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DIE TRENNUNG VON GESATTIGTEN, ALIPI-IATISCEIEN MONOCARRON- 

SliUREN AUF CELLULOSESCHICHTEN 

Zur Trennung von g&i.ttigten, aliphatischen Monocarbonsauren ist eine Reihc 
von papierchromatographischen Methoden bekannt 1. Es war naheliegend, die schnel- 
lere und empfindlichere Diinnscl~icl~tcl~romatograpl~ie hierfiir ebenfalls heranzuziehen 
und es fehlt in dieser Richtung such nicht an Versuchensg”, doch gelang auf den ver- 
wendeten Kieselgelschichten lceine Auftrennung von Ameisen- und Essigskre3. 

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der dtinnschichtchromatographi- 
schen und elektrophoretischen Trennung von kurzkettigen, gesattigten, aliphatischen 
Monocarbonsauren auf Celluloseschichten, wobei die fltichtigen Sauren vor der Auf- 
trennung entweder in ihre Ammoniumsalze oder nach Veresterung in die entspre- 
chenden Hydroxamate tibergeftihrt werden. 

TRENNUNGDERhMMONIUTvlSRLZE 

Glasplatten vom Format 20 x 20 cm oder 20 x IO cm wurden mit Cellulose 
MN 300, ohne Gipszusatz, der Firma Macherey, Nagel & Co., Dtiren, beschichtet. Die 
wasserigen L&xtngen, die pro 1~1 je 3-5 Fig der aufzutrennenden SZxtren enthielten, 
wurden vor dem Auftragen ,auf die Celluloseschicht mit Ammoniak neutralisiert. 
Von den zahlreichen verwendeten ammoniakhaltigen Fliessmitteln erwiesen sich die 
folgenden zur Trennung der niederen Fetts&nen als besonders geeignet (Tabelle I 
und Fig. I) : 

Fliessmittel I : ?z-Propanol-Ammonialc-Wasser (g : I : z), 
Fliessmittel z : Isopropanol-Ammoniak-Wasser (g : I : z), 

Fhessmittel 3 : Ethanol-Ammoniak-Wasser (80 : 4: 16). 

Als Nachweisreagens wurde eine Losung von 25 mg l3rompl~enolblau und 
IOO mg Citronenskrc in IOO ml eines Gemisches von Aceton-Wasser (g : I) verwendet. 
Die Ammoniumsalze der Carbonsauren erscheinen als blaue Flecke auf hellgelbem 
Untergrund und es lassen sic11 auf den Cellulosescl~icl~ten auf diese Art und Weise 
noch 2-3 ,ug der einzelnen Sauren nachweisen. Vor dem Besprtihen mtissen die Dtinn- 
schichtplatten etwa eine halbe Stunde lang in einem warmen Luftstrom getrocknet 
werden, urn die Ammonialcreste des Fliessmittels zu entfernen, die den Nachweis 
stiiren wiirden. Von einer Trocknung der Platten im Troclcenschrank ist abzuraten, 
da bei hoheren Temperaturen eine Zersetzung der Ammoniumsalze der Carbonsauren 
erfolgen kann. 

* Loiter: Dr. 1-I. H. ~MAYR. ' 
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TABELLE I 
&t-WERTE* DER AMMONIUMSALZE AUF CELLULOSESCHICH’.Cl%N 

