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Sposoby metylacie vy$Sich mastnych kyselin

STEFAN SCHMIDT - MILAN KOVAC

Sihrn. PredloZena prica poskytuje prehlad metéd alkylacie mastnych kyselin a inych
lipidov pre GLC analyzu. Stcastou préce je naznacenie problémov pri aplikécii jednotli-
vych metdd, ktoré su rozdelené do skupiny protonicky a bazicky katalyzovanych esterifi-
kaénych a preesterifika¢nych reakcii, reakcii s diazometdnom a metylacie aplikdciou kvar-
térnych améniovych soli. V zdvere sa naznacuji najoptimalnejsie moZnosti preesterifika-
cie v ¢eskoslovenskych podmienkach.

Pri analyze mastnych kyselin plynovou chromatografiou sa dava prednost
analyze ich metylesterov pred analyzou voInych mastnych kyselin. Teplota
varu mastnych kyselin (MK) rastie so stiipajicim po¢tom uhlikovych atémov
v retazci. Pri atmosferickom tlaku a zvySenych teplotach si stile iba MK s po-
¢tom uhlikov do C; (kyselina kaprylova), vysSie mastné a nenasytené kyseliny
sa uz rozkladaju. Metylestery mastnych kyselin maju niZ$iu teplotu varu, ne-
rozkladaju sa a umoZiuju pracu pri niZdich teplotach kalénového priestoru
plynového chromatografu. Tym sa vylucujui zaroveri nepriaznivé korozivne
vlastnosti volnych mastnych kyselin. Pri priprave metylesterov mastnych ky-
selin moZno pouZit tieto zdkladné reakéné postupy:

" a) protonicky katalyzovana esterifikacia, resp. preesterifikdcia,

b) bazicky katalyzovana preesterifikécia,

c¢) reakcia s diazometanom,

d) metyldcia pouzitim kvartérnych améniovych soli.

Esterifikatné reakcie vSetkych typov musia byt katalyzované, pricom druh
katalyzatora podmieniuje rychlost a reakénu teplotu reakcie. V $pecidlnych
pripadoch sa pouZiva kombinécia prvych dvoch reakénych postupov [1], deri-
vatizuje sa v mikroautokldve [2], pripadne sa pripravujui estery s vy3Simi
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nizkomolekulovymi jednosytymi alkoholmi, najmé butylestery mastnych ky-
selin [3]. Pokial je to nevyhnutné, metylestery MK sa analyzuja v den prip-
ravy a skladuji za nizkych teplot pod inertnym plynom, najlepsie v zatavenej
sklenej ampulke. ModernejsSie pristupy vyuzivaju pyrolyticka derivatizdciu
triacylglycerolov a mastnych kyselin priamo v nastrekovom priestore plyno-
vého chromatografu uc¢inkom alkyla¢nych cinidiel, predovsetkym na baze
kvartérnych améniovych hydroxidov [4, 5].

Protonicky katalyzovana esterifikacia, resp. preesterifikacia

VoIné mastné kyseliny sa esterifikuju a glycerolipidy preesterifikuju zéhre-
vom s velkym prebytkom bezvodného metanolu v pritomnosti kyslého kata-
lyzatora. Karbonylové skupiny su relativne malo reaktivne v ur¢itych pod-
mienkach, a preto napriklad karboxylové kyseliny reagujui s alkoholmi poma-
ly. Pridanim silnej kyseliny (kyselina sirova, bezvody chlorovodik, sulfénové
kyseliny, Lewisove kyseliny) sa esterifikdcia vyrazne urychluje.

' H,SO,
CH3—(CH2)H—COOH + HO CH}W CH3 (CHZ)n CO C)CI‘I3 =t
+ H,0O

CH,-O-CO-R CH,-OH
|

H,SO,
—( )— - — —_—— — — —
CH-0-CO-R + 3 HO-CH, ey’ gr.y 3 R-CO-OCH, + CH-OH

CH,-O-CO-R CH,-OH

Velmi Casto sa tuk alebo olej najprv zhydrolyzuje (zmydelni) a po uvolneni
volnych mastnych kyselin vzniknutych zo soli (mydiel) mineralnou kyselinou
sa uskutoc¢riuje priama esterifikdcia metanolom.

