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ПРЕПАРАТИВНОЕ ВЫДЕЛЕНИЕ МЕТИЛАРАХИДОНАТА
МЕТОДОМ ЖИДКОСТНОЙ КОЛОНОЧНОЙ ХРОМАТОГРАФИИ

Арахидоновая кислота, эйкоза-^мс-5,8,11,14-тетраеновая кислота (далее
20:4), является субстратом в биосинтезе биологически активных соеди-
нений - простагландинов (ПГ). Она в небольших количествах содер-
жится в живом организме в составе липидов, например, в липидах над-
почечников ее содержание не превышает 3—8%. Для выделения 20:4
кислоты высокой степени чистоты требуется ряд операций: выделение
смеси липидов из ткани с последующим гидролизом, обогащение полу-
ченной смеси свободных жирных кислот целевым продуктом методом
низкотемпературной кристаллизации и окончательная очистка получен-
ного концентрата арахидоновой кислоты хроматографическими мето-
дами [l_3].

В настоящей работе предложен модифицированный на основе [4] пре-
паративный способ для разделения концентрата 20:4 кислоты (получен-
ной путем низкотемпературной кристаллизации) в виде метиловых эфи-
ров на силикагеле, импрегнированном нитратом серебра.

Экспериментальная часть

Хроматографирование проводилось в стеклянной колонке, снабженной рубашкой для
термостатирования. В колонку вводился в виде суспензии в ацетоне предварительно
активированный в течение 10 ч при 120 °С силикагель. После оседания силикагеля со-
держимое колонки промывалось под давлением инертного газа 0,1 кг/см2 500 мл аце-
тона и 500 мл ацетонитрила. Колонка, защищенная от света, импрегнировалась 10%-ным
раствором нитрата серебра в ацетонитриле (скорость 0,5—0,6 мл/мин). Импрегниро-
ванный силикагель промывался 150 мл диэтилового эфира (ДЭЭ), 400 мл смеси ДЭЭ и
ч-гексана (1:1), а затем 1000 мл ч-гексана, После этого в колонку вводилось 25 г
метилированного концентрата в гексане, и колонка подвергалась термостатированию в
течение 1 ч.

Хроматографирование проводилось при избранной температуре колонки со смесью
ч-гексан —ДЭЭ (градиент ДЭЭ o—loo%0 —100% об.) под избыточным давлением инертного
газа 0,1—0,2 кг/см2. Фракции (скорость B—lo мл/мин) отбирались по 500 мл, раствори-
тель выпаривался из элюата в ротационном испарителе под вакуумом при 35°. Фракции
анализировались методом ГЖХ на хроматографе Хром-4.

Обсуждение результатов

Разделению подвергались смеси эфиров кислот, содержащие 40—65%
метиларахидоната (рис. 1). При помощи эталонных соединений были
идентифицированы пики эфиров 16:0, 18:1, 18:2, 18: 3, 20:0, 20:4
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Рис. 1. Газовая хромато-
грамма исходного кон-
центрата метиларахидо-
ната (содержание основ-
ного компонента 65%).
Цифры у пиков указы-
вают количество атомов
углерода и двойных свя-
зей в молекуле кислоты.
Условия анализа; колон-
ка 350X0,3 см, жидкая
фаза —3% поли-1,4-
бутандиолсукцината на
хезасорбе AW-HMDS
(0,25—0,36 мм), темпера-
тура колонки 220 °С, газ-
носитель гелий, вход-
ное давление 1,2 кг/см2 ,

пламенно-ионизационный
детектор.

кислот. По удерживанию эфиров в газохроматографической колонке и в
колонке с А§+-силикагелем установлены пики эфиров 20:3, 20:5, 22:4
и 22 : 5 кислот.

На разделительную способность колонки, зависящую от устойчиво-
сти комплекса Ag+—элюат, существенное влияние оказывает также тем-
пература колонки и полярность элюента. Результаты экспериментов
показали, что при низкой температуре колонки (0°) следует использо-
вать более полярный состав элюата н-гексан—ДЭЭ, при температуре
колонки 15° менее полярный элюент. Поэтому препаративное разде-
ление обычно проводится при температуре 15° в этом случае не тре-
буется холодильной установки и меньше расход ДЭЭ.

В комплексообразовании с Ag+ участвуют все кратные связи элюа-
та [ s], поэтому разделение эфиров жирных кислот происходит за счет
различия в степени насыщенности в разделяемых молекулах (рис. 2).
Эфиры с одинаковым числом кратных связей элюируются одновременно,
несмотря на разницу в длине углеродной цепи.

При введении в колонку 25 г разделяемой смеси было выделено 10,8 г
метиларахидоната (чистота не менее 96,9%) 83% от его исходного
количества в концентрате. Фракции, в которых содержание целевого ве-
щества ниже требуемого (75 —90%), подвергались повторному хромато-
графированию. Общие потерн метиларахидоната не превышали 1,5%,
при этом они не связаны с хроматографическим процессом.

