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Vysokoriiinni kvapalinovi chromatografi a triacylglycerolov

SrnreN SCHMIDT-SrLVIA HURTovA

Sirhrn: PredloZen6r praca uvildza literdrny prehlad znalyzy triacylglycerolov jedllich
tukov a olejov met6dou HPLC na obr6tenych l6zach pri pouZiti bezvodych mobilnjch f6z.

Diskutuje sa vplyv mnohfch faktorov ovplyviujricich chromatografickSi proces, ako teplota,
diZka kol6ny, priemer dastic n6plne kol6ny, diika naviazaneho uhlovodikov6ho retazca,
polarita rozpri5t'adla, zlolenie a prietok mobilnej f6zy. Pozornosf sa venuje aj zvj'Seniu

irdinnosti a selektivity separ6cie najmii tzv. kriticklich p6rov triacylglycerolov za sriiasn6ho
zniienia dasu analyzy.

Prirodn6 tuky a oleje rastlinn6ho a Zivodi5neho p6vodu sir zloZen6 z vefmi
pestrich kombin6cii r6znych triacylglycerolovych molekirl, ktor6 urdujir ich
fyzik6lnu povahu, chemick6 vlastnosti a biologickir hodnotu. Analyza triacyl-
glycerolov, ako majoritnfch zloZiek jedlfch tukov a olejov, pre5la svojim vyvo-
jom. Prv6 separadn6 techniky, frakcion6cia a kryitaliz6cia, sa rukiizali pre rutin-
ni analynt zdihav6, navy5e vyZadovali velk6 mnoZstv6 vzoriek a neboli ani
dostatodne reprodukovateln6 [].

Rozhodujricim krokom, ktorlf znamenal znadni pokrok v analyze triacylgly-
cerolov (TAG), bolo zavedenie chromatografickych met6d. V minulosti sa na
chromatografickri analinr TAG vyuZivali met6dy tenkovrstvovej a nesk6r
rozdelovacej plynovej chromatografie (TLC a GLC). Tymito postupmi sa TAG
zadelovali len do urditych tried. Met6da TLC, najmii so stacionSrnou fizou
(SF) modifikovanou Ag+ i6nmi (niekedy ai tzv. argentadn6 TLC, resp. Ag-
-TLC), separuje TAG na ziklade stupia ich nenasytenosti, t. j. podla podtu
dvojitlfch vazieb (NDB - number of double bonds). Met6da GLC separuje na
nepol6rnych finach TAG podta diLky ref.azca, t.j. podla podtu at6mov uhlika
(CN - carbon number) v acylovom ref.azci mastnfch kyselin triacylglycerolov.
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KedZe zloienie prirodnych triacylglycerolov, vyskytujircich sa v tukoch a ole-
joch, je mimoriadne roznorode. iiadnajednoduch6 analytick6 technika nem6Ze
rozdelit'v5etky TAG v nich pritomne. Preto ani Ag-TLC, ba ani GLC. neposky-
tuju pri analyze triacylglycerolov uspokojive vysledky. Upln6 elucia zlo/iek
TAG, a teda aj ich dobrd separ6cia, je moind iba kombindciou najmd chroma-
tografickych metod. Kombindciou Ag-TLC a GLC moZno ziskat'dobr6 vysled-
ky, aviak hlavnou nevyhodou tychto technik najmd Ag-TLC je ich pracnosf,
iasovd ndrodnost' a nie su ani dostatoine reprodukovateln6 [-3]. Metoda
kapildrnej vysokoteplotnej GLC je ridinn6 najmd pri analyze relativne nasfte-
nych triacylglycerolov ZivodiSneho povodu, ale problematick6 pri analfze olejov
s vySSou nenasytenosfou TAG molekul (napr. rybie oleje a niektor6 rastlinn6
oleje).