Hydrolyza tuku a esterifikdacia za katalyzy minerdlnou kyselinou. Opisané
postupy st vyhodné predovsetkym v tych pripadoch, ked frakcie lipidov ob-
sahuju velké mnozstvo ,,nezmydelnitelnych* latok, ktoré by pri priprave me-
tylesterov priamou konverziou (preesterifikdciou metanolom) prechadzali do
vzorky a rusili analyzu. Pokial sa analyzuje vzorka s obsahom kratkoretazo-
vych mastnych kyselin, moze sa nizkomolekulové frakcia oddelit destildciou
vodnou parou. Vysokomolekulovi frakcia sa potom analyzuje po prevedeni
na metylestery a nizkomolekulova frakcia sa bud analyzuje v podobe volnych
mastnych kyselin na polarnych stacionarnych fazach s pridavkom H,PO,, bud
sa derivatizuje na butylestery mastnych kyselin. BeZzna esterifikécia a izolacia
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nizkomolekulovych MK (do C;) vedie k stratim vzorky sposobenych ich roz-
pustnostou vo vode a znac¢nou prchavostou.

Postupy vyuZivajuce kyselinu sirovi st zakotvené v CSN 56 0059 a 46 1011
[6, 7]. Metanolova kyselina chlorovodikova (zvy¢ajne 5 % koncentrécie) sa
jednoducho pripravuje prebublavanim plynného HCI cez bezvodny metanol.
Plynny chlorovodik sa generuje postupnym prikvapkavanim konc. H,SO, na
prislusny chlorid (K*, Na®, NHY) alebo konc. HCI. Typicky priklad na es-
terifikaciu a preesterifikaciu metanolovou HCI je semimikropostup podla
Christieho [8].

Priprava metylesterov katalyzovand s Lewisovou kyselinou.

Fluorid bority, pripadne chlorid bority st najrozsirenejsie kyslé preesterifi-
ka¢né katalyzdtory, pretoZze okrem inertnosti k prostrediu najviac urychluju
reakciu alkoholov s organickymi kyselinami. Za velmi miernych podmienok
a v kratkom case tvoria estery alifatickych a aromatickych kyselin. V prvej fa-
ze reakcie vznikaji mydla, ktoré sa v dalSej etape esterifikuji metanolom za
katalyzy fluoridom boritym. Takto vznikaji metylestery mastnych kyselin
v priebehu 10 minut. Straty nizSich mastnych kyselin, ktoré su rozpustné vo
vode, znizia sa pridanim roztoku chloridu sodného. Metylestery vznikaju po-
dla reakcie

R-COONa + CH,0OH —EEF—3> R-COOCH, + NaOH
Pripravu ¢inidla a vSetky da151e operécie treba vykonavat opatrne a v diges-
tériu vzhladom na vysoku toxicitu BF,! Dnes sa ¢inidlo doddva uz komerc¢ne
vo forme 14 % roztoku BF, v metanole Chlorid bority je o nieco stabilnejsi
pri laboratoérnej teplote ako BF,. Postupuje sa podla CSN 56 0059, v medzi-
narodnom meradle sa pouziva zdvazny postup podla IUPAC I1.D.19 [9].

Alkalicky katalyzovana preesterifikdcia

P6sobenim alkdlie v metanole na estery mastnych kyselin (glycerolipidy) sa
tieto priamo preesterifikuju na metylestery. Ako bazicky katalyzator sa naj-
CastejSie pouziva metanoldt sodny alebo draselny, pripadne hydroxid drasel-
ny. Roztok CH;ONa je staly pri laboratérnej teplote, reakcia je rychla a upl-
na. Napriklad glycerofosfollpldy sa pri laboratornej teplote kompletne pre-
esterifikuji uz za niekolko minut. Katalytickd ucinnost metoxidov alkalic-
kych kovov prevySuje kyslé katalyzatory asi o tri poriadky. Preesterifikacia
prebieha asi 1000-krdt rychlejsie ako zmydelnenie, ktoré je na rozdiel od pre-
esterifikicie nevratna reakcia. Vyhodou preesterifikdacie katalyzovanej meto-
xidom sodnym je skuto¢nost, ze pritomnost vody v reakénej zmesi vyznam-
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ne neovplyviuje vytaznost ani priebeh reakcie [10, 11]. VoIné mastné kyse-
liny s ¢inidlom nereaguju, a preto pre vzorky s ich vy$§im obsahom (napr. su-
rové oleje) treba pouzit kysla katalyzu. PrisluSny pracovny postup opét uva-
dza CSN 56 0059 a ITUPAC I1.D.19.