В выделенном продукте содержится ничтожное количество эфиров
18:1 и 18:2 кислот. Следы эфира 18:3 кислоты и сопряженных струк-
тур (по данным УФ-спектра) обнаружены не были. Спектр ЯМР 13С
полученного метиларахидоната приведен на рис. 3.*

Показателем чистоты полученного метиларахидоната является сте-
пень разделения эфиров 20:3 и 20:4 кислот, так как их соотношение

* Спектры снимались в секторе физики Института кибернетики АН Эстонской ССР.
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Рис. 2. Элюирование компонентов концентрата метиларахидоната (45%) из
А§ + -силикагелевой колонки (Л) и состав элюента {Б).

Рис. 3. Спектр ЯМР 13С выделенного метиларахидоната (спектрометр WH-90; раство-
ритель дейтерированный хлороформ; сдвиги ядер относительно тетраметилсилана).
Цифры у пиков обозначают число атомов углерода, начиная с карбоксильной группы.
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определяет соотношение продуктов биосинтеза ПГ Е\ иПГ Е2 . В опти-
мальных условиях опыта эта пара разделяется достаточно глубоко
(рис, 2).

Таким образом, примерно 170-кратное увеличение масштаба разде-
ления искусственно составленной смеси эфиров кислот [4] позволяет пре-
паративно выделить из обогащенной смеси эфиров липидных кислот
достаточно чистый метиларахидонат.

Вывод

Разработан препаративный метод выделения чистого метиларахидоната
из обогащенной смеси липидных кислот путем жидкофазного хромато-
графирования на колонках, содержащих импрегнированный нитратом
серебра силикагель.
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A. JAGO MAGI. Ü. LILLE. T. SAKS

METÜÜLARAHIDONAADI PREPARATIIVNE PUHASTAMINE
VEDELIK-KOLONNKROMATOGRAAFI AMEETODIL

On esitatud arahidoonhappe kontsentraadi puhastamise meetod, mille puhul kontsentraati
kromatografeeritakse metüülestrina hõbenitraadiga immutatud silikageeli kolonnis ning
elueeritakse n-heksaai Aia dietüüleetri seguga, tõstes viimase sisaldust astmeliselt.

A. JAGO MAGI, Ü. LILLE. T. SAKS

PREPARATIVE SEPARATION METHOD OF METHYLARACHIDONATE
BY LIQUID COLUMN CHROMATOGRAPHY

The mixture of methyl esters of higher fatty acids concentrated relative to the arachidonic
acid methyl ester was separated by a column chromatography method on Ag+-silicagel.
Elution succeeded at O°C or at +IIS°C under the pressure of fcg/om 2

