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ODDELOVANIE VYSSiCH MASTNYCH KYSELIN
PAPIEROVOU CHROMATOGRAFIOU S VYUZITIM ZMENY
KONCENTRACIE ROZPUSTADLA POCAS VYVIJANIA

V. PALO, V. KOMAN, Z. HRABE

Katedra technickej mikrobiol6gie a biochémie, $pecializécia mlieko — tuky
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Oddelovanie vyssich mastnych kyselin papierovou chromatografiou nariza
na tazkost, Ze jednym rozpustadlom mozno rozdelit len niekolko mastnych
kyselin. Pre rozdelenie daliich je potrebné pouzit rozpustadlo so zmenenou
koncentraciou alebo iny druh rozpidstadla. Napriklad H. P. Kaufmann
a J. Budwig [1] uvédzaji koncentracie metanolu od 20 9, do 80 9, alebo
pri kyseline octovej od 70 9, do 90 9, [2]. Priemernd vyvijacia doba pre odde-
lenie vyssich mastnych kyselin papierovou chromatografiou sa v literatire
uvadza 24 hod. [1, 2], ba v niektorych pripadoch [3] az 60 hodin. K dal§im
nevyhoddam papierovej chromatografie vyssich mastnych kyselin patri aj to,
Ze mozno sucasne vyvijat len maly poéet vzoriek.

Tieto nevyhody sa podarilo do urditej miery obmedzit nizSie opisanou
metodikou.

Experimentalna ¢éast

Pracovalo sa podla systému F Franksa [4] na zariadeni opisanom v [5]. Ako vy-
vijacie &inidlo sa pouZila kyselinu octovd nasytend parafinom pri teplote vyvijania.
Pracovalo sa na filtraénom papieri Whatman 3, impregnovanom parafinom.

Priprava reagencii

Kyselina octova ladové p. a. sa preéistila trojhodinovym refluxovanim zo 40 g kyslié-
nika chrémového na 1 liter pod spdtnym chladidom, nado sa destildciou za pouZitia
rektifikaénej kolény chytala frakeia pri 118 °C.

Parafinovy olej medicindlny, bezfarebny, o hustote 0,880—0,895 g/cm® sa nedistil.

Kyselina octové sa sytila parafinovym olejom pri teplote vyvijania za pridavku 50 ml
na 1 liter. Po 15 minutovom trepani sa oddelila vrstva kyseliny octovej.

Octan mednaty p. a., nasyteny roztok.

Ferokyanid draselny p. a., 7,5 9, roztok.

Benzén p. a.

Kyselina laurové, myristové, olejova a palmitové sa osobitne neéistili.

Pracovny postup

Filtra¢ny papier sa impregnoval 10 9, roztokom parafinového oleja v benzéne. Impreg-
novalo sa vyvijanim v chromatografickej skrini. Papier po vysuSeni pri izbovej teplote
sa hned pouZil.

Analyzoval sa repkovy a lanovy olej ziskany extrakeciou semien repky a Ianu naSich

druhov. Po zmydelneni a rozStiepeni sa pripravili 5 % roztoky mastnych kyselin v ben-
zéne.
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Na filtraény papier, ktory sa upravil na predpisany tvar [5], naniesli sa presné mnoz-
stva Standardnych mastnych kyselin v benzénovom roztoku alebo 5 %, benzénové roz-
toky zmesi mastnych kyselin, ziskanych z olejov, v mnoZstve 50—200 p. Nanesené
gkvrny museli leZat presne oproti jednotlivym knétom papiera.

Vyvijalo sa na aparatire opisanej v [5]. Aparatura sa postavila do vodovahy. VSetky
sudiastky, ktoré pri§li do styku s vyvijacim éinidlom a s papierom, dékladne sa vy8istili
(najmi skld musia byt dokonale &isté a vyleStené). Filtrané papiere sa vloZili medzi
dvojicu sklenych dosiek tak, aby kndty papiera vyénievali cez okraj. Medzi skld sa méze
vloZit takmer Iubovolné mnoZstvo papierov — vidy striedavo sklo, papier, sklo atd.
(Pracovali sme s troma papiermi v jednom sklenom bloku.) Spodné a vrchné sklo bloku
bolo hrubé, ostatné skl boli tenké.

