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Barwniki roslinne w estrach metylowych kwasow
ttuszczowych. Czesc 1: Metodyki badan barwnikow
roslinnych

Przedstawiono nowy obszar badan substancji sladowych w estrach metylowych kwasow thuszczowych wytworzonych z ole-
ju rzepakowego, wykorzystywanych jako samoistne paliwo lub jako biokomponenty paliwa do silnikow z zaptonem samo-
czynnym. Dokonano przegladu literatury w zakresie zastosowania techniki HPLC do badania réznych olejow roslinnych
pod katem zawartosci barwnikow roslinnych. W odniesieniu do uzyskanych wynikéw badan olejow roslinnych, dla celow
przysztosciowych badan, wytypowano barwniki roslinne, ktére moga wystgpowa¢ w handlowych probkach FAME. Zebrane
informacje wykorzystano przy doborze metodyki badania barwnikow roslinnych w probkach FAME wytworzonych z ole-
ju rzepakowego.

Stowa kluczowe: barwniki roslinne, chromatografia cieczowa, biopaliwa.

Plant dyes in fatty acid methyl esters. Part 1: Methods of test of plant dyes

A new area of research of trace components in fatty acid methyl esters obtained from rapeseed oil, for use as a fuel or as
a biocomponent of fuel for diesel engines is presented. A review of the literature in the area of the use of HPLC technique
for the determination of selected plant dyes in various vegetable oils was done. Regarding the available results of vegetable
oil tests, plant dyes were selected. As a result of the review of analytical methods, the methods for the determination of plant

dyes in commercial FAME samples produced from rapeseed oil were selected.

Key words: plant dyes, liquid chromatography, biofuels.

Wprowadzenie

Instytut Nafty i Gazu — Panstwowy Instytut Badawczy zaj-
muje si¢ badaniami estrow metylowych kwasow thuszczowych
FAME z wykorzystaniem metod chromatograficznych od wielu
lat. W poprzednich latach zwracano szczegdlng uwage na bada-
nia substancji §ladowych obecnych w FAME, ktére mogg mie¢
wplyw na parametry jakosciowe produktu koncowego. Byly to
miedzy innymi nasycone monoacyloglicerole oraz wolne glu-
kozydy steroli [4], sterole roslinne w formie wolnej [3, 5] oraz
tokoferole [6]. Do tej pory w badaniach wykorzystywano tech-
nike chromatografii gazowej GC z detekcja ptomieniowo-joni-
zacyjng FID oraz spektrometrig mas MS. Oznaczanie wymie-
nionych substancji technika GC bylo mozliwe z uwagi na sta-
bilno$¢ termiczng tych substancji chemicznych. W przypadku
takich substancji jak barwniki roslinne, bezposrednie zastoso-
wanie techniki chromatografii gazowej nie jest mozliwe. Barw-
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niki roslinne charakteryzuje wysoka polarno$¢ oraz temperatu-
ra wrzenia przekraczajaca 600°C. Te cechy sprawiaja, ze naj-
bardziej odpowiednie do ich oznaczania jest zastosowanie wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC.

Podejrzewa sig, ze barwniki roslinne moga mie¢ wptyw na
niektore parametry uzytkowe koncowego produktu — FAME,
stosowanego jako samoistne paliwo (B100) lub jako kompo-
nent oleju napgdowego. W przeprowadzonych do tej pory ba-
daniach w INiG — PIB wykazano mi¢dzy innymi wptyw zawar-
tosci wolnych glukozydow steroli na wtasciwosci FAME w ni-
skich temperaturach [7, 20], jak réwniez wptyw zawarto$ci to-
koferoli na stabilno$¢ oksydacyjng FAME. Podobnie jak wolne
glukozydy (lub inaczej glikozydy) steroli i tokoferole, barwniki
ro$linne nie zostaty ujete zar6wno w wymaganiach specyfika-
cji europejskiej dla paliwa B100 [32], jak i amerykanskiej [31].



