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Chromatografické sledovanie poloh dvojitych vizieb
nenasytenych mastnych kyselin
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Rozdelovacou chromatografiou na papieri sa mikrofotometricky uréuju
zmeny poldh dvojitych véazieb nenasytenych mastnych kyselin podéas
laboratérnej parcidlnej katalytickej hydrogenizécie slneénicového oleja po
jeho oxidativnom Stiepeni na dikarbénové kyseliny.

Parcialna katalytickd hydrogenizacia olejov a izomerizacia ich nenasytenych
mastnych kyselin* st paralelné, od seba neoddelitelné javy. Okrem primarnej
adicie vodika na dvojité viazby NeMK vznika vzdy viésie alebo mensie mnoz-
stvo PI a GI. Tieto tzv. vedlajSie produkty hydrogenizacie maja obycajne
iné fyzikalne, chemické a biologické vlastnosti nez poévodné NeMK pritomné
v prirodnych olejoch. Reakény mechanizmus vzniku izomérov NeMK nie je
doteraz tplne objasneny [1]. Prebiehajice zmeny mozno struéne vyjadrif
schémami.

Polohové izoméry:

H, -  He+ H, A
2 = +
1 2 3
—CH=CH-CH,— -+ (He -+ H), B
1 2 3 -
—CH-CH-CH— + (H),
o \_/:\;—./ C
H fHT
1 2 3
—CH,—CH=CH—- <+ H,. D
Priestorové izoméry:
CH,— (CH),—CH hy CH, —(CH—CH
HOOC — (CH.),—CH Ni HOOC — (CH,),—CH

CH;—(CH2)7~ﬁH
CH —(CH,), —COOH.

* PouZité skratky:
NeMK nenasytené mastné kyseliny, PI polohové izoméry, GI priestorové izoméry.



Chromatografia nenasytenych mastnych kyselin 359

Je zrejmé, Zze poznanie kvantitativnych pomerov vzniknutych PI a GI
v zdvislosti od podmienok katalytickej hydrogenizacie méze znaéne ulahdit
hlbsi pohlad do samotného reakéného mechanizmu, problému tzv. selektivity
a neselektivity stuZovania, pripadne stuZovania rastlinnych olejov na oleje
s vopred stanovenymi vlastnostami.

Stanovenie polohy dvojite] vizby NeMK pozostdva z dvoch operacii:
z oxidativneho rozstiepenia NeMK v mieste dvojitej vizby [2—14] a z nasle-
dujiceho stanovenia reakénych splodin, t.j. dikarbénovych kyselin rozdelo-
vacou chromatografiou [15—37]. Stanovenie GI v sledovanych vzorkach
sme uviedli v pracach [39, 40].

Experimentalna éast

Podla vysledkov chromatografickej analyzy [39] obsahoval p6évodny slneénicovy olej
37,24 9 kyseliny olejovej (s jednou dvojitou vézbou v predpokladanej prirodzenej
polohe medzi uhlikmi 9 : 10) a 46,30 9, kyseliny linolovej (s dvoma dvojitymi vézbami
v predpokladanych prirodzenych polohdch medzi uhlikmi 9:10 a 12 13).

Vzorky slneénicového oleja, odobrané vo zvolenych éasovych intervaloch poéas.
stuzovania [39] z laboratérneho hydrogenizaéného autokldvu, podrobili sa oxidécii
ozénom a oxidativnemu rozstiepeniu ozonidov peroxidom vodika.

Priprava $tandardov mastngjch a dikarbonovijch kyselin

Kyselina olejovd — obchodnd vzorka sa po prevedeni na metylester preéistila moleku-
lovou destildciou [38]. (Jédové &islo je 89,3, ¢&islo kyslosti 223.)

Kyselina linolovd — izolovala sa a predistila postupom podla [41]. (Jédové &islo je
162,5, ¢islo kyslosti 220,0.)

Kyselina erukovd — izolovala sa z repkového oleja a predistila sa viacndsobnou krysta-
lizdéciou z 80 9, etanolu [42]. (J6dové &islo je 75,2, &islo kyslosti 164,5, b. t. 32,3 °C.)