, using stepped
gradient of ethyl ether in the hexane. A purity of 96—97% of methylarachidonate• was
achieved.
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	Рис. 1. Зависимость рассчитанных по уравнениям (1), (2) [Р] от ki, Значения Р в мг/г синтетазы рассчитаны при к2= 100 (Л) и [Р]< от t при указанных на кривых значениях ki (Б).
	Рис. 2. Зависимость v 0 на первой ступени синтеза от времени активации. Значения v 0 рассчитаны из суммарного выхода ПГ Е2 на четырех последовательных ступенях синтеза с учетом распределения продукта по ступеням и времени (см. рис. 3).
	Рис. 3. Зависимость выхода ПГ Е2 от времени окисления в последовательных циклах работы синтетазы (неокрашенные точки слева; номера на кривых указывают очередность циклов) и инактивация синтетазы в циклах (темные точки справа). О и A(D) две партии арахидоновой кислоты. Условия работы активированной синтетазы: 75 мг/мл, ЭДТА-буфер 30 мМ, субстрат (5) 3,4 мМ, глутатион 2 мМ, гидрохинон 0,5 мМ, температура 32 °С. Пунктиром обозначена временная зависимость количества ПГ Е2 на первой ступени синтеза при [s]o = 4,2 мМ (вверху) и 2,5 мМ (внизу).
	Рис. 4. Кривые элюирования ПГ Е2 (а, б) иПГ Р2а (в) из колонок с силикагелем; а первая ступень очистки, элюент хлороформ—метанол; б вторая ступень очистки, элюент гексан—этиловый эфир уксусной кислоты; в вторая ступень очистки, элюент тот же, что в б.
	Рис. 5. Спектр ЯМР13С ПГ £2- Спектрометр WH-90, растворитель дейтерированный хлороформ, сдвиги относительно тетраметилсилана. Цифры у пиков обозначают число атомов углерода, начиная с карбоксильной группы.
	Рис. 6. Спектр ЯМР13С ПГ F2a (в деитернрованном метаноле).
	Рис. 1. Газовая хроматограмма исходного концентрата метиларахидоната (содержание основного компонента 65%). Цифры у пиков указывают количество атомов углерода и двойных связей в молекуле кислоты. Условия анализа; колонка 350X0,3 см, жидкая фаза —3% поли-1,4- бутандиолсукцината на хезасорбе AW-HMDS (0,25—0,36 мм), температура колонки 220 °С, газноситель гелий, входное давление 1,2 кг/см2, пламенно-ионизационный детектор.
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	Рис. 2. Элюирование компонентов концентрата метиларахидоната (45%) из А§+-силикагелевой колонки (Л) и состав элюента {Б). Рис. 3. Спектр ЯМР13С выделенного метиларахидоната (спектрометр WH-90; растворитель дейтерированный хлороформ; сдвиги ядер относительно тетраметилсилана). Цифры у пиков обозначают число атомов углерода, начиная с карбоксильной группы.
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	Fig. 1. Dependence of esterase activity of immobilized trypsin on the binding time: I Sp-CN (Spheron P-1000, activated with TCI), 2 Sp-ACN Spheron P-1000, activated with DCT).
	Fig. 3. Dependence of esterase activity of immobilized trypsin on pH of the medium: 1 Sp-CN, 2 Sp-ACN.
	Fig. 2. Dependence of esterase activity of Spheron-bonded trypsin on the amount of the enzyme and on the degree of HM.G substitution (according to the chlorine content): I—3 Sp-ACN, 4 Sp-CN.
	Fig. 4. Dependence of esterase activity of immobilized trypsin on the chlorine content of Spheron.
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	Fig. 6. Esterase activity. pH optimum of Spheron with trypsin.
	Fig. 5. Dependence of the relative esterase activity of Spheron P-1000 with immobilized trypsin on the amount of the bound trypsin.
	Рис. 1. Зависимость радиационного выхода G(—БП) от исходной концентрации при разных мощностях дозы облучения: 1 0,45; 2 0,55; 3 0,60; 4 0,65; 5 0,80; 6 0,86; 7 1,22; 8 1,4 и 9 1,7 Мрад/н.
	Рис, 2. Разложение бенз(е) пирена в ацетоне раздельно (У) и совместно с БП (2).
	Рис. 3. Сопоставление кинетических данных двух процессов инициированного окисления (фотолиз и радиолиз). Нумерация соединений по табл. 1.
	Рис. 1, Состав я-парафинов, выделенных из слоев кукерсита А, В, D и £ и асфальтита В.
	Рис. 2. Состав н-алкилкетонов, выделенных из слоев кукерсита. 1 н-алканоны-2, 2 кетоны с центральным расположением карбонильной группы.
	Рис. 3. Состав жирных кислот, выделенных из слоев кукерсита.
	Рис. 4. ИК-спектры слоя D: 1 суммарный битумоид, 2 алифатические углеводороды, 3 алкилбензолы, 4 полициклические ароматические соединения, 5 кислородные соединения, 6 кислоты.
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	Рис. 1. Распределение н-алканов в однократных гидрогенизатах. Условия гидрогенизации: 1 300°С/50 ат, 2 Э6O °С/50 ат, 3 390 С/оО ат, 4 420 °С/50 ат.
	Рис 2 Распределение w-алканов в ступенчатых гидрогенизатах. 1 Э6O °С/25 ат, 2 Э6O °С/50 аг, 3 390 °С/50 аг.
	Рис. 3. Распределение н-алканов в жидких продуктах деструкции. 1 термическое растворение, 2 конверсия водой, 3 гидрогенизация формиатом, 4 полукоксование.
	Рис. 1. Зависимость коэффициента разложения фосфорита в пробах ДС от продолжительности дозревания. /—7 номера фосконцентрата по табл. 1.
	Рис. 2. Зависимость коэффициента разложения фосфорита в пробах дозревшего ДС от содержания примесей в исходном фосконцентрате. I—71—7 номера фосконцентратов по табл. 1; 75, 80, 85, 90, 95 коэффициенты разложения, %.
	Рис. 1. Изменение показателей процесса экстракции Н3РО4 из фосконцентрата 7 в зависимости от содержания Р2ОS в жидкой фазе при 75 °С (сплошная линия) и 90 °С (пунктир). 1 расход Н+-иона на 100 г растворенного Р2ОS (Ри+), г; 2 коэффициент разложения фосфорита (Кр), %; 3 скорость фильтрации при промывке фосфогипса (№/), м3/м2-ч.
	Рис. 2. Зависимость качественных показателей аммофоса от содержания примесей в применяемой фосфорной кислоте. 1 и 2 содержание, соответственно, усвояемого и водорастворимого Р205 в опытных образцах аммофоса. Горизонтальные линии обозначают минимальное содержание усвояемого (сплошная линия) и водорастворимого (пунктир) Р205 в аммофосе по ГОСТ 18918-73 для марок «А» и «Б».
	Рис. 3. Зависимость качественных показателей аммофоса от содержания примесей в исходном фосфорите. (Обозначения см. на рис. 2).
	Рис. 4. Зависимость суммарного содержания питательных элементов (ПЭ) в нитроаммофоске от содержания примесей в применяемой фосфорной кислоте. Горизонтальной линией обозначено минимальное содержание ПЭ в нитроаммофоске по ГОСТ 19691-74.
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