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MAREK GOGOLEWSKI, GRZEGORZ GALUBA, MAL.GORZATA NOGALA-
KALUCKA, ALDONA JASINSKA-STEPNIAK

TECHNIKI CHROMATOGRAFICZNE STOSOWANE DO
ROZDZIALU TOKOFEROLI W OLEJACH I KONDENSATACH
Z ODWANIACZY

Streszczenie

W pracy pokazano mozliwosci zastosowania réznych technik chromatograficznych do rozdziatu i
oznaczen tokochromanoli w produktach przemystu olejarskiego. Pozwala to na oceng olejéw, kondensa-
tow z odwaniaczy i koncentratow tokoferoli w aspekcie ich warto$ci witaminowej, a w przypadku konden-
satéw jako surowca do otrzymywania tokoferoli - natywnych przeciwutleniaczy. Podano warunki roz-
dziatéw technikami TLC (jedno- i dwukierunkowej), kolumnowej (wypetnienic CaHPQ,), GC, HPLC i
SFC. Wszystkie technki pozwalaja z wyjatkiem SFC na rozdziat homologicznych tokoferoli, a TLC i
kolumnowa réwniez tokotrienoli. W przypadku TLC jednokierunkowej zastosowania faza ruchoma po-
zwolita na rozdzial wszystkich homologicznych tokoferoli (w dotychczasowych pracach nie rozdzielaty
si¢ B-T od y-T). Rowniez nowatorski charakter ma otrzymany rozdziat przy zastosowaniu SFC.

Wstep

Potrzeba indywidualnego oznaczania homologicznych tokoferoli wynika z ich
zroznicowanych wiasciwosci biologicznych i przeciwutleniajacych. Oznaczanie toko-
feroli w surowcach i produktach spozywczych umozliwilo obliczenie dawki zapotrze-
bowania witaminy E u ludzi (przeliczajac na j.m. i ekwiwalent D-alfa-tokoferolu, [3])
w celu zapewnienia jej stgzenia 0,7 mg w 100 g osocza krwi [15] i wspoélczynnika
Harrisa, ktory okresla wiasciwy fizjologicznie stosunek tokoferoli do niezbednych
nienasyconych kwsow tluszczowych w diecie [9]. Biosyntetyzowane przez ro$liny
prawoskretne tokoferole sa aktywniejsze biologicznie niz otrzymane na drodze che-
micznej racematy [11].

W produktach spozywczych i paszach oznacza si¢ tokoferole w celu okreslenia
ich rozktadu podczas procesow technologicznych, przechowywania, utrwalania radia-
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cyjnego czy kontaktu z materiatami rozszczepialnymi oraz przy ustalaniu ilosciowego
ich dodatku jako przeciwutleniaczy [7, 13].

W pracy przedstawiono otrzymane najcze$ciej stosowanymi technikami chroma-
tograficznymi rozdzialy tokoferoli z uwzglednieniem opracowanych witasnych warun-
kow 1 modyfikacji metodycznych.

Czgs¢ doswiadczalna

Materialy

Zel krzemionkowy G; CaHPO, otrzymany w reakcji CaCl, z Na,HPO, o granula-
¢ji mniejszej niz 0,35 mm, aktywowany w 130°C przez 1 godz. [10]. Benzyna t.wrz.
80—100°C, metanol, chloroform, heksan, etanol abs., eter izopropylowy, eter etylowy
wolny od nadtlenkéw, CH;COOH lod., 2-propanol, NH,OH. Odczynniki Emmerie-
Engla: roztwér 0,1% FeCls 1 0,2% 2,2’dwupirydylu.

Standardy tokoferoli i tokotrienoli firmy Merck o cz. 98,7% (10 mg w 10 cm’
heksanu), przeciwutleniacz Mix & — T firmy Eisai — Japonia.

Oleje — palmowy czerwony, zlocisty (50% sojowy i 50% rzepakowy) i rzepako-
wy oraz kondensaty z odwaniaczy z rafinacji oleju rzepakowego i sojowego.

