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Uvod

Triacylglyceroly (TG) patii do skupiny pfirodnich
lipidi, které jsou v pfirodé zastoupeny prevazné
v rostlinach nebo v tukovych tkanich Zivocichi, kde tvofi
az 90 % jejich tukovych zasob. Jsou velice diilezitou sou-
Casti potravy nejen pro svou vysokou energetickou hodno-
tu, ale i pro obsah esencidlnich mastnych kyselin (MK)
a vitamind rozpustnych v tucich. V téle slouzi jako vydat-
ny zdroj pfimé nebo potencidlni energie ulozeny do zasob
v tukové tkéni. Jsou také vyznamné jako tepelné izolatory
nekterych organti a elektrostatické izolatory nervovych
vlaken'”.

TG tvori v ptirodé slozité smési a z tohoto diivodu je
nutné pred vlastni identifikaci pfedfadit separacni stupen.
Jedna z nejpouzivanéjSich technik pro separaci a identifi-
kaci TG ve slozitych piirodnich smésich je spojeni vyso-
kouc¢inné kapalinové chromatografie v systémech s obra-
cenymi fazemi’ > (RP-HPLC) a hmotnostni spektrometrie
s chemickou ionizaci za atmosférického tlaku®!! (RP-
HPLC/APCI-MS), kterd byla také pouZita v této praci.
Retence TG v RP-HPLC se zvySuje s prirtustkem tzv. ekvi-
valentniho poc¢tu uhlikovych atomi (Equivalent Carbon
Number, ECN) definovaného jako pocet uhlikii (Carbon
Number, CN) ve vSech acylovych fetézcich minus dvojna-
sobek poctu dvojnych vazeb (Double Bonds, DB), tj. ECN
= CN — 2DB (cit.>>?). Pro znaceni TG se standardn& pou-
zivéa pocate¢nich pismen MK setfazenych podle jejich pozi-
ce sn-1, 2 nebo 3 (stereochemické cislovani) v glycero-
lovém skeletu (zkratky identifikovanych MK viz tabul-
kaI).

Cena Merck

Experimentalni ¢ast

Pouzita rozpoustédla (acetonitril (ACN), propan-2-ol,
hexan) byla Cistoty pro gradientovou HPLC eluci (vSe
Merck, Darmstadt, Némecko). Vzorky oleju (olej z lisko-
vych ofechtl, vlasskych ofecht, keSu ofechd, mandli, maku
tmavého, pecic¢ek zlutého melounu, Sipku, fikd, datli, cer-
ného rybizu) byly pfipraveny v laboratofi nasledujicim
postupem. Priblizné 10 g semen nebo ofechii bylo nejdiive
rozdrceno v tfeci misce na malé ¢astecky, které byly smi-
chany s 15 ml hexanu. Po 15 min byla tato smés prefiltro-
vana nejdiive s pouzitim bézného filtracniho papiru a na-
sledné pres filtr s rozméry pord 0,45 um. Z filtratu byl
hexan odpaten pii laboratorni teploté pfes noc, ¢imz byl
ziskan Cisty ole;j.

Experimenty byly provadény na kapalinovém chro-
matografu v sestav€ pumpa Waters 616, UV detektor
s diodovym polem Waters 996, automaticky davkovac
vzorkl Waters 717+ (v§e Waters, Milford, USA) spojeném
s hmotnostnim spektrometrem s iontovou pasti Esquire
3000 (Bruker Daltonics, Brémy, Némecko) s moznosti
ionizace elektrosprejem nebo APCI s rozsahem métenych
hmot do m/z 6000. Byly pouZity kolony Nova-Pak C18,

Tabulka I

Mastné kyseliny, jejich zkratky, pocet uhliki (CN) a dvoj-
nych vazeb (DB), ekvivalentni pocet uhlikovych atomu
(ECN)

Mastnd kyselina ~ Zkratka CN:DB ECN
Kaprylova Cy C8:0 8
Kaprinova C C10:0 10
Laurova La C12:0 12
Myristova M C14:0 14
Pentadekanova Pe Cl15:0 15
Palmitolejova Po Clé:1 14
Palmitova P C16:0 16
Heptadekanova Mo C17:1 15
Margarova Ma C17:0 17
Stearodonova St C18:4 10
Linolenova Ln C18:3 (9,12,15) 12
v-Linolenova vLn C18:3(6,9,12) 12
Linolova L C18:2 14
Olejova (0] Cl18:1 16
Stearova S C18:0 18
Ikosadienova E C20:2 16
Gadoleova G C20:1 18
Ara8idova A C20:0 20
Henikosanova H C21:0 21
Behenova B C22:0 22
Trikosanova T C23:0 23
Lignocerova Li C24:0 24

