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Sp0soby metyldcie vy55ich mastnich kyselin

STeneN SCHMIDT - MILAN KOVAC

S ri h r n . PredloZenil priica poskytuje prehlad met6d alkylicie mastnfch kyselin a injch
lipidov pre GLC analfzu. Stidastou prrice je naznadenie probldmov pri aplikricii jednotli-
vlch met6d, ktor€ sri rozdelen€ do skupiny protonicky a brizicky katalyzovanlich esterifi-
kadnfch a preesterifikadnfch reakcif, reakcii s diazometdnom a metyl6cie aplikdciou kvar-
t6rnych am6niovfch soli. V zdvere sa naznadujri najoptim6lnejiie mo2nosti preesterifik6-
cie v deskoslovensklich podmienkach.

Pri analyze mastnich kyselfn plynovou chromatografiou sa d6va prednost
analize ich metylesterov pred analyzou vofnich mastnych kyselin. Teplota
varu mastnfch kyselfn (MK) rastie so stfpajfcim podtom uhlikovfch at6mov
v refazci. Pri atmosferickom tlaku a zvf5enfch teplot6ch sri sti{le iba MK s po-
dtom uhlfkov do C, (kyselina kaprylovii), vyS5ie mastnd a nenaslitend kyseliny
sa uZ rozkladajf. Metylestery mastn:ich kyselfn majf niZ5iu teplotu varu, ne-
rozkladajd sa a umoZflujf pr6cu pri niZ5ich teplot6ch kal6novdho priestoru
plynov6ho chromatografu. Tfm sa vyludujri zdrovei, nepriaznivd korozivne
vlastnosti volnfch mastnych kyselin. Pri priprave metylesterov mastnfch ky-
selfn moZno pouZit tieto z6kladn6 reakdn€ postupy:

a) protonicky katalyzovan6 esterifikdcia, resp. preesterifik6cia,
b) brizicky katalyzovanii preesterifik6cia,
c) reakcia s diazometdnom,
d) metyldcia pouZitim kvartdrnych am6niovfch solf.
Esterifikadn6 reakcie v5etkich typov musia byt katalyzovan6, pridom druh

katalyzdtora podmieiuje richlost' a reakdnf teplotu reakcie. V Specirllnych
prfpadoch sa pouZfva kombindcia prvfch dvoch reakdnich postupov [1], deri-
vatizuje sa v mikroautokl6ve [2], pripadne sa pripravujf estery s vyS5(mi
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nizkomolekulovymi jednos;itymi alkoholmi, najmii butylestery mastnfch ky-
selin [3]. Pokiat je to nevyhnutnd, metylestery MK sa analyzujri v dei prfp-
ravy a skladujri za nizkych tepl6t pod inertnym plynom, najlep5ie v zatavenej
sklenej ampulke. ModernejSie pristupy vyuZivajf pyrolytickf derivatiziiciu
triacylglycerolov a mastnych kyselin priamo v n6strekovom priestore plyno-
vdho chromatografu ridinkom alkyladnych dinidiel, predov5etkfm na b6ze
kvartdrnych am6niovfch hydroxidov [4, 5].

. 
Protonickykatalyzovanfesterifikr{cia,resp. preesterifikr{cia

VoIn6 mastn6 kyseliny sa esterifikujri a glycerolipidy preesterifikujri zirhre-
vom s velkfm prebytkom bezvodndho metanolu v pritomnosti kysl6ho kata-
lyzdtora. Karbonylovd skupiny sri relativne mdlo reaktivne v urditfch pod-
mienkach, a preto napr(klad karboxylov6 kyseliny reagujri s alkoholmi poma-
ly. Pridanfm silnej kyseliny (kyselina sirov6, bezvodf chlorovod(k, sulf6nov6
kyseliny, Lewisove kyseliny) sa esterifik6cia vyrazne urychluje.

cH3-(cH2),-cooH + Ho-cH3 d#;; cH3-(cH2),-co-ocH3 +

+ HzO
cHto-co-R 

H^so. 
cH2-oH

cH-o-co-R +3Ho-cH3 3R-CO-OCH3+CH-OH

cH2-o-co-R cH2-oH

Velmi dasto sa tuk alebo olej najprv zhydrolyzuje (zmydelni) a po uvolnenf
volnfch mastnfch kyselin vzniknutych zo soli (mydiei) miner6lnou kyselinou
sa uskutodfiuje priama esterifikiicia metanolom.