Metody

Czes$ci niezmydlajace sie olejow otrzymano przez trzykrotne odsaczanie acylogli-
ceroli i kwasdw ttuszczowych po ich wykrystalizowaniu w temp. -70°C z roztworu
acetonowego(1:10 m/v). Z potaczonych przesaczy oddestylowywano aceton w stru-
mieniu N,. Pozostato$¢ rozpuszczano w metanolu. Nastgpnie wykrystalizowane w
-20°C sterole odsaczano, metanol oddestylowywano, a pozostato$¢ rozpuszczano w
znanej objetosci benzyny lub heksanu i uzywano do rozdzialéw tokoferoli technikami
TLC, kolumnowa i GC. .

Czesci niezmydlajace do rozdzialow przy uzyciu HPLC i SFC otrzymywano
przez ich oddzielanie na niskoci$nieniowej kolumnie SEP-PAK (500 mg) Waters
Corp. Milford USA. Proby w ilosci 20-25 mg rozpuszczano w 1 cm’ heksanu i nano-
szono na kolumne uprzednio zwilzona 3 cm’ heksanu. Acyloglicerole wymywano 10
cm’® heksanu, a czeéci niezmydlajace roztworem heksanu i 2-propanolu (85 /15 v/v).
Rozpuszczalniki odparowywano w strumieniu N,, a pozostalo$¢ rozpuszczano w
500 pl heksanu w ampulce z silikonowym septum. Proby przeciwutleniaczy rozpusz-
czano w heksanie (10 mg w 10 cm?).

Rozdzialy technika wstepujaca TLC wykonywano na plytkach (20x20 cm) po-
krytych 0,25 mm warstwa zelu krzemionkowego G stosujac jako fazg¢ ruchoma CHCIl,
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lub mieszaning heksanu, eteru etylowego i amoniaku (90 : 10 : 1 v/v), a przy chroma-
tografii dwukierunkowej CHCl; oraz heksan / eter izopropylowy (4 : 1 v/v).

Rozdziaty tokochromanoli technika kolumnowa (kolumna o & 2 c¢m i dt.20 cm
wypeiniona CaHPQ,) otrzymywano przez eluowanie ich benzyng ze zmieniajaca si¢ w
sposob ciagly iloscig eteru etylowego od 0 do 20%. Zestaw aparatury stosowanej w
Inst. Zywnosci w Kopenhadze opisat Gogolewski [5].

Rozdzialy technika GC dokonywano w aparacie Hewlett - Packard, ktory wypo-
sazony byl w kolumn¢ niepolarng HP-1, detektor MS-5970, z programem temperatur
275°C do 300°C przy wzroscie 10°C/min. Szybko$¢ przeptywu He wynosita 0,5
ml/min.

Aparatura dla rozdziatow HPLC byla wyposazona w pompe gradientu fazy ru-
chomej (Waters — model 600), detektor UV (Waters — model 996 PDA), automat do
wstrzykiwania prob (Hitachi AS -2000) i komputer (NEC) z programem Waters Mille-
nium. Rozdziatéw dokonywano na kolumnie wypetnionej Lichosorbem Si 60 — 5 um ,
o wymiarach 250x4,6 mm i 30x4,6 mm (Phenomenex) przy uzyciu fazy ruchomej
heksanu i 2-propanolu (97,5/2,5 v/v).

System SFC skladat si¢ z chromatografu Lee Scientific — model 600, wyposazo-
nego w detektor ptomieniowo-jonizacyjny i integrator (Dionel 4400). Na koncu ko-
lumny zainstalowano kapilarny restryktor o ér. 100 pm w celu redukcji ilosci CO,
kierowanego do detektora. Do rozdziatéw tokoferoli uzywano kolumny kapilarnej,
silikonowej SB - Biophenyl 30 (100 pum ID, 0,25 pm film, d£.10 m - Lee Scientific Kat
15028). Faze nosng stanowit CO,. Probki chromatografowano programujac cisnienie
od 120 do 200 atm z szybkoscia 4 atm/min. i do 350 atm — 10 atm/min. Temp. detekto-
ra wynosita 350°C, a pieca 175°C [4].