Wprowadzenie do tematyki barwnikéw roslinnych

Barwniki roslinne sg zwigzkami organicznymi obecnymi
w roslinach, ktére mozemy podzieli¢ na kilka grup. Sg to mig-
dzy innymi chlorofile (o barwie zielonej), nadajagce dominu-
jaca zielong barwe lisciom, karotenoidy o barwie od zéttej do
pomaranczowej, widoczne w zabarwieniu roslin w przypadku
nizszych zawarto$ci chlorofili, antocyjany, betainy oraz tzw.
fikobiliny (o barwie ciemnozielonej), ktore wystepuja tylko
w ro$linach wodnych [13].

Z punktu widzenia badan biopaliw typu czystych FAME,
szczegoblnie interesujgca jest grupa zwigzkow organicznych z gru-
py tetraterpenéw, zwanych karotenoidami. Zwigzki te syntezo-
wane sg w ro$linach w obecnosci enzymow, pelnigec wazna role
w procesie fotosyntezy, poczynajac od kwasu mewalonowego,
ktory poprzez weglowodor nienasycony — fitoen o 40 atomach
wegla w czgsteczee 1 dziewigciu wigzaniach podwdjnych, jest
prekursorem dwoch grup zwigzkow barwnych [16].

Rys. 1. Wzor strukturalny fitoenu — prekursora karotenoidow

Karotenoidy, stanowigce szerokg game zwigzkow orga-
nicznych, mozna podzieli¢ na karoteny (np. -karoten — rysu-

nek 2), stanowigce weglowodory nienasycone, oraz ksantofile
(np. luteina — rysunek 3), posiadajace dodatkowo atomy tle-
nu w czasteczce. Zwiazki te charakteryzujg si¢ barwg od z61-
tej, przez pomaranczows, do czerwonej. Nalezy zwroci¢ uwa-
ge na mozliwo$¢ wystepowania izomerdw cis/trans karoteno-
idow. Z uwagi na duzg ilo$¢ wigzan podwojnych mozliwa licz-
ba izomerow siega setek. Najczesciej wystepujacymi izome-
rami sg jednak izomery trans, takie jak przedstawiono na ry-
sunkach 2 i 3. Mozliwo$ci wykrycia izomerdw cis daje spek-
trometria UV-VIS, w postaci dodatkowego maksimum na re-
jestrowanym widmie UV-VIS [13].
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Rys. 2. Wzdr strukturalny B-karotenu — przedstawiciela karotenow
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Rys. 3. Wz6r strukturalny luteiny — przedstawiciela ksantofili

Barwniki roslinne w biopaliwach

W przypadku typowej produkeji biopaliw typu estrow me-
tylowych kwaséw thuszczowych z roslin oleistych mamy do
czynienia z wykorzystaniem, w wigkszosci przypadkow, ma-
teriatu roslinnego pozbawionego czesci zielonych. Stad, przy
estrach metylowych wytworzonych z oleju rzepakowego, ob-
serwujemy gltownie barwe zotta, zwigzang z zawartos$cig z06t-
tego barwnika w nasionach rzepaku. Barwa ta jest roéwniez ty-
powa dla ksantofili. Dodatkowe, lekkie zabarwienie pomaran-
czowe FAME wskazuje na obecno$¢ karotenoidow. Ocenia-
jac barwe estréw metylowych kwasow thuszczowych z oleju
rzepakowego, obecnych na polskim rynku biopaliw, przewi-
duje sie¢ w nich obecnos¢ przedstawicieli obu tych grup barw-
nych zwigzkdéw organicznych. Dane literaturowe dla surowe-
go oleju rzepakowego [16] wskazuja, ze wystepuja w nim ka-
rotenoidy na poziomie 130 mg/kg, w tym 10% mas. karote-
néw i 90% mas. ksantofili.

Barwa wyprodukowanych estréw metylowych kwasow
thuszczowych zalezy w gldéwnej mierze od barwy oleju, z kto-
rego je wyprodukowano. Dodatkowym czynnikiem wpty-
wajacym na barw¢ FAME sa warunki procesu produkcji,

w tym rafinacji FAME. Barwniki roslinne z grupy karoteno-
idoéw, z uwagi na charakterystyczng duzg ilo$¢ wigzan po-
dwojnych, sa wrazliwe na podwyzszong temperature i ta-
two ulegajg utlenianiu przy dostepie powietrza [10]. Inten-
sywna zo6tto-pomaranczowa barwa estréw metylowych kwa-
sow thuszczowych, moze wskazywac z jednej strony na za-
stosowanie oleju nierafinowanego do produkcji FAME, ale
rowniez na brak dodatkowych proceséw rafinacji wyprodu-
kowanych FAME. Brak zo6tto-pomaranczowego zabarwie-
nia FAME moze §wiadczy¢ o niskiej zawartosci substancji
z grupy karotenoidéw, usuni¢tych na jednym z etapéw pro-
dukcji oleju lub produkcji FAME.