Amcisensiiurc 
Essigs&urc 
wl?ropions~ure 
?I.-Buttcrs~urc 
w-ValcriansS.urc 

nii?znsckicktcJ~vonzalograplcie l?Z&tro~Jtovcse 

Flisssmittel Fliessmittcl Fliessmittel 0.5 Ad 
I 2 3 WN,) &O, 

0.93 0.gG 0.gS 1.45 
1.00 I.00 1.00 1.00 

I .2G I.19 1.14 0.84 
I .47 I .3s 1.24 0.71 
1.02 1.54, I.34 0.65 

-- 

’ R,Q = 
Wanilcrungsstreclce clcr Analyscnsubstanz 

Wanclcrungsstrccltc cles Essigs&wcclcrivatcs * 

Wie aus Fig. L zu ersehen ist, gelingt in keinem der drei Fliessmittel eine zu- 
friedenstellende Trennung von Ameisen- und Essigs2iure. Die gleichen Schwierig- 
keiten ergaben sich such bei der Trennung von Ammoniumformiat und -acetst 
mittels l?apiercl~romatograpl~ie 1 bzw. Dtinnschichtchromatographie auf Kieselgel- 
schichten3. Es wurde daher untersucht, ob die Mijglichkeit einer elektrophoretischen 
Trennung der beiden ersten Glieder der Fetts5urereihe auf Celluloseschichten besteht. 

Die elektrophoretischen Untersuchungen wurden mit Nilfe einer Elektropho- 
reseapparatur nach WIELAND UND PFLEIDERER Q durchgefiihrt, doch kann daftir 
prinzipiell jedes El&trophoreseger&.t verwendet werden, das eine kiihlbare Aufl age- 
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Fig. 2 

Fig. I. l~iinnschicl~tcl~ro~nato&raphiscl~~ Trcnnung clcr Ammoniumsnlzc. (a)., w-Propanol-Ammo- 
nialc-Wasscr (r~ : I : 2) ; (b) Isopropanol-Ammonialc-Wrtsscr (g : I : 2) ; (c) Athanol-Ammoniak- 
Wasscr (So: 4: IG). I = Amciscr&urc, 2 = EssigsSurc, 3 = 9z-PropionsSurc, 4 = n-E3uttersSure, 
5 = n-Valcrinns~ure, 

Fig. 2. Dtinnscl~ichtclelctrophorctiscl~c Trcnnung clcr AmI~oniumsalzc. 0.5 M Ammonium- 
carbonatlbsung,, 30 V/cm. I = AmeiscnsKurc, z = Essigsgurc, 3 = It-Propionsfiurc, 4 = n.- 
ButtersBure, 5 = n-ValcriansSurc. 
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flachc fur das Tr;igcrmaterial besitzt und das Anlegen von Spannungen bis etwa 
IOOO V geststtet. Die rnit Cellulose MN 300 beschichtetcn Glasplatten vom Format 
zo x 20 cm oder 20 x IO cm wurden mit dem Puffer, in dem die Elektrophorese aus- 
geftihrt wurde, besprtiht und nach Auftragen des Substanzgemisches auf die gektihlte 
Auflagefl ache der Elektrophoreseapparatur gelegt. Die Trggerschicht wurde durch 
Filterpapier- oder Leinenstreifen, deren auf der Schicht aufliegende Enden in Cello- 
phanfolien eingeschlagen wurden, mit den puffergeftillten Elektrodengef&sen ver- 
bunclen und mit einer Glasplatte geeigneter Grtisse tiberdeckt. 

Die besten Trennergebnisse wurden mit einer 0.5 M Ammoniumcarbonat- 
l&sung erhalten, in der die Ammoniumsalze der Carbonsauren nach Anlegen des 
elektrischen Feldes zur Anode wandern. Die Trenndauer betrug bei dinem Spannungs- 
gefalle von 25-30 V/cm etwa 45 Min. (Tabelle I und Pig. 2). Nach der Elektrophorese 
wurden die Dtinnschichtplatten wie vorhin beschrieben getrocknet und mit der 
citronensauren Bromphenolblaul6sung besprtiht. Die untere Nachweisgrenze liegt 
fiir die einzelnen Carbonsauren bei 2-3 pg. , . 

Wie Fig. 2 zeigt, gelingt mit Hilfe der Dtinnscl~icl~telektrophorese auf Cellulose- 
schichten die Trennung von Ameisen-, Essig- und n-Propionsaure sehr gut. Die 
Wanderungsgeschwindigkeiten von qz-Butters&ne und +Valeriansaure sind dagegen 
einander so &hnl.ich, class unter den angegebenen Redingungen keine zufriedenstel- 
lende Trennung dieser beiden Carbonsguren erreicht werden kann. 

