
2986 HELVETICA CHIMICA ACT!. 

330. Trennung komplizierter Fettsauregemische durch 
Chromatographie an Silbernitrat-haltigem Silicagell) 
von Heribert Wagner, Jean-Daniel Goetschel und Peter Lesch 

(4. XI. 63)  

Die Trennung der gesattigten von den ungesattigten Fettsauren mit Hilfe des 
Rleisalzverfahrens oder der Tiefkiihlkristallisation hat sich bei gas-chromatogra- 
phischer Kontrolle als unvollstandig erwiesen. Neuerdings erzielt man durch Chro- 
matographie von Quecksilberaddukten sehr gute Ergebnisse 2-4). Leider sind diese 
Verfahren zeitraubend und bei Routineuntersuchungen nicht immer sehr gut repro- 
duzierbar. Einen wesentlichen Fortschritt brachte die Chromatographie an mit 
Silbernitrat impragniertem Kieselge15). Wir haben diese Methode auf die Trennung 
verschiedener Fettsauregemische biochemischer Bedeutung angewandt. In den Li- 
piden des Gehirns enthalten vor allem die Cerebroside neben den normalen gesat- 
tigten und ungesattigten Fettsauren auch solche mit einer Hydroxylgruppe. Bis 
jetzt trennten wir die vier sich daraus ergebenden, strukturell verschiedenen Fett- 
saurereihen folgendermassen auf : Abtrennung der hydroxylhaltigen von den nicht- 
hydroxylierten Fettsaure-methylestern durch Chromatographie an einer Silicagel- 
saule unter nachfolgender Isolierung der gesattigten bzw. ungesattigten Fraktionen 
iiber die Quecksilberacetataddukte 2, 6). Diese vier Fraktionen erhalten wir jetzt an 
einer mit 10% AgNO, versehenen Silicagelsaule in einem Arbeitsgang. Als Elutions- 
mittel diente Chloroform, bei dem wir mittels eines Gradienten die Konzentration 
von Ather auf maximal 10% erhohten. 

Tabelle 1 gibt die Resultate ~7on vier Versuchen. Die Reihenfolge der Elution 
ist folgende : Gesattigte unsubstituierte, ungesattigte unsubstituierte, hydroxylierte 
gesattigte und liydroxylierte ungesattigte Fettsaure-methylester. Die Ausbeute 
betrug 97% der angewendeten Menge. Wir sammelten Fraktionen zu je 10 ml und 
bestimmten die Grenzen der einzelnen Gruppen mittels Diinnschichtchromato- 
graphie an Silbernitrat-haltigen Silicagelplatten. Die gas-chromatographische Analyse 
zeigte nur noch geringfiigige Verunreinigungen der einzelnen Fraktionen unter- 
einander (Tab. 2). 

Ein weiteres Problem ergab sich bei Untersuchungen iiber den Stoffwechsel der 
Stearolsaure. Interessanterweise verhalt sich diese Substanz gas-chromatographisch 
an einer Bernsteinsaure-Athylenglykol-Polyester-Kolonne fast wie Linolensaure. 
Die Retentionszeiten der beiden Methylester sind so wenig verschieden, dass man 
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z, Y .  I<ISHINOTO & K. S. RADIN, J .  Lipid Res. 1, 72 (1959). 
3, E. JANTZEN & H. ANDREAS, Angem. Chem. 70, 656 (1958). 
4, E. JAXTZES R: 13. ANDREAS, Chcm. Ber. 94, 628 (1961) ; H. B. \\'HITE & I;. \V. QUACICENBUSCH, 

J. Xmer. Oil Chem. Soc. 39, 511 (1962). 
5, R. DE VRIES, Chemistry & Ind. 1962, 1049; J .  Amcr. Oil Chcm. SOC. 110, 184 (1063); L. J. 