*M. Lisa ziskal zvlastni cenu poroty v soutézi O cenu firmy Merck 2004 o nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru

analytické chemie.
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150 a 300 x 3,9 mm, velikost ¢astic 7 um (Waters, USA).
Optimalizace HPLC separaci byla provedena s 3% roz-
tokem (m/v, ve smési acetonitril : propan-2-ol : hexan
(1:1:1)) vzorku oleje z liskovych ofechl pti nastiiku 10 pl
se spektrofotometrickou detekei pti vinové délce 205 nm.
Pro studium vlivu délky kolony na separaci bylo
pouzito 15 cm, 30 cm a spojeni 15 a 30 cm kolony pfi
pritoku mobilni fize 1 ml.min'. Podminky gradientové
eluce v zavislosti na délce kolony byly nasledujici:
a) spojeni 15 a 30 cm kolony: 0 min — 100 % ACN,
106 min — 31 % ACN a 69 % propan-2-olu, 109 min —
100 % ACN, 110 min konec analyzy;

b) 30 cm kolona: 0 min — 100 % ACN, 71 min — 31 %
ACN a 69 % propan-2-olu, 74  min — 100 % ACN,
75 min konec analyzy;

¢) 15 cm kolona: 0 min — 100 % ACN, 35 min — 31 %

ACN a 69 % propan-2-olu, 38 min — 100 % ACN,
39 min konec analyzy.

Studium vlivu teploty na separaci bylo provedeno na
spojenych kolonach v délce 30 cm a 15 cm pfi teplotach
20, 25, 30, 40 a 50 °C. Byla pouzita gradientova eluce
(1 ml.min™', 0 min — 100 % ACN, 106 min — 31 % ACN
a 69 % propan-2-olu, 109 min — 100 % ACN, 110 min
konec analyzy).

Byly analyzovany 3 % roztoky (m/v, ve smési aceto-
nitril : propan-2-ol : hexan (1:1:1)) rostlinnych oleji pfi
teploté 25 °C a pritoku mobilni fize 1 ml.min' s nés-
tiikem 10 pl vzorku. Mezi jednotlivymi nastfiky byla
davkovaci jehla oplachovana mobilni fazi. Pro analyzu byl
pouzit gradient mobilni faze 0 min — 100 % ACN, 106 min
—31 % ACN a 69 % propan-2-olu, 109 min — 100 % ACN,
110 min konec analyzy. Eluat na vystupu ze spektrofoto-
metrického detektoru byl veden do hmotnostniho spektro-
metru, kde byla pro analyzu TG pouzita ionizace APCI pfi
zaznamu kladnych iontl v rozsahu m/z = 50-1200, teplota
APCI sondy 400 °C a teplota iontového zdroje 350 °C.
Priitok susiciho plynu byl 3 L.min" a tlak zmlzujiciho ply-
nu 483 kPa.

Vysledky a diskuse

Optimalizace metodiky HPLC

V této praci byla pro separaci komplexnich smési TG
pouzita vysokoucinna kapalinova chromatografie v systé-
mech s obracenymi fazemi s gradientovou eluci a sloZenim
mobilni faze acetonitril-propan-2-ol.

Nejprve byl studovan vliv délky chromatografické
kolony na separacni Uc¢innost (na 15 c¢cm koloné, 30 cm
koloné a sériovém zapojeni 15 a 30 cm kolony), ktery je
patrny na obr. 1. S rostouci délkou chromatografické kolo-
ny roste pocet vzajemnych interakci mezi analyzovanymi
latkami a sorbentem na koloné, coz vede ke zlepSeni sepa-
race. Pfi pouZiti 30 cm kolony a spojeni 15 a 30 cm kolony
v porovnani se separaci na 15 cm kolon¢ se vyrazné zvy-
Suje rozliSeni TG v rdmci skupiny se stejnym ECN (viz
skupina OLL, OLnO a LLP). Zlepseni separacni uc¢innosti
bylo také potvrzeno vypoctem rozliSeni a poCtu teoretic-
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Obr. 1. Vliv délky kolony na separacni ucinnost (liskovy olej, UV
detekce pfi 205 nm); a — separace na 15 cm koloné, b —na 30 cm,
¢ —spojeni 15 a 30 cm kolony

kych pater, kdy ob& hodnoty s prodluzovanim kolony rost-
ly. Na zaklad¢ téchto poznatkll bylo vybrdno spojeni
15 a 30 cm kolony.