Przy duzym zréznicowaniu barwy handlowych estrow
metylowych kwasow thuszczowych interesujgce wydaje si¢
zbadanie rodzajow barwnikdéw w nich wystepujacych oraz
ich zawartosci. Zawartos$¢ tych zwigzkow w FAME, z uwa-
gi na obecno$¢ w nich szeregu wigzan podwojnych, prawdo-
podobnie moze istotnie wptywac na niektore parametry jako-
$ciowe produktu finalnego, takie jak migdzy innymi stabil-
nos¢ oksydacyjna.
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Metody chromatograficzne badania barwnikéw roslinnych

Juz od poczatkdéw chromatografii, w roku 1903, kiedy
Cwiet [15] zaprezentowal na Cesarskim Uniwersytecie War-
szawskim mozliwo$¢ rozdziatu barwnikow roslinnych na ko-
lumnie wypelionej weglanem wapnia, do badania substan-
cji barwnych stosuje si¢ chromatografi¢ w uktadzie ciecz—cia-
lo state. Nalezy tutaj wymieni¢ klasyczng kolumnowa chro-
matografi¢ cieczowg oraz chromatografie cienkowarstwows.
Obie z technik sg bardzo przydatne w badaniu szeregu sub-
stancji organicznych, charakteryzujacych si¢ wysoka polar-
noscig oraz niskg odpornoscia na podwyzszong temperatu-
r¢. Takie cechy posiadaja zwiazki organiczne z grupy karo-
tenoidow. Chromatografia cienkowarstwowa moze postuzyc
do badan catych grup zwigzkow barwnych, jednak bez moz-
liwosci doktadnego rozdzielenia na poszczegdlne substancje
organiczne, oraz z ograniczong precyzjg metod ilosciowych.
Interesujace wydaje si¢ zbadanie poszczegodlnych substancji
barwnych wraz z poziomem ich zawartosci. Umozliwia to wy-
sokosprawna chromatografia cieczowa HPLC (ang. high per-
formance liquid chromatography), dzigki zastosowaniu wyso-
korozdzielczych kolumn chromatograficznych oraz pomp wy-
sokocis$nieniowych w potaczeniu z bardzo czutym na te sub-
stancje systemem detekcji.

Obecnie, do badan w zakresie karotenoidow w olejach r6z-
nego pochodzenia wykorzystuje si¢ najczesciej technike wy-
sokosprawnej chromatografii cieczowej HPLC wraz z roz-
nymi systemami detekcji. W pracy Sarungallo i in. [27] wy-
korzystano t¢ technik¢ wraz z detekcjg UV/VIS do zbada-
nia czterech wybranych karotenoidow (a-kryptoksantyny,
B-kryptoksantyny oraz a-karotenu i f-karotenu) w indonezyj-
skim oleju roslinnym pandanus conoideus. Wskazano na wy-
soka zawarto$¢ wszystkich oznaczanych karotenoidow w ba-
danym, nietypowym oleju roslinnym (3+20 mg/g). Jako tech-
nik¢ przygotowania probek oleju roslinnego do badan zastoso-
wano zmydlanie roztworem wodorotlenku potasu w etanolu,
przerywane chlorkiem sodu, a ekstrakcje karotenoidow prze-
prowadzono mieszaning heksanu z octanem etylu 9:1 (V/V).
Analize HPLC wykonano przy uzyciu kolumny chromatogra-
ficznej z faza RP-5 C30 o wymiarach 50 x 4,6 mm i $redni-
cy ziaren wypehnienia 5 um. Jako system detekcji wykorzy-
stano detektor UV-VIS, a objetos¢ petli dozownika wynosi-
ta 20 pl. Jako rozpuszczalniki zastosowano dwie mieszaniny:
wody z acetonitrylem oraz acetonitrylu, metanolu i octanu ety-
lu. Obie mieszaniny byty podawane przez uktad pomp w pro-
gramowanym gradiencie stezen. Wszystkie karotenoidy byty
wykrywane przez detektor UV-VIS przy dlugosci fali row-
nej 450 nm. Uzyskano wspodtczynniki korelacji liniowej prze-
kraczajace wartos¢ 0,992. Precyzja metody wyniosta okoto
11% wzglednego odchylenia standardowego wyniku badania.
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Autorzy wskazali na krotsze czasy retencji wybranych karote-
noidéw od spodziewanych w literaturze przy uzyciu zastoso-
wanej kolumny chromatograficznej oraz blisko$¢ czasoéw re-
tencji dla par izomerdéw o- i B- obydwu karotenoidéw.