MORRIS, ibid. 1962, 1238. 
6 ,  I<. BERNHARD & W. PEDERSEN, €Ielv. 46, 2363 (1963). 
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Tabelle 1. Auftrennung etnes Testgemisches und van Cerebrosadfettsaure-methylestern 
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Hirnregion Losungsmittcl 
100mlCHC1, + 

Test- Grosshirn Zwischen- Rauten- CHCl, : Ather 
gemisch Rinde Mark hirn hirn 9:  1 

aufgetragen mg 106 74 85 91 95 ml 

Fraktion 1 *) 30 12 16 16 16 50-130 
Fraktion 2 16 1 3  22 21 25 140-170 
Fraktion 3 44 22 20 23 27 180-200 
Fraktion 4 13 25 24 28 24 240-300 

wiedergefunden mg 103 72 82 88 92 
wiedergefuntlen 94 97 97 97 97 97 

*) I'raktion 1 = unsubstituicrte-gesattigte Fraktion 3 = hydroxy-gesattigte 
Fraktion 2 = unsubstituierte-ungesattigte Fraktion 4 = hpdroxy-ungesattigte 

Tabelle 2. Gas-chromatographische Analyse einzelner Fraktionen 

Fraktionen 

Vettsaure- 1 2 3 4 Fettsaure- 
methyl- methyl- 
ester Test- Cere- Test- Cere- Test- Cere- Test- Cere- ester 
unsubst. gem. bros. gem. bros. gem. bros. gem. bros. subst. 

14:O 
16:O 
17 :O  
18:O 
20:o 
22:o  
23:O 
24:O 
25:O 
26:0  
l 6 : l  
17 :1  
18:1 
20:1 
22:1  
23 : 1 
24:1  
2.5 : 1 
2 6 : l  

l , o  0,90 
9,5 14,s 
2,l  

70.1 49,3 
1 ,4  1,6 
0.7 3,3 
1 ,3  6,1 

13,7 16,5 
6,1 
13 

bei der Chromatographie eiiies Gemisches nur einen Hiigel erhalt. Diinnschicht- 
chromatographie an Platten von IGeselgel mit 10% Silbernitrat ergab aber einen 
ahnlichen Rf-Wert fur den Stearol- wie fur den Olsaure-methylester. Wir haben nun 
diese Ergebnisse auf eine Silicagelsaule mit 10% Silbernitrat iibertragen und er- 
hielten nach Elution mit Athylenchlorid und Mischungen desselben mit Ather in 
der ersten Fraktion die gesattigten Fettsaure-methylester, in der zweiten Fraktion 
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die Monoensaure- und den Stearolsaure-ester und in der dritten Fraktion mit reinem 
Ather alle Methylester mit mehr als einer Doppelbindung. Tabelle 3 gibt die Resultate 
der Trennung eines Gemisclies von Stearolsaure- und Leinolfettsaure-estern. Tabelle 4 
enthalt die entspreclienden gas-chromatographischen Analysenwerte. Da in Fraktion 
2 nicht einmal eine Spur von Linolsaure nachweisbar war, kann in derselben 
auch lteine Linolensaure vorhanden sein - dies bedeutet, dass die anstelle der 
Linolensaure im Gas-Chromatogramm auftretende Stearolsaure rein ist. Das 
glciche gilt fur die Linolensaure; da in Fraktion 3 keine Olsaure und daniit auch 
keine Stearolsaure enthalten ist, so muss der Hiigel der Linolensaure in Fraktion 3 
aus letzterer bestehen. 

Tdbelle 3 .  Trennung von Stearol- und Linole~zsaure-nzelh3,IEster an e i n e v  7096 Silbewzitrut enthaltendeiz 
Silicagelsaule 

Methylester von 

Stearol- Leinolfett- 1 + 2 1 + 2  Losungs- 
saure (1) saurc (2) mittel 

aufgetragen mg 54,O 104,O 97,4 94,o 

Fraktion 1 0 s  9,0 5 3  7 5 m l I * ) +  
75 ml I-1 % I1 

Fraktion 2 52,7 13,7 54,7 58,4 22OmlI-l yo I1 
Fraktion 3 3,0 80,s 40,s 36,3 150 ml I1 

wiedergcfundcn in mg 56,l 103,2 101,3 94,7 
wiedergcfunden in yo 103 99 103 101 

*) I Athylenchlorid, I1 Athylather 

Tabelle 4. Gas-chromatograPhische A~?,alyse tier einzelvlen Fraktioneiz 

Fcttsaure- Stcarolsaure- Leinolfettsaurc- I + I I  I + I1 
inethylester inethylester (1) methylester (11) 