Kyselina azelaova — izolovala sa z ricinového oleja po jeho oxiddcii manganistanom
draselnym [43]. (Bod topenia je 107,3 °C.)

Kyselina brazylovdi — pripravila sa oxiddciou kyseliny erukovej manganistanom
draselnym v kyslom prostredi [44]. (Bod topenia je 112 °C.)

Podmienky oxidativneho Stiepenia NeM K a izoldcia dikarbonovijch kyselin

Oz6n, vznikajuci vo vybojove] — ozonizaénej trubici (pracujicej pod napitim 14 KV
s pridovou hodnotou 0,15 mA, privddzanych z vysokonapétového generdtora iskrového
spektrografu ISP-2), prudil cez 1 g vzorky rozpustenej v kyseline octovej. Prietok plynu
trubicou a vzorkou sa udrZiaval na konStantnej hodnote 20 ml/min. Percento ozénu
v plyne (vzduch) sa pohybovalo v blizkosti 3 9, (sledované jodometricky). Koniec
oxiddcie ozénom indikovala zmena sfarbenia roztoku jodidu draselného zapojeného.
28 vzorkou. Po skondeni ozonizdcie sa do roztoku ozonidov pridalo 10 ml 30 9% H,O,
a reakénd zmes sa 3 hodiny zahrievala na vodnom ktpeli pod spéitnym chladidom.
Kyselina octové sa potom oddestilovala za znizeného tlaku v atmosfére dusika. Zvysok
po oddestilovani CH,COOH sa 8 hodin extrahoval petroléterom [10]. Ziskali sa &isté

dikarbénové kyseliny, ktoré sa v dalSom sledovali rozdelovacou chromatografiou na pa-
pieri.
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Podmienky rozdelovacej papierovej chromatografie dikarbonovijch kyselin

Z viacerych vyskuSanych postupov sa v nasich podmienkach najlepsie osveddil spdsob,
ktory opisal A. Seher [37]. Na chromatografické rozdelenie dikarbénovych kyselin
sa pouzil papier Whatman 1 o rozmeroch 27 X 30 cm. Ako mobilnd faza sluzil 1 N roztok
amoniaku v 70,4 9%, etanole. Chromatogramy sa vyvijali vzostupne do vysky &ela 30 cm
priblizne 24 hodin pri teplote 21 °C v termostate a susili sa voIne na vzduchu asi 12 hodin
pri teplote miestnosti. Rozdelené dikarb6nové kyseliny sa vyvolali postrekom ninhydri-
nom (200 mg ninhydrinu na 100 ml etanolu). Postriekany chromatogram sa vkladal
do susiarne pri 120 °C. Aby pozadie chromatogramu prili§ nestmavelo, vynimal sa chro-
matogram zo susiarne ihned po objaveni prvého zafarbenia.

Podmienky kvantitativneho vyhodnocovania chromatogramov

Chromatogramy vyvolané ninhydrinom sa snimkovali na film Dokument B vzdy
za rovnakych podmienok expozicie i vyvoldvania. Negativy snimok sa potom vyhodno-
covali pomocou mikrofotometra
Keramos F-3. Na vydislenie
percentudlneho zastipenia jed-
notlivych dikarbénovych kyse-
lin sa pouzili hodnoty po zme-
rani pléch prislusnych vrecholov .
mikrofotometrickych zédzna- Q
mov. Plochy sa premeriavali
metédou vysok, trojuholnikov,
Stvorcov a metédou stidinu vy-
Sok a vzdialenosti od Startu.
Za koneéni hodnotu pre tu-kto-
rit dikarbénovu kyselinu sa bral
aritmeticky priemer.

L)
«

U

L4

$ TA’R T

Obr. 1. Mikrofotometricky zd- j{ L ——1
znam chromatograficky rozde- L 1
lenych standardov dikarbéno-
vych kyselin (kyseliny mal6-
novej, jantérovej, glutarovej,
.adipovej, pimelovej, azelaovej,
sebakovej).
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Vysledky a diskusia

Rozdelenie pouzitych Standardov dikarbénovych kyselin je uvedené na ich
mikrofotometrickom zazname (obr.1). Rozdelenie dikarbdénovych kyselin
ziskanych zo vzoriek laboratérne stuzovaného slneénicového oleja je na obr. 2.