W pracy Franke i in. [9] przedstawiono wyniki oznaczania
karotenoidéw i witaminy E w nasionach i olejach, takich roslin
jak rzepak 1 stonecznik. Praca jest szczeg6lnie cenna z uwa-
gi na podanie typu i zawartosci karotenoidow, wystepujacych
w oleju rzepakowym. Wedlug autoréw, do karotenoidow, wy-
stepujacych w najwigkszych ilosciach w oleju rzepakowym,
naleza luteina i zeaksantyna. Sumaryczna zawarto$¢ karoteno-
idéw w przebadanych probkach nierafinowanego oleju rzepa-
kowego wyniosta 5+15 mg/kg. Jako glowny karotenoid oleju
rzepakowego zidentyfikowano luteing. W przypadku probek
rafinowanych olejow rzepakowych, zgodnie z wczesniejszy-
mi przewidywaniami, nie uwidoczniono sygnatow pochodza-
cych od karotenoidow. Zastosowano dwa systemy chromato-
grafii HPLC z detekcjg UV-VIS. Jeden w uktadzie faz normal-
nych z kolumng Luna-Silica, drugi w uktadzie faz odwréco-
nych z kolumng C30. Warunki badan przedstawione w pracy
podano w tablicy 1.

Sposrod metod zastosowanych w pracy [9], obiecujaca do
wykorzystania w badaniach nad karotenoidami w FAME wy-
daje si¢ metoda pierwsza, z uwagi na zastosowanie tatwej do
uzyskania temperatury pracy termostatu HPLC. Metoda druga
wymagalaby zastosowania kriostatu. W metodzie pierwszej za-
stosowano uktad faz normalnych, tzn. polarnej kolumny oraz
rozpuszczalnika o niskiej polarnosci. Uktad ten stwarza moz-
liwo$¢ tatwej predykcji czasow retencji badanych substancji,
poniewaz w takim uktadzie elucja przewaznie zachodzi wraz
ze wzrostem polarnosci analitow. Dodatkowo, detektor UV-VIS
z matrycg diodowa umozliwia otrzymywanie w czasie rze-
czywistym widm UV-VIS w zakresie 200+800 nm dla eluen-
tu z chromatografu cieczowego. Daje to mozliwo$é miedzy
innymi oceny czystosci piku, a zatem koeluujacych sktadni-
koéw oraz identyfikacji substancji charakterystycznych na pod-
stawie widma UV-VIS. Mozliwe jest uzyskanie chromatogra-
mu dwuwymiarowego (czas retencji wzgledem dtugosci fali)
oraz trojwymiarowego (czas retencji wzgledem dtugoscei fali
oraz intensywnosci sygnatu).

W pracy Gupta i in. [14] wykorzystano kolumne z faza
stacjonarng C30 oraz uktad faz odwréconych. Uzyskano bar-
dzo dobry rozdziat karotenoidéw obecnych w ekstrakcie z ro-
$lin technika wysokosprawnej ultraszybkiej chromatografii
cieczowej UHPLC przy zastosowaniu gradientu sktadu roz-
puszczalnikow: metanolu, MTBE i1 wody. Zastosowana tem-
peratura, réwna 20°C, wymaga wykorzystania dodatkowego
urzagdzenia chtodzacego.
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Tablica 1. Warunki analizy karotenoidéw technikg HPLC-UV-VIS wedlug [9]

