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BONYOLULT ZSÍRSAVKEVERÉKEK PAPÍRKROMATOGRÁFIÁJA

FARKAS TIBOR és HERO DEK SÁNDOR  

Érkezett : 1959. március 6.

A zsírsavösszetétel fajlagosságát és a zsírsavösszetételt befolyásoló külső 
tényezőket vizsgáltuk édesvízi rákokon. A vizsgálatok a zsírsavösszctétel 
minőségi analízisét tették szükségessé. Ezért olyan módszert kellett keresnünk, 
amely lehetőleg egyszerű felszerelés segítségével lehetővé teszi igen kis anyag- 
mennyiségek vizsgálatát. Módszertani megoldásként a papírkromatográfiához 
folyamodtunk. A papírkromatográfiát általában csak egyszerűbb összetételű 
zsírsavkeverékek analízisére használják, a rákokból nyert zsír viszont a hal
zsírokhoz hasonlóan rendkívül bonyolult összetételű. Ebbe a bonyolult össze
tételbe csak több eljárás kombinálásával tudtunk betekintést nyerni. Alábbiak
ban az eljárásokat és a papírkromatográfiában szerzett metodikai jellegű 
tapasztalatokat szeretnénk ismertetni.

A kromatografáló papír telítettsége

A kromatografálást K aufmann (K aufm ann , H. P., N itsch , W. IP 
1954) módszerével végezzük. Eszerint felszálló kromatografálást végzünk 
hidrofobizált (fordított fázisú) papíron. A hidrofobizálásra 190—220 C° 
forráspontú szénhidrogének elegyét használjuk. Megfigyeléseink szerint 
(Farkas, T. 1958) az Rf-érték reprodukálhatósága szempontjából fontos a 
papír petróleumtartalma. Ide vonatkozó adatainkat az 1. ábra tartalmazza.

Mint az 1. ábrából látható, a petróleumtartalom csökkenése az Rf 
növekedéséhez vezet. Ez a növekedés annál nagyobb, minél nagyobb volt az 
eredeti Rf-érték. így szárazabb papíron a foltok jobban szétválnak. Előnyös 
a szárazabb papír a hosszú szénláncú telített savak kimutatásánál is, mert 
ezek nagyobb petróleumtartalom mellett gyakorlatilag el sem mozdulnak a 
startpontról. Sok petróleum a front futását is lassítja és a kis savmennyiségek 
indikálhatósága is romlik. A túl száraz papíron viszont a foltok diffúz jellegűvé 
válnak. Gyakorlatilag legjobbnak találtuk (Schleicher— Schüll 2043/6 
papírral dolgozva) az 1,2 mg/cm2 petróleumtelítettséget. Megjegyezzük még, 
hogy a foltok nagysága is változik a petróleummennyiséggel ; ugyanaz a 
zsírsavmennyiség annál nagyobb foltot képez, minél szárazabb a papír. 
Gyakorlatilag azt az eljárást találtuk a legegyszerűbbnek, hogy a kromatogra
fáló papírt először porlasztó segítségével addig permetezzük, amíg a petróleum 
egyenletesen át nem itatja a papírt. Ezután a kromatografáló papírt szűrő
papírok között kutatjuk, és felfüggesztve szobahőmérsékleten száradni hagy
juk. A zsírsavakat csak akkor visszük fel, amikor a papír már a kellő súlyúra
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száradt. A front kb. 40 óra alatt éri el a kívánatos 40 cm-es magasságot. 
A futtatást 90%-os (petróleummal telített) ecetsavval végezzük. Futtatás 
után a papírt szárítószekrényben szárítjuk. A mosást célszerű W a g n e r  et al. 
(W a g n e r  H ., A b is c h , L. B e r n h a r d  K., 1955) javaslata szerint végezni. 
Az előhívást rézacetát, majd káliumferrocianid oldattal történő kezeléssel 
végezzük.

