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Delenie antokyaninov ¢ervenych vin HPLC
za vyuZitia izokratickej elucie

MILAN DRDAK - PAVOL DAUCIK - JOZEF KUBASKY

Sthrn. Préca sa zaoberd moznostou vyuzit izokratickd eliciu antokyaninov delenych
HPLC za pouzitia alkylaminov v mobilnej fdze. Zlozenie mobilnej fazy bolo optimalizo-
vané metddou planovaného experimentu, pricom vypocitané zloZzenie mobilnej fazy na za-
klade experimentu je 35 % CH,OH, 0,16 mol/l kyseliny chloristej a 0,122 mol/l butylami-
nu. Napriek pouzitiu optimalizovanej mobilnej fazy rozlienie a separacia zloziek si nizsie
ako pri gradientovej elicii. Ukézalo sa, Ze pouzivat butylamin je vhodné aj pri gradiento-
vej elucii.

Antokyaniny patria do skupiny fenolickych zlic¢enin. Za zdkladnu pracu
v analyze antokyaninov metédou HPLC mozno oznacit pracu Wulfa a Nagela
[1]. Pri skimani zlozenia farbiv uslachtilej odrody Vitis vinifera pouzili ako
mobilni fazu 10 % kyselinu mrav¢iu v 50 % roztoku metanol-voda. Zistili, Ze
antokyaniny sa na reverznej faze eluuja v poradi ich polarity: delfidin-3-mo-
noglukozid, kyanidin-3-monoglukozid, petunidin-3-monoglukozid, peoni-
din-3-monoglukozid, malvidin-3-monoglukozid.

Izokratickou eliciou antokyaninov sa zaoberali Wilkinson a kol. [2], pri-
¢om ako mobilnd fazu pouzili rozpustadlo voda—kyselina octoviai—metanol
(71 : 10 :19). Williams a Hrazdina [3] vyuZili prednosti programovatelného
gradientu. Na koléne Bondapak C 18 sa im podarilo za relativne kratky ¢as
separovat 20 antokyaninov. Van de Casteele a kol. [4] vyuzili programovany
gradient. (pH rozpustadiel upravili HCOOH) na kol6ne LiChrosorb RP-18;
identifikovali 10 antokyaninov, analyza trva 35 minat. Zamerali sa na analyzu
vzoriek vina Cabernet Sauvignon. Preston a Timberlake [S] analyzovali anto-
kyaniny vo v§etkych vyskytujicich sa formdch (chalkén, pseudobaza, flavylio-
vy katién). V poslednom obdobi bolo publikovanych niekolko préc, ktoré sa
zaoberaju analyzou antokyaninov v portskych vinach (odporicaji analyzu pri
pH = 1,5) a na dpravu pH vyuzivaji kyselinu mravéiu [6-9].
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Cielom nasej prace bolo optimalizovat zloZzenie mobilnej fazy pri izokratic-
kej elicii antokyaninov ¢ervenych vin za vyuzitia alkylaminov na zvySenie
elu¢nej sily rozpustadla.

Material a metody

Chemikilie: redestilovana voda, metanol na UV spektroskopiu, HCIO,
(70 %) p. a., HCI (37 %) p. a., butylamin (Lachema) p. a., dietylamin a trie-
tylamin (NDR) p. a., hexylamin a oktylamin (NSR) p. a.

Vzorky: ¢ervené znackoveé vina.

Delenie antokyaninov HPLC. Na delenie antokyaninovych farbiv ¢ervené-
ho vina Racianska frankovka sme pouzili vysokoucinny kvapalinovy chroma-
tograf typu VARIAN 8500 (USA), vybaveny spektrofotometrickym detekto-
rom UV/VIS VARISCAN 634 D, zapisovatom A-25 a vysokotlakovym na-
strekovym systémom stop flow. Podmienky analyzy boli:

koléna: SEPHARON-SGX-C18 (0,32 X 15 cm),

prietok mobilnej fazy: 30 ml/h,

pracovny tlak: 14 MPa,

vlnova dizka detektora: 520 nm,

nastrek: 8 pl vina, citlivost zapisovaca 20 mV.