Dale byl studovan vliv teploty na kvalitu separace
(obr. 2) (pfi 20, 25, 30, 40 a 50 °C). Snizovanim teploty se
zvySuje separacni U¢innost, coz muze byt zplisobeno roz-
dilnym prostorovym uspotadanim TG pii ruznych teplo-
tach. Pfi vysSich teplotdch mize dochazet k rotaci nékte-
rych vazeb, coz by se projevilo ohybanim acylového fetéz-
ce', a tim zmenSenim interakci mezi latkou a sorbentem.
ZlepSeni separace bylo potvrzeno stejnym zpisobem jako
pfi studiu vlivu délky chromatografické kolony vypoctem
rozliSeni a teoretického poCtu pater. Pro dalSi separace
byla vybrana teplota 25 °C jako kompromis mezi separac-
ni U€innosti, dobou analyzy a tlakem mobilni f4ze na kolo-
né.
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Obr. 2. Vliv teploty na separa¢ni ucinnost (liskovy olej, UV
detekce pii 205 nm); a — separace pii 50 °C, b —pii 30 °C, ¢ — pii
20°C

Analyza rostlinnych oleju

K identifikaci TG obsazenych v 10 rostlinnych ole-
jich byla pouzita hmotnostni spektrometrie s ionizaci AP-
CI po separaci slozek optimalizovanou metodikou HPLC.
APCI hmotnostni spektra obsahuji strukturné dulezité
[M+H-RCOOH]" (ionty A) vzniklé ztratou acylu z polohy
sn-1, 2 nebo 3. Na zéklad¢ téchto iontl byla provedena
identifikace TG. Tonty [M+H]" identifikovanych TG, je-
jich retencni Casy #; a relativni retencni Casy r jsou uvede-
ny v tabulce II. Jako standardy pro vypocet relativniho
retenéniho casu byly pouzity TG bézné obsazené
v rostlinnych olejich, tj. LLLn pro ECN =36 az 41, LLL
pro ECN = 42 a 43, OLL pro ECN = 44 a 45, OOL pro
ECN =46 a 47, OOL pro ECN =48 a 49, SOO pro ECN =
50 a 51 a AOO pro ECN = 52. S pouzitim fragmentovych
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iontll A byla urcena prevladajici MK v poloze sn-2, proto-
zpolohy sn-1 a 3 (cit.>™). To Ize vysvétlit vznikem méné
stabilniho péti¢lenného cyklu pfi ztrat€ acylu z polohy sn-2
oproti vzniku cyklu Sesti¢lenného ztratou acylu z poloh sn-1
nebo 3 (obr. 3).

Separace TG v RP-HPLC je fizena ekvivalentnim
pocétem uhlikovych atomt.. V ramci jedné skupiny ECN je
separace TG ovlivnéna charakterem pfitomnych MK, je-
jichz vliv na retenci mize byt demonstrovan na skupinach
TG se stejnym ECN. Napftiklad ve skupiné TG s ECN =48
(000, OOP, OPP, PPP) (retencni Cas roste v tadé:
84,0 < 85,4 < 87,0 < 88,7 min), ¢ili pfitomnost dvojné
vazby zpusobuje snizovani retence daného TG v ramci
jedné skupiny ECN. Tento zavér lze potvrdit retenci dvojic
LLL a LLPo (reten¢ni Cas: 65,3 < 65,7 min) v ramci skupi-
ny ECN =42, OLL a OLPo (reten¢ni ¢as: 71,8 < 72,2 min)
ve skupiné ECN = 44, OOL a OOPo (reten¢ni Cas:
77,9 < 78,3 min) ve skupiné ECN = 46, u kterych se téz
snizuje retence se zvySujicim se poctem dvojnych vazeb.
Srovnanim retenci skupin TG se stejnym ECN a odlisnymi
MK lze odhadovat z potadi separace neznamych TG jejich
slozeni, coz lze pouzit k ovéfeni jejich identifikace a vy-
louceni ptipadnych chyb.

