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Zastosowania chromatografii wykluczania (GPC/SEC). Czesé¢ Il — Wykorzystanie
GPC/SEC w rozdzielaniu ttuszczéw i produktéw ich konwersji — artykut przegladowy

Streszczenie: Tiuszcze i produkty ich konwersji stanowig ztozong grupe zwigzkOw organicznych, o réznorodnej i
skomplikowanej strukturze. Istotnym problemem, zwilaszcza w rozdzielaniu szczegéfowym tak ztozonych i
zréznicowanych analitbw na poszczegodlne indywidua chemiczne jest ogromna réznorodno$¢ budowy zwigzkow
chemicznych przynaleznych do poszczegdlnych klas lipidéw. Z drugiej strony, poszczegdlne klasy lipidow wykazujg
charakterystyczne cechy pod wzgledem swoich wiasciwosci fizykochemicznych, w tym, pod wzgledem oddziatywan
sorpcyjnych, co umozliwia ich rozdzielanie grupowe. Uzyskanie wtasciwego rozdzielenia zwigzkéw lipidowych na grupy
warunkuje mozliwo$c¢ ich dalszego rozdzielania oraz prawidlowq identyfikacje p oszczegodinych zwigzkéw chemicznych
wystepujacych w danej grupie. Niniejsza praca przeglgdowa przedstawia wspotczesny stan wiedzy opisany w literaturze,
dotyczgcy jednej z szeroko stosowanych technik wstepnego rozdzielenia grupowego thuszczéw oraz produktow
ubocznych ich rafinacji lub konwersiji, tj. chromatografii wykluczania (ang. GPC/SEC, Gel Permeation Chromatography/
Size Exclusion Chromatography).

Stowa kluczowe: chromatografia wykluczania (GPC/SEC), lipidy, acyloglicerole, rozdzielanie ttuszczéw, kolumny z
wypetnieniem styren-diwinylobenzen (SDVB)

Applications of Size Exclusion Chromatography (GPC/SEC). Part Il — Usefulness of
GPC/SEC in separation of fats and their conversion products —review

Abstract: Fats and their conversion products are a complex group of organic compounds with diverse and complicated
structure. A major problem, especially in ‘detailed” separation of such complex and varied mixtures into individual
chemical compounds, is a huge variety of chemical structure of chemical substances that belong to various classes of
lipids. On the other hand, particular lipid classes have characteristic features in terms of their physicochemical properties,
including sorption interactions, which allows for the group separation. A proper group separation of lipid compounds
allows for their further separation and identification of particular chemical compounds presentin given class. This review
discusses state of the art described in the literature, conceming one of the widely used technique for group separation of
fats and refining or conversion by-products, ie. Gel Permeation Chromatography/Size Exclusion Chromatography
(GPC/SEC).

Key words: size exclusion chromatography (GPC/SEC), lipids, acylglycerols, separation of fats, columns with styrene -
divinylbenzene stationary phase (SDVB)

Skroéty uzyte w pracy
(Used abbreviations)

Skrot Nazwa polska Nazwa angielska
(Abbreviation) (Polish name) (English name)
A Angstrem Angstrem
APCI Jonizacja chemiczna pod cisnieniem | Atmospheric Pressure Chemical lonization
atmosferycznym
BHT Butylowany hydroksytoluen Butylated hydroxytoluene
Da Dalton Dalton
DAG Diacyloglicerole Diacylglycerols
d¢ Srednica wewnetrzna kolumny Column internal diameter
DCM Chlorek metylenu (dichlorometan) Methylene chloride (dichloromethan)
dp Srednica ziaren wypetnienia kolumny | Particle diameter of column packing
EM Estry metylowe Methyl Esters
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ELSD Laserowy detektor fotodyspersyjny Evaporative Light Scattering Detector

FAEE Estry etylowe kwasoéw ttuszczowych Fatty Acid Ethyl Esters

FAME Estry metylowe kwaséw Fatty Acid Methyl Esters
ttuszczowych

FID Detektor ptomieniowo-jonizacyjny Flame lonization Detector

GC Chromatografia gazowa Gas Chromatography

GPC Chromatografia zelowa Gel Permeation Chromatography

HPLC Wysokosprawna chromatografia High Performance Liquid Chromatography
cieczowa

HPSEC Wysokosprawna chromatografia High Performance Size Exclusion
wykluczania Chromatography

IEC Chromatografia jonowymienna lon Exchange Chromatography

ISO Miedzynarodowa Organizacja International Organization for
Normalizacyjna Standardization

KT Kwas tluszczowy Fatty Acid

L Kwas linolowy Linoleic Acid

L¢ Dlugos¢ kolumny Column length

LLSD Laserowy detektor fotodyspersyjny Laser Light Scattering Detector

MAG Monoacyloglicerole Monoacylglycerols

MS Spektrometr mas Mass Spectrometer

n Liczba atoméw wegla w czasteczce Number of Carbon Atoms in Carbon Chain

NP Normalny uktad faz Normal Phase

RID Ro6zZnicowy detektor Refractive Index Detector
refraktometryczny

RP Uktad faz odwréconych Reversed Phase

S Kwas stearynowy Stearic Acid

SEC Chromatografia wykluczania Size Exclusion Chromatography

SDVB Kopolimer styrenu i diwinylobenzenu Copolymer of Styrene and Divinylbenzene

sn Numeracja stereospecyficzna Stereospecific Numbering

SPE Ekstrakcja do fazy statej Solid-Phase Extraction

T Toluen Toluene

TAG Triacyloglicerole Triacylglycerols

THF Tetrahydrofuran Tetrahydrofuran

TLC Chromatografia cienkowarstwowa Thin-Layer Chromatography

UV-VIS-DAD Detektor spektrofotometryczny z UV-VIS Diode Array Detector
matrycg diodowa

WKT Wolne kwasy ttuszczowe Free Fatty Acids

1. WSTEP

(Introduction)

Lipidy stanowig duza, niejednorodng chemicznie grupe naturalnych zwigzkéw organicznych. Wraz z

weglowodanami i biatkami tworzg podstawowg grupe sktadnikéw pokarmowych. Do lipidéw zalicza sie
substancje organiczne wystepujgce we wszystkich zywych organizmach, ktére nie rozpuszczajg sie w
wodzie, a rozpuszczajg w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak eter etylowy, eter naftowy, chloroform,
benzen, aceton, itp. Do lipidow zalicza sie takze pochodne lipidow naturalnych i zwigzki im pokrewne, ktdre
zachowujg w/w cechy. Chemia lipiddw zywnosci jest wyjatkowo skomplikowana, gdyz lipidy sg substancjami
o0 bardzo ztozonej i réznorodnej budowie, ulegajagcymi wielu przemianom, ktére inaczej przebiegajg w
uktadach izolowanych a inaczej w tkankach. Ze wzgledu na pewne podobienstwa strukturalne lipidy mozna
podzieli¢c na 3 zasadnicze grupy: lipidy proste (acyloglicerole), lipidy ztozone (fosfolipidy, glikolipidy i inne
lipidy ztozone, np. sulfolipidy) i lipidy wtérne (pochodne, np. kwasy tluszczowe, alkohole, weglowodory).

W literaturze mozna spotkaé takze inne propozycje klasyfikacji lipidéw. Przykiadowo, w 2005 roku
Fahy i wspétautorzy [1] zaproponowali inny schemat klasyfikacji lipidow, w oparciu o twierdzenie, ze lipidy
powstajg w catosci lub czesciowo z dwodch odrebnych typéw podjednostek: grup ketoacylowych i
izoprenowych. Zgodnie z tym zatozeniem lipidy podzielono na 8 grup, tj.: kwasy tluszczowe, glicerolipidy,
glicerofosfolipidy, sfingolipidy, sterole, prenole, sacharolipidy oraz poliketydy.

Z pojeciem lipidy” zwigzane jest pojecie ,ttuszcz”. Ttuszczami zwykio sie nazywac¢ wieloskfadnikowg
mieszanine zwigzkow lipidowych o réznorodnej budowie uzyskang ze zwierzecych tkanek ttuszczowych lub
roslin oleistych za pomoca ttoczenia badz ekstrakcji. Podstawowym, lecz nie jedy nym sktadnikiem ttuszczéw
naturalnych, wystepujacym w najwiekszych ilosciach sg triacyloglicerole (TAG). TAG stanowig zwykle 86 -
98% ttuszczu surowego i 98-99% tluszczu rafinowanego. Wszystkie inne sktadniki lipidowe wystepujace w
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tluszczach nazywane sg potocznie substancjami towarzyszacymi. Ich ilos¢ jest zmienna, na ogdét nie
przekracza 1-5% i zalezy m.in. od surowca ttuszczowego i sposobu wydobywania ttuszczu. Do sktadnikéw
towarzyszacych zalicza sie przede wszystkim fosfolipidy, ktérych zawarto§é w niektérych olejach surowych
moze dochodzi¢ do kilku procent (np. w przypadku masta kakaowego jest to 0,13-5%) [2]. Ponadto w
tluszczach naturalnych obecne mogg byc¢: sterole, witaminy, aldehydy, alkohole, ketony, weglowodory,
woski, wolne kwasy ttuszczowe, niepetne acyloglicerole oraz inne (Tabela 1). Obecnos$é znaczacych ilosci
wolnych kwasow tluszczowych jest najczesciej efektem zaawansowanych proceséw hydrolitycznych i
lipolitycznego dziatania enzymow.

Tabela 1. Sktad lipidow wystepujacych w przyktadowych produktach zywnosciowych [3].
Table 1. Composition of lipids present in exemplary food products [3].

Lipidy [% z zawartosci catkowitej] Iivrl Ioevlcic; nassci)Joana Pszenica kietki | Jabtko miazsz
(Lipids [% of the total content]) (Cow’s milk) | (Soybeans) (Wheat germs) (Apple pulp)
Triacyloglicerole 94 88 41 5
(Triacylglycerols)
Mono- i diacyloglicerole 15 . 1 .
(Mono — and diacylglycerols) '
Sterole
(Sterols) <1 i L 15
Fosfolipidy
(Phospholipids) 15 10 20 a7
Glikolipidy
(Glycolipids) - 1.5 29 1
Sulfolipidy ] ] j 1
(Sulfolipids)
Inne
(Other) - 0,54 7 15
Catkowita zawartos¢ lipidéw [%]
(Total lipid content [%]) 36 230 1.5 0,09

2. ROZNORODNOSC ZWIAZKOW LIPIDOWYCH
(Diversity of lipid compounds)

Podstawowym elementem budujgcym lipidy sg kwasy ttuszczowe (KT). KT wystepujace w przyrodzie
sg kwasami karboksylowymi zazwyczaj o prostych tancuchach weglowodorowych, zawierajacych 4-30
atoméw wegla. KT wystepujace w lipidach mogg mie¢ charakter zwigzku nasyconego lub zawiera¢ od 1 do 6
wigzan podwdéjnych w tancuchu weglowodorowym (nienasycone KT). Wigzania podwdjne w czasteczce
naturalnych KT wystepuja najczesciej w konfiguracji cis, rzadziej w Kkonfiguracji trans (izomeria
geometryczna). Ponadto w KT wystepuje izomeria potozenia zwigzana z usytuowaniem wigzania
podwdjnego, np. kwas oktadecenowy C18:1 moze mieé teoretycznie 16 izomerdw potozenia podwojnego
wigzania od C2 do C17. Oleje uzyskane z roslin oleistych zawierajg srednio 5 — 15 gtéwnych KT, natomiast
tluszcz uzyskany z bardziej ztozonych matryc moze zawiera¢ nawet kilkadziesigt roznych KT, np. tluszcz
mleka ludzkiego zawiera tacznie blisko 50 zidentyfikowanych KT [4].