1. ábra. Az Rf-érték változása a papír petróleumtartalmával 
PucymK 1: IfeMeHeHue 3HaMeHHH RF b 3aBiicnMocTn ot coAepjKamia Kepocima b őyMare 
Fig. 1. Veränderung des Rf-Wertes bei Veränderung des Petroleumgehaltes des

Papiers

O lom sós frakcionálás

A —(CH2)2— különbség a szénláncban elegendő Rf differenciát hoz létre 
a zsírsavak papírkromatográfiás szétválasztásához. Emellett azonban a telí
tetlen kötések száma is befolyásolja az Rf-et olyan értelemben, hogy minden 
kettőskötés kialakulása az Rf szempontjából nagyjából a szénlánc —(CU2)2—  
val való rövidülésének felel meg (B a l l a n c e , P. E., Cr o m b ie , W. M. 1958). 
Az Rf ilyen kettős függősége nagy akadályokat okoz a zsírsavak szétválasztá
sában. A kérdés egyik megoldási módját az alacsony hőmérsékletű kromatog- 
ráfia jelenti. Minthogy az ehhez szükséges hőmérséklet előállítása (—40 C°) 
nem állt módunkban, a zsírsavkeverék előzetes frakcionálására törekedtünk. 
Ebből a célból a TwiCHELL-féle ólomsó-alkoholos elválasztási módszerhez 
folyamodtunk.

Az eljárás lényege az, hogy a szobahőmérsékleten folyékony zsírsavak 
ólomsói alkoholban oldódnak, míg a szilárd zsírsavaké az oldatból kiválnak. 
A módszert a rendelkezésünkre álló igen kis anyagmennyiségekre (10—50 mg) 
alkalmazva a következő eljárást dolgoztuk ki :
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A zsírsavkeveréket kevés meleg alkoholban feloldjuk, majd centrifuga
csőben meleg, 96%-os alkoholban oldott 10%-os ólomacetátot adunk hozzá 
úgy, hogy az ólomacetát kis feleslegben legyen. Az eljárás szelektivitását 
javítja, ha az ólomacetát 1% ecetsavat is tartalmaz. A reakció-elegyet 12 óra 
hosszat hűvös helyen hagyjuk állni, majd centrifugáljuk. A csapadékot 
háromszor alkohollal mossuk, és a folyékony savakat tartalmazó alkoholos 
felülúszókat kémcsőben egyesítve inert atmoszférában bepároljuk. A zsír
savakat mind a bepárolt oldatból, mind pedig a centrifugacsőben maradt 
csapadékból ecetsav segítségével szabadítjuk fel. A telített savak felszabadu
lását enyhe melegítéssel segítjük elő. Ezután az ecetsavas oldatokat választó
tölcsérbe visszük át, és a zsírsavakat petroléterrel kirázzuk. A vízzel sav
mentesre mosott petroléteres oldatokat bepároljuk, és megmérjük az így 
előállított szilárd és folyékony zsírsavfrakciók súlyát. A módszer pontosságára 
vonatkozóan az általunk vizsgált különböző zsírokon végzett frakcionálások 
adatait közöljük (1. táblázat).

1. táblázat

mg
+  .

% mg
+

% mg
+

fo mg
0 % mg

0
0/
/o

mg %

Bemérve ............. 105,9 51,4 24,2 41,2 24,7 11,2
Szilárd ................ 23,8 21,5 10,9 21,1 5,3 21 9 8 ,8 21,3 5,5 22, 1,3 11,6
Folyékony ......... 80,4 75,9 40,3 78,7 18,6 70,8 32,2 78,1 19,1 77.4 9,8 87,5
Vissza.................. 104,2 97,4 51,2 99,8 23,9 98,7 41,0 99,4 24,6 99,6 11,1 99,5
H iba.................... 1,7 2,6 0,2 0,2 0,3 1,3 0,2 0,6 0,1 0,4 0,1 0,9

-j- =  párhuzamot mérések 
o =  párhuzamos mérések

Ólomsó-alkoholosfrakcionálási adatok

A zsírsavak szeparálásán kívül az eljárás egyik előnye, hogy így egyben 
a szobahőmérsékleten szilárd és folyékony zsírsavak súlyarányára vonatkozó 
adatok birtokába is jutunk, ami a zsírok állapotának önmagában is egyik 
érdekes jellemzője. Másrészt a frakciók az eredeti keverékhez képest feldúsítva 
tartalmazzák a zsírsavakat.