Omowienie wynikow

Przy rozdziatach tokoferoli stosuje si¢ wszystkie znane rodzaje fazy ruchomej jak
gazy, ciecze i fluid nadkrytyczny oraz fazy stacjonarne - ciata state i ciecze [2]. W
produktach przemystu spozywczego rozdzial i oznaczanie tokoferoli poprzedza otrzy-
manie substancji niezmydlajacych si¢ (SNZ) przez ich wyekstrahowanie eterem ety-
lowym z préb uprzednio zmydlonych lub oddzielenie od gléwnej masy blastowej acy-
logliceroli na kolumnie wypetnionej adsorbentem. Zwiazki, ktére wystgpuja w SNZ,
rozdzielano jedng z technik chromatograficznych.

Tokoferole i tokotrienole rozdzielano stosujac chromatografie cienkowarstwowa
(TLC), kolumnowa, gazowa (GC), cieczowa — wysokocisnieniowa (HPLC) i stanu
nadkrytycznego (SFC).
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Rys. 1 ilustruje rozdziat tokoferoli na zelu krzemionkowym G w ukladzie jedno-
kierunkowym z chloroformem (konieczna obecno$¢ 1% etanolu, ktéry zwykle stosuje
si¢ jako dodatek stabilizujacy CHCls). Zgodnie z licznymi danymi literaturowymi nie
rozdzielal si¢ B-T od y-T. Natomiast po wielu prébach z réznymi uktadami rozpusz-
czalnikow otrzymano rozdzial czterech standardow tokoferoli. Faza ruchoma, ktdra

dawata ten optymalny rozdzial byla mieszanina heksanu/ eteru etylowego/ kwasu
octowego w stosunku 90: 10: 1 v/v/v.

a) b)
- heksanceter eiyl 2
chloroform kwas -oclowyy/90:10: 1
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Rys. 1. Rozdziat tokoferoli technikg TLC; a) w chloroformie, b) w mieszaninie heksan (eter etylowy)
kwas octowy;

*M-T - mieszanina standardéw tokoferoli,
*o-zt - olej ztocisty.

Rys. 2 przedstawia rozdzial tokoferoli w czerwonym oleju palmowym przy uzy-
ciu dwukierunkowej TLC. Rozdzial ten jest zgodny z otrzymanym przez Whittle i
Pennocka [14]. Nie nastepowat rozdziat B-T od y-T-3. W oleju palmowym stwierdzo-
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no wystepowanie obok o-T wszystkich czterech tokotrienoli. Na podstawie otrzyma-
nych rozdzialow opracowano metod¢ otrzymywania standardéw tokotrienoli [6].
Technika ta pozwala na oddzielenie plastochromanolu-8 od tokochromanoli.

a) eter izopropylowy/heksan 1:4 b) €ler izopropylowy.heksan 1.4
T T
chloroform chloroform
1-aT -
g ;TS 2 :;3 -
-87 3-8T3
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X X X X
olej palmowy M=t olej palmowy M-t
C) eter izopropylowy/Reksan 1:4
T
cMo;roform
1—al
2-8T

3-9yT
4-8T3

Rys. 2. Rozdziat tokochromanoli technika dwukierunkowa TLC - standardy tokoferoli i tokochromanoie
w oleju palmowym;
“M-T — mieszanina tokoferoli.

Rys. 3 ilustruje na schematach rozdziat tokoferoli i tokotrienoli wystgpujacych w
oleju palmowym technikg kolumnowa z wypetlnieniem CaHPO,. Jest to technika, ktdra
opracowano w Panstwowym Instytucie Zywnosci w Kopenhadze. W skonstruowanym
zestawie aparatury w ciagu dwéch godzin otrzymuje si¢ petny rozdziat tokochromanoli
z wyjatkiem B- T-3 od y-T, ktére wymywane sa z kolumny w tym samym czasie. Udo-
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skonalenie metody polegajace na wydluzeniu czasu wymywania zwigzkéw z kolumny
pozwolito na oddzielenie PC-8 od y-T wyst¢pujacych razem np. w oleju Inianym oraz
rozdziat dimer6éw i trimerow tokoferoli {5].