Triacyloglicerole — gtéwny skfadnik ttuszczéw wiasciwych — sg estrami glicerolu i trzech czasteczek
KT. TAG réznig sie miedzy sobg nie tylko sktadem KT, ale réwniez ich potozeniem w czasteczce. Potozenie
KT w TAG okres$la sie stosujac numeracje stereospecyficzng ,,sn” (z ang. stereospecific numbering). Kazda
z reszt kwasowych moze by¢ umiejscowiona w czasteczce TAG w pozycji wewnetrznej (pozycja 8 lub 2,
okreslana jako sn-2) albo w jednej z pozycji zewnetrznych (pozycje a i a1 lub 1i 3, okreslane jako sn-1 oraz
sn-3) (Rys. 1).

1]
I
CH—O0—C—R, TTN |
]
|
R,— C—O0—CH -2
]
I
CH,— 0— ¢ —R, n .3

Rys. 1. Pozycje sn-1, sn-2 oraz sn-3 w czgsteczce triacyloglicerolu, gdzie R1, R2, R3 to reszty acylowe
kwasow ttuszczowych.

Fig. 1. Positions sn-1, sn-2 and sn-3 in triacylglycerol molecule, wherein R1, R2, R3 are acyl residues of fatty
acids.
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W naturze TAG stosunkowo rzadko zawierajg w swojej strukturze trzy jednakowe KT. Liczba
kombinacji TAG = n’ (gdzie n=liczba roznych KT), jezeli uwzglednione sg wszystkie izomery. Oznacza to, ze
jezeli w TAG wystepujg dwa rodzaje KT, np. kwas stearynowy S i kwas linolowy L, czyli n = 2, to liczba
mozliwych TAG wynosi 8, a mozliwe kombinacje sq nastepujace: SSS SSL, SLS, LSS, LLS, LSL, SLL oraz
LLL. Analogicznie, dla 5 r6znych KT liczba mozliwych TAG wynosi 5% — czyli 125, natomiast dla 20 ré6znych
kwasow — 8000. Ttuszcze roslinne zawierajg 5—15 réznych KT, a tluszcze zwierzece od kilkunastu (ttuszcze
zwierzat morskich) do kilkudziesieciu KT (ttuszcze mleczne), zatem liczba mozliwych TAG moze siegac kilku
milionéw. Wedtlug dostepnej literatury wiadomo, ze w wiekszosci naturalnych ttuszczow liczba
triacylogliceroli osigga 50-80% teoretycznie mozliwych kombinacji TAG [5].

Pozycje sn-1 i sn-3 w TAG nie sg tozsame, a rozmieszczenie KT w czasteczkach TAG nie jest
przypadkowe dla danego ttuszczu i ma znaczenie dla jego trawienia oraz wchtaniania (Tabela 2). Skifad KT
oraz miejsce potozenia danego KT w czasteczce TAG warunkuje witasciwosci fizyczne i chemiczne
tluszczow. Kwasy tluszczowe wykazujg pewne predyspozycje do zajmowania okreslonych pozycji w TAG,
np. w tluszczu mleka krowiego diugotancuchowe kwasy ttuszczowe (np. kwas oktadekanowy C18:0 i cis-
oktadec-9-enowy C18:1 9c) majg tendencje do zajmowania pozycji sn-1, krétkotancuchowe (np. kwas
butanowy C4:0 i heksanowy C6:0) znajdujg sie w wiekszosci w pozycji sn-3, a sredniotancuchowe, nasycone
KT (np. kwas dodekanowy C12:0 i tetradekanowy C14:0) w pozycjach sn-2 [6]. TAG w olejach roslinnych
majg natomiast odmienng strukture stereospecyficzng. Pozycje zewnetrzne sn-1,3 TAG sa w przewazajacej
ilosci zajmowane przez kwasy nasycone, natomiast w pozycji wewnetrznej sn-2 znajdujg sie gtownie kwasy
nienasycone, osiemnastoweglowe (w olejach tych ok. 70% kwasu linolowego C 18:2 znajduje sie w pozyciji
wewnetrznej).

Tabela 2. Preferencje KT do zajmowania okreslonych pozycji w TAG wybranych ttuszczéw [6].
Table 2. KT preferences to occupy certain positions in TAGs of selected fats [6].

Rodzaj ttuszczu sn-2 sn-13

(Fat type) '

ttuszcz rodlinny
(vegetable oil)

nienasycone KT
(m.in. 18:2, 18:1)

nasycone KT
(m.in. 16:0, 18:0)

16j wotowy
(beef tallow)

nienasycone KT 18:1

nasycone, wiekszos¢ 16:0

ttuszcz wieprzowy

nasycone, wigkszo$é

jednonienasycone (18:1),

(pork fat) 16:0 nasycone 18:0
ttuszcz rybi polienowe KT (20:5,
(fish fat) 22:6), nasycone (14:0, kwasy monoenowe (18:1)

16:0)

Podczas obrobki termicznej ttuszczéw (np. smazenia) sktadniki lipidowe ulegajg przemianom
oksydatywnym i oksydatwywno-termicznym, zwlaszcza w obecnos$ci innych sktadnikow zywnosci [7]. W
wyniku przemian powstaje szereg nowych zwigzkéw réznigcych sie masa czasteczkowa, poczawszy od
niskoczasteczkowych lotnych zwigzkéw chemicznych takich jak estry, etery, aldehydy, ketony, laktony,
alkohole, krétkotancuchowe wolne kwasy tluszczowe, ale rowniez sprzezone dieny, niepetne TAG, utlenione
TAG, dimery TAG oraz polimery TAG [5].

Biorac pod uwage ogromng roznorodnos¢ budowy zwigzkéw chemicznych przynaleznych do
poszczegodlnych klas lipidow, przedstawiong na przyktadzie KT, TAG i ich mozliwych produktéw konwersiji,
rozdzielanie tak =ztozonych i zréznicowanych analitdbw na poszczegdélne indywidua chemiczne jest
problematyczne. Znaczne podobienstwo struktury molekularnej sktadnikow w obrebie danej klasy sprawia, iz
separacja poszczegolnych zwigzkéw chemicznych jest bardzo trudna. Z drugiej strony, poszczegdlne klasy
lipidow wykazujg jednak charakterystyczne cechy pod wzgledem swoich witas ciwosci fizykochemicznych, w
tym, pod wzgledem oddziatywan sorpcyjnych, co umozliwia ich rozdzielanie grupowe.

3. PODSTAWOWE TECHNIKII METOD YKI ROZDZIELANIA LIPIDOW, TLUSZCZOW
| PRODUKTOW ICH KONWERSJINA KLASY (GRUPY) — OGOLNY ZARYS
(Basic techniques and methodologies for lipids, fats and products of their
conversion group separation —overview)

W analityce sktadnikéw lipidowych, ttuszczow i produktéw ich przemian najwieksze znaczenie majq
techniki chromatograficzne, ktére uzywane sg zaréwno do rozdzielania lipidéw na klasy, jak i do rozdzielenia
i oznaczania zwigzkow sktadowych frakciji lipidowych. Ze wzgledu na roznorodno$é¢ sktadnikéw lipidowych, w
celu wykonania petnej analizy skfadu i zawarto$ci poszczegdlnych lipidéw w prébce, najczesciej konieczne
jest wstepne rozdzielenie grupowe. Po wyekstrahowaniu lipidow z materiatu badanego rozdziela sie je na
grupy na podstawie réznic w rodzaju i ilosci grup wzglednie fatwo jonizowalnych (aminowych, fosforanowych,
karboksylowych) oraz niejonizowalnych i trudno jonizowanych (hydroksylowych, karbonylowych) obecnych w
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czasteczkach. Rozdzielania grupowego mozna dokonywa¢ za pomoca réznych technik: ekstrakcyjnych —
adsorpciji-desorpcji, w tym ekstrakcji do fazy statej (SPE, Solid-Phase Extraction) oraz chromatograficznych
— chromatografii cienkowarstwowej (TLC, Thin-Layer Chromatography), wysokosprawnej kolumnowej
chromatografii cieczowej (HPLC, High Performance Liquid Chromatography), m.in.: adsorpcyjnej w
normalnych ukfadach faz (NP, Normal Phase), w ukfadach faz odwréconych (RP, Reversed Phase),
chromatografii wykluczania (GPC/SEC, Gel Permeation/Size Exclusion Chromatography), a takze
jonowymiennej (IEC, lon Exchange Chromatography), w przypadku sktadnikéw jonizowalnych.

Z kolei chromatografia gazowa (GC, Gas Chromatography) stuzy do rozdzielania, a w efekcie do
oznaczania lotnych i mozliwych do przeprowadzenia w lotne pochodne sktadnikéw ekstraktow. GC znalazta
przede wszystkim zastosowanie do badania sktadu i zawartosci kwasow ttuszczowych po przeksztatceniu
ich w estry metylowe (FAME, Fatty Acid Methyl Esters) lub etylowe (FAEE, Acid Ethyl Esters) [8].

Uzyskanie wlasciwego rozdzielenia zwigzkéw lipidowych na grupy warunkuje dalszg prawidtowg
identyfikacje poszczegdlnych zwigzkéw chemicznych wystepujacych w danej grupie. Jedng z szeroko
stosowanych technik wstepnego rozdzielenia grupowego lipidow, szczegdlnie ttuszczédw jadalnych i
produktow ich konwersji, jest chromatografia wykluczania SEC - Size Exclusion Chromatography w
uktadzie GPC - Gel Permeation Chromatography, tzn. z zastosowaniem hydrofobowego wypetnienia
kolumny i niewodnej fazy ruchome;j.

4. CHROMATOGRAFIA WYKLUCZANIA - GPC/SEC
(Gel Permeation/Size Exclusion Chromatography — GPC/SEC)

Technika GPC/SEC daje mozliwos¢ klasyfikowania rozdzielanych zwigzkéw chemicznych w
zaleznosci od réznic w wymiarach czasteczek, tzw. srednicy, albo promienia hydrodynamicznego, a co za
tym idzie — umozliwia rozdzielanie substancji zgodnie ze zréznicowaniem mas czgsteczkowych (w zakresie
do ok. 10 milionéw Da).

Mechanizmem decydujacym o rozdzielaniu w chromatografii wykluczania realizowanej w sposob
,Klasyczny”, jest wykluczanie steryczne, tzn. zréznicowanie tacznych drég oraz czasu dyfuzji wewnatrz
poréw o réznych Srednicach przez czasteczki o roznych warto$ciach srednicy hydrodynamicznej [9, 10].

Zaleta chromatografii wykluczania jest niewatpliwie prostota i wysoka powtarzalno$¢ oznaczen. Wadg
— wysoki koszt kolumn, znaczny czas rozdzielania, szczegdlnie makromolekut, potrzeba stosowania
waskodyspersyjnych wzorcow polimerow.

W ,klasycznej” chromatografii wykluczania najwazniejszy jest taki dobdr wypetnienia kolumny (o
znanym zakresie $rednic poréw) oraz eluentu, by zminimalizowa¢, a najkorzystniej catkowicie wyeliminowac
oddziatywania sorpcyjne miedzy powierzchnig fazy stacjonarnej i czgsteczkami rozdzielanej mieszaniny.
Woéwczas mechanizm rozdzielania jest termodynamicznie prosty, rozdzielanie molekut o zréznicowanych
wymiarach ma miejsce na zasadzie réznicowania drég dyfuzji (Rys.2). W przypadku ,zmodyfikowanej”
chromatografii wykluczania, wystepujgca dodatkowo sorpcja, tak o charakterze polamym, jak i
hydrofobowym (adsorpcja, podziat), moze wptywaé korzystnie albo przeszkadzaé w rozdzielaniu.