Koncentrovang kyselina octové sa vliala do oddelovacieho lievika aparatary a jej
pritok do vyvijacej nddobky sa nastavil dvojicou tladiek na konstantnu hodnotu vopred
stanovenu (pracovali sme s prietokom 150 ml/hod.). Nastavovanie prietoku sa robi pri
odstaveni vyvijacej nadobky. Po nastaveni sa prietok kyseliny octovej tplhe uzavrie
kohutom.

Vyvijacia nadobka sa naplnila 50 % kyselinou octovou. Jej mnoZstvo nad 500 ml
vytieklo dvojicou odpadovych rarok.

Z obidvoch stran vyvijacej nadobky sa vloZilo po jednom bloku sklenych dosiek
s chromatografickymi papiermi tak, aby vyé¢nievajuce kndty papierov boli ponorené
do kyseliny octovej v nadobke. Skld sa k nadobke pritiahli vrchndkom a pripadné
medzery sa utesnili plastelinou. Potom sa spustilo mieSanie rozpustadla vo vyvijacej
néddobke a zdroven sa otvoril kohtut pre privod koncentrovanej kyseliny octovej. Pod
dvojicu vytokovych rarok sa podloZil odmerny valec. MnoZstvo rozpustadla vyteéeného
tymito rdrkami vyjadrovalo mnoZstvo koncentrovanej kyseliny octovej priteéenej
do vyvijacej nadobky.

Vyvijanie prebiehalo dovtedy, kym &elo rozpustadla nedosiahlo 1—2 em od okraja
papiera. V niektorych pripadoch sme nechali chromatogramy pretiect. Vyvijalo sa
pri teplote 20 °C.

Po skongeni vyvijania sa papiere opatrne vybrali zo skiel a 2 hodiny sa susili pri 120 °C.
Potom sa papiere na 45 minut vloZili do roztoku octanu mednatého (20 ml nasyteného
roztoku a 240 ml vody). Na miestach mastnych kyselin vznikli mednaté mydld. Ne-
zreagovany octan mednaty sa potom vypieral tedtcou vodou. Prepieralo sa tak, Ze sa
okraj papiera (pozdiZ ela) zasekol medzi sklené dosky, na ktoré sa obojstranne privadza-
la voda. Prepieralo sa 30 minut. Vyprany papier sa pretiahol 7,5 %, roztokom ferokyanidu
draselného. Na miestach Skvin mednatych mydiel vys§ich mastnych kyselin vystupili
gervenohnedé kvrny na ruzovkastom aZ bielom pozadi.

Vyjadrenie zmeny koncentrdcie rozpustadla v zdvislosti od éasu

V procese vyvijania prichadza koncentrované rozpustadlo z nadobky A do vyvijacej
nédobky B (obr. 1). Pritom sa meni koncentrécia vody vo vyvijacej nidobke. Zmena
koncentricie vody zavisi od rychlosti vytoku rozpustadla z vyvijacej nadobky. Ak do
vyvijacej nadobky priteké &istd koncentrovand kyselina octové urditou konsStantnou
rychlostou a sudasne rovnakou objemovou rychlostou w za &asova jednotku vyteka
z vyvijace] nadobky roztok vody v kyseline octovej, pre diferencidlne malii zmenu
koncentrécie vody dc¢ v uréitom Case ¢ plati:

1
de(t) = - dn,
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kde V je celkovy objem roztoku a dn je diferencidlne maly tibytok vody vo vyvijacej
nadobke.

Ak predpokladdme, Ze mieSanie zabezpeduje rovnaku koncentraciu kyseliny octovej
v celom objeme vyvijacej naddobky, priom moldrny objem prisluSnej &istej zloZzky
pokladdéme za rovny parcidlnemu moldrnemu objemu danej zloZky v roztoku, tbytok
vody je:

dn = —c(t). w.d¢

alebo
doft) = — — d
(/(t)——V C(t). 17
A
Y OLB
Obr. 1.