Hydroli,za tuku a esterifikdcia za katalyzy minerdlnou kyselinou. Opfsand
postupy sri vyihodnd predovSetkfm v tfch prfpadoch, ked frakcie lipidov ob-
sahujir velkd mnoZstvo ,,nezmydefnitelnich" l6tok, ktord by pri priprave me-
tylesterov priamou konverziou (preesterifik6ciou metanolom) prechddzali do
vzorky a ru5ili analyzu. Pokial sa analyzuje vzorka s obsahom kr6tkorefazo-
vych mastnfch kyselfn, m6Ze sa nizkomolekulovd frakcia oddelit' destil6ciou
vodnou parou. VysokomolekulovS frakcia sa potom analyzuje po preveden(
na metylestery a nizkomolekulovii frakcia sa bud analyzuje v podobe volnfch
mastnych kyselin na poldrnych stacioniirnychfinach s pridavkom HrPOo, bud
sa derivatizuje na butylestery mastnfch kyselin. BeLn6 esterifikdcia aizolilcia
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nizkomolekulovych MK (do Cr) vedie k stratiim vzorky sp6sobenfch ich roz-
pustnostou vo vode a znadnou prchavostou.

Postupy vyuZivajrice kyselinu sfrovf sf zakotvene v CSN 56 0059 a 46 l0I1
16,71. Metanolovii kyselina chlorovodfkovd (zvytajne 5 "/" koncentr:lcie) sa
jednoducho pripravuje prebubliivan(m plynndho HCI cez bezvodnf metanol.
Plynn! chlorovod(k sa generuje postupnfm prikvapkiivanfm konc. HrSO. na
prfsluSnyi chlorid (K+, Na+, NHi) alebo konc. HCl. Typickf prfklad na es-
terifikiiciu a preesterifikdciu metanolovou HCI je semimikropostup podla
Christieho [8].

Priprava metylesterov katalyzovand s Lewisovou kyselinou.
Fluorid bority, pripadne chlorid boritf sri najroz5frenejSie kysl6 preesterifi-
kadnd katalyz:itory, pretoZe okrem inertnosti k prostrediu najviac uryichl'ujri
reakciu alkoholov s organickymi kyselinami. Za velmi miernych podmienok
a v kr6tkom dase tvoria estery alifatickych a aromatickfch kyselfn. V prvej fd-
ze reakcie vznikajri mydli. ktord sa v dalSej etape esterifikujri metanolom za

katalyzy fluoridom boritym. Takto vznikajii metylestery mastnlich kyselfn
v priebehu 10 minrit. Straty niZSfch mastnych kyselin, ktor6 sri rozpustn6 vo
vode, zniLia sa pridan(m roztoku chloridu sodndho. Metylestery vznikajri po-
dla reakcie

R-COoNa + CHrOH 
BFt, 

R-COOCH. * NaOH
Prfpravu dinidla a vSetky d'alSie operiicie treba vykondvat opatrne a v diges-

t6riu vzhladom na vysokri toxicitu BF.,l Dnes sa dinidlo dodiiva uZ komerdne
vo forme 14 "/" roztoku BF-, v metanole. Chlorid bority je o nieio stabilnej5f
pri laborat6rnej teplote ako BF.,. Postupuje sa podla CSN SO 0059, v medzi-
ndrodnom meradle sa pouZfva zAvazny postup podla IUPAC II.D.19 [9].