&

logM
————I— Rys. 2. llustracja zaleznosci logarytmu masy
czasteczkowej od objetosci elucji (log Mw =
4 =Vt Vi f(Ve)), otrzymywanej podczas kalibracji metody
"\, oznaczania rozktadu masy czasteczkowej z
’ : ' zastosowaniem chromatografii wykluczania [za
EAVAVa VoVl zgoda 10].
/7 Fig. 2. Illustration of molecular weight logarithm
d d luti I log Mw = f
substancje catkowicie substancie calkowicie G€PeNdence on elution volume (log Mw = f(ve)),
wykluczane penetrujace obtained during calibration method for the
. determination of molecular weight distribution
subctancje using size exclusion chromatography [with the
cresciowo consent of 10].
wykluczane
&2 [
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4.1. Fazy ruchome i stacjonarne wykorzystywane w technice GPC/SEC do rozdzielania
grupowego lipidow, ttuszczoéw i produktow ich konwersji

(Stationary and mobile phases used in GPC/SEC during group separation of lipids,
fats, and products of their conversion)

Obecnie najczesciej wykorzystywang fazg stacjonarng w rozdzielaniu mieszanin substancji
lipofilowych o niewielkich wartosciach mas czasteczkowych, w tym ttuszczéw i produktow ich konwersiji, z
wykorzystaniem GPC/SEC, jest kopolimer styrenu i diwinylobenzenu (SDVB). Uzycie SDVB o $rednicach
poréw rzedu 50-100 A (5-10 nm) pozwala na rozdzielanie zwiazkéw o masie czasteczkowej w zakresie 100-
20000 Da [11]. Najczesciej stosuje sie kolumny o diugosci (L.) 25 lub 30 cm i o srednicy wewnetrznej (d.) 7-
8 mm (ostatnio takze 3-4,6 mm), ktére czesto taczy sie szeregowo po dwie do pieciu. Kolumny te wypetnione
sg materiatem ziamnistym o Srednicy ziaren (dp) 5 ym lub, rzadziej, 3 ym.

W latach 1988-1998 najczesciej stosowane byly kolumny ,Ultrastyragel®”, produkciji Waters USA, o
$rednicy poréw 100 i 500 A i o $rednicy ziarna — najczesciej — 10 um [17, 23, 26-28, 34, 35, 38], oraz
kolumny ,PL-gel®”, takze o $rednicach poréw 100 i 500 A, ale o $rednicy ziarna réwnej najczesciej 5 um [12 -
14, 21, 22, 24, 25, 43], poniewaz byly wodéwczas praktycznie jedynym dostepnym typem kolumn z
nowoczesnym wypetnieniem przeznaczonym do badan w warunkach lipofilowych (Tabela 3).

Jako eluent =zasadniczo stosowany byt THF 2z dodatkiem butylohydroksytoluenu jako
przeciwutleniacza [12-16] lub THF bez dodatku w/w przeciwutleniacza [17-38]. Czasem stosuje sie inne
rozpuszczalniki takie jak dichlorometan [39, 40, 43, 44, 45] czy toluen [41, 42] oraz mieszaniny w/w (Tabela
3). Eluent powinien dobrze rozpuszcza¢ rozdzielane substancje, tj. ttuszcze i produkty ich konwersji oraz, jak
wspomniano, eliminowa¢ zjawiska sorpcji analitéw na powierzchni poréw wypetnienia kolumny.

Stosowane natezenie przeptywu fazy ruchomej wynosi 0,3-1,5 mL/min, optymalnie 0,7-1,0 mL/min, co
z zastosowaniem kolumn o $rednicy 7-8 mm stwarza warunki niskiej dyspersji masy w kolumnie dla analitéw
0 masie czasteczkowej ponizej 104 Da i pozwala na przeprowadzenie rozdzielania w czasie ponizej 30 min
[44].

4.2. Detektory stosowane w technice GPC/SEC do rozdzielania grupowego lipidéw,
ttuszczéwi produktéw ich konwersji oraz problem optymalnej detekcji
(Detectors used and a problem of optimal detection in GPC/SEC during group
separation of lipids, fats, and products of their conversion)

W badaniach GPC/SE C dotyczacych rozdzielania mieszanin lipofilowych, detekcja najczesciej odbywa
sie przy uzyciu detektora refraktometrycznyego (RID, Refractive Index Detector) [12, 14-29, 33-39, 41-46]
lub laserowego detektora fotodyspersyjnego (LLSD — Light Scattering Detector, ELSD — Evaporative Light
Scattering Detector) [13, 14, 30-32, 36]. W celu uzyskania widm rozdzielanych grup skftadnikéw oraz
poszczegodlnych indywidudw, stosuje sie tez detektor spektrofotometryczny z matrycg diodowag (UV-VIS-
DAD, UV-VIS Diode Array Detektor) lub spektrometru mas (MS, Mass Spectrometer) [40,47]. Stosujac
detektor UV nalezy pamieta¢ o odpowiednim doborze dtugosci fali i szerokosci wigzki pomiarowej, poniewaz
sktadniki lipidowe absorbujg Swiatto o réznych dtugosciach fali (np. TAG i KT — 218 nm). Odpowiedz
detektora tego typu zalezy od stezenia substancji oraz od molowego wspotczynnika absorbancji (€), ktory
jest rézny nawet dla substancji nalezgcych do tego samego szeregu homologicznego. W przypadku
detektora LLSD sygnat odpowiedzi jest proporcjonalny do stezenia, a nawet do masy czasteczkowej
sktadnikéw mieszaniny. Zaleta detektora LLSD oraz RID jest ponadto fakt, ze bez znaczenia jest czy
stosowany w analizie eluent absorbuje czy tez nie promieniowanie Swietlne i w jakich zakresach.

Z przegladu literatury wynika, iz wszyscy autorzy badan dotyczacych rozdzielania grupowego
ttuszczéw i produktéw ich konwersji z zastosowaniem chromatografi GPC/SEC stosowali warunki
izokratyczne. W przedmiotowych badaniach, na przestrzeni lat, dominowato zastosowanie detektora
refraktometrycznego (RID). Detektor ten wykazuje stosunkowo niskg czuto$¢ oraz nie moze by¢ stosowany
w warunkach elucji gradientowej — co jednak w przypadku GPC/SEC nie miato miejsca.

Autorzy kilku wymienionych ponizej prac badawczych, zamiast detektora RID, stosowali laserowy
detektor fotodyspersyjny (LLSD — Light Scattering Detector, ELSD — Evaporative Light Scattering Detector)
[13, 14, 30-32, 36]. Niepodwazalne zalety stosowania LLSD, w opcji wedtug wtasnej konstrukciji, w
chromatografii cieczowej ttuszczow i produktéw ich konwersji przedstawit w swojej rozprawie habilitacyjnej
Andrzej Stotyhwo [48]. Autor rozprawy zwrdcit po raz pierwszy uwage na fakt, iz detektor ten moze byé
bardzo dobrym i uzytecznym narzedziem badawczym w analityce lipidow.

Jak juz wspomniano, w przypadku detektora LLSD, nie ma znaczenia czy stosowane fazy ruchome
absorbujg czy tez nie promieniowanie w zakresie UV-VIS, a takze nie ma znaczenia warto$¢ wspoétczynnika
zatamania $wiatta rozpuszczalnika prébki. Faza ruchoma musi by¢ lotna, o temperaturze wrzenia nie
przekraczajgcej 100-110°C i charakteryzowac sie niskim stezeniem nielotnej "suchej pozostatosci”. Stanowi
to przewage detektora LLSD nad detektorem UV/VIS oraz RID. Detektor LLSD nie jest wrazliwy na zmiane
sktadu fazy ruchomej, ani na sktad rozpuszczalnika wsadu/prébki dozowanej do kolumny, co umozliwia jego
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stosowanie w warunkach elucji skokowej, a takze gradientowej, w przeciwiehstwie do detektora RID.
Detektor LLSD wykrywa praktycznie wszystkie relatywnie nielotne anality, ktérych temperatura wrzenia jest
wyzsza niz 160-180°C.

Detektor LLSD, jak i detektor ptomieniowo-jonizacyjny (FID, Flame lonization Detector), moze by¢
ostatnim detektorem w szeregu, jako detektor niszczacy probke, albo powinien by¢ instalowany
,bocznikowo”, poprzedzony detektorem RID i/lub UV-VIS/DAD. Kazdy z uzyskanych dzieki nim
chromatogramoéw dostarcza istotnych informacji, stad celowe jest stosowanie ukfadu kilku detektoréow w
opisywanych badaniach.

4.3. Wykorzystanie techniki GPC/SEC do rozdzielania grupowego lipidéw i ttuszczéw
(Usefulness of GPC/SEC in group separation of lipids and fats)

Jedng z pierwszych opublikowanych prac dotyczacych wykorzystania techniki GPC/SEC do
wydzielenia klas lipidéw jest opracowanie Christopoulou i Perkins z 1986 [41]. W badaniach uzyskane
zostato petne rozdzielenie (do linii bazowej) standardéw acylogliceroli i tych skfadnikow w czesciowo
zhydrolizowanych probkach olejéw przy uzyciu dwoch szeregowo potaczonych kolumn z wypetnieniem
SDVB (Lichrogel PS4 i PS1, Lc=25 cm, d.=7 mm, d,=5 um) oraz toluenu jako eluentu, przy natezeniu
przeptywu 0,5 mL/min i detektora refraktometrycznego (Tabela 3). W przypadku rozdzielania prébki
wzorcow, badacze wyodrebnili frakcje triacylogliceroli (TAG), diacylogliceroli (DAG), monoacylogliceroli
(MAG) oraz estru metylowego (EM). Frakcje te zostaty wymienione zgodnie z kolejnoscig elucji, co jest
zbiezne z mechanizmem rozdzielania charakterystycznym dla techniki GPC/SEC. Tak dobre rozdzielenie nie
zostato juz zaobserwowane gdy fazg ruchomg byt THF czy DCM, co zostato uzasadnione ich ,zbyt wysokg
sitg elucyjna, w porownaniu z toluenem”. Jednakze nawet gdy eluentem byt toluen, to w momencie gdy do
mieszaniny wzorcow dodany zostat przedstawiciel wolnych kwaséw tluszczowych (WKT) — kwas
stearynowy, rozdzielenie do linii bazowej nie miato juz miejsca — WKT byt eluowany przed MAG, a piki WKT i
MAG pozostawaly tylko czesciowo rozdzielone. To $wiadczy o tym, ze toluen dobrze eliminuje hydrofobowe
oddziatywania na powierzchni poréw SDVB, jednak stabo eliminuje oddziatywania polarne. Zmniejszenie
predkosci przeptywu fazy ruchomej — ponizej wartosci wybranej przez autoréw za optymalng (0,5 mL/min) —
nie powodowato juz znaczacej poprawy rozdzielczosci, natomiast niepotrzebnie wydtuzato czas rozdzielenia.
W pracy wykazano koniecznos¢ stosowania co najmniej dwoch szeregowo potagczonych kolumn GPC/SEC -
HPLC wypetnionych SDVB, w rozdzielaniu prébek ttuszczow i produktéw ich konwersji, gdyz zastosowanie
tylko jednej z w/w kolumn HPLC skutkowato niedostatecznym rozdzieleniem badanych zwigzkéw
chemicznych. Uktad 2-ch kolumn autorzy z powodzeniem zastosowali do rozdzielenia mieszaniny mono-, di
— i trimeréw KT [42].

Celowos¢ stosowania kilku potaczonych szeregowo kolumn potwierdzit w swej pracy Schoenfelder
[33]. Do rozdzielania prébki toju wybrane zostaty trzy szeregowo potaczone kolumny PL-gel, kazda o
diugosci 30 cm i srednicy wewnetrznej 7,5 mm. Fazg stacjonarng byt kopolimer SDVB o s$rednicy ziarna 5
pm i Srednicy poréw 100 A. Eluentem byt THF o natezeniu przeptywu 1 mL/min, a detektorem — RID (Tabela
3). Badania mialy na celu oznaczanie zawartosci mono-, di- i triacylogliceroli oraz glicerolu w prébkach
ttuszczu W metodyce opisanej przez Schoenfeldera, uzyskano rozdzielenie frakcji TAG, DAG, MAG, z
czesciowym rozdzieleniem MAG C:16 i MAG C:18 — oraz glicerolu. Metodyka ta nie znalazta jednak
zastosowania w przypadku probek charakteryzujgcych sie duzym zréznicowaniem kwasow ttuszczowych
oraz probek zawierajacych kwas oktanowy (C8:0) i kwas dekanowy (C10:0). Poréwnujac chromatogramy
otrzymane z THF i DCM, zamieszczone w tych pracach, trudno zauwazyé korzystniejsze rozdzielenie
poszczegolnych frakcji na skutek uzycia innej fazy ruchomej niz THF.