Faza stacjonarna, rozmiar czastek Luna Silica, 5 pm, Niemcy C30, 5 um, Niemcy
Rozmiar kolumny 250 mm x 4,6 mm 250 mm x 4,6 mm
- 1 0
Faza ruchoma n heksan/lzop‘ropanol 95+ 5% (VIV)), Me‘tanol/l\./ITBE,
elucja izokratyczna elucja gradientowa
Temperatura 25°C 6°C
Przeptyw przez kolumn¢ HPLC 1,5 ml/min 1,3 ml/min
Objetos¢ probki 50 pl 50 pl
Czas rozdzialu 20 minut 70 minut
Zastosowany detektor UV-VIS z matrycg diodowg DAD UV-VIS z matrycg diodowg DAD
a-karoten a-karoten
B-karoten [-karoten
. kantaksantyna kantaksantyna
Wykrywane karotenoidy kryptoksantyna kryptoksantyna
luteina luteina
zeaksantyna zeaksantyna
Metoda wzorcowania wzorcowanie wewnetrzne, biksyna wzorcowanie wewnetrzne, biksyna

Podobng kolumng z fazg C30 zastosowano w pracy Saini
iin. [26], ktora dotyczyta badan ekstraktow z lisci r6znych
warzyw (rukola, roszponka). Zastosowano rowniez podob-
ny do poprzedniej pracy uktad gradientu rozpuszczalnikow:
metanolu, MTBE i wody. Karotenoidy wykrywano przy dtu-
gos$ciach fali 440, 445 i 450 nm. Wykryte karotenoidy wio-
laksantyna, neoksantyna, luteina, zeaksantyna, o,B-karoten
stanowity od 50 do 200 mg/kg masy ekstraktu lipidowe-
go. W innych pracach Amana i in. [1] oraz Rojas-Garban-
70 1 1in. [25] zastosowano rowniez kolumng z fazg C30, wy-
bierajac do rozdziatu karotenoidow w przypadku pierwszej
pracy bardzo polarny uktad rozpuszczalnikow aceton/woda
oraz metanolu, MTBE i wody, oraz temperatur¢ pracy ter-
mostatu wynoszacag 20°C. W pracy [25] zastosowano nato-
miast prostszy uktad rozpuszczalnikoéw HPLC, obejmuja-
cy tylko metanol i MTBE. W pracy Gleize i in. [11] poda-
no przyktad zastosowania wyzszej temperatury dla kolum-
ny C30, wynoszacej 35°C, natomiast wskazano na mozliwg
koelucje¢ B-karotenu z jednym ze sktadnikoéw badanych pro-
bek. W przypadku pracy Melendez-Martinez i in. [21] przy
zastosowaniu kolumny C30 podano réwniez mozliwos¢ roz-
dziatu izomerow cis/trans karotenoidow.

Sa przyktady prac z zastosowaniem techniki ultraszyb-
kiej chromatografii UPLC do badania karotenoidow w owo-
cach tropikalnych, m.in. w pracy Gonga i in. [12]. Zastoso-
wano w niej chromatografi¢ z fazag ruchomg CO, z metano-
lem. Czas analizy wyniost tylko 0,4 minuty, dzigki zastoso-
waniu fazy ruchomej w stanie nadkrytycznym. W tej pracy
zastosowano rowniez detektor UV-VIS DAD. Wydaje si¢ on
odpowiednim detektorem do badania tej grupy zwiazkow or-
ganicznych. Dzigki obecnosci wielu sprzezonych wigzan po-

dwdjnych w karotenoidach, detektor UV-VIS DAD wykazu-
je bardzo wysoka czuto$¢ dla tego typu substancji.

W pracy Li i in. [18] przedstawiono proces optymalizacji
rozdziatu i identyfikacji barwnikow ro$linnych ze szczegdl-
nym uwzglednieniem rozdziatu astaksantyny od mi¢dzy inny-
mi B-karotenu, zeaksantyny, B-kryptoksantyny i likopenu. Za-
stosowano detektor UV-VIS DAD oraz kolumn¢ HPLC z fazg
C18, ktora jest prawdopodobnie najbardziej rozpowszechnio-
na w laboratoriach badawczych na $wiecie. Wymiary kolumny
150 mm x 3,9 mm x 4 um, byly nietypowe z uwagi na mniej-
szg od przecigtnej srednice kolumny i mniejszy rozmiar czastek
fazy stacjonarnej. Jako rozpuszczalnik zastosowano mieszaning
metanolu 61% (V/V), tetrahydrofuranu 32% (V7V) i acetonitry-
lu 7% (V/V). Pomiar absorbancji przeprowadzony byt réwniez
przy nietypowej dlugoéci fali 474 nm, podczas gdy pozostate
publikacje w zakresie karotenoidow wskazywaty na 450 nm.