Znatny pokrok v chromatografickej analyze TAG sa dosiahol v poslednej
dek6de so zavedenim metody vysokofiinnej kvapalinovej chromatografie
(HPLC), ktor6 prekonala predtym pouZivan6 metody Ag-TLC a GLC. PouZi-
vanim vysokoridinnych kolon sa podstatne zlep5ilo rozli5enie TAG zmesi na
dobre definovateln6 druhy alebo skupiny [4]. Metoda HPLC (vysokoudinn6
kvapalinov6 chromatografia na obr6tenych fazach (RP) s bezvodou (NA) mo-
bilnou f6zou), sa ukazala ako velmi vhodnS na kvalitativnu a s urditym obme-
dzenim i kvantitativnu analyzu triacylglycerolov [5].

Tento typ analyzy m6 vyznam z hladiska stanovenia identity tukov a olejov,
ich kvalitativnej kontroly, t. j. zist'ovanie pritomnosti cudzorodych l6tok, alebo
pritomnosti pridavku menej kvalitnych tukov (napr. pridavok kokosov6ho
alebo stuZeneho tuku ku kakaovemu maslu). Na z6klade novych poznatkov,
tyikajricich sa zlolenia TAG, umoZiuje t6to met6da Studovad aj biosynt6zu
v rastlinnfch a tkanivovfch bunkrich [6].

Teoretick6 aspekty a prehlad literatirry

Chromatograficky system RP-HPLC (RP kolony s C*, resp. C,,. skupinami
chemicky viazanymi na silikag6li) separuje TAG nielen podLa podtu atomov
uhlika, ale aj podla podtu dvojitych vdzieb (NDB). Delenie sa uskutodiuje na
z6klade rozdelovacieho (partidn6ho) disla PN (partition number), resp. hodnoty
ECN (equivalent carbon number) [4, 5], ktor6 je definovane ako:

PN:ECN : CN -./ x NDB,

kde koeficient./nadobuda hodnotu okolo 2 [7].
S klesajucim podtom at6mov uhlika (CN) a s rastucim podtom dvojitych

vazieb (NDB) budu TAG rfchlejSie eluovat'z kol6ny. Pritomnost kaZdej dvojitej
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Technika RP-HPLC sa v minulych rokoch vylulivala na separ6ciu zloLitych
zmesi TAG, o dom sveddia i mnoh6 publikovan6 pr6ce. Viid5ina z nich sa

zrober6 vyuZitim bezvodfch mobilnfch faz a alkylovfch stacionirnych faz
'. kolone (t. j. NARP-HPLC) s refraktometrickym (RI) detektorom [2].

Aj napriek mnohym vyhod6m RP-rozdelovacej chromatografie (t. j. chroma-
:ografie s nepol6rnou staciondrnou f6zou), v porovnani s adsorpdnou chroma-
irrgrafiou alebo chromatografiou na norm6lnych (pol6rnych) f6zach, ost6va eite
cely rad t'aZkosti ovplyviujucich rozli5enie jednotlivych Struktrir TAG z prirod-
n!'ch materi6lov [4]:

1. vodno-alkoholicke rozpuifadld (norm6lne pouZivane ako mobilnE fivy)
nie sri vhodn6 na separ6ciu TAG tukov a olejov, vzhladom na pouiit6 staciondr-
ne fazy kol6n (RP-kolony). Preto sa pouZivaju organick6 mobilnE frizy (MF),
ktore su vhodnej5ie na analyzu TAG, hoci moZe d6jst k strat6m, sposobenfm
ttzraianim najmd trinasytenfch foriem TAG v kol6ne podas ich analyzy;

2. horSie rozli5enie TAG s rovnakou hodnotou PN, resp. ECN, hlavne tzv.
kritickj,ch p6rov zmesi TAG s minim6lnymi rozdielmi v diike acylov6ho retazca
a stupni nenasytenosti mastnych kyselin (MK) tvoriacich triacylglyceroly;

3. daZkosti pri dosiahnuti dobr6ho rozli5enia separovanych TAG, zahrfiujri-
cich Siroku oblast' PN, v prijatelnom dase analyzy;