Uzyciu potaczonych szeregowo kilku kolumn SDVB (2-5) do uzyskania separacji klas lipidow
poswiecono szereg prac. Hopia i wspotautorzy [14] zastosowali ponadto wstepny podziat s ktadnikow
lipidowych na frakcje polarng i niepolarng przy uzyciu techniki SPE. Uzycie w dalszych badaniach 3 kolumn
PLgel (Polymer Laboratories, Amherst, MA; L.=30 cm, d.=8,0 mm, d,=5 um, $rednica poréw 100, 50 i 50 A)
oraz THF z dodatkiem 0,025% BHT jako fazy ruchomej pozwolito uzyskaé¢ separacje TAG, DAG, estréw
steroli, MAG oraz wolnych KT i wolnych steroli roslinnych (Tabela 3).

Metodyka oznaczania zawarto$ci mono-, di-, triacylogliceroli oraz glicerolu za pomoca techniki HPSEC
(High Performance Size Exclusion Chromatography) zostata znormalizowana i w 2005 roku opracowano
norme ISO 18395 [15]. Do rozdzielenia badanych prébek zastosowane zostaty 2 kolumny SDVB (PL-gel,
Lc1,,=30cm, dc12=7,5 mm, dc,=7,7 mm, dp1>=5 um) o srednicy poréw rownej 100 A kazda. Procedura opisana
w normie jest wtasciwa do rozdzielania mieszanin zawierajagcych mono- i diacyloglicerole w stezeniach
wiekszych niz 10% oraz TAG w ilosci mniejszej niz 20%. Nie jest odpowiednia do badania ttuszczéw
mlecznych oraz ttuszczow i olejow posiadajacych szeroki zakres dtugosci fancucha KT poniewaz DAG
zbudowane z KT o krétszych tancuchach majg mniejszg mase czasteczkowag niz MAG zbudowane z KT o
diuzszych tancuchach. Wptynetoby to na zmiane kolejnosci elucji. Opisana w normie metodyka ma takze
ograniczone zastosowanie do mieszanin acylogliceroli zawierajacych kwas oktanowy (C8:0) oraz kwas
dekanowy (C10:0). W przypadku takich mieszanin mozliwe jest oznaczenie tylko MAG i wolnego glicerolu.
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Metodyka ta z powodzeniem stosowana jest obecnie do standardowego oznaczania udziatu
poszczegodlnych acylogliceroli w olejach spozywczych pochodzenia roslinnego i zwierzecego [36]. W
uktadzie 2 szeregowo potaczonych kolumn z wypetnieniem SDVB (PLgel, Agilent Technologies, USA, L.=30
cm, d:.=7,5 mm, dp,=5 pym $rednica poréw 500 i 500 A) i THF jako eluentem w przeptywie 1 mL/min umozliwia
rozdzielenie TAG, DAG i MAG tluszczéw smazalniczych. Zastosowanie w opisanym uktadzie kolumn o
mniejszej Srednicy poréw (100 i 100 A) oraz mniejszego przeptywu fazy ruchomej (0,5 mL/min) pozwala na
rozdzielenie dodatkowo, poza acyloglicerolami, sktadnikow polimerowych, bedacych produktami przemian
oksydatywno-termicznych lipidéw oraz wolnych KT. Alternatywne uzycie detektora ELSD zamiast RID
znaczaco zwieksza czutos¢ metody i stabilnos¢ linii bazowej [36].
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Tabela 3. Zestawienie warunkdéw rozdzielania, detekcji oraz oznaczania stosowanych w technice GPC/SEC do rozdzielania grupowego lipidéw, ttuszczow i

produktéw ich konwersji.

Table 3. Summary of separation, detection and determination conditions used in the GPC/SEC in group separation of lipids, fats and products of their conversion.

Préobka badana
(Examined sample)

Metodykai warunkirozdzielania/detekcji/oznaczania
(Methodology and conditions of separation/detection)

Kolumnaly (Column/s)

Warunkielucji —fazaruchoma;
program elucji; przeplyw
eluentu (Elution conditions —
mobile phase; elution program;
flow rate)

Detekcja
(Detection)

Rozdzielone grupy, zgodnie z
kolejnoscia eluciji
(Separated groups, listed in elution
order)

Literaturairok
publikaciji
(Referenceand
year of
publication)

Roztw ory wzorcowe w THF:
FAME, MAG, DAG, TAG
zaw ierajgce KT od C12:0 do
C18:2

Olej szafranowy po metylaciji
KT przy uzyciu diazometanu
lipoliza 15 min i 30 min)

2 kolumny LiChrogel: PS4 i PS1 (EM Science,
Gibbstow n, New Jersey; Lc=25 cm, d.=7,0 mm,
dp=5 pym) z w ypetnieniem SDVB, $rednica porow
400100 A

Tlub DCM lub THF.
Optymalnie: T; elucja
izokratyczna; 0,5 mL/min

Zuzyty, utleniony olej sojowy

Mieszanina w zorcow : trimer,

dimer, imonomer (stearynian
metylu)

Semipreparatyw na SEC — 2 kolumny szklane (Bio-
Rad Laboratories, Richmond, California; L.=109
cm, dc=12,5 mm) z w ypeiieniem Bio-Beads SX-2
(SDVB) o granicy w ykluczania 2 700 Da

HPSEC - 2 kolumny LiChrogel: PS4 i PS1 (EM

Science, Gibbstow n, New Jersey; L.=25 cm,

dc=7,0 mm, dp=5 pm) z w ypetnieniem SDVB,
$rednica poréw 400 i 100 A

T lub DCM lub THF; elucja
izokratyczna; 1 mL/min

L4j, oleje roslinne.
Wzorce TAG, DAG, MAG
(palmityniany lub steryniany lub
oleiniany), gliceryna

3 kolumny PL-gel (Polymer Laboratories,
Darmstadt; L.=30 cm, d.=7,5 mm, dp=5 pm) z
w ypetnieniem SDVB, $rednica poréw 100

THF; elucja izokratyczna; 1
mL/min

Probka wzorcéw (TAG, DAG,
MAG, glicerol) i prébka foju.

Dla probki wzorcow — 2 kolumny PLgel (Polymer
Laboratories; Lc=30 cm, d.=7,5 mm, dp=5 pm)
potaczone szeregow o, z w ypetnieniem SDVB,

Srednica porow 100i 100

Dla proébki foju — 5 kolumn PLgel (Polymer
Laboratories; Lc=30 cm, d:=7,5 mm, dp=5 pm)
potaczone szeregow o, z w ypetnieniem SDVB,

Srednica poréw 100, 100, 100, 100 i 100 A

THF + 250 pl/L BHT
(przeciw utleniacz); elucja
izokratyczna w temp. 35°C lub
40°C £ 0,1°C; od 0,8 mL/min do 1
mL/min

RID

1-TAG, 2 -DAG, 3- MAG, 4—EM, 5
THF

Probka wzorcow zaw ierajaca WKT: 1 —

TAG (tristearynian), 2 — DAG [41]
(distearynian), 3 — WKT 4 - MAG 1986
(monostearynian), 5 — THF
1-TAG, 2 - DAG, 3 — estry metylowe, 4
— MAG, 5 — monolaurynian (w zorzec
w ew netrzny)

1 — trimer, 2 — dimer, 3 — monomer [42] 1989
Probka foju: 1 — TAG, 2 - DAG, 3- MAG [33]
(czesciowe rozdzielenia MAG C:16 i MAG 2003

C:18), 4 — wolny glicerol
Probka wzorcow : 1 — TAG, 2 — DAG, 3 -
MAG, 4 — glicerol
[15]
2005

Prébka toju: 1 — TAG, 2 - DAG, 3 -
monostearynian diglicerolu, 4 — MAG
(czesciowe rozdzielenia MAG C:16 i MAG
C:18), 5 — glicerol
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Prébka badana
(Examined sample)

Metodykaiwarunkirozdzielania/detekcji/oznaczania
(Methodology and conditions of separation/detection)

Kolumnaly (Column/s)

Warunkielucji —fazaruchoma;
program elucji; przeplyw
eluentu (Elution conditions —
mobile phase; elution program;
flow rate)

Detekcja
(Detection)

Rozdzielone grupy, zgodnie z
kolejnoscia elucji (Separated groups,
listed in elution order)

Literaturairok
publikacji
(Reference and
year of
publication)

TAG o roznych liczbach
jodow ych (od 45 do 130),
nasycone KT (od C12 do C20),

1 kolumna PL-gel (Polymer Laboratories, L.=30
cm, d.=7,5 mm, dp=5 pm) z w ypetnieniem SDVB,

1 — polimery, 2 — dimery, 3 — utlenione
TAG, TAG, DAG, 4 -WKT.
Mieszanina KT : 1 — C20:0, 2 — C16:0, 3 —

) - $rednica poréw 100 THF + 200 mg/L BHT : [12]
S tolp8nivl:l r?i%lr?;vs?/:e-l;]ioar((())zclnglns' 0 (przeciw utleniacz); elucja RID C12:0. 1997
do C18:3), olej rzepakowy Cr%kgIlir;réym%'%eL%PO%;er*;ggg:gggif’e L;%Oz izokratyczna; 1 mi/min 1 - polimery, 2 — dimery, 3 — utlenione
stosow any w procesie b Ae=7,5 MM, Gp=0 M) PO ) 9 A TAG, TAG, 4 — DAG, 5 — WKT.
smazenia w ypetnieniem SDVB, srednica poréw 100 i 500
TAG (w ydzielone technikg
SPE) oleju rzepakow ego o ) .
niskiej zaw artosci kw asu 3 kglurrlny PL geI_(Ponmer Laboratories, Amherst, THF +0,025% I_3HT _ 1— polimery, 2 — TAG, 3 DAG, 4 — [13]
erukow ego oraz z tluszczu MA; L=30 cm, d.=8,0 mm) z wype_’fnlerkl\em SDVB, (przeciw utleniacz); elucja BLSD sterole/w olne kw asy ttuszczow e 1993
masta i produkty ich Srednica poréw 100, 50 i 50 izokratyczna; 0,6 mL/min
autooksydaciji
Probka w zorcow przed SPE: 1 — TAG, 2 —
_DAG, 3 - ester sterolu, 4 - MAG
Mieszanina w zorcow : TAG RID (oleinian), 5 — kw asstg:ill?ow y i mieszanina
(oleinian), DAG (oleinian), 3 kolumny PLgel (Polymer Laboratories, Amherst Frakcja niepolarna: 1 — TAG, 2 — ester
_MAG (oleinian), kwas MA; L:=30 cm, d.=8,0 mm, dy=5 pm) pb*aczone' THR +0,025% BHT _ sterolu [14]
oleinowy, mieszanina steroli i e R . . . (przeciw utleniacz); elucja -
- - szeregow o, z wypetnieniem SDV B, Srednica porow ) . : Frakcja polarna: 1 — utlenione TAG, 2 — 1992
estery steroli, rozdzielone 50 A izokratyczna; 0,6 mL/min - .
. . 100, 50 i 50 DAG, 3-MAG, 4 — kw as oleinowy i
tech?|ka SPE na Ifrakcye mieszanina steroli
polarnal hiepolarna, LLSD Probka wzorcow: 1 — TAG, 2— DAG , 3—
ester sterolu, 4 — MAG, 5 - kwas
oleinowy, 6 —w olny sterol
e e e e o Lo ey | o e oz e -poinery TG 2 -dney G 3~ | L
- c—1, , Up= ) o. . : _ _
slonecznikow y w ypelnieniem SDVB 45°C; 1 mL/min utlenione TAG, 4 — DAG, 5 — WKT
Swiezy i zuzyty smazalniczy 1 —dimery TAG, 2 — utlenione TAG, 3 -
olej stonecznikowy zwykly oraz DAG, 4 — WKT
olej stonecznikow y o w ysokiej 2 kolumny PL-gel (Hew eltt-Packard, L.=30 cm, . o 1 - polimery TAG, 2 —dimery TAG, 3 — [22]
zaw arto$ci kw asu oleinow ego de=7,5 mm, dy=5 um) polaczone szeregow o, z THF, eluci%lchk; agll_(;;?na w temp. utlenione TAG, 4 — DAG, 5 - WKT 1998
Olej pozyskany zzamrozonych | w ypetnieniem SDVB, $rednica poréw 100 i 500 A ’ 1 — polimery TAG, 2 — dimery TAG, 3 -
ziemniakéw (w czes$niej RID utlenione TAG, 4 — DAG, 5 - WKT
usmazonych) (niew ielka ilo$¢)
Swiezy i zuzyty olej
smazalniczy — rafinow any olej
sfonecznikow y 2 kolumny PL-gel (Hew eltt-Packard, L.=30 cm, . o " g _ [24]
de=7,5 mm, dy=5 pm) polaczone szeregow o, z THF; elucja izokratyczna w temp. 1 - polimery TAG, 2 —dimery TAG, 3 1093

w ypetnieniem SDVB

45°C; 1 mL/min

utlenione TAG, 4 — DAG, 5 — WKT
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Prébka badana
(Examined sample)