Kolumne z taka sama faza stacjonarng C18 zastosowano
w pracy Nasri i in. [22] wraz z detektorem UV-VIS DAD do
badania barwnik6éw ro§linnych w nasionach roslin oleistych
acacia cyanophylla. W wyekstrahowanym oleju stwierdzono
glownie obecnos¢ luteiny i zeaksantyny, podobnie jak w przy-
padku pracy [16] dotyczacej oleju rzepakowego. Sumaryczna
zawarto$¢ karotenoidow wyniosta okoto 100 mg/kg. Zastoso-
wano kolumng o dtugo$ci 250 mm, $rednicy 4,6 mm i rozmia-
rze czastek 4,6 mm. Dla rownoczesnego oznaczania tokofero-
li w badanych prébkach, zastosowano szereg rozpuszczalni-
kow: acetonitryl, metanol, woda, octan amonu, dichlorome-
tan. W zakresie oznaczanych karotenoidéw zastosowano po-
miar przy dlugosci fali rownej 450 nm. Otrzymane chroma-
togramy wskazujg na niskg sprawno$¢ rozdzielenia oznacza-
nych karotenoidow w warunkach przeprowadzonej analizy.
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Sposréd innych prac dotyczacych badan karotenoidow
technikami chromatografii cieczowej, nalezy wymieni¢ za-
stosowanie bardzo szybkiego uktadu chromatografii cieczo-
wej UHPLC zar6wno z zastosowaniem specjalnych kolumn
z ziarnami wypeltnienia o rozmiarze ponizej 2 um, w pracy
Chebrolu i in. [8], jak rowniez uktadu polaczonego z tande-
mowg spektrometrig mas UHPLC-MS/MS w pracy Rivera
i1in. [24]. Dzi¢ki zastosowaniu tej techniki, dla karotenoidow
nie ulegajacych rozdzieleniu na kolumnie HPLC, mozliwe
jest ich selektywne oznaczenie poprzez wybor specyficznych
jondéw fragmentacyjnych dla poszczegolnych karotenoidow,
niezaleznie od zastosowanej kolumny HPLC. Rowniez w pra-
cach Breithaupt i in. [2] oraz Lienau i in. [19], wykorzysta-
no sprzezenie uktadu HPLC ze spektrometrem mas, jednak-
ze w tym przypadku z pojedynczym kwadrupolem. Nato-
miast w pracach Zhonga i in. [30] oraz Kurz i in. [17] wyko-
rzystano podwojny system detekcji UV-VIS oraz APCI-MS.
Uzyskano dzigki temu rozwigzaniu mozliwos¢ identyfikacji
karotenoidow. Z kolei w pracy Slavin i in. [29] zastosowa-
no HPLC z detektorem UV-VIS oraz detektor rozpraszania

swiatta laserowego ELSD. Detektor ELSD umozliwit do-
datkowo oznaczanie steroli roslinnych i tokoferoli w bada-
nych probkach. Aman i in. [1] wykorzystali w uktadzie po-
laczonym, poza UV-VIS i MS, réwniez metod¢ NMR, po-
twierdzajac budowe strukturalng stereoizomeroéw karoteno-
idow. Poza zastosowaniem uktadu LC-ESI-MS, autorzy pra-
cy Schex i in. [28], postuzyli si¢ detektorem fluorescencyj-
nym FLD do oznaczen karotenoidow o wyzszej czutosSci, niz
standardowy detektor UV-VIS.