Pri menej rozpustnych lipidoch (napr. estery cholesterolu a trinasytené tria-
cylglyceroly) treba zvysit ich rozpustnost pridavkom dalsieho rozpustadla,
najlepsie toluénu alebo tetrahydrofuranu. Chlorofom je v tomto pripade ne-
vhodny, pretoze i¢inkom metoxidu sodného vznika dichlérkarbén, ktory mo-
Ze reagovat s dvojitymi vizbami nenasytenych mastnych kyselin.

Reakcia s diazometanom

Reakcia mastnych kyselin s diazometdnom je jednym z najrychlejsich spo-
sobov pre GLC analyzu mastnych kyselin. Diazometdn sa ziskava z komer¢ne
dostupného N-metyl-N-nitrézo-p-toulénsulfoamidu (Diazald) alebo N-metyl-
-N-nitré6zomocoviny

R-COOH + CH\N, Lhon R-COOCH, + N,

Cinidlo sa obvykle pripravuje vo forme roztoku v dietyléteri reakciou alkalie
s vhodnym nitr6zoaminom v pritomnosti alkoholu. Roztok je kratky cas
v tme a chlade stdly nad krystalickym KOH, avsak dlh§im skladovanim sa
tvoria vedlajsie polymérne produkty, ktoré mézu interferovat pri GLC ana-
lyze mastnych kyselin. Najviac sa pouziva postup podla Schlenka a Gellerma-
na [12].

Priprava metylesterov. mastnych kyselin s diazometdnom je vhodna predo-
vietkym pri $tadiu vzniku stereoizomérov nenasytenych mastnych kyselin,
avsak praca s nim je velmi neprijemna aj nebezpe¢nd. Diazometén je vysoko
toxicky a za uréitych podmienok explozivny. Derivatizdcia musi prebiehat
v digestoriu za vylicenia priamo dopadajiceho svetla v aparatire bez skle-
nych zabrusov. Treba pripomeniit aj to, Ze nitr6zoaminy patria medzi primar-
ne karcinogény, ¢o podtrhuje nevyhnutnost dodrziavania vietkych bezpecnost-
nych predpisov.

Pouzitie kvartérnych amoéniovych soli

Okrem doteraz uvedenych spdsobov metylacie vy$Sich mastnych kyselin
bolo v novsej literatire publikovanych niekolko prac, v ktorych autori vyuzili
termické Stiepenie metylamoniovych soli mastnych kyselin na pripravu ich
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metylesterov podla tejto schémy

R;-COOH + RN*(CH,), OH > R,—COLOR2N+(CH3)3
R,~COOCH, + R,N(CH,),

kde R, je TubovoIny alkyl a R, je -CH,, —-Ph, resp. —-CF, -Ph.

Najbeznejsia reagencia, tetrametylamonium hydroxid je vyrazne bazické
¢inidlo. Termickym rozkladom vznikajudcich tetrametylamoéniovych soli pri-
slusnych kyselin pri relativne vysokej teplote dochadza k pyrolytickej mety-
lacii kyselin. Nevyhodou tejto reakcie je moznost izomerizacie a degradacie
nenasytenych mastnych kyselin [13]. Podobné spravanie sa pozorovalo aj pri
pouziti fenyltrimetylamoénium hydroxidu. Tento nedostatok odstraniuje mety-
lacia vznikajucej tetrametylamoniovej soli pomocou metyljodidu podla re-
ak¢nej schémy:

DMF, CH,CQOC H,
R,-COON-*(CH,), + CH,] — >

R,-COOCH, + (CH,) NI-*
pricom tetrametylamoéniumjodid vypadava z reakénej zmesi [14]. Modifika-
ciou tetrametylamonium hydroxidu za (3-trifluérmetyl fenyl) trimetylamo-
nium hydroxid, potlaca sa, az zanedbava izomerizécia a degradacia pri pyro-
lyze amoéniovych soli polynenasytenych mastnych kyselin [4].

Pouzitim metanolového roztoku uvedeného cinidla sa vyrazne urychluje
proces preesterifikacie acylglycerolov za priameho vzniku metylesterov mast-
nych kyselin. Jednoduchost uvedenej metddy metylacie mastnych kyselin
a glycerolipidov pomocou (3-trifluérmetylfenyl) trimetylaménium hydroxidu
priviedla autorov Gerhardta a Gehrkeho [15] k uspesnému otestovaniu rych-
leho stanovenia mastnych kyselin v biologickom materiali najréznejsieho po-
vodu.

