.
ECN bola zmes acetonitril—aceton, avsak napriek zlepseniu rozliSenia sa nedo-
siahlo uplné rozliSenie TAG typu: OOLn (Ln — kyselina linolénova), PLL,
StLLn, POLn s PN = 44 alebo StStL a POL s PN = 46, pripadne StOL a POO
s PN = 48. Dong a Dicesare [6] dosiahli vyborné rozlisenie pArov OOO—POO
pouzitim mobilnej fazy aceton—acetonitril v pomere 7 : 3.

Pravidlom analyzy TAG metodou HPLC bola izokraticka elicia, ktora je
vhodna v spojeni s RI detektorom pri analyze relativne jednoduchych zmesi
TAG niektorych rastlinnych olejov. Pre zlozitejSie zmesi triacylglycerolov sa
pouzila rézna gradientova ellcia, v zavislosti od typu pouzitého detektora.
Parris navrhol gradient THF v ACN v spojeni s IR detektorom [12]. Robinson
a Macrae [20] navrhli gradient etanolu [21] gradient od 100 % ACN ku 100 %
EtOH zmesi ACN : EtOH :n-hexan = 40 :40:20 s pouzitim hmotnostného
(MS) detektora.

Sledoval sa aj vplyv pouzitého rozpustadla vzorky, pricom sa zistila velka
interakcia medzi molekulami rozpustadla, MF a uhlovodikovymi ligandmi SF.
Singleton a Pattee [22] odporucali pouzif CHCI, ako najlepsie rozpustadlo na
dobré rozliSenie TAG. V suvislosti so zloZzenim mobilnej fazy, niektori autori,
najmd v poslednych rokoch, navrhuji pouzit jednozlozkova MF, predovsetkym
n-propionitrilu [3, 23, 24]. Frede [23] zlepsil separaciu TAG Specidlnym teplot-
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nym postupom Vv spojeni s n-propionitrilom ako eluentom a RI detektorom.
Tshimidou a Macrae [8] si vS§imali aspekty davkovania roztoku, najma injekto-
vany objem, navazok vzorky a vlastnosti injektovaného roztoku vo vztahu
k mobilnej faze. Dalsie zlepSenie rozlisenia separacie TAG opisuji prace Chris-
tieho [25, 26], ktory pouziva na separaciu jednoduchych lipidov HPLC kolony
s pridavkom Ag™ ionov. V snahe vylepsit rozlisenie TAG s rovnakym PN, sa
vyuzilo i spojenie adsorpcnej chromatografie na AgNO, impregnovanych silika-
gélovych kolonach a RP—HPLC, ako opisuje praca Kempera a kol. [27].

Aitzetmiiller vo svojej vybornej praci [28] opisal moznost pouzitia prietoko-
vého (tlakového) gradientu pri RP—HPLC s pouzitim RI detektora.

Zaver

V sucasnosti sa vyskum v oblasti HPLC analyzy triacylglycerolov zameriava

najmd na tieto aspekty:

— optimalizaciu deliacich podmienok,

— mechanizmy delenia a elu¢né deje,

— vplyv eluentov a eluc¢nych rychlosti na delenie tzv. kritickych parov,

— deliace materialy, najméd 3 a 5 pm castic, gulovitych a nepravidelnych napl-
novych materialov,

— deliace teploty (mozZnosti delenia TAG s vysokym podielom nasytenych

TAG pomocou tepelne programovatelnej HPLC),

— kvantitativne aspekty.

Moznosti zlepSenia separacie TAG molekulovych druhov sa ukazuju i pri
pouziti novych detekénych systémov. Popri vyuziti IR detektora v spojeni
s FTIR (IC spektroskopia s Fourierovu transformaciou), je to najmi tzv. LS
(Light Scattering) detektor, ktory je zaloZeny na rozptyle svetla po odpareni
rozpustadla eluatu a vytvoreni jemnej hmloviny analyzovanych latok. Detektor
sa da pouzit s gradientovou eluciou, nie je zavisly od teploty okolia a da sa
jednoducho adaptovat predradenim deliaceho ¢lena na zber separovanych la-
tok. Stolyhwo a kol. [29, 30] testovali novy typ MS detektora s vyuzitim
rozptylu laserového svetla na vzorkach mlie¢neho tuku, pricom deklarovali jeho
vyborné vlastnosti, prevySujuce LS detektory s konvenénym svetelnym zdro-
jom.

Ani v budicnosti nemozno ocakavat pokles intenzity prac na poli analyzy
triacylglycerolov, pretoze ide o jeden z najvacsich problémov v analytike prirod-
nych latok vobec. Kombinacie roznych moznych triacylglycerolov uz pri rela-
tivne jednoduchych olejoch a tukoch v zlozeni mastnych kyselin, dosahuju
niekolko stoviek typov individualnych §truktar TAG molekiil. Uspesné riesenie
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=20 problému si vyzaduje pouzitie viacerych inStrumentalnych analytickych
—=z:1od. z ktorych nezastupitelné a prioritné postavenie ma vSak technika vyso-
2Zinnej kvapalinovej chromatografie.
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Highperformance liquid chromatography of triacylglycerols
Summary

The work presented gives résumé on analysis of triacylglycerols in edible fats and oils by
reversed-phase HPLC method using non-aqueous mobile phases. Influence of several parameters on
chromatographic process, as temperature, column length, diameter of column packing particles,
length of bound hydrocarbon chain, polarity of solvent, composition and flow rate of mobile phase,
is being discussed. Consideration is also given to increase efficiency and selectivity of separation
process, mainly the so-called critical pairs of triacylglycerols, with simultaneous decrease in analysis
time.

KuakocTHas xpoMaTorpagus BHCOKOI0 JaBJIeHHSl TPHALMJII/IHLEPHHOB
Pe3rome

IMpennoxennas paboTa naeT 0630p aHAIM3a TPUALMITIIMLEPUHOB MHILIEBBIX XUPOB U Mace
MetoaoM, HPLC Ha «1noBepHyThIX» (a3ax mpu HCrosib30BaHUM Oe3BOAHBIX (a3. [uckyTupyercs
BJIMSHAE MHOTUX (DaKTOPOB BJIMSIFOLMX HA TPOIECC XpomaTorpaduu, Kak TeMIepaTypa, JIMHA
KOJIOHHBI, TMAMETP 4YaCTHIL HATIOJTHEHU s KOJIOHH, JUIMHA YIJIEeBOAOPOIHOM IIETH, NOJISPHOCTh PacT-
BODHUTEJIS, COTAB M NPOTEKaHHE MOABHXHOMN (a3u.

BHHMaHHe y/1e/IeHO TaKKe MOBBIIICHHIO ACHCTBUS U CEJIEKTUBHOCTH CENapaliu rJ1aBHbIM oOpa-
30M TaK Ha3bIBAEMBIX KPHTHYECKHX Map» TPUALMIIIIHLEPHHOB, IPH OJHOBPEMEHHOM COKpallle-
HHUH BPEMEHH aHAJIU3a.
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