4. probl6my spojen6 s detekciou TAG, najmd pri pouZiti UV a RI detektora.
Pri pouZiti UV detektora, extr6mne nizka absorpcia TAG v UV oblasti spektra
vedie k ohraniden6mu podtu organicklfch rozpri5t'adiel pouZivanfch ako mobil-
na fhza. RozpriStadl6 musia solubilizovat' triacylglyceroly a z6rovefi neabsorbo-
vat' v UV oblasti. Pri pouZiti RI detektora su faZkosti najmii so stabilitou alebo
nizkou citlivostbu, spojen6 s nemoZnost'ou pouZitia gradientovej ehicie na zlep-
senie separ6cie triacylglycerolov;

5. obdaZn6 identifikricia chromatografickfch pikov (najmd nerozli5enych
kritickjrch p6rov TAG), spojenri s probl6mom ziskania individu6lnych TAG
v distom stave.

PrvL vyznamn6 prSca v HPLC analyze triacylglycerolov bola publikovan6
v roku 1975, kedy Pei a kol. [9]irspe5ne demon5trovali aplik6ciu HPLC analyzy
TAG na RP kol6nach (dastice 35-45 pm), pri pouZiti MF metanol (MeOH):
:CHCI, : 9 : I a RI detektora.

Z6,klady analyzy triacylglycerolov met6dou HPLC poloZili Wada a kol. [7,
l0l, ktori pouZili na analyzu s6jov6ho oleja ODS kol6ny (p-Bondapak Cl8)
a mobilnri f6zu MeOH : CHCI, : 9 : 1. Jednotliv6 zberanl TAG frakcie detego-
van6 RI detektorom sa potom analyzovali rozdelovacou plynovou chromato-
grafiou. Na charakteriz6ciu zloLiek triacylglycerolov, Wada definoval a pouiil
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uZ uveden6 krit6rium PN, ktore zohiadfiuje vplyv CN aj NDB acylovych
ref.azcov mastnych kyselin v triacylglyceroloch.

Koncom 70. rokov prispeli k pokroku vo vfvoji analyzy TAG prdce Parrisa

111,121, ktory separoval TAG palmov6ho a kukuridn6ho oleja met6du NARP-
-HPLC na kol6ne Zorbax ODS (5 pm dastice). PouZil RI a UV detektor a izo-
kratickt elirciu s MF dichl6rmetdn (DCM) :acetonitril (ACN) a ACN :tetra-
hydrofur6n (THF) v r6znych objemovych pomeroch. Horslof a kol. [3] sa

sustredili na separdciu tzv. kritickych p6rov r6znych typov TAG, pri pouZiti
viacerych rozpirSt'adlovych syst6mov na vzork6ch kokosov6ho a palmojadrov6-
ho oleja.

Zadiatkom 80. rokov Plattner [4] opisal separ6ciu kritickfch p6rov TAG
obsahujircich kyselinu palmitovu (16 :0) a olejovir (18 : l) s pridavkom AgNO,
k rozpriSfadlov6mu syst6mu. Kritick6 p6ry sir definovan6 ako zloZky, ktor6
majt rovnak6 PN, resp. ECN, ako napr. (16 :0) a (18 : l) s ECN : 16. Vo svojej
pr6ci Plattner sledoval i vplyv vyberu kol6n a uviedol rozdiely v selektivite
staciondrnych faz kolon v syst6me RP-HPLC.

Roku I 98 I bola publikovan6 pr6ca Jensena I I 5], ktory sledoval vplyv teploty
kol6ny na separ6ciu TAG olivov6ho a kokosov6ho oleja na LiChrosorb RP-18
ndpliovfch kolonach. ked pouZil mobilnu fazu zmes ACN:THF: n-hex6n.
Zistil line6rny vztah funkdnej z6vislosti logk : f (l l?), kde k je kapacitny faktor
a 7" teplota v kelvinoch.