Alkalicky katalyzovand preesterifikdcia

P6sobenfm alkdlie v metanole na estery mastnych kyselfn (glycerolipidy) sa

tieto priamo preesterifikujri na metylestery. Ako b6zicky katalyziitor sa naj-
dastejSie pouZiva metanoliit sodnli alebo draseln!, pr(padne hydroxid drasel-
ny. Roztok CH.,ONa je strily pri laborat6rnej teplote, reakcia je rfchla a ripl-
nd. Naprfklad glycerofosfolipidy sa pri laborat6rnej teplote kompletne pre-
esterifikujri uZ za niekolko minft. Katalytickd ridinnost metoxidov alkalic-
kfch kovov prevy5uje kysl6 katalyz|tory asi o tri poriadky. Preesterifikiicia
prebieha asi 1000-kriit ryichlejSie ako zmydelnenie, ktord je na rozdielod pre-
esterifik6cie nevratnd reakcia. Vyhodou preesterifik6,ciekatalyzovanej meto-
xidom sodnym je skutodnost, Ze prftomnost vody v reakdnej zmesi vyznam-
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ne neovplyviuje vft'aZnost ani priebeh reakcie U0, l1l. Volnd mastnd kyse-
liny s dinidlom nereagujf , a preto pre vzorky s ich vySSfm obsahom (napr. su-
rovd oleje) treba pouZit kyslf katalfzu. Prislu5nf pracovny postup opiit' uvii-
dza CSN 56 oo59 a IUPAC ILD.19.

Pri menej rozpustnlich lipidoch (napr. estery cholesterolu a trinasftend tria-
cylglyberoly) treba zvliSit ich rozpustnost pridavkom dalSieho rozpriStadla,
najlep5ie tolu6nu alebo tetrahydrofuriinu. Chlorofom je v tomto pripade ne-
vhodnli, pretoZe ridinkom metoxidu sodn6ho vznikii dichl6rkarbdn, ktorf m6-
Ze reagovat' s dvojitimi viizbami nenasytenych mastnlich kyselfn.

Reakcia s diazometdnom

Reakcia mastnich kyselin s diazomet6nom je jednfm z najrychlejifch sp6-

sobov pre GLC analfzu mastnych kyselin. Diazometiin sa zfskava z komerdne
dostupn6ho N-metyl-N-nitr6zo-p-toul6nsulfoamidu (Diazald) alebo N-metyl-
-N-nit16zomodoviny

R-cooH + cH2N2 
cH3oq R-coocH, * Nr,

Cinldto sa obvykle pripravuje vo forme roztoku v dietyl6ieri reikciou alkdlie
s vhodnym nitr6zoaminom v pritomnosti alkoholu. Roztok je kr6tky das

v tme a chlade stiily nad kryStalickfm KOH, av5ak dlh5fm skladovanim sa

tvoria vedlajSie polymdrne produkty, ktor€ m6Zu interferovat pri GLC ana-

lfze mastnych kyselin. Najviac sa pouZiva postup podla Schlenka a Gellerma-
na [12].

Pr(prava metylesterov. mastnfch kyselin s diazometiinom je vhodn6 predo-
v5etkfm pri Stridiu vzniku stereoizomdrov nenasitenfch mastnfch kyselin,
avSak pr6ca s nim je velmi neprfjemni{ aj nebezpedn6. Diazometiin je vysoko
toxickf a za urdtych podmienok explozivny. Derivatizircia musi prebiehat
v digest6riu za vylfdenia priamo dopadajriceho svetla v aparatfre bez skle-
nich z6brusov. Treba pripomenrit' aj to,2e nitr6zoaminy patria medzi primdr-
ne karcino96ny, do podtrhuje nevyhnutnost' dodrZiavania vSetk;ich bezpednost-
nych predpisov.