Artefakty pri priprave metylesterov mastnych kyselin

Pri priprave a analyze metylesterov mastnych kyselin plynovou chromato-
grafiou mozu vzniknut latky alebo javy (artefakty), ktoré ¢iastocne alebo tGpl-
ne znehodnotia kone¢ny vysledok analyzy.

Vytaznost esterifikdcie monokarboxylovych kyselin alkoholom pri kyslej
katalyze vzrasta od kyseliny metdnovej (mravcéej) po kyselinu butanovi (mas-
lovej), od ktorej je vplyv dlhSieho C retazca zanedbatelny. Zo vetkych alko-
holov ma metanol najvacsi stupen konverzie a najvacsiu pociatoénu rychlost.
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Reak¢na rovnoviaha v prospech vzniku esteru sa posunie odstranovanim vody
vzniknutej reakciou alebo velkym prebytkom alkoholu alebo kyseliny. Proto-
nicky katalyzovana alkoholyza tukov a inych lipidov je teoreticky aj prakticky
mozna za rovnakych reakénych podmienok ako protonicky katalyzovana
esterifikdcia mastnych kyselin.

Fluorid bority je napriek svojej toxicite velmi rozsireny katalyzator pre-
esterifikacnych reakcif, najmd pre svoju ucinnost. Reagencia sa vSak aj
v chlade zle skladuje a pouzitie starSej chemikalie spdsobuje tvorbu artefak-
tov a stratu obsahu predovSetkym polynenasytenych mastnych kyselin. Straty
stupaju aj predlzovanim reakéného ¢asu a s vy§Sou koncentraciou katalyzato-
ra (napriklad pri starSich pracach sa odporicala koncentracia az 50 % BF;
v metanole. Pri alkoholyze triacylglycerolov a fosfolipidov sa ziskal pri GLS
analyze metylesterov mastnych kyselin nezndmy pik s ekvivalentnou uhliko-
vou dizkou 21,4 na polyesterovej faze EGSS-X uz po 30 min zdhreve na vria-
com vodnom kupeli. Tato frakcia, metoxymetylestery MK, predstavovala
25 az 30 % relativnej hmotnosti z celkového mnozstva metylesterov MK a jej
obsah vzrastal s dizkou a vekom ¢inidla [16].

Chlorid bority sa menej pouZiva, napriek tomu, Ze v porovnani s BF, po-
skytuje urcité vyhody. Predovsetkym je takmer rovnako ucinny ako fluorid
bority, dava v mensej miere vedlajSie produkty a jeho metanolové roztoky
(obvykle 12 %) su stalejsie.

Esterifikdcia a preesterifikacia lipidov katalyzovana mineralnymi kyselina-
mi vyzaduje dlhsi zahrev, ¢o spdsobuje ¢asto straty najma polyénovych mast-
nych kyselin. Konjugované nenasytené mastné kyseliny moézu podliehat v pri-
tomnosti metanolovej HCI cis-trans izomerizacii a migracii dvojitej vdzby
a moOzZe dojst aj k dehydracii a dal$im neziadicim reakciam.

Postupy zaloZené na zmydelneni tuku vyZadujua dlhsi zahrev pri teplote re-
fluxu, ¢im vzniké nielen nebezpecenstvo strat polyénovych mastnych kyselin,
ale aj kumuldcie izolovanych dvojitych vizieb uhlikového retazca. Problema-
tika sa vvjasnila zistenim, Ze zmydelnenie tuku sposobuje najma koncentracia
alkalii vo vode a preesterifikdciu tukov koncentrécia alkoxidu v alkohole. Zis-
tilo sa, napriklad, Ze v roztoku hydroxidu sodného ¢(NaOH) = 0,1 mol.1"
v etanole, obsahujicom iba 1 % vody, je alkalita tvorena zo 4% hydroxidom
az 96 % etoxidom sodnym [17]. V bezvodom etanole klesa mnozstvo hydro-
xidu az na 0,8 % z celkového mnozstva alkalii.