Skutodny prelom v analyze triacylglycerolov zaznamenali pr6ce El-Hamdy-
ho a Perkinsa [6, l7], ktori Studovali interakcie MF a n6plni kolon, vplyv
polarity MF, velkosti dastic n6plne a diZtu uhtovodikov6ho ret'azca naviazanl-
ho na silikag6l, v snahe optimalizovat' podmienky RP-HPLC. Zaoberali sa

tvorbou kritickfch p6rov, ktor6 sp6sobujri jednu z najvdiSich t'aZkosti pri
separ6cii triacylglycerolov met6dou RP-HPLC, vzhladom na ich identick6
spr6vanie napriek rozdielom v diZke uhLovodikov6ho ret'azca, podte dvojitjrch
vdzieb a geometrickej konfigurricii. Tieto kritick6 p6ry, napr. OOO ( 54 :3),
POO (52 :2), POP (50 : l) a PPP (48 :0) (O - olejov6 kyselina, P - palmitov6
kyselina), maju rovnak6 ECN : 48 : 0. Rovnako sa medzi kriticke phry zaradu-
ju i polohovb izomtry TAG napr. OOO a EEE ( E - elaidov6 kyselina). Podas
tejto pr6ce [7] sa dosiahla vyborn5 separdcia kritickfch p6rov TAG ako OOO,
POP, PPP, dhlej SIOO, SIOP a StStP (St - stearovd kyselina), ako i OOO
a EEE. Prinosom tejto prdce je i zavedenie pojmu TCN (theoretical carbon
number), na definovanie druhov nenasytenych TAG. Teoretick6 dislo TCN sa

m6Ze urdit' z diagramu, ktory ud6va zdvislosf kapacitn6ho faktora (ft) od podtu
at6mov uhlika (CN) kore5pondujucich nasytenlfch TAG. Hodnota TCN sa

mdZe vypodita(. zo vzt'ahu: 
r

TCN:ECN-IUI,
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ide L/, je faktor urdeny experiment6lne pre tir-ktorir mastnri kyselinu (MK),
rapr. pre nasyten6 acylov6 skupiny MK m6 hodnotu 0, pre oleoyl : 0,H,65,
irnoleyl : 0,7---0,8 a elaidyl : 0,2. Zavedenie tohto pojmu ulahdilo identifikd-
.-iu nenasytenlirch TAG druhov, na do poukirzali vo svojej pr6ci Phillips a kol.
l8l v snahe vyrie5it' probl6my nedostatodn6ho rozli5enia chromatografickfch

pikov, najme pre zmesi TAG, ktor6 majf rovnak6 PN, resp. ECN a tieZ probl6m
simult6nnych analyz TAG zahriujricich Siroku oblast' PN. Okrem vplyvu teplo-
:r kol6ny na separ6ciu TAG, ako uvhdza napr. pr6ca Jensena [5], ktorf
pouk6zal na pozitivny vplyv niZiich tepldt (14,5 "C), niektori autori sledovali aj
r plyv stacion6rnej f6zy. Skirmal sa vplyv velkosti dastic n6plne (osveddili sa

najmd n6plne s velkost'ou dastic 5 pm, ale aj 3 pm) alebo diZky uhlovodikov6ho
reiazca viazan6ho na silikag6l [16], kde autori zistili priaznivy vplyv dlh5ieho
retazcauhlika (C18 versus C8 skupiny) a vy55ieho percenta rozloleniauhlika na
ndplni.