Metéda planovaného experimentu. Z vypracovanych metéd pldnovaného
experimentu najpresnejsi matematicky opis plochy odozvy umoziuje metéda
rotatabelarneho ortogondlneho centralneho kompozi¢ného planu (ROCKP).
Pouzili sme sytém s tromi nezavisle premennymi x,, X,, X,, ktoré sme menili
v urcitych intervaloch. Hrani¢nym hodnotam tychto intervalov boli priradené
hodnoty faktorov +1,682, resp —1,682. Vypocitaju sa hodnoty premennych
X,, X,, X, ktoré patria hodnotam faktorov -1, 0, +1. Potom sme uskutocnili
experimenty s hodnotami premennych x,, x,, x,, ktoré patria hodnotam fak-
torov X, X,, X;, (tab. 3). Pre vetky experimenty sa sleduje odozva (veli¢iny
vystupnych vlastnosti). Ziskané udaje boli spracované na PMD 85-1. Vysled-
né vrstevnicové diagramy umoziuju urcit hodnoty faktorov, pre ktoré je hod-
nota sledovanej veli¢iny optimalna. Metédu sme pouzili na uréenie optimal-
neho zloZenia mobilnej fazy.

190



Vysledky a diskusia

Izokraticka elicia ma oproti gradientovej elucii nespornd vyhodu v tom, Ze
vvsledky sa ziskavaju s vys$Sou reprodukovatelnostou. Vyplyva to z toho, Ze
zlozenie mobilnej fazy je pocas celej analyzy konstantné. V prvej etape prace
sme vychddzali z osved¢enej mobilnej fazy pre gradientovi eliciu [10-13].
Vzhladom na nevyhnutnost zvysit elu¢nu silu rozpuistadla zaoberali sme sa
moznostou vyuzitia alkylaminov. Alkylaminy ako poldrne rozpustadlad zvysu-
1u nielen eluénu silu, ale aj rozpustaciu schopnost mobilnej fazy a ovplyviuju
polaritu stacionarnej fazy. Okrem alkylaminov ako dalsie zlozky mobilnej fa-
zy sme pouzili kyselinu chloristii, metanol a redestilovand vodu. Kyselina
chloristé sa v predchadzajucich pracach ukdzala ako zlozka potrebnd na upra-
vu pH na optimalnu hodnotu 1.5.

Na urcenie optimélneho zloZzenia mobilnej fazy sme pouzili metédu plano-
vaného experimentu, pricom nezavislymi premennymi boli:

x, — objemové percentd metanolu vo vode,
x, — koncentrécia kyseliny chloristej vo vode (mol/l),.
x, — koncentrécia alkylaminu vo vode (mol/l).

~Ich hodnoty sa menili v intervaloch x,(35az2 65 % obj.), x, (0,02 a2 0,3 mol/1)
a x, (0,01 az 0,2 mol/l). Hodnoty tychto veli¢in pre kritické hodnoty faktorov
uvadzame v tab. 1. V tab. 2. je prehlad o zloZeni roztokov mobilnej fazy,
s ktorymi bolo nevyhnutné uskutoc¢nit pokusy tak, ako to vyzadovala pouzitd
metéda ROCKP. V prvej faze pokusov sme vybrali ako tretiu zlozku butyla-
min. Rovnaku vzorku ¢erveného vina sme potom analyzovali tak, Ze mobilna
faza sa postupne menila v silade s tab. 2 za vyuzitia izokratickej elucie. Pocas
analyzy sme sa zamerali na elu¢né ¢asy jednotlivych pikov a ich celkovy po-
cet.

Z vysledkov modelového pokusu vyplynulo, Ze za sledovanu veli¢inu
(odozvu experimentov) je potrebné zvolit pomer elu¢nych casov deviateho
a prvého piku, ktoré boli separované pri vetkych analyzach. Hodnoty tejto
veli¢iny (oznacend symbolom ¢, ;), ako aj pocet rozliSenych pikov pre jednot-

Tabulka 1. Hodnoty nezavislé premennych pre kritické hodnoty

faktorov
Table 1. Values of independent variables for critical values
of factors
-1,682 -1 0 +1 +1.682
X, 35.00 " 41,08 50.00 58.92 65.00
X, 0,020 0.0768 0.160 0,2432 0.30
X, 0.010 0.0485 0,105 0.1615 0.20
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Tabulka 2. Zlozenic roztokov mobilnej fazy pre metédu ROCKP
Table 2. Composition of mobile phase solutions for ROCKP method