Pripravené oleje obsahuji velky pocet TG slozenych
z béZné se vyskytujicich nenasycenych MK (Po, Ln, L, O)
a jejich kombinace s béznymi nasycenymi MK (P, S). Jako
minoritni byly dale v olejich identifikovany i TG obsahuji-
ci jednu kyselinu slichym pocétem uhliki (Mo, Ma).
V nékterych olejich byly zastoupeny kyseliny s del$im
alifatickym fetézcem (G, B, A, Li). V olejich pfipravenych
ze seminek plodd jsou navic v malém mnozstvi zastoupe-
ny kombinace béznych MK a kyselin, které se
v rostlinnych olejich vyskytuji vzacné (C, Cy, Pe, St, E, H,
T). Vyjimkou je olej ze seminek cerného rybizu, ktery
obsahuje velky pocet kombinaci béznych MK s kyselinou
y-linolenovou (yLn), kterd prevladala v tomto oleji. Od
kyseliny linolenové se odliSuje pouze polohou dvojnych
vazeb v acylovém fetézci (yLn v poloze 6, 9, 12 a Ln
v poloze 9, 12, 15) a byla identifikovana na zéklad¢ re

As;
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Obr. 3. Schéma fragmentovych iontii pozorovanych v APCI
hmotnostnich spektrech
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Tabulka IT

Triacylglyceroly (TG) nalezené v rostlinnych olejich, jejich zkratky, ekvivalentni pocet uhlikovych atomti (ECN), moleku-
lové ionty ([M+H]"), retenéni &asy (¢z) a relativni retenéni &asy » = (tg — ty)/(ts — ty) ( tyy = 3,2 min, tg — retenéni as stan-
dardu). Zkratky mastnych kyselin v jednotlivych TG byly sefazeny sestupné podle jejich hmotnosti

TG ECN [M+H]" tr r TG ECN [M+H]" tr r

LnLnLn 36 873 48,3 0,800 OOPo 857 78,3 1,005
LLnSt 873 49,4 0,819 GOLn 909 78,8 1,012
StStP 847 52,6 0,876 SLL 883 79,0 1,015
LLnLn 38 875 54,0 0,901 OLP 857 79,3 1,019
LLaLa 719 54,8 0,915 GOLa 831 79,4 1,020
OMCy 693 55,9 0,934 ALLn 909 79,6 1,023
OLnSt 875 56,2 0,940 (010)Y| 831 79,7 1,024
MLaLa 667 56,6 0,947 OPPo 831 79,8 1,025
StLnP 849 57,4 0,961 SOLn 883 80,0 1,028
LnLnMo 39 863 57,7 0,966 BLnLn 935 80,1 1,029
LnLnPe 837 58,7 0,984 LPP 831 80,9 1,040
LLLn 40 877 59,6 1,000 SLM 831 80,9 1,040
LLLa 799 60,3 1,012 PPPo 805 81,3 1,046
OLnLn 877 60,6 1,018 OPM 805 81,3 1,046
00Cy 747 61,4 1,032 SOLa 805 81,3 1,046
LMLa 747 61,5 1,034 SLnP 857 81,4 1,047
OLaLa 721 61,8 1,039 OMoMo 857 81,4 1,047
OLSt 877 61,9 1,041 OOMo 47 871 81,5 1,048
LnLnP 851 62,1 1,044 OLMa 871 82,3 1,059
OPCy 721 63,0 1,060 HLLn 921 82,3 1,059
LStP 851 63,1 1,062 OMoP 845 82,7 1,064
MMLa 695 63,8 1,074 TLnLn 949 82,9 1,067
SLnSt 877 64,7 1,090 GOL 48 911 83,1 0,989
LLnMo 41 865 63,3 1,066 000 885 84,0 1,000
LLL 42 879 65,3 1,000 ALL 911 84,8 1,010
LLPo 853 65,7 1,006 GOM 859 85,0 1,012
OLLn 879 66,4 1,018 BLLn 937 85,1 1,014
LLM 827 66,7 1,023 SOL 885 85,1 1,014
OLLa 801 67,0 1,027 (0102 859 85,4 1,017
00C 775 67,6 1,037 SLP 859 86,6 1,032
LLnP 853 67,8 1,040 BLLa 859 86,6 1,032
LMM 775 68,2 1,047 SSLn 885 86,9 1,036
LPLa 775 68,3 1,048 AOLa 833 87,0 1,037
SLnLn 879 68,5 1,052 OPP 833 87,0 1,037
OMLa 749 68,5 1,052 SOM 833 87,0 1,037
SLSt 879 69,6 1,069 PPP 807 88,7 1,058
OStP 853 69,8 1,072 HLL 49 925 87,4 1,042
SOCy 749 69,9 1,074 TLLn 951 87,8 1,047
PMLa 723 70,7 1,087 OOMa 873 88,4 1,054
LLMo 43 867 69,0 1,060 OMaP 847 89,7 1,071
LLPe 841 70,3 1,081 GOO 50 913 89,0 0,979
LLnMa 867 70,7 1,087 GSL 939 89,9 0,990
ELL 44 907 70,8 0,985 BLL 913 90,0 0,991
OLL 881 71,8 1,000 LiLLn 965 90,2 0,993
GLLn 907 72,1 1,004 AOL 913 90,4 0,995
OLPo 855 72,2 1,006 GOP 887 90,4 0,995
OOLn 881 72,6 1,012 SO0 887 90,8 1,000
LLP 855 73,1 1,019 ALP 887 91,8 1,011
OLM 829 73,7 1,028 SSL 887 91,9 1,013
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Pokracovani tabulky 11