C20, C22-es zsírsavak

Az ólomsós frakcionálás után egyszerűbb zsírsavkeverékek esetében 
a foltok identifikálása könnyű volna. Vízi állatok zsírjainál a kérdést erősen 
megnehezíti a C20, C22-es savak jelenléte. Ezen sorozatok telített tagjai (arachin 
és behensav) a sztearinsav alatt képeznek foltokat. A megfelelő monoensavak 
magas olvadáspontjuk alapján szintén a szilárd frakcióban válnak le, és Rf- 
értéküknek megfelelően a sztearin, illetve arachinsavval képeznek kevert 
foltot. Ezeknek a C20, C22 monoensavaknak a kimutatására a papírt ozmium- 
tetroxid gőzökkel kezeljük (K aufmann 1950). A telítetlen savak jelenlétében 
a kérdéses foltok megfeketednek. Ebben az esetben azt, hogy a foltok sztearin 
és arachinsavat is tartalmaznak, a savkeverék előzetes káliumpermanganáttal 
történő oxidációjával tudjuk igazolni. Az oxidálást Cbombie et al. (1954) 
előírása szerint végezzük. A káliumpermanganát ugyanis eloxidálja a telitetlen
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savakat, ezért az oxidáció után minden a szokásos módszerrel előhívható 
folt telített sav jelenlétét bizonyítja. A káliumpermanganátos oxidáció a papí
ron is elvégezhető (K aufmann 1950), ilyenkor azonban a papír önmaga is 
oxidálódik, és a kromatogram néhány perc alatt tönkremegy. A C20, C22 dien- 
savak már a folyékony frakcióban válnak le. A C20 diensav az olajsavval fut 
együtt, a C22 diensav jelenléte viszont az olajsav alatti folt megjelenése után 
eldönthető, ugyanis az összes többi ilyen alacsony Rf-értékű foltokat szolgá- 
tató savak a szilárd frakcióban válnak le. A C20, C22 sorozat 3—4 telítetlen 
kötést tartalmazó tagjai nem mutathatók ki külön, mert az olaj, linói és linolén- 
sav régiójában a rövidebb, de kevesebb telítetlen kötést tartalmazó savakkal 
keverten fordulnak elő, jelenlétüket azonban feltételezhetjük, ha a sorozatok 
többi tagjait ki tudtuk mutatni. Valószínűleg mennyiségük nem túl nagy, 
mert halolajra vonatkozó adatok szerint (K l e n k , E., Bro cken h off , H. 1958) 
legnagyobb mennyiségben a sorozatok legtelítetlenebb tagjai (C20 pentaen, 
C22 hexaen) fordulnak elő. Planktonrákok zsírjában a linolénsav felett három 
foltot észleltünk. Úgy véljük, hogy ezek a foltok csak az igen erősen telítetlen 
Clg tetraen, C20 pentaen, C22 hexaensavak lehetnek. A kérdés vizsgálatára a 
folyékony frakciót további karbamidos frakcionálásnak vetettük alá.