Metodykaiwarunkirozdzielania/detekcji/oznaczania

(Methodology and conditions of separation/detection)

Kolumnaly (Column/s)

Warunki elucji —fazaruchoma;
program elucji; przeplyw eluentu
(Elution conditions —mobile
phase; elutionprogram;flowrate)

Detekcja
(Detection)

Rozdzielone grupy, zgodnie z kolejnoscia
elucji (Separatedgroups, listed in elution

Literaturairok
publikacji
(Reference and
year of

Swiezy i zuzyty olej
smazalniczy — olej
sfonecznikowy zwykly oraz olej
sfonecznikow y o w ysokiej
zaw artosci kw asu oleinow ego

2 kolumny PL-gel (Hew eltt-Packard, Palo Alto,
CA, Lc=30 cm, d:=7,5 mm, dp=5 pm)
potaczone szeregowo, z w ypetnieniem SDVB,
$rednica poréw 100 i 500 A

THF; elucja izokratyczna w temp.
40°C; 1 mL/min

Tluszcz smazalniczy

2 kolumny PLgel (Agilent Technologies, USA;
L:=30 cm, dc=7,5 mm, dp=5 pum) potgczone
szeregow 0, z w ypetnieniem SDVB, $rednica
poréw 500 i 500 A

THF; elucja izokratyczna; 1 mL/min

Olej rybny

Olej z pestek winogron

2 kolumny PLgel (Agilent Technologies, USA;
Lc=30 cm, dc=7,5 mm, dp=5 pm) potaczone
szeregow o, z w ypetnieniem SDVB, $rednica
poréw 100100 A

THF; elucja izokratyczna; 0,5
mL/min

Probka wzorcow: TAG
(stearynian i palmitynian), DAG
(stearynian, palmitynian,
mirystynian, laurynian), MAG
(palmitynian, laurynian)

2 kolumny PLgel (Agilent Technologies, USA;
L.=30 cm, d.=7,5 mm, d,=3 um) potaczone
szeregow 0, z w ypetnieniem SDVB, $rednica
poréw 100100 A

THF; elucja izokratyczna; 1 mL/min

Frakcja lipidow a pochodzaca z
42 probekkruchych ciasteczek
od réznych producentéw

Przedkolumna PL-gel (Perkin-Elmer,
Beaconsfield, UK; L.=5 cm, d.=7,5 mm) + 3
kolumny PL-gel (Perkin-Eimer, Beaconsfield,
UK; Lc=30 cm, dc=7,5 mm, dp=5 pm) z
w ypetnieniem SDVB, $rednica poréw : 500,
500100 A

DCM; elucja izokratyczna; 1 mL/min

Oliw a z oliw ek Extra Virgin,
oliw a z oliw ek typu Lampante
Virgin, rafinow ana oliw a z
oliw ek, rafinow ana oliw a z
w yttoczyn

3 kolumny PL-gel (Perkin-Elmer Ltd.,
Beaconsfield, UK; Lc=30 cm, d.=7,5 mm, d,=5
um) potaczone szeregow o, z w ypelnieniem

SDVB, $rednica poréw 500, 500 i 100 A

DCM; elucja izokratyczna; 0,9
mL/min

order) publication)
1 —dimery TAG, 2 — utlenione TAG, 3 —
DAG, 4 — WKT [25]
1995
1 — polimery TAG, 2 — dimery TAG, 3 —
utlenione TAG, 4 — DAG, 5 — WKT
RID
1-TAG, 2-DAG, 3—MAG
1 - polimer, 2 - TAG, 3-DAG, 4- MAG, 5
— WKT
[36]
ELSD 1 - polimer, 2 - TAG, 3-DAG, 4 - MAG, 5 2015
— WKT, 6 — rafinow any ester metylowy
1 - TAG (tristearynian), 2 — TAG
(tripalmitynian), 3 — DAG (distearynian), 4 —
DAG (dipalmitynian), 5 — DAG
(dimirystynian), 6 — DAG (dilaurynian), 7 —
MAG (monopalmitynian), 8 — MAG
(monolaurynian)
1 - oligopolimery TAG, 2 — utlenione formy [39]
TAG, 3 - DAG, 4 — wolne sterole oraz 2007
triterpeny dioli, 5 — wolne KT
RID Rafinow ana oliw a z oliw ek: 1 — dimery TAG,
2-TAG, 3-DAG, 4i5 - nieznany pik, 6 —
KT
Zw iagzki polarne z rafinowanejoliwy z oliwek
1 —trimery TAG, 2 — dimery TAG, 3 —
utlenione TAG, 4 — DAG, 5 — KT
Oliw a z oliw ek Extra Virgin: 1 — TAG, 2 — [43]
DAG, 3i4 - nieznany pik, 5 — KT 1992

Zw igzkipolarne z oliw y z oliw ek Extra Virgin:
1 — utlenione TAG, 2 — DAG, 3 - KT

Rafinow ana oliw a z w yttoczyn: 1 — trimery
TAG, 2 —dimery TAG, 3—TAG, 4 -DAG, 5i
6 — nieznany pik, 7 — KT
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Prébka badana
(Examined sample)

Metodyka i warunkirozdzielania/detekcji/oznaczania

(Methodology and conditions of separation/detection)

Kolumnaly (Column/s)

Warunki elucji —fazaruchoma;
program elucji; przeplyw eluentu
(Elution conditions — mobile
phase; elution program;flowrate)

Detekcja
(Detection)

Rozdzielone grupy, zgodnie z kolejnoscia
elucji (Separatedgroups, listed in elution
order)

Literaturairok
publikacji
(Reference and
year of
publication)

Oliw a z oliw ek Extra Virgin,

Przedkolumna PL-gel (Perkin-Bimer,
Beaconsfield, UK; Lc=5 cm, dc=7,5 mm) + 3

Oliw a z oliw ek Extra Virgin: 1 — zw igzki
polarne, 2 — utlenione TAG, 3 — DAG

. ! . . . - - - - - [44]
rafinowana oliw az oliw ek, oiwa | kolumny PL-gel (Perkin-Elmer, Beaconsfield, . o . ’ Rafinow ana oliw a z oliw ek, a takze probka
z oliw ek fagodnie odw oniona, UK; Le=30 cm, dc=7,5 mm, dp=5 pm) z DCM; elucja izokratyczna; 1 mL/min RID fagodnie odw onionej oliwy z oliw ek: 1 — 2011
mieszanki tychze olejow w ypetieniem SDVB, srednica poréw : 500, zw iazki polarne, 2 — oligopolimery TAG, 3 —
500100 A utlenione TAG, 4 — DAG
] Swiezy olej: 1 — dimery TAG, 2 — sprzezone
s rmS:II r:ieCZZny—ZL(;IZe}}th(j)(I)?/J\/y _ 2 kolumny p-Spherogel (Beckman; L:=30 cm, UVIVIS TAG _ i [40]
rafinow any. po bieleni i d.=8,0 mm oraz Lo=30 cm, dc=7,7 mm), DCM; elucja izokratyczna; 1 mL/min | (234, 254, | Olé] po 56 godzinach smazenia: 1 —zw iazki 1986
deodo - $rednica poréw 500 i 1000 270 nm) 0 najw yzszej masie czasteczkow ej, 2 -
eodoryzacjl tetramery TAG, 3 — dimery TAG, 4 —
sprzezone TAG
Wzorce — EMkw asu
oleinow ego; 9-cis,12-cis-kwasu 2 kolumny Ultrastyragel (Hew lett-Packard, 1 - polimery FAME, 2 — [17]
linolow ego, kw asu Avondale, PA, USA; L.=25 cm, d.=7,7 mm) . o . } dimery FAME,
linolenow ego, kw asu pofaczone szeregowo, z w ypetnieniem SDVB, THF, elucja izokratyczna; 1 ml/min 3 — utlenione monomery FAME, 2007
nonadakanow ego oraz $rednica poréw : 100 i 500 A 4 — FAME w formie nieutlenionej
produkty ich utlenienia
2 kolumny Ultrastyragel (Waters Associates, 23
Swiezy i zuzyty olej Milford, MA; Lc=25 cm, d:=7,0 mm, dp<5 pm) THF; elucja izokratyczna w temp. 1 - polimery TAG, 2 — dimery TAG, 3 — 1[99]2
smazalniczy — rafinow any olej | potaczone szeregowo, z w ypetnieniem SDVB, 45°C; 1 mL/min utlenione TAG, 4 — DAG, 5 — WKT
sfonecznikow y $rednica poréw 100 i 500 A
Swiezy olej smazalniczy — olej 1 - dimery TAG, 2 — monomery TAG, 3 —
baw etniany i stonecznikow y 2 kolumny Ultrastyragel (Waters Associates; WKT 26]
Lc=25 cm, d.=7,7 mm, dp<10 um) potaczone THF; elucja izokratyczna w temp. 1988
szeregow 0, z w ypetnieniem SDVB, $rednica 45°C; 0,5 mL/min RID
Zuzyty olej smazalniczy — olej poréw 100 i 500 A 1 —dimery TAG, 2 — TAG utlenione, 3 —
baw etiany i stonecznikow y DAG, 4 - WKT
Catkow ita zaw artos$¢ kwasow ttuszczowych:
1 — polimery kw aséw ttluszczow ych, 2 —
dimery kw aséw tluszczow ych, 3 —
Zuzyte oleje smazalnicze — olej monomery KT
sfonecznikowy, olej 2 kolumny Ultrastyragel (Waters Associates, Flle(aczjs%vrxl/let?uc:inz%viy_cweg Olanrir;f)glﬁrey (28]
stonecznikow y 0 w ysokiej Milford, MA; Lo=25 cm, dc=7,7 mm, dy<10 um) THF; elucja izokratyczna; 1 mL/min monomery kw aséw tluszczow ych 1995

zaw arto$ci kw asu oleinow ego,
olej palmowy, mieszanina
tychze olejow , FAME

potaczone szeregowo, z w ypetnieniem SDVB,
Srednica poréw 100 i 500

Frakcja polarna: 1 — polimery kw asow
thuszczowych, 2 — utlenione dimery kw aséw
tluszczow ych, 3 — utlenione monomery KT
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Prébka badana
(Examined sample)

Metodykaiwarunkirozdzielania/detekcji/oznaczania

(Methodology and conditions of separation/detection)

Kolumnaly (Column/s)

Warunki elucji —fazaruchoma;
program elucji; przeptyw eluentu
(Elution conditions —mobile
phase; elution program;flowrate)

Detekcja
(Detection)

Rozdzielone grupy, zgodnie z kolejnoscia
elucji (Separatedgroups, listed in elution
order)

Literaturairok
publikacji
(Reference and
year of
publication)

Zuzyte oleje smazalnicze — olej
sfonecznikow y o w ysokiej
zaw arto$ci kw asu oleinow ego,
oliw a z oliw ekz w ytloczyn, olej
sfonecznikow y, olej sojowy