TG ECN [M+H]" tr r TG ECN [M+H]" tr r

SLLn 881 73,8 1,029 SOP 861 92,3 1,017
OLnP 855 74,0 1,032 AOM 861 92,3 1,017
OOLa 803 74,1 1,034 BOLa 861 92,3 1,017
ALnLn 907 74,3 1,036 SPP 835 94,4 1,041
LPM 803 75,1 1,048 TLL 51 953 92.4 1,018
SLLa 803 75,2 1,050 TOLa 875 94,7 1,045
OMM 777 75,5 1,054 SOMa 875 95,0 1,048
OPLa 777 75,6 1,055 LiLL 52 967 94,9 0,988
LnPP 829 75,7 1,057 BOL 941 95,5 0,995
SOSt 881 75,9 1,060 AOO 915 96,0 1,000
OLMo 45 869 75,6 1,055 LiLM 915 96,7 1,008
LLMa 869 76,3 1,066 BLP 915 96,8 1,009
LMoP 843 76,4 1,067 ASL 915 96,9 1,010
OLnMa 869 77,0 1,076 LiOLa 889 97,1 1,012
GLL 46 909 77,2 0,991 AOP 889 97,5 1,016
OOL 883 77,9 1,000 SSO 889 97,6 1,017
tencnich Cast. Vlivem odlisné polohy dvojnych vazeb se 5. Héron S.: Dissertation. Université Paris 6, Paris 1992.

reten¢ni ¢as TG obsahujiciho tuto kyselinu posouva pfi-
blizné o 0,7 min k vys$§im hodnotam.

Zavér

Byla optimalizovdna metodika HPLC s obracenymi
fazemi a mobilni fazi acetonitril-propan-2-ol pro analyzu
slozitych smési TG s pouZitim spojeni dvou chromatogra-
fickych kolon Nova-Pak C18 v sérii pii teploté 25 °C. Tato
metoda poskytuje dobré rozliseni TG s riznymi skupinami
ECN, ale i pro TG v ramci jedné skupiny. Byla pouzita pro
analyzu 10 rostlinnych olejt (olej z liskovych ofecht, vlas-
skych ofechut, kesu ofechti, mandli, maku tmavého, peci-
cek zlutého melounu, §ipkt, fikt, datli, ¢erného rybizu).
Celkem bylo v rostlinnych olejich identifikovano 130 TG
slozenych z 22 mastnych kyselin obsahujicich 8 az 24
uhlikd a 0 az 4 dvojné vazby. U identifikovanych TG byla
na zéklad¢ poméri intenzit urcena prevladajici kyselina v
poloze sn-2. Pfednostné jsou v této poloze zastoupeny
nenasycené MK (ptevazné kyselina linolova).
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M. Lisa and M. Hol¢apek (Department of Analytical
Chemistry, University of Pardubice, Pardubice): Analysis
of Natural Mixtures of Triacylglycerols Using HPLC/
MS Technique

An HPLC/MS method was developed for analysis of
triacylglycerols (TGs) in plant oils from hazelnut, walnut,
cashew nut, and almond as well as from poppy, yellow
melon, rose hip, fig, date and black currant seeds. The
objective of the present work is unambiguous identifica-
tion of the maximum number of TGs, based on the opti-
misation of temperature, column length and gradient steep-
ness. Non-aqueous reversed-phase HPLC with an opti-
mized acetonitrile — propan-2-ol gradient, 30 + 15 cm
Nova-Pak C;s columns and temperature 25 °C were used
in the TG identification based on their positive-ion APCI
mass spectra. Total 130 TGs derived from 22 fatty acids
C8—C24 with 0—4 double bonds were identified.
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