Po separécii premennych a integréciou poslednej rovnice dostaneme:
w
1nc(t)=—7 t+ C

Hodnotu integraénej konStanty C nédjdeme z po&iatodnej podmienky pre ¢ = 0

¢(0) = ¢,

a teda

C = Ing,,
pri¢om

-
ot) =c e V

Po dosadeni - = a dostaneme:

w
14
c(t) = cy.e — @t

Uvedend rovnica vyjadruje zmenu koncentracie vody vo vyvijacej nddobke v z4vis-
losti od ¢asu priebehom vyvijania.

Zmena koncentrécie kyseliny octovej vo vyvijacej nddobke v &ase ¢ v procese vyvijania
je vyjadrené rovnicou

c(t) = 1 —c(2)
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Pre ulahéenie vypoctu koncentréacie kyseliny octovej vo vyvijacej naddobke v ¢éase ¢
potas vyvijania zostrojili sme nomogram (obr. 2).

Opis nomogramu

Os E vyjadruje koncentraciu kyseliny octovej v g/ml, os B vyjadruje prietok koncen-
trovanej kyseliny octovej v ml/hod., os 4 vyjadruje dobu vyvijania v hod., os C je po-
mocn4 os, os D vyjadruje ¢, (pociatoénu koncentriciu rozpustadla vo vyvijacej nddobke).

Prica na nomograme je zndzornené kliéom zakreslenym v nomograme. Najprv sa spoji
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Obr. 2. Nomogram pre vypodéet koncentracie rozpustadla vo vyvijacej nadobke v réznych
¢asovych intervaloch.

hodnota na osi B s hodnotou d#ky vyvijania na osi 4. Prieseénikom na osi C vedieme
diaru cez hodnotu ¢, na osi D a prieseénik tejto &iary s osou E vyjadri koncentraciu kyse-
liny octovej v g/ml.

Priklad vypobtu koncentrdacie kyseliny octovej vo vyvijacej nddobke v uréitom case

Udaje:

obsah vyvijacej nadobky 500 ml

prietok koncentrovanej kyseliny octovej 200 ml/hod.

doba vyvijania 5 hod.

poéiatoéna koncentracia kyseliny octovej vo vyvijacej

nédobke 0,200 g/ml
Vypodet

Zakladné rovnica:
c(t) = ¢ .0 —a-t
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loge(t) = loge, —a.t.loge

loge, = 0,90309

loge = 0,43425

a = 200/500 = 0,4

loge(t) = 0,90309 — 1 — 0,4.5.0,43425
loge(t) = 0,03459 — 1

c(t)
c(t)

0,108 g H,0/ml
1 —¢(t) = 1 — 0,108 = 0,892 g CH,COOH/ml

Hodnota odéitand z nomogramu je ca 0,890 g CH;COOH/ml.

Vysledky a diskusia
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Opisanym spésobom sme oddelili kyselinu palmitovi, stearovi, olejovi,
myristovd, laurovi a mastné kyseliny zo zmydelneného repkového a lano-

vého oleja (obr. 3 a 4).
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Obr. 3. Chromatogram s oddelenymi mastnymi kyselinami. Vyvijané s kyselinou octovou
o podiatodnej koncentréacii 40 9. Prietokova rychlost koncentrovanej kyseliny octovej
150 ml/hod.. teplota pri vyvijani 20 °C, doba vyvijania 14 hod. Chromatogram je prete-
Ceny.
1. kyselina stearova, 2. kyselina erukovd, 3. kyselina palmitova, 4. kyselina olejova, 5. ky-
selina myristovd, 6. kyselina linolové, 7. kyselina laurova, 8. kyselina linolénova.

Pracovali sme so §tandardmi: kyselinou olejovou, palmitovou, myristovou,
laurovou a stearovou. Kyselinu erukovi a linolovu sme na chromatogramoch
posudzovali podla percentudlneho zastipenia mastnych kyselin v repkovom
oleji, kym kyselinu linolovid a linolénovt v lanovom oleji. Ich poradie na pa-
pieri — v obidvoch pripadoch — smerom od Startu sme posudzovali podla
vzrastajicej molekulovej vahy.
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vy/

R;. hodnoty vyssich mastnych kyselin oddelenych opisanym spdésobom
na papieri Whatman 3 vyvijanim s kyselinou octovou o poéiatoénej koncent-
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Obr. 4. Oddelené mastné kyseliny.
1. kyselina stearova, 3. kyselina palmitovd, 4. kyselina olejovd, 5. kyselina myristové,
6. kyselina linolové, 7. kyselina laurova, 8. kyselina linolénova.
Replka nebola nanesend! Vyvijané s kyselinou octovou o potiatoénej koncentrécii 50 9,
prietokové rychlost koncentrovanej kyseliny octovej 150 ml/hod., teplota pri vyvijani
20 °C, doba vyvijania 12 hod.

racii 50 9%,, prietoku koncentrovanej kyseliny octovej 150 ml/hod., teplote
vyvijania 20 °C a dlzke vyvijania 12 hod. si uvedené v tab. 1.