2 kolumny Ultrastyragel (Waters Associates,

Milford, MA; Lc=25 cm, dc.=7,7 mm, dp=10 um)

pofaczone szeregow o, z wypetnieniem SDV B,
Srednica poréw 100 i 500

THF; elucja izokratyczna w temp.
35°C; 1 mL/min

Wzorce TAG (trilinolinian) i
WKT (kw as linolow y)

2 kolumny Ultrastyragel (Waters Associates,

Milford, MA; Lc=25 cm, d.=7,7 mm, dp<10 um)

pofaczone szeregowo, z wypetnieniem SDV B,
Srednica poréw 100 i 500

THF; elucja izokratyczna w temp.
35°C; 1 mL/min

Frakcja polarna pochodzaca z
olejéw rafinow anych oraz ze
zuzytych olejow smazalniczych

2 kolumny Ultrastyragel (Waters Associates,

Milford, MA; Lc=25 cm, d¢=7,7 mm, dp<10 um)

pofaczone szeregowo, z wypetnieniem SDVB,
$rednica poréw 100 i 500 A

THF; elucja izokratyczna w temp.
35°C; 1 mL/min

Olej rzepakowy swiezy i
poddany obrdbce termicznej

2 kolumny Ultrastyragel (Waters Associates,

Milford, MA; Lc=25 cm, d¢=7,7 mm, dp<10 um)

pofaczone szeregow o, z wypetnieniem SDV B,
$rednica poréw 100 i 500 A

THF; elucja izokratyczna, w temp.
35°C; 1 mL/min

Thuszcze pochodzenia
roslinnego i zw ierzgcego
zaw ierajgce przynajmniej 3%
(mYm) spolimeryzow anych
triacylogliceroli; takze tluszcze
paszow e

Kolumna ze stali nierdzew nej (L.=30 cm,
dc=7,7 mm, dp=5 pym) z w ypetnieniem SDVB,
$rednica poréw 100 A lub réw now azna pod

w zgledem zdolnosci w ykluczania i
rozdzielczosci

THF; elucja izokratyczna; 1 mL/min

RID

A — probka oleju w ysokooleinow ego
utlenionego podczas obrébki termicznej: 1 —
polimery TAG, 2 — dimery TAG, 3 —
monomery TAG

B — Probka zaw ierajaca zw igzki polarne
otrzymane z probki A (po rozdzieleniu ich od
niepolarnych TAG z zastosow aniem
kolumny z zelem krzemionkow ym): 1, 2 —

dimery TAG, 3 — utlenione monomery TAG, [27]
4 -DAG, 5 -WKT 1996
C — probka osadu otrzymanego z probki A
po frakcjonow aniu mieszaning
metanol:aceton (10:90 v/v): 1 — oligomery
TAG, 2 — monomery TAG
D — prébka osadu otrzymanego z probki A
po frakcjonow aniu mieszaning
metanol:aceton (15:85 v/v): 1 — oligomery
TAG, 2 — monomery TAG
Probka frakcji polarnej w yizolow anej z prébki
trilinolinianu poddanej obrébce termicznej: 1 [34]
— polimery LLL, 2 — dimery LLL, 3 — 1996
utlenione monomery LLL, 4 —
monostearynian (w zorzec w ew netrzny)
Probka frakcji polarnej: 1 — polimery TAG, 2 35
— dimery TAG, 3 — utlenione monomery 1[9915
TAG, 4 — DAG, 5 — monostearynian
(wzorzec w ew netrzny), 6 — WKT
Spol . . . . [38]
polimeryzow ane triacyloglicerole (dimery i 1998
wyzsze oligomery)
Spolimeryzow ane triacyloglicerole (dimery i [37]
w yzsze oligomery), 1991

Monomeryczne triacyloglicerole
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Prébka badana
(Examined sample)

Metodykaiwarunkirozdzielania/detekcji/oznaczania

(Methodology and conditions of separation/detection)

Kolumnaly (Column/s)

Warunki elucji —fazaruchoma;
program elucji; przeptyw eluentu
(Elution conditions —mobile
phase; elutionprogram;flowrate)

Detekcja
(Detection)

Rozdzielone grupy, zgodnie z kolejnoscia
elucji (Separatedgroups, listed in elution
order)

Literaturairok
publikacji
(Reference and
year of
publication)

Tluszcze pochodzenia
roslinnego i zw ierzecego,
stosow ane do smazenia oraz
poddaw ane innej obrébce
cieplnej, zaw ierajgce
przynajmniej 3%
spolimeryzow anych
triacylogliceroli (tj. dimery i
wyzsze oligomery TAG); takze
tuszcze paszow e

2 kolumny (Lc=30 cm, d.=7,6 mm, dp=5 pm) z
w ypetnieniem SDVB, srednica poréw 100 A

THF + korzystnie BHT
(przeciw utleniacz); elucja
izokratyczna, w temp. 35°C; 0,8
mL/min

Probka wzorcéw : 1 — TAG, 2 — DAG, 3 -
MAG, 4 — WKT

Prébka olejow smazalniczych o réznej
zaw artosci spolimeryzow anych TAG (1-
30%): 1 — polimery/oligomery TAG, 2 —
dimery TAG, 3 -TAG, 4 - DAG, 5 - MAG, 6
- WKT

[16]
2009

Thuszcze pochodzenia
roslinnego i zw ierzecego,
stosow ane do smazenia oraz
poddaw ane innej obrébce
cieplnej, zaw ierajgce
przynajmniej 3%
spolimeryzow anych
triacylogliceroli; takze tluszcze
paszow e

Kolumna (Lc=30 cm, d.=7,5 lub 7,8 mm, dp=5
um) z w ypetnieniem SDVB, $rednica poréw
100 A lub réw now azna pod w zgledem
zdolnosci w ykluczania i rozdzielczosci

THF; elucja izokratyczna; 1 mL/min

RID

1 — spolimeryzowane TAG (dimery i wyzsze
oligomery), 2 —-monomeryczne TAG

[18]
2003

Olej rzepakow y — poddany
obrébce termicznej

Przedkolumna (prekolumna) Phenogel 5
(Phenomenex, Torrance, CA; Lc=5 cm, d.=7,8
mm) + 4 kolumny Phenogel (Phenomenex,
Torrance, CA, 1, 2i3 - L:=50 cm, d:=8,0 mm,
dp=5 pym; 4 — Lc=30 cm, d.=7,8 mm, dp=5 pm)
potaczone szeregow o, z wypeinieniem SDVB,
Srednica porow 500, 100, 100 i 50 A

THF; elucja izokratyczna; 1 mL/min

RID

1 —trimery TAG, 2 — dimery TAG, 3 —
monomery TAG, 4 — zw igzki o nizszej masie
czasteczkow ej, takie jak DAG, MAG i WKT

[29]
1994

Trioleinian zsyntezow any z
kw asu oleinow ego oraz
gliceryna poddane obrébce
termicznej

Przedkolumna Phenogel 5 (Phenomenex,
Torrance, CA,; Lc=5 cm, d.=7,8 mm) + 2
kolumny Phenogel (Phenomenex, Torrance,
CA, Lc=50 cm, d.=8,0 mm, dp=5 pm) z
w ypetnieniem SDVB, s’;:{adnica poréw 500 i

100

THF; elucja izokratyczna; 1 mL/min

ELSD

Przed obrébka termiczna: 1 — TAG, 2 —
zw igzki o nizszej masie czasteczkow ej

Po obrébce termicznej) 1 —tetramery TAG, 2
— trimery TAG, 3 — dimery TAG, 4 —
monomery TAG, 5 — zw igzki o nizszej masie
czgsteczkow ej

[30]
1994

Trzy rodzaje olejow, tj.:
kukurydziany, sojowy oraz
rzepakow y (badane byly w

formie ,surowej’ oraz jako oleje
rafinow ane)

Kolumna Phenogel (Phenomenex, Torrance,
CA, L.=30 cm, d:=7,8 mm) z w ypelnieniem
SDVB, $rednica poréw 100

DCM; elucja izokratyczna; 0,5
mL/min

RID

1 - polimery TAG, 2 — monomery TAG

[45]
1996
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Prébka badana
(Examined sample)

Metodykaiwarunkirozdzielania/detekcji/oznaczania

(Methodology and conditions of separation/detection)

Kolumnaly (Column/s)

Warunki elucji —fazaruchoma;
program elucji; przeptyw eluentu
(Elution conditions —mobile
phase; elutionprogram;flowrate)

Detekcja
(Detection)

Rozdzielone grupy, zgodnie z kolejnoscia
elucji (Separatedgroups, listed in elution
order)

Literaturairok
publikacji
(Reference and
year of
publication)

Zuzyty olej smazalniczy — olej
rzepakowy, olej palmowy

3 kolumny Phenogel (Phenomenex, Torrance,
CA, Lc=30 cm, dc=7,8 mm, dp=5 um)
potaczone szeregow o, z wypetieniem SDVB,

Srednica porow 500

THF; elucja izokratyczna; 1 mL/min

RID

1 —trimery TAG, 2 —dimery TAG, 3 -
nieznany polimer, 4 — TAG, 5 — DAG, 6 —
MAG, 7 — WKT

(20]
2011

Olej rzepakow y jadalny
poddany etanolizie

2 kolumny Phenogel (Phenomenex, Torrance,
CA, Lc=30 cm, d.=7,8 mm, dp=10 um)
potaczone szeregow o, z wypeinieniem SDVB,
$rednica poréw 100 i 500 A

THF; elucja izokratyczna; 0,5 mL/min

RID

1-TAG, 2 -DAG, 3-MAG, 4 —estry
etylow e, 5 — gliceryna

[19]
1995

Trioleinian, rafinow any olej
rzepakow y, olej stonecznikow y
0 wysokiej zaw arto$ci kw asu

oleinow ego, rafinow any olej

Iniany — do ktérych dodano
dodatkow 0 1%, 2% i 5% sterolu

(B-sitosterol) i poddano je
obrébce termicznej

2 kolumny tj. kolumna Styragel HR (Waters;
L.=30 cm, dc=4,6 mm) oraz kolumna
Phenogel (Phenomenex L.=30 cm, d.=4,6
mm) pofaczone szeregow o, z w ypetnieniem
SDVB, srednica poréw 100 i 500 A

THF; elucja izokratyczna; 0,3 mL/min

ELSD

Probka trioleinianu przed obrébka termiczna;
1 - monomery TAG

Prébka trioleinianu po obrébce termicznej: 1
— polimery TAG, 2 — monomery TAG, 3 —
produkty hydrolizy TAG

Prébka trioleinianu z dodatkiem sitosterolu
(od 0 do 5%) po obrébce termicznej: 1 —
polimery TAG, 2 — monomery TAG, 3 —
produkty hydrolizy TAG

Probka sitosterolu po obrébce termicznej: 1
— sitosterol, 2 — sitostadiene, 3 —
cholestadiene

[31]
2013

B-sitosterol (0 zbadanym
skiadzie: 71% B-sitosterol, 19%
sitostanol, 8% campesterol, 2%

campestanol) poddane
procesow i fotoutlenienia

3 kolumny Phenogel (Phenomenex, Torrance,
CA, USA; Lc=30 cm, dc=4,6 mm, d,=5 um)
pofaczone szeregowo, z wypetnieniem SDV B,
$rednica poréw 500, 10050 A

THF; elucja izokratyczna; 0,3 mL/min

ELSD

Probka B-sitosterolu poddanego procesow i
fotoutleniania: 1 — tetramery, 2 — trimery, 3 —
dimery, 4 — monomery sterolu, 5 —
zdefragmentow ne czasteczki sterolu

[32]
2010
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4.4. Wykorzystanie techniki GPC/SEC do rozdzielania grupowego ttuszczéw i produktow
ich konwersji

(Usefulness of GPC/SEC in group separation of fats and their conversion products)

Technika GPC/SEC znalazta szerokie zastosowanie w badaniach i ocenie jakosci ttuszczéw
jadalnych, szczegdlnie do okreslania zmian jakosciowych ttuszczéw smazalniczych podczas ich dtugotrwatej
obrébki cieplnej. Podczas obrdébki termicznej ttuszczéw sktadniki lipidowe ulegaja szeregu przemianom
oksydatywnym i oksydatwywno-termicznym, ktére powodujg powstawanie wielu niepozgdanych zwigzkow,
takich jak: niepetne i utlenione TAG, monomery, dimery oraz polimery TAG. Metoda GP C/SEC pozwala na
ich rozdzielenie grupowe, a uzyskane wyniki dostarczajg informacji umozliwiajacych m.in. ocene wtasciwosci
wybranych olejéw smazalniczych i wptywu obrébki termicznej na zmiane wtasciwosci uzytkowych, okreslenie
Lprofilu utleniania” badanej prébki czy monitorowanie skutecznosci dziatania przeciwutleniaczy.