Frakt. Frakt. Frakt 

Frakt. 2 1 2 3 1 2 3 1 + 2  3 

14.0 
1 G : O  
17:O 
18.0 
20:O 
IX:l 

18 :3  
 in:^ 

1s;  1 

3,9 
57,s 1,8 

0,6 
37,l 

1 , O  
98,2 

18,7 
81,3 

993  

10,7 6,5 
20,G 18,0 
79,4 82,1 

88,s  88,7 

Experirnentelles. - Hevstellziizg dev Sazderz/ullzwzg: 1 kg Silicagel MERCK O,05 -O,3 mm fur 
Chromatographie wird in einem Stutzen mit konz. Salzsaure unter Riihren bcdcckt, iiber Xacht 
stehengclasscn, darauf clreirnal mit Wasser abdekantiert, auf cine Nutsche gebracht, mit dest. 
1Vasscr neutral gewaschen, mit 1 1 Methanol von tler Hauptmenge des Wassers befreit und 12 Std. 
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bci 120" getrocknet. 35 g dieses gereinigten Materials werden rnit 7 g einer 50-proz. Silbernitrat- 
losung versetzt, 5 Min. geschiittelt und dann 4 Std. bei 120" gctrocknct. Langc der Saulc: 50 cm, 
innerer Durchmesser: 18 mm. Zum Schutze gegen Licht wurde die Saule mit i\luminiumfolie um- 
wickelt . 

Chromatographie: A) Trennung substituiertcr nnd normaler gesattigter und ungesattigter 
Fettsauren. Die obige Menge reicht fur eine Saulc. Das Einfiillen und Spiilen geschah rnit Chloro- 
form. Um cinen Konzentrationsgradienten zu erhalten, haben wir eimn Iiolben mit Magnetruhrer, 
Tropftrichter und Verbindungsrohr der Saule vorgeschaltet. Der Kolben enthalt zu Bcginn 100 ml 
Chloroform; durch den Tropftrichter laisst man das zweite Losungsmittcl, in unscrem Fallc Chloro- 
form: Ather 9:  1 zufliessen. Die Mengen sind aus Tabelle 1 ersichtlich. 100 mg Mcthylcstergemisch 
lassen sich auf diese Weise noch gut auftrennen. Die Saulen regenerieren wir mit reinem Chloro- 
form, so class sic wiedcrholt vcrmendbar sind. 

B) Trennung von Steavol- nnd Linolensuurernethylester. Die Fiillung der Saule crfolgt wic unter 
A, aber rnit bthylenchlorid. Letzteres dient auch als Losungsmittel fur den Beginn dcr Elution; 
danach folgen Athylenchlorid : Ather 9 :  1 und reiner bther (Tab. 3). 

C) Die Du?znschichtchrornatographie fiihrten wir nach STAHL durch'). Laufmittel : Chloroform : 
dther 9 :  1. Sichtbarmachung der Flecken: durch ultraviolettes Licht nach Respriihen der Platten 
rnit einer 0,05-proz. Losung von Rhodamin B in 50-proz. wasserigem Athanol. 

Wir danken dem SCHWEIZERISCHEN NATIONALFONDS fur die finanzielle Unterstiitzung dieser 
Arbeit. 

SUMMARY 

Column chromatography on silicagel impregnated with 10% silver nitrate 
results in a good resolution of a complex mixture of fatty acid methyl esters. Examples 
are shown for separation of (a) saturated, unsaturated and monohydroxylated and (b) 
liiiolenic and stearolic esters. 

Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Base1 
- 

7, E. STAHL, Chemikerzeitg. 82, 323 (1958). 

331. Recherches sur la formation et la transformation 
des esters XLVIII') 

Sur la prkparation de monoesters phosphoniques d'amino-alcools 
et sur leur quaternisation 

par Emile Cherbuliez, A. Gabbai, M. Gowhari et J. Rabinowitz 

(15 VIII 63) 

Les oxydes (anhydrides) phosphoniques rkagissent facilement avec les alcools, 
pour donner cxclusivement les monoesters phosphoniques correspondants z ) .  Rvec lcs 
alcools sensibles B l'aciditk libkrke par cette rkaction (alcools tertiaires, terpkniques, 
etc.), il faut travailler en prCsence de base tertiaire3), quoique ceci diminue en soi la 
vitesse de l'alcoolyse de la fonction P-0-P4). 

XLVIIe communication: Helv. 46, 2464 (1963). 
*) E. CHERBULIEZ, BR. BAEHLER, F. HUNKELER & J.  RABINOWITZ, Hclv. 44, 1812 (1961). 
3, E. CHERBULIEZ, G. WEBER, A. YAZCI & J. RABINOWITZ, Hclv. 45, 2652 (1962). 
4, E. CHERBULIEZ, BR. BAEHLER & J.  RABINOWITZ, Helv. 44, 1820 (1961). 