Pri pouziti etanolom stabilizovaného chloroformu na extrakciu lipidov mo-
Zu pri metanolyze vzniknut aj etylestery masuiych kyselin. Elu¢né ¢asy etyl-
esterov kyseliny palmitovej a stearovej koreSponduji s eluénymi ¢asmi mety-
lesterov kyseliny palmitolejovj a olejovej. Odporica sa preto pred pouzitim
zbavit chloroform etanolu pretrepanim s vodou a po oddeleni faz chloroform
predestilovat a vysusit.
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Posobenim alkoxidov (alkalii) v metylalkohole pri vyssej teplote po dlhsi
¢as na nenasytené mastné kyseliny vznikd moznost kumuldcie dvojitych vi-
zieb. Izolované dvojité vazby kyseliny linolovej sa kumuluju pri zahrievani na
80 az 100 °C s metanolovym KOH uz za 45 minat [17]. Pri vyssich teplotach
posobenim metanolového KOH moézZu vznikat aj polohové izoméry nenasyte-
nych mastnych kyselin.

Diazometan mdze tvorit z nenasytenych MK pyraloziny a pri metylacii hy-
droxymastnych kyselin vznikaji metoxymetylestery mastnych kyselin. Tieto
derivaty mdzu v hmotnostnej spektrometrii interferovat s trimetylsilylderivat-
mi metylesterov tychto mastnych kyselin. Adicii diazometanu na dvojita véz-
bu sa zabranuje zniZzenim jej polarity. Vznik metoxymetylesterov pri metyla-
cii konjugovanych izomérov kyseliny linolovej sa zistil aj pri katalyze s BF;,
H,SO, alebo HCIO,.

Nevyhodou priamej reakénej preesterifikacie je potreba chemikalii z dovo-
zu a vznik vody, ktord posobi degradacne na polyesterové stacionarne fazy.
Priama reakénd preesterifikdcia kvartérnymi amoéniovymi solami je mozna
iba na zvlast upravenych silikonovych elastoméroch [4].

Zaverom mozno konstatovat, Ze alkalicky katalyzovana preesterifikacia je
v nasich podmienkach najvhodnejSou metddou pripravy metylesterov mast-
nych kyselin z tukov a inych lipidov (okrem MK) pre GLC analyzu. Za po-
sledné obdobie poskytuje vyborné vysledky metéda podla Christophersono-
vej a Glassa [1], pretoZze metyldcia prebieha dostato¢ne rychlo a za teploty
miestnosti. Metédy sme nepatrne upravili zmenou rozpustadla petroléteru za
menej prchavy heptan (t. v. 98 °C), ktory pocas analyzy lepSie zabezpeCuje
optimalne koncentracné reldcie. Z pyrolytickych alkyla¢nych Cinidiel dava vy-
borné vysledky trimetylsulfénium hydroxid [18], ktory je ucinnejsi ako uz
spomenuté kvartérne amoniové hydroxidy, resp. soli, ale da sa ziskavat tiez
iba z dovozu.
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Me'ronu METHIHPOBAHHSA BBICIIHX XHPHBIX KHCJIOT
Pe3womMme

Hpezx.naraelvxaﬂ pa6o'ra AaeT repedeHb MeTOA0B aJIKMJIMMPOBAaHUA KUPHBIX KUCJIOT 1 IPpY -
TUX JIUIINAO0B NJIA GLS anamu3za. qa.CTb}O pa60'rb1 ABJIFETCA ONpeaesieHne BO3MOXKHOCTeN
IIPUMEHEHUSA OTAEJbHBIX METOJO0B, KOTOPhIE POCIpeAesIeHbl B TPYNIbI IIPOTOHNYECKN U
11€JIOYHO KaTaJU3UPOBAHHBIX 3Tepu¢mxaunom{brx u nepeaTepMdmxauuonme peaxuni{,
peaxum?x C AMa30MeTaHOM M MEeTUJIMPOBaHME IIPUMMEHEHMEeM YeTBePTUYHBIX aMMOHMEBBIX
coJent. B 3aKkI04eHMUM BbIJIEJIeHb] CaMble ONITUMAaJIbHbI€ BO3MOXKHOCTU nepea’repm}mxaunu
B Ye€XOCJIOBAlIKUX yCJIOBAX.

Methylation of higher fatty acids

Summary

The paper reviews the alkylation methods for fatty acids and other lipids for the GLC analysis.
Also discussed are the problems in application of the individual methods which are classified to
the group of protone and base catalyzed esterification and re-esterification reactions, reactions
with diazomethane, and methylations with the use of quartenary ammonium salts. The optimum
ways of re-esterification under Czechoslovak conditions are given in the conclusion.
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