Zastosowanie GC do rozdzialu tokoferoli przy uzyciu niepolarnej kolumny
przedstawia rys. 4. Wszystkie cztery homologi rozdzielaja si¢ w czasie 16 min. — w
kolejnosei: a-, B-, y-, 6-T. Jako przyklad aplikacyjnego zastosowania tej techniki
przedstawiono rozdzial tokochromanoli wystepujacych w oleju rzepakowym. Metoda
ta pozwala takze na rozdziat tokoferoli posiadajacych obok podstawnika metylowego
w polozeniu 8 podstawnik etylowy, propylowy lub butylowy [12].

Rys. 5 przedstawia chromatogramy rozdzialu mieszaniany standardow tokoferoli,
tokoferoli zawartych w przeciwutleniaczu Mix 8-T oraz kondensacie z odwaniaczy po
rafinacji oleju rzepakowego przy zastosowaniu HPLC. Uzyskano rozdzial wszystkich
czterech homologéw, a ponadto tokoferole sa oddzielone od wszelkiego rodzaju sub-
stancji towarzyszacych tacznie ze sterolami, ktore wystepuja np. w duzych ilosciach w
kondensatach.

o-T BT rT 5T
a)
60 fzo T 180 min
e o BT W
" /\ /\
| ' & 120 B-T3+-T 180  min
BT A 413 5T &m
©
) 190 ' 180 mn
o-T )
\ g 0 613
T3 B3 |-
* TURA i /\
: 60 T30 10 mna

Rys. 3. Rozdzialy tokochromanoli w oleju palmowym technika kolumnowa (wypehienie — CaHPO,);
a) tokoferole, b) tokotrienole, ¢) tokochromanole w oleju palmowym.
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Rys.4.  Rozdzial tokoferoli technikg GC; a) standardy tokoferoli, b) tokoferole w oleju rzepakowym.

Na rys. 6 przedstawiono rozdzial standardéw tokoferoli i zawartych w kondensa-
cie z odwaniaczy po rafinacji oleju sojowego technikg chromatografii cieczowej stanu
nadkrytycznego(SFC). Uzyskano rozdziat trzech tokoferoli od pozostatych zwiazkdéw
towarzyszacych. W stosowanych warunkach rozdzialu mieszaniny standardéw tokofe-
roli B-T nie oddzielat si¢ 8-T, ktéry jako najbardziej polarny wymywany byt z kolum-
ny. Chromatografia stanu nadkrytycznego wymaga dalszych prac nad wykorzystaniem
jej mozliwosci czego przyktadem moze byé¢ otrzymanie rozdziatu tokoferoli i steroli w
materiale ro$linnym [4].

Oznaczanie ilosciowe tokoferoli i tokotrienoli po ich rozdziale (TLC, kolumna z
CaHPO,) wykonywano stosujac reakcje Emmerie — Engla lub przy uzyciu detektoréw
ptomieniowo-jonizacyjnych (GC, HPLC, SFC). Zawartosci tokochromanoli w wybra-
nych olejach, kondensatach podezodoryzacyjnych i preparacie Mix 8-T z przedstawio-
nych na rycinach chromatogfaméw przedstawiono w tabeli 1.
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Rys.5.  Rozdzaty tokoferoli technika HPLC; a) rozdziat standardow tokoferoli, b) rozdziat tokoferoli w przeciwutle-
niaczu Mix-8-T, ¢) rozdziat tokoferoli w kondensacie z odwoniaczy z oleju rzepakowego.
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Tabela 1

Zawartosci tokochromanoli oznaczonych stosowanymi w pracy technikami chromatograficznymi

