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Uvod
Obecné

Oleje a tuky (tj. kapalné a pevné lipidy) jsou sloZeny prevazné z esterd mastnych kyselin glycerolu
(triacylglyceroly, TAGs), s mensim mnozstvim esterl mastnych kyselin steroll a alifatickych alkohold
s dlouhym retézcem. Vzhledem k vysoké molekulové hmotnosti TAGs a jejich nasledné nizké
tékavosti, jsou obtizné stanovitelné prfimo plynovou chromatografii (GC), a to zejména pokud je
pozadovana podrobnda analyza nenasycenych mastnych kyselin. Mastné kyseliny sami o sobé Spatné
chromatografuji (s vyjimkou mastnych kyselin s kratkymi fetézci, napf. kyselina butanova nebo
pentanova). V praxi je proto lepsi prfed GC vytvofit estery mastnych kyselin, obvykle methylestery
(FAME).

Analyza olejd a tukl byla rozsahle prezkoumana v odkaze [9].

Vytvoreni FAME je rozhodujici fazi v analyze mastnych kyselin. Nekvantitativni pfevedeni mastnych

kyselin na FAME, zména struktury mastnych kyselin (napf. pozi¢ni a geometrické zmény pfitomnych
isomerd) a tvorba nemethylesterovych (non-FAME) artefaktd mastnych kyselin, to vse miize ovlivnit
kvantitativni stanoveni slozeni mastnych kyselin.

Transesterifikace je jednim z mechanizmd, ktery mlze byt pouzit pro vytvoreni FAME z esterd
mastnych kyselin v tucich (napf. triacylglycerolu). Pro tvorbu FAME mUzZe byt pouzit postup bazicky
nebo kysele katalyzované transesterifikace v methanolickém médiu; postup mize byt oznacen jako
transmethylace. Transmethylace je vratny proces a pro udrzeni rovnovazného stavu je vyzadovan
velky prebytek methanolu, coZ podporuje tvorbu FAME. Voda mize zabranit dokonceni reakce,

a proto by jeji pfitomnost méla byt minimalizovana. Bazicky

katalyzované postupy netvori FAME z volnych mastnych kyselin, vzhledem k tvorbé soli mastnych
kyselin.

Esterifikace je mechanizmus kyselé katalyzy, ktery mize byt pouzit pro tvorbu FAMEs z mastnych
kyselin. Je mozné, ze ve vzorku zkoumaného tuku jsou pfirozené pritomné mastné kyseliny. Tvorba
FAME timto mechanizmem je béZzné oznacCovana jako methylace. A i zde je nezbytnym predpokladem
pro kvantitativni tvorbu FAME prebytek methanolu a nepfitomnost vody.

Tato ¢ast 1ISO 12966 poskytuje navody na pripravu methylesterl mastnych kyselin. Jako podpora
téchto navodl jsou specifikovany rlizné postupy pfipravy methylesterd mastnych kyselin. Tyto
postupy zahrnuiji:

a) ,rychlou” transmethylaci za bazickych podminek;
b) ,,obecnou” transmethylaci/methylaci za postupnych bazickych a kyselych podminek;
¢) transmethylaci/methylaci bortrifluoridem (BF;).

»Rychla” metoda transmethylace za podminek bazické katalyzy

Tato metoda je pouzitelna pro béznou analyzu jedlych tukd a olejd, obsahujicich mastné kyseliny doll
ke kyseliné butanové (C4:0) a/nebo pro stanoveni kyseliny butanové nebo kyseliny hexanové (C6:0)
pomoci GC s pouzitim vnitfniho standardu.

Kyselé katalyzatory transesterifikuji neutralni lipidy v prfitomnosti bezvodého methanolu



(transmethylace) rychleji nez kyselé katalyzatory. Nevyhodou tohoto postupu bazické katalyzy je, ze
mastné kyseliny nejsou esterifikovany a pritomnost vody mdze zabranit dokonceni transmethylace
(hydrolyza FAME na volné mastné kyseliny).

Nejbéznéji pouzivané chemikalie jsou hydroxid draselny a hydroxid sodny a methoxid sodny
(methanolat sodny) v pritomnosti bezvodého methanolu.

,Obecna” transmethylace/methylace za postupnych bazickych a kyselych podminek

Tato metoda za postupnych bazickych a kyselych podminek je pouzitelna pro vSechny oleje a tuky,
vCetné destilovanych a kyselych tukd, ale nedoporucuje se pro laurové oleje. Methylestery mastnych
kyselin s kratkymi retézci se snadnégji ztrati béhem chlazeni pod zpétnym chladi¢em. Pro oleje
kyseliny laurové se doporucuje metoda ,rychlé” transmethylace.

Béhem methylace mohou byt slou¢eniny obsahujici nasledujici struktury zcela nebo ¢astecné
rozlozeny:

a) keto, epoxy, hydroxylové nebo hydroperoxidové skupiny;

b) cyklopropylové a cyklopropenylové skupiny;

c) acetylenické mastné kyseliny.
Transmethylace/methylace bortrifluoridem (BF;)
Vzhledem k toxicité BF; se doporucuje tuto metodu pouzivat pouze v krajnim pfipadé.
Metoda s pouzitim BF, je pouzitelna pro vétsinu olejd, tukd a derivatd (mastnych kyselin, soli
mastnych kyselin) s vyjimkou mlé¢ného tuku a tukd obsahujicich mastné kyseliny se specifickymi
skupinami.