Przy tak duzej ilosci mozliwych konfiguracji aparatury do
badania barwnikow ro$linnych, nalezy stwierdzi¢, ze najbar-
dziej odpowiedni wydaje si¢ uktad zaprezentowany w pracy
Franke i in. [9], stanowigcy wysokosprawny chromatograf cie-
czowy HPLC z detekcja UV-VIS 1 kolumng polarng wypet-
niong zelem krzemionkowym (typu Silica). Uzytecznos¢ tego
uktadu zostata potwierdzona w pracy Ramadan [23], w kt6-
rej wykazano dodatkowo duzg tatwos¢ i uniwersalnos¢ zasto-
sowania typowego uktadu HPLC z kolumng polarng oraz de-
tektorem UV-VIS do badania karotenoidow, jak rowniez in-
nych polarnych zwigzkow organicznych w olejach roslinnych.

Podsumowanie

Zastosowanie wysokosprawnej chromatografii cieczo-
wej HPLC wraz ze spektrometrig mas lub uktadami tgczony-
mi z MS/MS lub z NMR, do badan nad barwnikami ro$lin-
nymi wydaje si¢ nieuzasadnione z uwagi na zbyt wysoki sto-
pien skomplikowania tego typu aparatury, stad wysokie nakta-
dy finansowe i czasowe. Niewielkie rozpowszechnienie tych
urzadzen w laboratoriach utrudnitoby przeprowadzenie ewen-
tualnych badan poréwnawczych dla opracowanej metodyki,
jak rowniez utrudnitoby ewentualng komercjalizacj¢ meto-
dyki. Dla celow badania prébek biopaliw pod katem obecno-
$ci barwnikéw roslinnych najbardziej odpowiedni okazat si¢
typowy uktad wysokosprawnego chromatografu cieczowego
HPLC z detektorem UV-VIS. Szczegdlnie cenny w tych bada-
niach moze by¢ detektor z matryca diodowg DAD, umozliwia-
jacy wykonywanie widm UV-VIS w pelnym zakresie w cza-
sie rzeczywistym dla pikow eluowanych z kolumny chroma-
tograficznej. Do badan nad barwnikami ro$linnymi wskazane
jest zastosowanie polarnej kolumny chromatograficznej HPLC
z fazg krzemionkowg. Wybdr tego typu kolumny chromato-
graficznej jest podyktowany mozliwoscia zastosowania roz-
puszczalnika o niskiej polarnosci i uktadu faz normalnych.
Kolumna ta umozliwia bardzo dobry rozdziat pomiedzy po-
szczegbdlnymi karotenoidami, z mozliwoscig rozdziatu izo-
meréw strukturalnych cis/trans. Dodatkowo, zastosowanie

rozpuszczalnikow o niskiej polarnosci w tym uktadzie moze
wplyna¢ na wydtuzenie zywotnos$ci kolumny.

Na podstawie wykonanego przegladu literatury w zakresie
oznaczania karotenoidow, ktore moga wystepowacé w handlo-
wych probkach FAME, do badan w kolejnych etapach wytypo-
wano pig¢ karotenoidow: a-karoten, S-karoten, luteing, kantak-
santyn¢ i zeaksantyne. Dobrano parametry pracy spektrometru
UV-VIS. Jako najbardziej odpowiednig dugos¢ fali do pomia-
ru zawartosci karotenoidow wybrano A =450 nm. Ta dlugos¢
fali jest najbardziej wlasciwa do oznaczania zwiazkow orga-
nicznych z grupy karotenoidow, poniewaz przy tej specyficz-
nej dlugosci fali wystepuje dla nich najczgsciej maksimum ab-
sorbancji promieniowania UV. Dzigki zastosowaniu spektro-
metru UV-VIS wraz z wyborem odpowiedniej dlugosci fali,
mozliwe jest rdwniez wykrycie innych substancji z grupy ka-
rotenoidow. Niezidentyfikowane karotenoidy beda widoczne
w postaci sygnatu przy charakterystycznej dtugosci fali, a ich
identyfikacja bedzie mozliwa na podstawie czasu retencji,
widma UV-VIS oraz zastosowania materiatow wzorcowych.

Warunki analityczne badania karotenoidow, przedstawione
W niniejszej pracy, umozliwig opracowanie i walidacje meto-
dyki badania barwnikow roslinnych w handlowych prébkach
estrow metylowych kwasow thuszczowych, wystepujacych na
polskim rynku biopaliw.

Prosimy cytowac¢ jako: Nafta-Gaz 2018, nr 5, s. 406411, DOI: 10.18668/NG.2018.05.09
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