Obr. 2. Chromatografické rozdelenie
Standardnych dikarbénovych kyselin
a dikarbénovych kyselin ziskanych

kyselina brazylovd —C,;— z kyseliny
erukovej; F'. zmes Standardov dikarbé-
novych kyselin. 1. kyselina sebakova
—Cyo—; 2. kyselina azelaovd —C,—;
L 3. kyselina pimelovéd —C,—; 4. kyse-

‘ ) : lina adipovd —Cs;—; 4. kyselina gluta-
A B C D%E F rovdi —Cy;—; 6. kyselina jantédrovd

—C;—; 7. kyselina malénova —C,;—.

1 oxidativnym Stiepenim vzoriek labo-
Z ratérne stuzovaného slneénicového
& 3 oleja.
4 A. po 60 min. stuzovania; B. po 90
* 5 min. stuZzovania; C. po 120 min. stuZo-
g ’% 6 vania; D. po 240 min. stuZovania; E.
7

Celkovy prehlad relativnych hodnét dikarbénovych kyselin, ktoré zodpo-
vedaji poloham dvojitych vézieb NeMK v jednotlivych vzorkach laboratérne
stuZovaného slneénicového oleja, véitane Standardov kyseliny olejovej, lino-
lovej a erukovej, je zhrnuty v tab. 1.

Teoreticky by po oxidativnom Stiepeni kyseliny olejovej mala vzniknit
ako dikarbénové kyselina iba 9-uhlikatd kyselina azelaova a z kyseliny lino-
lovej 9-uhlikatd kyselina azelaové a 3-uhlikatd kyselina malénové. Z uvadza-
nych vysledkov mozno viak ustdit, Ze uz samotné Standardy NeMK — kyse-
lina olejové a kyselina linolovd — maju za danych podmienok oxidativneho
Stiepenia a chromatografického stanovenia aj iné polohy dvojitych vézieb
nez predpokladané prirodzené polohy 9 10 a 9 10, 12 13. Kvantitativne
najvyraznejsie je vo vietkych sledovanych vzorkach zastipena poloha dvojitej
vizby medzi ublikmi 9 10 (kyselina azelaova).

Z porovnania hodnét kyseliny linolovej, uvedenych v tab. 1, kde sa jedna
zo vzoriek Standardnej kyseliny linolovej oxidovala ozénom za tepla (vSetky
ostatné vzorky sa ozonizovali pri 18 °C), vyplyva, Ze zmeny poldh dvojitych
vizieb v uhlikatom retazci prislu$nej NeMK moéze okrem podmienok kata-



Percentudlne zastipenie dikarbénovych kyselin vo vzorkdch stuZovaného slneénicového oleja

Tabulka 1

a C, G, C, Cs Ce C; Cq Cy Cio Cu Ci2 Cis Cu
Vzorka
b—2:3—|(—3:4—|—4:5—|—5:6—|—6:7—|—7:8—|—8:9— —9:10— [—10:11 11:12 12:13 13:14—
1 2,2 2,3 3,7 6,0 13,4 — — 62,2 12,3 — — — —
2 — 0,9 5,1 5,9 7,4 — — 48,8 —_— — 17,7 16,0 —
3 0,4 2,9 3,7 4,5 5,2 16,3 25,2 19,7 12,9 12,5 — — —
4 2,8 1,8 4,0 3,4 5,6 12,0 —_ 48,7 —_ 7,9 6,8 7,8 —_
5 3,4 3,3 5,4 6,3 9,4 11,5 — 49,8 — 12,9 — — —
6 2,8 2,5 2,6 4,8 9,9 13,1 15,8 43,1 — 7,4 — —_— —
7 1,3 1,2 2,5 2,9 4,2 8,4 11,5 44,4 — 11,8 — 13,0 —
8 2,9 1,1 7,2 4,8 6,6 14,2 — 44,4 6,2 10,1 — 7,0 —
kyselina
olejové 2,0 8,2 4,4 8,9 14,4 — — 39,3 — 9,5 — 14,0 —
kyselina
erukové 3,2 - — 21,8 — — — — — —_ — 49,4 24,4
kyselina
linolové, 1,6 7,5 7,1 6,2 — 21,2 — 55,7 — — — — —
kyselina
linolové* 1,6 — 11,9 9,6 13,2 16,2 — 33,1 — — —_ 14,0 —
pbévodny
slneénicovy
olej 1,4 2,4 6,4 7,1 8,6 12,9 — 48,9 — — — 12,2 —

a — poéet uhlikov dikarénovej bkyseliny,
b — poloha dvojitej vézby v pévodnej NeMK,
* — oxidovand za tepla.