Béhem methylace mohou byt slou¢eniny obsahujici nasledujici struktury zcela nebo ¢astecné
rozlozeny:

a) keto, epoxy, hydroxylové nebo hydroperoxidové skupiny;
b) cyklopropylové a cyklopropenylové skupiny;
c) acetylenické mastné kyseliny.

Pokud tukova hmota obsahuje takovéto substance pouze ve velmi malém mnozstvi (napf. bavinikovy
olej), mlze byt pouZita tato metoda, jinak by méla nasledovat metoda ,rychlé” nebo ,,obecné”
transmethylace/methylace.

U GC je optimalni vytéZnost methylesterd z reakéni smési dosazena za pouziti izooktanu (2,2,4-
trimethylpentan). AvSak vytézek methyl kaproatu je pouze asi 75%.

Bortrifluorid je silna Lewisova kyselina a ve formé jejiho koordina¢niho komplexu s methanolem, pod
zpétnym chladi¢em, mdze rychle methylovat mastné kyseliny. Methanolicky bortrifluorid provede
transmethylaci esterd mastnych kyselin (napf. triglycerid(), ale reak¢ni rychlost je mensi nez
methylace mastnych kyselin. Methanolicky roztok bortrifluoridu je komercné dostupny, coz zvySuje
atraktivitu tohoto kyselého katalyzatoru, ale s pouzitim tohoto Cinidla jsou spojeny potencialni
nevyhody.

a) Uvadi se, ze vysoké koncentrace bortrifluoridu (50 % hmotnostni podil) produkuje methoxy



artefakty z nena-
sycenych mastnych kyselin.

b) Cinidlo ma omezenou skladovatelnost za bé&zné teploty a mélo by byt uchovédvano zchlazené.

c) Staré ¢inidlo mlze vytvaret artefakty a z toho dlvodu se doporucuje kazdou novou zakoupenou
Sarzi pred pouzitim vyzkousSet a nasledné vyzkouset periodicky béhem jeho pouzitelnosti.

d) Methanolicky bortrifluorid je kyselé ¢inidlo a proto miZe vytvaret derivaty mastnych kyselin
obsahujici labilni skupiny, které mohou vést k faleSnym pikdm na chromatogramu FAME.

Dodatec¢né informace

Pfipravé a analyze esterl mastnych kyselin s kratkym retézcem pomoci GC byla vénovana velka
pozornost, predevsim z dlvodu jejich vyskytu v mlééném tuku. Mastné kyseliny s kratkym retézcem,
volné nebo esterifikované na glycerol, mohou byt zcela prevedeny na methylestery, kterymkoli

z Cinidel popsanym v predchozich odstavcich, ale kvantitativni vytéznost z reakéniho média nemusi
byt dosazena, pokud nejsou prijata specialni opatreni. Ke ztratdm mze dojit v nékolika fazich
jakéhokoli postupu. Estery mastnych kyselin s kratkym retézcem (zejména methylestery) jsou tékavé
a mohou se selektivné ztracet pfi prdchodu esterifika¢niho média zpétnym chladi¢em, jsou vice
rozpustné ve vodé nez estery s delSimi rfetézci a mohou se ztratit béhem kroku extrakce vodné faze
nebo mohou byt oddestilovany pri odparovani extrakéniho rozpoustédla. Selektivni ztraty se mohou
také objevit, pokud musi byt odstranény nezmydelnitelné necistoty pomoci sublimace nebo
precisténim pomoci tenkovrstvé chromatografie (TLC). Nejlepsi esterifikaCni postupy pro mastné
kyseliny s kratkym retézcem jsou ty, pri kterych nedojde k zahrati Cinidla a ve kterych nejsou faze
zahrnujici extrakci vodné faze a odstranéni rozpoustédia.

Vstrikovani média obsahujiciho bazické a kyselé katalyzatory pfimo do GC kolony zkracuje jejich
pracovni

Zivotnost. Nékolik hornich centimetrl plnénych kolon se mlze pravidelné dopliovat, zatimco délky
deaktivovanych potrubi nebo ,,zadrzovaci otvory“ pred kapilarnimi kolonami je chrani. Je to pouze
mala cena za rychlost, jednoduchost a presnost téchto postupu.

Daéle tato ¢ast ISO 12966 poskytuje jednoduchy TLC postup pro kontrolu Ucinnosti
transmethylace/methylace. Tento postup miZze byt také pouZit pro kontrolu druhového sloZeni oleje
nebo tuku pred provedenim

transmethylace/methylace.

1 Pfedmét normy
Tato ¢ast ISO 12966 specifikuje metodu pripravy methylesterl mastnych kyselin.

Zahrnuje metody pro pripravu methylesterl mastnych kyselin z zivociSnych a rostlinnych tukd a olejd,
mastnych kyselin a soli mastnych kyselin. Za Ucelem pokryti riznych pozadavkd jsou specifikovany
Ctyfi metody methylace, a to:

a) ,rychly” postup transmethylace za bazickych podminek;
b) ,obecny” postup transmethylace/methylace za postupnych bazickych a kyselych podminek;
¢) postup transmethylace/methylace bortrifluoridem (BF;);

d) alternativni postup transmethylace glyceridd pomoci kyselé katalyzy.



Takto pripravené methylestery se pouziji v riznych analytickych postupech, vyzadujicich takovéto

derivaty, napr. rozdélovaci plynova chromatografie (GLC), chromatografie na tenké vrstvée (TLC)
a infraCervena spektro-

metrie (IR).

Konec nahledu - text déle pokracuje v placené verzi CSN.