Produkt Tokoferole {mg/100 g]
a-T B-T v-T §-T Suma
Olej zlocisty 19,0 - 53,1 23,4 95,5
Olej palmowy' 18,1 - - - 30,7
Olej rzepakowy 15,2 — 20,9 0,7 36.8
Przeciwutleniacz Mix § - T 730,0 - 261,0 89860,0 93200,0

Kondensat z odwaniaczy 2971.5 120.1 3860.,4 4472 6499 2
oleju rzepakowego

Kondensat z odwaniaczy z 411.0 _ 35698 1815.7 5796.5
oleju sojowego

'Tokotrienole: o-T-3 3,2; B-T-3 1,8; v-T-3 4,2; §-T-3 4.1

a) b)
o]
"n
- - -m
e ~
“q i o
]
2 z E
. - <4
3 , .
L. d
L
:
. o

Rys.6.  Rozdziat kondensatu z odwaniaczy soi przy uzyciu SFC; a) standard tokoferoli, b) kondensat z odwoniaczy.

Zawartosci t sktad homologicznych tokochromanoli w olejach sa na poziomie
srednich wartosci podawanach w innych publikacjach. Kondensaty zawierajace 5,8%
(sojowy) t 6,5% (rzepakowy) tokoferoli $wiadcza o stosowaniu umiarkowanych wa-
runkéw odwaniana olejow bielonych w celu zachowania najwigkszej ilosci tokoferoli
w olejach rafinowanych. Preparat Mix 6-T zawiera prawie 90% 6-T, 2,6% v-T 1 0,7%
o-T, a tylko 6,3% innych zwiazkéw, potwierdza to precyzyjna metode rozdziatu toko-
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feroli stosowana do jego produkcji przez japofiski koncern Eisai. Uzycie tego prepa-
ratu jako przeciwutleniacza moze mie¢ szerokie zastosowanie przy produkcji zywnosci
1 pasz.

‘Whioski

1.

(1]

[3]

Stosowane techniki chromatograficzne pozwalaja na rozdzial czterech tokoferoli.
W przypadku TLC znaleziono faze ruchoma sktadajaca si¢ z mieszaniny heksanu,
eteru etylowego i kwasu octowego pozwalajaca na dotychczas niewykonalny roz-
dziat B- od y-tokoferolu na zelu krzemionkowym G.

. Chromatografia dwukierunkowa w cienkiej warstwie zelu krzemionkowego 1 ko-

Jlumnowa z wypelieniem CaHPO, pozwalaja na rozdziat homologicznych, natyw-
nych tokochromanoli z wyjatkiem y-tokoferolu i B-tokotrienolu, ktére tworza jedna
plame lub sa wymywane rownoczeénie.

. Dobry i szybki rozdzial tokoferoli otrzymano stosujac GC i HPLC.
. Zastosowanie nowej chromatografii stanu nadkrytycznego (SFC) pozwolilo na

rozdziat o-, y- i d-tokoferoli.W przypadku wystepowania B-T tworzy on jeden pik z
d-tokoferolem.

. Wszystkie opisane techniki chromatograficzne daty dobre rozdzialy tokoferoli

znajdujacych sie w olejach i kondensatach z odwaniaczy.
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CHROMATOGRAPCHIC TECHNIQUES APPLIED FOR SEPARATION OF TOCOPHEROLS
IN THE OIL INDUSTRY PRODUCTS

Summary

In the study the possibilities of applying various chromatographic techniques for separation and de-
termination of tocopherols in the oil industry products are presented. This allows assessment of oils, post-
dedorization condensates and tocopherols concentrates as far as their vitamin value is concerned; the value
of condensates as a source of native antioxidants can also determined. The conditions for separation using
the following techniques are presented: TLC (one- and two-dimensional), column filled with CaHPO,,
GC, HPLC and SFC. All techniques, except for SFC, allow separation of the homologous tocopherols, and
TLC and column - also of tocotrienols. In the case of one-dimensional TI.C the mobile phase applied
separation of all homologous tocopherols (in the investigation carried out so far B-T and y-T have not
separated). The separation with the use of SFC is innovative too 54