Pouiitie kvart6rnych amdniovfch soli

Okrem doteraz uvedenfch sp6sobov metyl6cie vy55fch mastnych kyselfn
bolo v nov5ej literatrire publikovanich niekotko pr6c, v ktorich autori vyuZili
termickd Stiepenie metylam6niovich soli mastnych kyselfn na pripravu ich
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metylesterov podla tejto sch€m

Rr-COOH + R2N+(CHr)r OH *F, Rr-COOR2N+(CH1)3

Rr-COOCHj + R2N(CHj)2

kde R, je I'ubovolnyi alkyl a R, je -CH,, -Ph, resp. -CF3 -Ph.
NajbeZnej5ia reagencia, tetrametylamdnium hydroxid je vyrazne b{zickd

dinidlo. Termickyim rozkladom vznikajricich tetrametylam6niovfch soli pri-
slu5nfch kyselin pri relativne vysokej teplote dochiidza k pyrolytickej mety-
lricii kyselfn. Nevfhodou tejto reakcie je moZnost izomerizilcie a degrad6cie
nenasftenych mastnych kyselfn [13]. Podobnd spriivanie sa pozorovalo aj pri
pouZitf fenyltrimetylam6nium hydroxidu. Tento nedostatok odstraiuje mety-
lilcia vznikajricej tetrametylam6niovej soli pomocou metyljodidu podl'a re-
akdnej schdmy:

DMF. CH.COOC,H,.
R|-cooN--(CH.),+CH3I#R|_CooCH1+(CH])1NI_.

pridom tetrametylam6niumjodid vypadiiva z reakdnej zmesi [14]. Modifikd-
ciou tetrametylam6nium hydroxidu za (3-triflu6rmetyl fenyl) trimetylamti-
nium hydroxid, potliida sa, aL zanedblrya izomerizicia a degradiicia pri pyro-
lyze am6niovfch soli polynenasytenlich mastnfch kyselfn [4].

PouZitim metanolovdho roztoku uvedendho dinidla sa vyrazne urfchl'uje
proces preesterifikdcie acylglycerolov za priameho vzniku metylesterov mast-
nfch kyselin. Jednoduchost uvedenej met6dy metylilcie mastnych kyselin
a glycerolipidov pomocou (3-triflu6rmetylfenyl) trimetylam6nium hydroxidu
priviedla autorov Gerhardta a Gehrkeho [15] k rlspe5ndmu otestovaniu rfch-
leho stanovenia mastnfch kyselin v biologickom materiiili najr6znejSieho p6-
vodu.

Artefakty pri prfprave metylesterov mastnfch kyselin

Pri priprave a analyze metylesterov mastnych kyselfn plynovou chromato-
grafiou m6Zu vzniknrlt Litky alebo javy (artefakty), ktor6 diastoi'ne alebo tipl-
ne znehodnotia konednf vfsledok analyzy.

Vyt'aZnost esterifikiicie monokarboxylovlch kyselin alkoholom pri kyslej
katalyze vzrastit od kyseliny metiinovej (mraviej) po kyselinu butiinovri (mas-
lovej), od ktorej je vplyv dlh5ieho C retazca zanedbatel'nf . Zo v5etkfch alko-
holov mii metanol najvtid5f stupei konverzie a najviid5iu poiiatodnri rfchlost.
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P6sobenim alkoxidov (alk6lif) v metylalkohole pri vySSej teplote po dlh5i
das na nenasyten6 mastn6 kyseliny vznlk| moZnost kumuliicie dvojitych vii-
zieb. Izolovan6 dvojit6 vdzby kyseliny linolovej sa kumulujri pri zahrievani na
80 aZ 100 oC s metanolovym KOH uZ za 45 minit [17]. Pri vy55ich teplotrich
p6sobenfm metanolov6ho KOH m6Zu vznikat aj polohov6 izomdry nenasyte-
nfch mastnfch kyselin.