Karbamidos frakcionálás

Az eljárás azon alapszik, hogy a kevesebb telítetlen kötést tartalmazó 
zsírsavak karbamidos adduktumaik formájában bizonyos fokú szelektivitással 
már magasabb hőmérsékleten leválnak, mint a több telítetlen kötést tartal
mazó savak. Az általunk használt eljárás folyamán — bizonyos tekintetben

i 0 0 ’ O
h 0 0 o
g 0 o o
f 0

n o o
o
n

o 0
n oe

d

U
0

V

0 0
u

o 0
u ■
0

c o V KP C ?
b o CT) CP o
a CP

1 2 3 4- 5 6 7

2. ábra. Crustacea-plankton zsírsavkeverékének papírkromatogramja 
PuenoK 2: ByMa>KHafl xpoMaTorpaMMa cvecn >KiipHbix khcjiot ruiaiiKTOHa Crustacaea 

Fig. 2. Papierchromatogramm der Fettsäuremischung von Crustaceen-Plankton
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M a g y a r á z a t  : A z  e g y e s  f o l t o k b a n  l e h e t s é g e s  z s í r s a v a k  a  k ö v e t k e z ő k  :
1. kevert zsírsavak

a) behensav, b) arachin, (,:M monoén, c) sztearin, C20 nronoen, d)  palmitin, C18 
monoén, C20 dien, C22 trien, e) miristin C18 dien, C20- trien, C22 létráén, f )  C18 
trien, C20 tetraen, C22 pentaen, g, h, i)  CJ8 tetraen, C20 pentaen, C22 hexaen 
(sorrend ismeretlen).

2. szilárd zsírsavak
a )  behen, b) arachin, C22 monoén, c) sztearin, C20 monoén, d) palmitin, C18 
monoén, e) miristin

3 . s z i l á r d  z s í r s a v a k  k á l i u m p e r m a n g a n á t o s  k e z e l é s  u t á n
a)  b e h e n ,  b) a r a c h i n ,  c) s z t e a r i n ,  d)  p a l m i t i n ,  e) m i r i s t i n

4. szilárd zsírsavak ozmiumtetioxidos előhívással
b) C22 monoén, c)  C20 monoén, d) C18 monoén

5. folyékony zsírsavak
c)  C22 dien, d )  C18 monoén, C20 dien, C22 trien, e) C18 monoén, C18 dien, C20 
trien, C22 tetraen, j )  C-18 trien, C20 tetraen, C22 pentaen, g, h, i )  C18 tetraen, C20 
pentaen, C22 hexaen

fi. —20 C°-náÍ karbamidos oldatból kiváló folyékony zsírsavak 
7. —20 C°-nál karbamidos oldatban maradó folyékony zsírsavak. (6. és 7. pontnál 

betűk jelentése ugyanaz, mint az 5. pontnál.)

OOhHcmmie: Bo3mo>kho BCTpetaeMbie b otacjibhux nstraax >Knpnhie khcjioth :
1. C M ew aH H bie M c u p iib ie  K u c j io m b i : a) űereH O Baa KHCJiOTa ; 6) ap ax im  ; b) mohoch C22; 6) 
CTeapiiH, MOHoeH C20; a )  najibMHTHH, mohosh C18, ahch C20, TpiieH C22; e) mhphcthh, ahch 
CI8, TpneH C20, TeTpaeH C22; » )  TpneH C 18, TeTpaeH C20) ncHTacH C22; 3-h-i<) TeTpaeH C20, 
neHTaeH C22, rex caen  (onepeab nenaBecTHa).
2. npoH H bie  M u p m i e  K u c n o m b i :  a) űereH ; ö) apaxim, .mohoch C22; b) CTcapnn, mohoch C20; 
r )  najibMHTHH, mohoch C18; a) mhphctiih.
3. npowbie Mcuptme. mcAomu, rtocAe oópaőorriKii ncp.MaiieaiiamoM m jiu a : a) öcren ; 6) apa- 
xhh ; b) CTeapHH ; r) najiMHTHH ; a )  mhphcthh.
4. npoHHbie Mcupubie KUCAomu c npoMAcmieM ocMueeuM aeudpudoM: 6) mohoch C22; b) 
MOHoeH C20; MOHoeH C18.
5. DKUÖKUe M c u p m ie  K U C A o m u : b) auch C22; r )  mohoch C18, auch C20, TpneH C22; a) mohoch 
C16, aneH C18, TpneH C20, TeTpaeH C22; e) TpneH Cig, TCTpaeH C20, neHTaeH C22; >k-3-h) TeT
paeH  C18, neHTaeH C20, reK ca en  C22.
6. McuÖKue O Kupnbie KU C Aom u, ewdeAnwUjuecn U3 mpOaMiiömeo pacmeopa npu meMnepamype 
—20° U.
7. »Hanne >KnpHbie khcjioth, ocTaioiuiiecíi b KapűaMHAHOM pacTBOpe npu TeMnepaType 
— 20° Lf. (Idpii nyHKTax 6 n 7 óyKBbi n.ueioT to >xe caMoe 3HaMeHHe, Karc npn nyHKTe 5.)