Mnohi autori Studovali vplyv zloZenia mobilnej fdzy na rozli5enie TAG. Ako
sa dalo odak6vat', s poklesom polarity MF sa zvlf5i hodnota kapacitn6ho fakto-
raft. Paulus [9] pouZil acet6n, s inymi menej pol6rnymi rozpir3t'adlami, ako
CHCI3, THF a i-PrOH. Pouk6zal na zlep5enie selektivity (a) pre kritick6 p6ry
TAG: LOO-LPO (PN :46, r-kyselina linolovd) a OOO-POO (PN :48).
K obdobn6mu vysledku dospel i Parris I l, l2], ktory pouZil mobilnir fLzu 40o/o

DCM a ACN, dim zlep5il selektivitu pre kritick6 p6ry s PN : 44 a 46. Vieobec-
n6 rozpriSfadlovd zmes pouZivani na rozli5enie TAG s rovnakym PN, resp.
ECN bola zmes acetonitril-acet6n, aviak napriek zlep5eniu rozli5enia sa nedo-
siahlo irpln6 rozli5enie TAG typu: OOLn (Ln - kyselina linol6nov6), PLL,
SrLLn, POLn s PN : 44 alebo StStL a POL s PN : 46,pripadne SIOL a POO
s PN : 48. Dong a Dicesare [6]dosiahli vfborn6 rozli5enie p6rov OOO-POO
pouZitim mobilnej fizy acet6n-acetonitril v pomere 7 :3.

Pravidlom analyzy TAG metodou HPLC bola izokratick6 ehicia, ktor6 je
vhodn6 v spojeni s RI detektorom pri analyze relativne jednoduchlich zmesi

TAG niektorych rastlinnych olejov. Pre zloZitej5ie zmesi triacylglycerolov sa

pouZila rdzna gradientov6 elircia, v z6vislosti od typu pouZit6ho 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 %
EIOH zmesi ACN :EIOH :n-hexin: 40 : 40:20 s pouZitim hmotnostn6ho
(MS) detektora.

Sledoval sa aj vplyv pouZit6ho rozpir5fadla vzorky, pridom sa zistila velk6
interakcia medzi molekulami rozpir5t'adla, MF a uhlovodikoqimi ligandmi SF.
Singleton a Pattee [22] odponidali pouZit' CHCI3 ako najlep5ie rozpir5t'adlo na
dobr6 rozli5enie TAG. V srivislosti so zloZenim mobilnej f6zy, niektori autori,
najmd v poslednych rokoch, navrhujir pouZif jednozloikovir MF, predov5etkym
r-propionitrilu [3, 23,24]. Frede [23] zlep5il separ6ciu TAG Speci6lnym teplot-
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nim postupom v spojeni s n-propionitrilom ako eluentom a RI detektorom
Tshimidou a Macrae [8] si v5imali aspekty d6vkovania roztoku, najmd injekto-
vanf objem, navaiok vzorky a vlastnosti injektovan6ho roztoku vo vztahu
k mobilnej f6ze. DaISie zlepienie rozli5enia separdcie TAG opisujri pr6ce Chris-
tieho [25, 26], ktory pouZiva na separ6ciu jednoduchych lipidov HPLC kolonr
s pridavkom Ag* ionov. V snahe vylep5it rozliienie TAG s rovnakym PN. sa

vyuiilo i spojenie adsorpdnej chromatografie na AgNO, impregnovanych silika-
g6lovych kol6nach a RP-HPLC, ako opisuje pr6ca Kempera a kol. [27].

Aitzetmiiller vo svojej vybornej prdci [28] opisal moZnost' pouZitia prietoko-
v6ho (tlakoveho) gradientu pri RP-HPLC s pouZitim RI detektora.

Zhver

V suiasnosti sa qiskum v oblasti HPLC analyzy triacylglycerolov zameriava
najmd na tieto aspekty:

- optimaliz6ciu deliacich podmienok,

- mechanizmy delenia a eludn6 deje,

- vplyv eluentov a eludnlfch rychlosti na delenie tzv. kriticklich p6rov,
deliace materi6ly, najmd 3 a 5 pm dastic, gulovitych a nepravidelnfch n6pl-
fiovfch materi6lov.