Diazomet6n m6Ze tvorit z nenasitenfch MK pyralozfny a pri metyl6cii hy-
droxymastnlich kyselfn vznikajf metoxymetylestery mastnych kyselfn. Tieto
deriviity m6Zu v hmotnostnej spektrometrii interferovat s trimetylsilylderivrit-
mi metylesterov tychto mastnfch kyselfn. Adicii diazomet6nu na dvojitri vdz-
bu sa zabraiuje zniLenim jej polarity. Vznik metoxymetylesterov pri metyl6-
cii konjugovanych izom€rov kyseliny linolovej sa zistil aj pri katalyze s BF,,
H2SO4 alebo HClOo.

Nevyhodou priamej reakdnej preesterifikiicie je potreba chemikrilii z dovo-
zu a vznik vody, ktorii p6sobi degradadne na polyesterov6 staciondrne fdzy.
Priama reakdn6 preesterifikdcia kvart6rnymi am6niovfmi solami je moZni{
iba na zvl65t upravenych silik6novych elastom6roch [4].

Zdverom moZno konStatovat, Ze alkalicky katalyzovand preesterifikdcia je
v na5ich podmienkach najvhodnejSou met6dou pripravy metylesterov mast-

nfch kysel(n z tukov a inych lipidov (okrem MK) pre GLC analf zu. Za po-
sledn6 obdobie poskytuje vlibornd vfsledky met6da podla Christophersono-
vej a Glassa [1], pretole metylilcia prebieha dostatodne rfchlo a za teploty
miestnosti. Met6dy sme nepatrne upravili zmenou rozpri5tadla petro16teru za

menej prchavy heptiln (t. v. 98'C), ktorli podas analfzy lep5ie zabezpeduje

optim6lne koncentradn6 reldcie. Z pyrolytickfch alkyladnfch dinidiel ddva vf-
born6 vfsledky trimetylsulf6nium hydroxid [18], ktorf je ridinnej5i ako uZ

spomenutd kvart6rne am6niov6 hydroxidy, resp. soli, ale d6 sa ziskavat tieZ

iba z dovozu.
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Do redakcie doilo 13. ll. 19,q9

Meronu Mer[JrHpoBannfl Bbrcl[lrx xupnbrx KHcJ'ror

Pe:rove

llpeg.naraeuan pa6ora ,{aer neperreHr, r\rero,qoB a"rrKuJutpoBaHJ4"s >Kt4pHL'rx Kr{cJror r{ Apy-
tr{x Jrr{fl]i,qoB .q.ng GLS ara,ru,r3a. 9a'crsro pa6or!,r flBJrflercfl orrpeAeJrc'Hr4e Bo3Mo)KHocrei
npl4MeHeHr4s oTAeJ'll'Hbrx MeToAoB, KoTopbre pocnpeAe.reHbl B rpynnbl nporoH]4r{ecl{r4 ,1

rrleJroqHo KaraJrr3r{poBaHHbrx ereprr$lrxaqroHHbrx ,{ nepe3Teptr+xKar1r.{oHHbIx peaKurtj,
peaKIlt4I,I c ,ut{a3oMeTaHoM x MeTtlJltlpOBaHUe ilpt{NreHeHIeM qeTBepTt{rlHbIX aMNIOHI{CBL,IX

correrr. B 3aKJrroqeHtllr BL,IAeJreHbI caML,re onruMa"qL,HF,Ie Bo3Nrox(Hocrr{ nepe3Tcpil@lrraqnn
B qexocroBaIIKL{x ycJloBfl x.

Methylation of higher fatty acids

Summarv

The papcr revie*'s the alk.vlation methods for fatt.v acids and othcr lipicls for thc GLC analysis.

Also discusscd arc the problems in application of the indiviclual rncthods u,hich arc classified to
the group of protone anci base catalyzccl esterifrcation and re-esterification rcrctions, rL'iictiLrns

u,ith diazomethanc. and methylations rvith the usc of quartcnary arnmonium salts. Thc optimum
rvavs of re-estcrificatiorr under Czechoslovak conditrons arc qiven in the conclusron.
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