Anmerkung : In den einzelnen Flecken können folgende Fettsäuren enthalten sein :
1. Gemischte Fettsäuren:

a )  Behensäure, b) Arachinsäure, C22 monoen, c) Stearin, C20 monoen, d )  
Palmitin, 0 18 monoen, O20 dien, C22 trien, e) Myristinsäure CX8 dien, C20 dien, 
C20 trien, C22 tetraen, / )  C18 trien, C20 tetraen, C22 pentaen, g, h, i )  C18 tetraen, 
C,„ pentaen, C,,, hexaen (Reihenfolge unbekannt)

2. Feste Fettsäuren:
a )  Behensäure, b) Arachinsäure, C22 monoen, c)  Stearinsäure, 0 20 monoen, d) 
Palmitinsäure, 0 18 monoen, e) Myristinsäure

3. Feste Fettsäuren nach Klaiumpermanganat-Behandlung:
a )  Behens., b) Arachins., c) Stearin.s, d)  Palmitins., e) Myristinsäure

4. Feste Fettsäuren m it Osmiumtetroxyd-Entwicklung
b) C22 monoen, c)  C20 monoen, d)  C18 monoen

5. Flüssige Fettsäuren:
c) C22 dien, d )  C18 monoen, C20 dien, C22 trien, e)  C16 monoen, C18 dien, C20 
trien, C22 tetraen, f )  C18 trien, C20 tetraen, C22 pentaen, g , h , i )  C18 tetraen, 
C20 pentaen, C22 hexaen.

6. aus einer Karbamidlösung bei —20° C ausgesehiedene Fettsäuren
7. in einer Karbamidlösung bei —20° C verbleibende flüssige Fettsäuren. (Be 

den Pkten 6. und 7. ist die Bedeutung der Buchstaben dieselbe, wie beim  
Pkt. 5.)
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eltérve D o n a r t  et al. (Dov a r t  C., M iy a u c h i D. T., S ttmervel N., 1955) 
által ajánlott eljárástól — a folyékony zsírsav frakcióhoz annyi karbamiddal 
telített 96%-os metanolt adunk, hogy a karhamid : zsírsav súlyarány 2 : 1 
legyen. Az először keletkezett csapadékot melegítéssel feloldva, az oldatot 
12 óra hosszat —20 C°-on hagyjuk állni. Ezután centrifugáljuk és a csapadék
ból, illetve felülúszóból vizes hígítással felszabadítjuk a zsírsavakat, éterbe 
visszük át, majd az éteres oldatot bepároljuk. Az így nyert frakciókat külön 
papírkromatografálva azt találtuk, hogy a linolénsav szintje fölé kifutó 3 folt 
a —20 C°-on le nem váló frakcióban dúsult fel. Ennek a frakciónak téli plank
tonmintánál az átlag molsúlya 322, jódszáma 316 volt, ami arra utal, hogy a 
kérdéses foltok tényleg a telítettebb homológok mellett ebben a frakcióban 
található Cls tetraen, C20 pentaen, és C22 hexaen savaktól származnak.