Zlozenie roztoku®
Cislo pokusu!
X Xy w5

1 58.92 0.243 0.162

2 41.08 0,243 0.162

3 58,92 0,077 0,162

4 41,08 0,077 0,162

5 58.92 0,243 0,048

6 41.08 0,243 0,048

2 58,92 0,077 0,048

8 41,08 0.077 0,048

9 65.00 0,160 0,105
10 35,00 0.160 0,105
11 50,00 0,300 0,105
12 50,00 0,020 0,105
13 50,00 0,160 0,200
14 50,00 0,160 0.010
15-20 50,00 0,160 0,105

'Number of experiment; “Solution composition.

livé analyzy st uveden€ v tab. 3. Ziskané hodnoty sme spracovali po¢itatom
(program ROCKP), vysledkom ¢oho su vrstevnicové diagramy. Vzhladom
na trojzlozkovy systém hodnota jedného faktora je vidy konstantni. Po
vyhodnoteni vrstevnicovych diagramov sme ur¢ili tieto optimalne hodno-
ty faktorov: x, = -1,682, x, = 0,0, x, = 0,38, omu zodpoveda toto zloze-
nie mobilnej fazy: x, = 35 % CH,OH, x, = 0,16 mol/l kyseliny chloristej
a x; = 0,122 mol/l butylaminu, t. j. zloZenie optimalnej mobilnej fazy.

Po urceni optimélneho zloZenia mobilnej fazy sme vzorku éerveného vina
delili HPLC izokratickou eluciou. Chromatograficky zdznam je na obr. 1. Ve-
licina #y,1 md hodnotu 4,51, teda lepSiu ako vietky predchadzajice analyzy
antokyaninov Cervenych vin. Pri porovnavani vysledkov ziskanych gradiento-
vou eluciou a pri izokratickej elucii za pouZitia optiméalneho zloZenia rozpus-
tadla sme dosli k zdveru, Ze sistava nie je vhodné na delenie a stanovenie
antokyaninov ¢ervenych vin, kedze piky nie st dostato¢ne oddelené. Zname-
na to, Ze elu¢nd sila mobilnej fazy je velmi vysoka, ¢iZe je potrebné znizit
koncentraciu metanolu. Dalej sme analyzovali vzorky vina tak, Ze izokratickd
eliciu sme na porovnanie robili s mobilnou fazou s klesajicou koncentraciou
metanolu. Z hladiska zasttipenia a vyznamu jednotlivych antokyaninov sme
osobitne sledovali malvidin-3-glukozid (elu¢ny ¢as). V tab. 4 je prehlad do-
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Tabulka 3. Hodnoty veliciny ¢, a pocet pikov pre jednotlivé vzorky
Table 3. Values of 1, | variable and number ol peaks for individual samples

Zlozene <
Roztok i Pocet
X, X, ®, ' pikov

1 +1 +1 +1 2.00 4
2 —1 +1 +1 2,92 8
3 +1 =1 +1 1.18 3
4 -1 — +1 1,27 3
5 +1 +1 = 1.63 4
6 —1 +1 = 3.05 8
7 +1 =] — 1.90 4
8 -1 = =i 297 7
9 +1.682 0 0 1.57 4
10 —1.682 0 0 4.19 10
11 0 +1.682 0 L7 4
12 0 —1.682 0 1,51 3
13 0 0 +1.682 1.18 2
14 0 0 —1.682 1.82 4
15 0 0 0 1.96 4
16 0 0 0 1.85 8
17 0 0 0 2,02 8
18 0 0 0 1.86 7
19 0 0 0 1.86 8
20 0 0 0 1.90 8

Solution; “Composition; ‘Number of peaks.

siahnutych vysledkov a stcasne aj pocet separovanych pikov pri danej kon-
centrdcii metanolu.