W roku 1986 Wite i Wang [40] zastosowali technike GPC/SEC-HPLC (HPSEC, High Performance
Size Exclusion Chromatography) do analizy porownawczej probek swiezego, ogrzewanego w warunkach
laboratoryjnych (182 + 2°C, 7 godzin dziennie przez 9 dni) i zuzytego oleju sojowego (stosowanego do
komercyjnego smazenia potraw). Autorzy rekomendowali uzycie co najmniej dwdch szeregowo potaczonych
kolumn wypetnionych SDVB (u-Spherogel, L¢;,=30cm, d;;=8 mm, d=7,7 mm) o duzej Srednicy poréw (500
oraz 1000 A). Predkosé przeptywu fazy ruchomej, ktérg byt DCM wynosita 1,0 mL/min (Tabela 3). W w/w
pracy mozna zauwazyC, iz nie uzyskano zupetnego rozdzielenia pikow, jednak autorzy byli w stanie
zaobserwowac zmiany zachodzgce w probkach olejow po poddaniu ich obrébce termicznej, co stanowito cel
ich pracy. Nowatorskim wéwczas — w roku 1986 — podejsciem, bylo zastosowanie przez autoréw detektora
UV/VIS (234, 254, 270 mm), ktéry wczesniej wsrdd innych badaczy stosujacych GPC/SEC nie cieszyt sie
zainteres owaniem. Poczatkowo uzyto detekcji przy trzech réznych dtugosciach fali ze wzgledu na mozliwos¢
powstawania roznych produktéw konwersji w ogrzewanym oleju: detekcja sprzezonych wigzan dienowych
(234 nm), sprzezonego kwasu linolenowego i innych podobnych sktadnikéw polarnych (254 nm) oraz
detekcja grup ketonowych i sprzezonych wigzan trienowych (270 nm). Najwiekszg czutos¢ uzyskano dla
detekcji przy 234 nm.

Dobarganes [26] do oznaczenia zawartosci polarnych skfadnikéw w ogrzewanych i nieogrzewanych
olejach jadalnych zastosowat wstepny rozdziat sktadnikow lipidowych na sktadniki niepolarne i polarne przy
uzyciu chromatografii kolumnowej. Zwigzki polarne poddat nastepnie rozdziatowi technikq HPSEC stosujac
klasyczny uktad 2 szeregowo potaczonych kolumn z wypetnieniem SDVB (L.=25 cm, d.=7,7 mm, dp<10 ym)
i Srednicg poréw 100 i 500 A uzyskujac rozdziat polimeréw, dimeréw TAG, TAG utlenionych, DAG, MAG i
WKT. Wprowadzong przez autoréw innowacjq byto zastosowanie elucji izokratycznej w temperaturze 45°C.
Celem badan byto okreslenie przemian zachodzacych podczas smazenia w warunkach domowych i
przemystowych oleju: oliwkowego, bawetnianego i stonecznikowego.

Przeprowadzonych zostato wiele eksperymentéw, ktérych gtéwnym zamierzeniem byto
zwery fikowanie wtasciwosci wybranych, swiezych i zuzytych olejow smazalniczych, stabilno$ci oksydacyjnej
olejéw rodlinnych podczas przechowywania, ich zdatno$ci do spozycia, wptywu obroébki termicznej na
zmiane wlasciwos$ci uzytkowych, jak rowniez dokonanie oceny skuteczno$ci dziatania przeciwutleniaczy [17,
23, 26-28, 34, 35, 38, 43].

W zdecydowanej wiekszosci prac, ktorych przedmiotem byly $wieze i zuzyte (poddane dtugotrwatej
obrébce cieplnej, np. wykorzystywane wielokrotnie podczas glebokiego smazenia potraw) oleje smazalnicze
stosowano kolumny Ultrastyragel®” o srednicy porow 100 i 500 A i $rednicy ziarna — najczesciej — 10 pym
[17, 23, 26-28, 34, 35, 38], oraz kolumny ,PL-gel®”, takze o $rednicach poréw 100 i 500 A, ale o $rednicy
ziarna rownej najczesciej 5 um [12-14, 21, 22, 24, 25, 43], W probkach zuzytych olejéw smazalniczych, ktére
zawieraly produkty utleniania, powtarzato sie niecatkowite rozdzielenie nastepujacych par frakciji:
spolimeryzowane TAG ulegaly tylko czesciowemu rozdzieleniu (nie do linii bazowej) z dimerami TAG, co
analogicznie miato miejsce réwniez w przypadku utlenionych TAG / ich nieutlenionych form oraz DAG, z
reguty niepetne bylo tez rozdzielenie MAG i WKT [23, 26-28, 35].

dwie leurnng
(100 A + 500 A)
'Na,a,
1 - polimery
2 -dimery
3 - utl. TAG
4 -TAG Rys. 3. Chromatogram GPC/SEC z rozdzielenia oleju rzepakowego po
5 - DAG 2 procesie smazenia (10 h) [za zgodg 12].
B - WKT 1 5 Fig. 3. GPC/SEC chromatogram of rapeseed oil after frying process (10 h)
< LI [with the consent of 12].
Vol. 7, No 2/2015 Camera Separatoria


http://mostwiedzy.pl

AN\ MOST

153

Przyktad rozdzielania smazalniczego oleju rzepakowego (po 10 godzinach smazenia) przy uzyciu 2
szeregowo potgczonych kolumn SDVB (PL-gel, Polymer Laboratories, L;=30 cm, d.=7,5 mm, dy,=5 pm,
Srednica poréw 100 i 500 A) i tetrahydrofuranu z dodatkiem BHT jako eluentu (1 mL/min) zostat
przedstawiony na rysunku 3.

Niezaprzeczalng zaletg techniki GPC/SEC wykorzystywanej w powyzszych badaniach jest fakt, iz
pozwalata ona na wzglednie szybkie uzyskanie wynikbw — czas badania wynosit z reguty 15-30 minut, w
zaleznosci od zastosowanego zestawu kolumn oraz predkosci przeptywu fazy ruchomej. Badania byly
prowadzone zawsze w warunkach izokratycznych, eluentem byt THF, a detektorem przeptywowy réznic owy
detektor refraktometryczny (RID). Czesto kolumny pracowaty w podwyzszonej tem peraturze, wynoszacej 35
lub 45°C, co zapewniato lepszg sprawnos$¢ rozdzielenia.

Technika GPC/SEC okazata sie byé niezastgpiona do oznaczania spolimeryzowanych form TAG,
powstajacych zarbwno we wczesnym jak i zaawansowanym stadium utleniania badanych materiatow. W
rezultacie powstaty miedzynarodowe normy dla tego rodzaju badan, wykorzystujace technike GPC/SEC w
warunkach lipofilowych [16, 18, 33, 37].

Wyniki uzyskane dzieki chromatografii GP C/SEC dostarczaty informacji pozwalajacych na okreslenie
Lprofilu utleniania” badanej probki, z uwzglednieniem charakterystyki substratu w formie nieutlenionej, jak
réwniez pierwotnych i koncowych produktéw utleniania. Badania wykazaty, iz okreslenie zawartosci
utlenionych monomeréw TAG prowadzi do uzyskania istotnych informacji dotyczacych wczesnego etapu
utleniania, podczas gdy okreslenie zawartosci dimerow TAG jest pomocne przy ustalaniu stopnia
zaawansowania procesu utleniania. Dzieki wykonanym badaniom mozliwe byto takze przeprowadzanie
kontroli jakosci olejéw smazalniczych stosowanych w procesie przyrzadzania potraw na duzg skale.

Szczegdlne znaczenie GPC/SEC w badaniach i ocenie jako$ci tluszczéw jadalnych, szczegdlnie
stosowanych do smazenia, stato sie przyczyng, ze w 1991 roku Komisja IUPAC ds. Olejow, Ttuszczéw i
Pochodnych opublikowata wyniki dwdch testow miedzylaboratoryjnych i postanowita przyja¢ znormalizowang
metodyke okreslania zawarto$ci spolimeryzowanych triacylogliceroli powstajacych podczas obrébki cieplnej
tluszczow [37]. Metodyka ta dotyczyta zaréwno tluszczow pochodzenia roslinnego, jak i zwierzecego, w tym
tluszczéw paszowych. Jednakze, zawierata ograniczenie — byta odpowiednia tylko do badania prébek
zawierajgcych przynajmniej 3% (m/m) spolimeryzowanych TAG. Rekomendowang fazg ruchoma byt THF,
dla ktérego przy predkosci przeptywu wynoszacej 1mL/min i elucji izokratycznej, czas badania wynosit okoto
10 minut. W normie zastosowanie znalazt detektor RID. Wyszczegdlnione zostato jakiego rodzaju kolumny
nalezy uzyc, tj. do przeprowadzenia badan wybrana zostata kolumna ze stali kwasoodpornej, o dlugosci 30
cm i $rednicy wewnetrznej 7,7 mm, z wypetnieniem SDVB o $rednicy ziarna 5 ym i $rednicy poréw 100 A lub
rownowazna pod wzgledem rozdzielczosci i zdolnosci wykluczania (Tabela 3). W 2001 roku norma zostata
znowelizowana w oparciu o kolejne wyniki badan. Opracowano norme EN ISO 16931 pt. ,Oznaczanie
zawartosci spolimeryzowanych triacylogliceroli metodg wysokosprawnej chromatografii sitowej (HPSECY,
ktoéra ponownie znowelizowano i w roku 2009 zastgpiono normg ISO 16931:2009 aktualnie obowigzujaca
réwniez w Polsce [16]. W normie tej, w dalszym ciggu zawarte jest ograniczenie, podkreslajace iz opisana
metodyka jest odpowiednia do ,oznaczania zawartosci spolimeryzowanych TAG w olejach i ttuszczach
zawierajacych przynajmniej 3% (liczac z powierzchni pikéw) tych polimerow”.

Modyfikacje wprowadzone w niniejszej normie, wzgledem metodyki zaproponowanej w 1991 roku
przez Wolffa i wspotautoréw [37], polegaty na zaleceniu stosowania dwoch szeregowo potaczonych kolumn
SDVB (dla uzyskania lepszego rozdzielnia) o dtugosci 30 cm i $rednicy wewnetrznej od 7,5 do 7,8 mm; o
srednicy poréw 100 Iub 500 A (np. kolumny Pl-gel) oraz, korzystnie, zastosowaniu dodatku
przeciwutleniacza (BHT) do eluentu (THF). Dodatkowo, elucja izokratyczna prowadzona byta w
podwyzszonej temperaturze, mieszczacej sie w zakresie 30-35 °C. Prébka odniesienia, stosowang podczas
badan, stuzacq do okreslenia czasu retencji monomerycznych TAG, byta oliwa z oliwek extra virgin, nie
zawierajgca zadnych spolimeryzowanych TAG. Predkos¢ przeptywu wyniosta 0,8 mL/min, a kolejnos$¢ elucji
przedstawiata sie nastepujaco: 1—polimery lub oligomery TAG, 2—dimery TAG, 3-TAG, 4-DAG, 5-MAG, 6-
WKT. Ponownie, pary 1-2, 3-4 oraz 5-6 nie ulegaty catkowitemu rozdzieleniu do linii bazowej, jednak
otrzymane piki chromatograficzne, za wyjatkiem 1i 2, sg waskie i ostre.