Az eljárás szemléletesebbé tételére közlünk egypa pírkromatogramot, 
amelyet téli crustacea-plankton különbözőképpen kezelt zsírsavkeverékével 
nyertünk (2. ábra).

A szerzők ezen a helyen mondanak köszönetét dr. Jáky MiKLÓsnak, a 
Növényolajipari. és Háztartásvegyi Kutatóintézet igazgatójának szíves szak
mai útmutatásaiért.

Összefoglalás

Szerzők vizsgálták a kromatografáló papír petróleumtartalmának a zsír
savak Rf-értékére gyakorolt hatását. A kisebb petróleumtartalom az Rf-érték 
növekedéséhez vezetett.

Bonyolult összetételű zsírsavkeverékeket vizsgálva olyan eljárást dol
goztak ki, amely a zsírsavak bizonyos fokú előzetes szeparálása révén jobb 
betekintést nyújt a zsírsavkeverék kvalitatív összetételébe. Erre a célra ólomsó- 
alkoholos és karbamidos frakcionálást, káliumpermanganátos oxidációt és 
ozmiumtetroxid gőzökkel történő kezelést használtak.
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EYMAWHAH XPOMATOrPAOMfl CJlOWHblX CEMECER >KHPHbIX KHCJIOT

T. 0apKCuu — 111. repodeK

P e 3 io m e

AßTopbi H3y4ajin BJiHHHHe, OKa3aHHoe coaepMOHiieM Kepocima b xpoMaTorpa^imecKoil 
üyiviare, Ha 3HaqeHHe Rf wiipHbix kmcjiot. MeHbinee cogepyKaroie KepociiHa npimejio k VBejw- 
HeHHIO 3HaMeHHH Rf.

II pH H3yMCHHH CMeCeil >KHpHbIX KHCJIOT CJIOKHOI'O COCTaBa ÖbUI pa3paßOTaH MeTOÄ, 
KOTopbiH —  Bjiarogapn H3BecTH0My npegBapHTejibHOMy OTaeaenmo >khphhx  khcjiot —  gaeT  
Jiymuee noH iiM araie KanecTBeHHoro cocTaßa cmcch >KnpHbix khcjiot. 3T0ÍÍ p e a ii  npHiweHH- 
Jiiicb (JtpaKHiionpoBanne cbhhuobocojihhhm cnupTOM w KapßaMHgOM, OKHCJieHHe nepMaHra- 
HaTOM KajiHH H oöpaöoTKa napaMH ocmhcboi o aHruapn^a.

TaŐAuqa: HaiiHbie ((jpaKHiiOHiipoBaHiiH cbhhuoboco.tohmm cnupTOM

PAPIERCHROMATOGRAPHIE KOMPLIZIERTER FETTSÄURE-
MISCHUNGEN

Tibor Farkas und Sándor Herodek 

Z u s a m m e n f a s s u n g

Die Verfasser haben die Wirkung des Petroleumgehaltes von chromatographi
schem Papier auf den Rf-Wert von Fettsäuren untersucht. Geringerer Petroleumgehalt 
führte zum Ansteigen .des Rf-Wertes.

Bei der Untersuchung von Fettsäuremischungen komplizierter Zusammenstellung 
haben sie eine Methode ausgearbeitet, welche durch gewisse, vorherige Separation der 
Fettsäuren besseren Einblick in die qualitative Zusammensetzung der Fettsäuremischun
gen ermöglicht. Zu diesem Zweck verwendeten sie die bleisauer-alkoholische und Karba- 
mid-Fraktionierung, die Kaliumpermanganat-Oxydation und eine Behandlung m it 
Osmiumtetroxyd dunsten.

Tabelle. Daten bezüglich einer bleisauer-alkoholischen Fraktionierung

14 Tihanyi Évkönyv
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