Z vysledkov uvedenych pokusov mozno vyvodit, Ze pri nizkej koncentracii
metanolu (do 30 %) je elu¢nd sila mobilnej fazy mala, takze nie je mozné
v primerane kratkom Case vymyt z kolony vsetky zlozky vzorky. Na porovna-
nie sme analyzovali vzorku ¢ereného vina Alibernet, ktoré sa vyznacuje rov-
nomernym zastipenim 15 antokyaninov. Pri gradientovej eldcii analyza trva
40 min. Pri vy$Sej koncentrécii metanolu v mobilnej faze (35 %) sa pocet se-
parovanych zloziek zvysil, ale je mensi v porovnani s gradientovou eluciou.
Okrem toho prvych pit zloziek bolo zle rozlienych a boli z kolény vymyvané
velmi rychlo. Rozlisenie sa zhorsilo po dalSom zvy<eni koncentrdcie metano-
lu nad 35 %.
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Obr. 1. Chromatograficky zéznam vzorky Racianska frankovka pri optimalnom zlozeni mobilnej

Fig. 1. Chromatographie record of ..Racianska frankovka® sample with optimal composition of

fazy.

mobile phase.

¢as [min]

Tabulka 4. Eluény cas Mv=3-Gl a pocet pikov pre rozne koncentracie

metanolu v mobilnej faze

Table 4. Elution time Mv=3-Gl and number of peaks for various methanol

concentrations in mobile phase

% CH,OH

Elu¢ny ¢as Mv=3-Gl!

Pocet pikov

35
30
27
24
20

551
948
11:55
17 : 08
52:03

10
8
7
6
5

'Elution time Mv=3-Gl: *Number of peaks.
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Dalej sme za uvedenych podmienok preskumali moznosti pouzitia dostup-
nvch alkylaminov: dietylaminu, trietylaminu, hexylaminu a oktylaminu. Naj-
vhodnej$im sa ukazal butylamin.

Na zaver mozno konstatovat, ze pouzitie alkylaminov v mobilnej faze ne-
umoznuje pozadovanu separdciu antokyaninov ¢ervenych vin izokratickou
zluciou. Pozitivne je zistenie, Ze butylamin urychluje eliciu. To sme vyuzili
pri gradientovej eldcii, pricom sme dosiahli lepsiu reprodukovatelnost analyz
'14]. Mobilna faza, ktorej zloZenie sme zistili metédou pldnovaného experi-
mentu, vyhovuje aj preto, ze hodnota jej pH (1,45) je velmi blizka odporu-
¢anej hodnote pH = 1,5.

Do redakcie doslo 21. 9. 1988
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OTnenenne aHTOUMAHHHOB KP2CHOTO BHHA BbICOKOY())eKTHBHOM XHAKOCTHOIH
xpomarorpaduei NPy NPHMEHEHHH H30KPATHYECKOH ITIIONHH

Pezwome

Pabora 3aHMMaeTcsa BO3MOXKHOCTEJ MCIIOJIb30BaHMA M30KPATUHECKOM SJIIOLMM aHTO-
LUMaHVHOB, OTJEJEeHHBIX BbICOKO3(D(EeKTUBHOM KUAKOCTHOM XpoMmarorpaduein Ipu
NpUMeHEeHUMUM aJKMJIaMMHOB B IIOABMIKHOM pasze. CocTaB NOABMIKHOM pa3bl ObLI oNTHMAa-
JM3U30PaH METONOM IJIaHMPOBAHHOTO SKCIIePUMEHTa, ITPIYeM OIIpeieIeHHbBIN COCTaB IO/~
BUKHOV (pa3bl HA OCHOBe sKcrepumenTa 6611 35 % CH,OH, 0,16 M0J1/J1 XJIOPHOM KMCIIOTHI
00,112 mon/n 6yTnnamuua. He cMoTpa Ha MpMMeHeHe ONTUMAaNIN3MPOBAHHOM ITOABUKHOMI
¢ a3k, pacro3HaBaHMe U Certapalysa KOMIIOHEHTOB HU¥Ke YeM IIPpU IPaAyeHTOBOM SJIHOLMM.

Separation of red wines anthocyanins by HPLC with using isocratic elution
Summary

The work deals with the possibility of using isocratic elution of anthocyanins separated by
HPLC with employing alkylamines in mobile phase. A composition of mobile phase was optima-
lized by the method of planned experiment. The calculated composition of mobile phase on the
basis of the experiment is 35 % of CH,OH, 0.16 mol/l of perchloric acid, and 0.122 mol/l of bu-
tylamine. In spite of using the optimalized mobile phase, the resolution and separation of com-

ponents is worse than with (in) gradient elution. The employment of butylamine showed to be
useful also with (in) gradient elution.
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