Hansen [29, 30], Ferrari [45] oraz Caldwell [20] i wspdtpracownicy, ktérych przedmiotem prac byty
tluszcze poddane obrobce termicznej oraz produkty ich konwersji, stosowali w badaniach od jednej do
czterech potaczonych szeregowo kolumn SDVB (Phenogel, najczesciej o srednicy wewnetrznej réwnej 7,8-
8,0 mm oraz Srednicy poréw wypetnienia od 50 do 500 A, Tabela 3).

Caldwell i wspotautorzy [20] uzyskali bardzo korzystng rozdzielczos¢ pikéw chromatograficznych
podczas rozdzielania grupowego oleju smazalniczego, z zastosowaniem trzech szeregowo potgczonych
kolumn SDVB (Phenogel — kazda o S$rednicy poréw wypetnienia rownej 500 A, $rednicy ziarna 5 um,
dtugosci 30 cm i Srednicy wewnetrznej 7,8 mm) i THF jako eluentu (1mL/min, Tabela 3). Wydzielone zostaty
frakcje: 1-trimeréw TAG, 2—dimeréw TAG, 3-nieznanego polimeru (prawdopodobnie dimeru DAG), 4-TAG,
5-DAG, 6-MAG oraz 7-WKT. Jak donoszg autorzy, rozdzielczo$¢ obliczona dla pikdw 1 i 2 wyniosta 1,6; dla
pikow 2 i 4 — 2,7; natomiast dla pikdw 4 i 5 byta wieksza od 1. Wyniki uzyskane dla wspomnianej powyzej
probki badanej mozna uzna¢ za satysfakcjonujace, gdyz kilkukrotnie rozdzielczo$é osiggata wartosé powyzej
1,5; co wskazuje na rozdzielenie wiekszosci pikéw chromatograficznych, przestawionych przez autorow w
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omawianej pracy, praktycznie do linii bazowej. Jedynie w przypadku pikow TAG i DAG mozna
zaobserwowac rozdzielenie w okoto 96%.

Z kolei Hansen [29, 30] oraz Ferrari i wspotautorzy [45] dokonali oznaczenia zawartoSci
spolimeryzowanych acylogliceroli z zastosowaniem procesu oczyszczania wstepnego, z uzyciem kroétkiej
kolumny (przedkolumny) wypetnionej zelem krzemionkowym — Phenogel 5 (L.=5 cm; d.=7,8; $rednica porow
1OOA) lub z pominieciem tego procesu. Ferrari i wspoétpracownicy [45] zbadali wptyw oczyszczania
wstepnego na otrzymane wyniki. Stwierdzono, ze zawarto$¢ spolimeryzowanych TAG byta niemalze
identyczna, niezaleznie od tego czy metodyka badawcza obejmowata czy tez nie, etap oczyszczania
wstepnego, co wykazato brak celowosci jego stosowania. Zawartos¢ spolimeryzowanych triacylogliceroli
wzrosta o 0,4-1% w przypadku olejéow poddanych rafinacji, wzgledem olejéw surowych. Ponownie
wykazano, iz technika GPC/SEC jest znakomitym narzedziem do weryfikowania jakosci badanego oleju
smazalnieczgo [20, 29, 30, 45].

4.5. Inne zastosowania techniki GPC/SEC w badaniach olejéw roslinnych
(Other applications of GPC/SEC in plant oils analysis)

Wysokosprawna chromatografia wykluczania, dzieki swoim zaletom, znalazta zastosowanie takze w
innych badaniach zwigzanych z analizg lipidow, sktadnikow im towarzyszacych, jak réwniez przy analizie
zanieczyszczen olejow spozywczych.

Fillieres i wspotpracownicy, wykorzystali chromatografie GPC/SEC do badania przebiegu etanolizy
jadalnego oleju rzepakowego (Tabela 3) [19]. Przeprowadzili oni studium wpltywu stosowania wybranych
modyfikacji warunkow prowadzenia procesu transestryfikacji oleju rzepakowego na powstawanie produktow
etanolizy. Oceniony zostat wptyw temperatury, stosunku molowego etanolu do oleju rzepakowego, stezenia
katalizatora oraz czasu prowadzenia procesu. Autorzy wykorzystali dwie potaczone szeregowo kolumny
Phenolgel z fazg stacjonarng SDVB, o $rednicy poréw 100 i 500 A oraz THF jako faze ruchoma.
Rozdzielanie grupowe frakcji TAG, DAG, MAG, estrow etylowych oraz glicerolu pozwolito na kontrolowanie
wydajnosci przebiegu procesu etanolizy. Najbardziej korzystne warunki, jesli chodzi o ilo§¢ otrzymanych
estrow na skale laboratoryjna, polegaly na zastosowaniu etanolu i oleju w stosunku molowym 6:1 oraz
przeprowadzaniu procesu etanolizy w czasie 15 minut (w potaczeniu z intensywnym mieszaniem) i w
temperaturze 80°C. Technika GPC/SEC zostata wytypowana do tych badan ze wzgledu na tatwos¢ i
szybkos¢ wykonania analiz, miarodajnos¢ oraz wysokg powtarzalnos¢ oznaczenh.

Z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii wykluczania zbadane zostaty takze probki sterolu
roslinnego, wystepujacego w olejach roslinnych — B-sitosterolu poddane procesowi fotoutleniania. Rudzinska
i wspotautorzy wykorzystali detektor LLSD do uzyskania wynikow z zastosowaniem THF jako eluentu
(jednak o bardzo niewielkiej predkosci przeptywu, wynoszacej 0,3 mL/min) oraz trzech szeregowo
potaczonych kolumn Phenogel 500, 100 i 50 A (Lc=30 cm, dc=4,6 mm, dp=5 pym) [32]. W przypadku prébki
poddanej ogrzewaniu w temperaturze 180°C, autorzy byli w stanie wyrézni¢ pie¢ grup substancji réznigcych
sie wielkoScig czasteczek, a mianowicie: tetrametry, trimery, dimery i monomery sterolu oraz
fragmentaryczne molekuty sterolu, przy czym zdecydowang wiekszo$¢ stanowity monomery. Piki
chromatograficzne poszczegodinych oligomeréw w duzej mierze zachodzity jednak na siebie. Zauwazono, iz
w temperaturze 60°C powstawanie oligomerdéw jest niewielkie, badz nie zachodzi wcale. Wyniki uzyskane za
pomoca techniki GPC/SEC i detektora LLSD zostaly poréwnane z tymi, pochodzacymi z SEC/APCI-MS
(Size Exclusion Chromatography / Atmospheric Pressure Chemical lonization-Mass Spectrometry). Co
istotne, oligomery o najwyzszej masie czasteczkowej, tj. tetrametry, ktére zostaty rozdzielone od pozostatych
frakcji przy uzyciu techniki GPC/SEC, nie zostaty wykryte przez APCI/MS.

Stosujac detektor LLSD i dwie kolumny SDVB (Styragel HR 100 A, L.=30 cm, d.=4,6 mm) potaczone
szeregowo z kolumng Phenogel 500 A (L.=30 cm, d.=4,6 mm) Singh zbadat wptyw dodatku B-sitosterolu na
przeciwdziatanie powstawaniu produktéw utleniania podczas gtebokiego smazenia wybranych olejéw
spozywczych (Tabela 3) [31]. Autor zwrdécit uwage na konieczno$¢ poszukiwania naturalnych
przeciwutleniaczy, ktére moglyby zapobiega¢é powstawaniu spolimeryzowanych form acylogliceroli w
tluszczach smazalniczych. Do badan wybrany zostat rafinowany olej rzepakowy, olej stonecznikowy o
wysokiej zawartosci kwasu oleinowego oraz rafinowany olej Iniany, do ktérych dodano dodatkowo 1%, 2% i
5% [-sitosterolu. Oleje te poddano nastepnie obrébce termicznej w temperaturze 180 °C. Dzieki
zastosowaniu techniki GPC/SEC mozliwe byto wykazanie, iz dodatek wspomnianego sterolu wplywa
korzystnie na zmniejszenie ilosci spolimeryzowanych TAG, powstajacych podczas gtebokiego smazenia
olejow roslinnych.

WNIOSKI KONCOWE

Technika wysokosprawnej chromatografii wykluczania znalazta i nadal znajduje szerokie
zastosowanie we wstepnym rozdzielaniu grupowym ttuszczow, zwlaszcza jadalnych, oraz produktow
ubocznych ich rafinacji i konwersji, powstajacych w procesach technologicznych przetwarzania, a takze w
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procesach uzytkowania. Podsumowujac przeglad literatury, mozna zauwazy¢, ze jednym z najczesciej
spotykanych przyktadéw zastosowania techniki GPC/SEC jest analiza tluszczéw stosowanych w procesach
glebokiego smazenia. Badania prowadzono w warunkach lipofilowych, z uzyciem kolumn SDVB oraz z
zamiennym stosowaniem takich faz ruchomych jak: tetrahydrofuran (THF) dichlorometan (DCM) czy toluen
M.

Z naszego doswiadczenia, opartego na wykonanych badaniach, wynika iz przekonanie, ze DCM i THF
mozna stosowa¢ w technice SEC zamiennie jest stuszne tylko w przypadku rozdzielenia grup zwigzkéw
chemicznych/polimeréw o wzglednie niskiej hydrofobowosci oraz polarnosci oraz o dobrej rozpuszczalnosci
w obu eluentach [49]. Efekty rozdzielenia stosunkowo polarnych analitéw lub silnie hydrofobowych sg rézne
z wykorzystaniem kolumn SDVB z THF i DCM, a takze np. toluenu czy acetonu, jako eluentu, mimo
jednakowych mas czasteczkowych. W przypadku wystapienia polarnych lub hydrofobowych oddziatywan
sorpcyjnych o energiach sorpcji, ktérych nie mozna zaniedbaé, mechanizm prostego wykluczania
sterycznego zostaje zaburzony. ,Zmodyfikowang” chromatografie wykluczania w warunkach lipofilowych
mozna, zatem, realizowaé¢ dzieki zastosowaniu eluentu innego niz tetrahydrofuran oraz SDVB jako
wypetnienia kolumn, a takze z zastosowaniem innych wypelnien kolumn niz kopolimer styren-
diwinylobenzen i z zastosowaniem innej fazy ruchomej, zapewniajacej ,staba”’ adsorpcje wszystkich lub
czesci rozdzielanych grup sktadnikow przy zachowaniu dominacji wykluczania. To powinno spowodowaé
wzrost rozdzielczosci tak ,zaprojektowanego” uktadu rozdzielczego, a takze zapewni¢ mozliwos¢
zasadniczego obnizenia kosztéow kolumn. Wyniki tego rodzaju badan beda przedmiotem kolejnej publikacii.

Conclusions

The high-performance size-exclusion chromatography technique was, and still is, widely used in the
preliminary group separation of fats, especially edible ones, and their refining and conversion by-products.
By-products originate both form technological processing of fats, as well as, their everyday usage.
Summarizing literature review, it can be noticed that one of the most common examples of GPC/SEC
application is analysis of fats used in deep frying processes. Studies were carried out in lipophilic conditions,
using SDVB columns and mobile phases, such as tetrahydrofuran (THF), dichloromethane (DCM) or toluene
(M.

Our experience, supported by performed experiments, shows that belief assuming that DCM and THF
may be wused in SEC technique alternatively is valid only for group separation of chemical
compounds/polymers having a relatively low hydrophobicity and polarity and a good solubility in both mobile
phases [49]. The effects of relatively polar or highly hydrophobic analytes separation are different using
SDVB columns with THF and DCM, as well as, toluene or acetone as eluent. In the case of polar or
hydrophobic sorption interactions, with sorption energies that cannot be neglected, the mechanism of simple
steric exclusion is disturbed. Therefore, "modified" exclusion chromatography carried out in lipophilic
conditions can be conducted by usage of an eluent other than tetrahydrofuran and SDVB as column packing,
as well as, by usage of aother than styrene-divinylboenzene column packing and with another mobile phase,
providing a "weak" adsorption of all or of some part of separated constituents, while maintaining the
dominance of exclusion mechanism. This approach should increase the resolution of such "designed"
separation system, as well as, provide the opportunity to reduce the columns cost. The results of such
studies will be the subject of subsequent publication.
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