Tabulka 1
Mastné kyselina Rp
erukova, 0,02
stearova 0,02
palmitové 0,12
olejova 0,17
myristova 0,28
linolovéa 0,32
linolénova 0,44
laurova 0,59
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Kontrela rozpustadla vo vyvijace] nddobke umoziiuje predpokladat,
ktoré zlozky zmesi st prave oddelované, pridom poésobenie tejto koncentracie
je lubovolne volitelné. Netédu moZno pouZit na uréovanie optimalnych
koncentracii rozptastadiel pri chromatografickom rozdelovani binarnych zmesi
mastnych kyselin.

Stahrn

Opisali sme spbsob a vysledky oddelovania vys$Sich mastnych kyselin
papierovou chromatografiou na zariadeni s kontinuitnou zmenou- mobilnej
fazy. Oddelovanie sa uskutoéiiovalo na celej Sirke filtraéného papiera What-
man 3. Sudasne sa moze oddelovat takmer Iubovolné mnozstvo vzoriek.

NEJEHUE BBHICIINX JKUPHBIX KUCJIOT IPY ITIOMOIN BYMAKHOMN
XPOMATOTI'PAO®HUN C UCITIOJIbBBOBAHUEM USMEHEHNM KOHIEHT-
PAIINM PACTBOPUTEJISI B TEUEEHUN ITPOSIBJIEHNS

B. ITAJO, B. ROMAH, II. 'PABE

Kade;ipa Texsnucckoil MHKpPOOMOIIOFUMM M OMOXIMHM, CHELMAIM3ALMA MOJIOKO — FKUPhI
C:ioBarnroil Bolcleil TexHHMUCCKOIl IIKoAnl B bpaTtuciase
BocTounoc.1oBalkoe pynuoe obce:iejoBanne B Crnumckoil Hosoit Ben

BriBo;int

B onncad MeToj, ¢rocod paboThl a Tak#e M Pe3yJIbTaThl A1 AeJIeHU s BBICIIMX MU PHLIX
KHUCJIOT IPY MOMOIIM OyMaKHOI XpoMaTorpauu Ha annapaType ¢ HempepulBHLIM H3MeHCHMCM
MoOuikHOI (assl. [leseHne npoBOjHUTes Ha Liesolf mupuHe PuabTpanuonHoii Gymarn What-
man 3. O{(HOBpeMEeHHO NPEej{0CTaBIACTCA BO3MOKHLIM IeIUTh IPOM3BOJILHOE KOJTMYeCTBO 11pob.
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TRENNUNG HOHERER FETTSAUREN
DURCH PAPIERCHROMATOGRAPHIE UNTER AUSNUTZUNG
DER KONZENTRATIONSANDERUNG DES LOSUNGSMITTELS
WAHREND DES ENTWICKELNS

V. PALO, V. KOMAN, Z. HRABE

Lehrstuhl fiir technische Mikrobiologie und Biochemie, Spezialisierung Milch — Fette
an der Slowakischen Technischen Hochschule in Bratislava
Ostslowakisches Institut fur Erzforschung in SpiSské Nova Ves

Zusammenfassung

Die Autoren beschreiben eine Methode, das Arbeitsverfahren samt den Ergebnissen,
fur die Trennung hoherer Fettsduren mittels Papierchromatographie auf einer Vorrich-
tung mit kontinuierlicher Anderung der mobilen Phase. Diese Trennung wird auf der
gesamten Breite des Filtrierpapiers Whatman 3 vorgenommen. Mittels dieser Methode
kann man gleichzeitig eine fast beliebige Anzahl von Mustern trennen.

In die Redaktion eingelangt den 4. 1. 1958
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