¢9¢

9[HopUY ‘( ‘UBUWION ‘A



Chromatografia nenasytenych mastnych kyselin 363

lytickej hydrogenizacie v znaénej miere ovplyvnit i samotny postup, pripadne
volba podmienok oxidativneho Stiepenia. Stdasne sa ukazalo, Ze stratam
niz§ich dikarbénovych kyselin (do C,), ktoré nastavaji pouzivanim H,0
ako rozpustadla pri ich izoldcii, mozno zamedzit, ak sa pouzije nepoldrne
rozpustadlo, napriklad éter. Polarne rozpustadlo moéze byt totiz zdrojom
chyb pri kvantitativnom stanoveni nizsich dikarbénovych kyselin.

Veelku mozno uzatvarat, ze sledovanie zmien poldh dvojitych vézieb
NeMK, t.j. sledovanie sekundarnych reakcii parcidlnej katalytickej hydro-
genizacie rastlinnych olejov pomocou rozdelovacej chromatografie na papieri
méze byt znaténe informativne.

XPOMATOIPA®NYECKOE U3YUYEHUE MOJOKEHUN OBONHBLIX CBA3EN
HEHACBILIEHHBIX HUPHBLIX HUCJOT

B. Homan, II. Augepae

HRadenpa O6uorexnoaorun CiIoBallKoro moJMTeXHUYECKOrO MHCTUTYTA,
Bparucnasa
Radenpa ananntuueckoit xumuu dapmaneBTuyeckoro gaxynbrera
VYuusepcurera uM. Komenckoro, Bpatucinasa

PeaynbpraTel pacmpefesieHMsa J[UKApOGOHOBBIX KHCIOT NOJY4YeHHEIe Xpomarorpadueit
Ha OyMare, OKHMCJIMTEJbHHIM pacCIleIlJIeHNeM O30HOM 00paslOB, NOJYYEHHBIX THAPOreHU-
3anueil IOMCOJHEYHOrO0 MAacia IOATBEPKNAIOT, YTO B M3yuaeMbIX WHTEpBAJaX BpeMeHM
NPOMCXOAAT 3HAUMTEJbHLIE M3MEHEHHMA B IIOJO0MKEHUM JBOWHEIX CBf3eil y HeHACHILIEHHKIX
MUPHHX KUCIOT. VI3MeHeHUe IIOJIOKeHMIT ABOWHBIX CBA3ell B I[eNAX y HEHACHIIEHHHIX
UPHEIX KUCIOT HOATBEPAMJIOCH TaKMe M IpM PA3INYHEIX YCJIOBMAX OKUCIUTEIHHOTO
HeNIeHU A NTPUMEeHEeHHBIX CTaHJAPTOB.

PreloZil M. Fedorotiko

CHROMATOGRAPHIC STUDIES OF THE POSITIONS OF THE DOUBLE-BONDS
OF UNSATURATED FATTY ACIDS

V. Koman, D. Anderle

Department of Biotechnology, Chemical Faculty of the Slovak Polytechnical University,
Bratislava

Department of Analytical Chemistry, Pharmaceutical Faculty of the Komensky
University, Bratislava

Samples of sunflowerseed oil hydrogenated in the laboratory were oxidatively cleaved
by ozone and the resulting dicarbonic acids were separated by paper chromatography
the results of wich indicate that in the periods studied, significant shifts in the position
of the unsaturated double bonds take place. Shifts in the double bonds in the chains of
unsaturated fatty acids were observed also in the standards oxidated in various ways.

PreloZil J. Balan
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