- deliace teploty (moZnosti delenia TAG s vysokfm podielom nasytenl'ch
TAG pomocou tepelne programovatelnej HPLC),

- kvantitativne aspekty.
MoZnosti zlep5enia separ6cie TAG molekulovych druhov sa ukazujt i pn

pouZiti novych detekdnych syst6mov. Popri vyuZiti IR detektora v spojenr
s FTIR (Ie spektroskopia s Fourierovu transformdciou), je to najmd tzv. LS
(Light Scattering) detektor, ktory je zaloLeny na rozptyle svetla po odpareni
rozpuifadla elu6tu a vytvoreni jemnej hmloviny analyzovanfch l6tok. Detektor
sa d6 pouZif s gradientovou eluciou, nie je z6vislf od teploty okolia a dd sa

jednoducho adaptovat'predradenim deliaceho ilena na zber separovanych la-
tok. Stolyhwo a kol. 129, 301 testovali novy typ MS detektora s vyuZitim
rozptylu laserov6ho svetla na vzork6ch mliedneho tuku, pridom deklarovali jehc
vlfborn6 vlastnosti, prevySujirce LS detektory s konvendnym svetelnym zdro-
jom.

Ani v buducnosti nemoZno odakivat' pokles intenzity pr6c na poli anall zr
triacylglycerolov, pretoZe ide o jeden z najvddSich problemov v analytike prirod-
nlich kitok v6bec. Kombin6cie roznych moZnych triacylglycerolov uZ pri rela-
tivne jednoduchfch olejoch a tukoch v zloLeni mastnych kyselin, dosahuju
niekolko stoviek typov individu6lnych Struktirr TAG molekul. UspeSne rieSenie
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z!:-,.3 :retla po odpareni
z.'i :- -, .-r Idtok. Detektor
t' ::: r,:\ okolia a d6 sa
;,e --t: s:parOvanyCh 16-
5lS ::::i:..re s vyuZitim
::- ::.-,- :: Jeklarovali jeho
'-a:,:, :: sr :Ielnr.m zdro-

z:-. ::i,' na poli analyzy
,le::'. '. :nalr tike prirod-
r--_. . i '. , i rrr lor uZ pri rela-
R:'.::. iyselin. dosahuju
_! _:r. _. L Spesne nesenle

-. :roblemu si vyZaduje pouZitie viacerych in5trument6lnych analytickych
-: , r. z ktorych nezastupiteln6 a prioritn6 postavenie m6 v5ak technika vyso-
. --,:nei kvapalinovej chromatografie.
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Highperformance liquid chromatography of triacylglycerols

Summary

The work presented gives r6sum6 on analysis ol triacylglycerols in edible lats and oils by
reversed-phase HPLC method using non-aqueous mobile phases. Influence ol 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 olmobile phase,

is being discussed. Consideration is also given to increase efficiency and selectivity of separation
process. mainly the so-called critical pairs oltriacylglycerols. with simultaneous decrease in analysis
time.

XnlxocrHac xporuarorpaQ[s BucoKoro AaBreutrs rp[au[JrrJrHqepn[oB

Peslove

flpe4,roxeuHar pa6ora aaer o6rop aHaJ'ril3a rpnaunnrnuueprrHoB nurueBbrx xfipoB u Macen
MeroaoM, HPLC sa (noBepHyrr,rx)> Qarax npn lrcnonb3osaHur 6ersoaHux Qar. [ncxyrupyercr
BrucHHe MHorHx Saxropoa B;ru*orunx Ha npouecc xporraarorpaQurl, KaK TeMneparypa, annHa
KoJroHHbr,.rIHaMerp qacrnu HanoJrHeHHc xoroHH, anHHa yrneBoaopoauofi uenr. nonrpHocrr, pacr-
BopnTens, coraB H nporeKanl{e noasux}roi Qa:a.

BHnvasne yrereHo raxxe noBr,rrrleHHro aeficrsHr u ce.jreKTr,rBHocrH cenapaLlLm rlanHrrv o6pa-
3OM Tar Ha3brBaeMbrx (KpHTHqecrHx nap)) TpHauHnrnHqepr,rHoB. npx oaHoBpeMeHHoM coKpar{e-
HHr.I BpeMeHr.r aHaJ'lI{34.
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