Z7fleidimensionale Trennwg 
Da mittels Dtinnschichtelektrophorese eine einwandfreie Auftrennung der 

Ammoniumsalze von Ameisen- und Essigsaure gelingt und die nachsten Glieder der 
homologen Reihe dtinnschichtchromatographisch getrennt werden kcnnen, war an- 
zunehmen, dass durch Kombination der beiden Methoden eine vollstandige Auf- 
trennung von Gemischen der geradkettigen, gesattigten C,-C, Monocarbons5uren 
erreicht werden kann. 

Auf cellulosebeschichteten Glasplatten vom Format 20 x 20 cm wurde punkt- 
fijrmig das Substanzgemisch, das 10-40 ,ug von jeder Saure enthielt, aufgetragen und 
in der I. Richtung entweder in N-Propanol-Ammoniak-Wasser (g : I :2) oder Isopro- 
panol-Ammoniak-Wasser (g : I : 2) aufsteigend diinnschichtchromatographisch ent- 
wickelt, bis die Fliessmittelfront fast den oberen Plattenrand erreichte. Es wurde 
dann etwa 30 Min. lang in einem warmen Luftstrom zwischengetrocknet und hierauf 
die Dtinnschichtplatte vorsichtig mit der 0.5 M Ammoniumcarbonatlijsung besprtiht. 
Sodann wurde in der 2. Richtung unter den oben angegebenen Bedingungen elektro- 
phoretisch aufgetrennt, die Platte im Warmluftstrom getrocknet und die Ammonium- 
salze der Carbonsauren mit citronensaurer Bromphenolblaul6sung nachgewiesen. 

Wie aus Fig. 3 zu ersehen ist, gelingt auf diese Art und Weise die vollstandige 
Trennung der ersten fiinf Glieder der Fettsaurereihe. 

TRENNUNG DER WYDROXA&IATE 

Die Carbonsguren konnen bekanntlich nach Umwandlung in ihre Methylester 
durch Reaktion mit einer methanolischen L&sung von Hydroxylaminhydrochlorid 
in die entsprechenden Hydroxamate iibergeftihrt werden. Stir die dunnschicht- 
chromatographische Trennung der Hydroxa.mate der ersten ftinf Glieder der Fett- 
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nung durch die vom Fliessmittel aus der Celluloseschicht herausgelosten und mit der 
Front wandernden Verunreinigungen zu vermeiden. Aus diesem Grunde wurden die 
Diinnschichtplatten vor dem Auftragen der Substanzgemische in dem entsprechenden 
Fliessmittel entwickelt, bis die Front den oberen Plattenrand erreicht hatte und die 
Platten anschliessend bei 80 O getrocknet. 

Fig. 4 zeigt, dass nach Uberftihrung der Carbonsauren in die entsprechenden 
Wydroxamate die di..innscl~icl~tchromatograpl~ische Auftrennung der ersten ftinf 
Glieder der Fettsaurereihe auf Celluloseschichten keinerlei Schwierigkeiten bereitet. 
Es ist auf diese Art und Weise also such eine Trennung von Ameisen- und Essigsaure 
moglich, was bei der Trennung der Ammoniumsalzer nur mit Hilfe der Elektrophorese 
gelingt. 

ZUSAMMENPASSUNG 

Es wird die Auftrennung von gesattigten, aliphatischen Monocarbonsauren 
auf Celluloseschichten beschrieben. Werden die fliichtigen Sauren in ihre Ammonium- 
salze tibergeftihrt, so lassen sich Ameisensaure und Essigsaure mit Hilfe der Diinn- 
schichtchromatographie nicht trennen und es miissen zur vollstandigen Auftrennung 
der ersten ftinf Glied.er der homologen Reihe Dtinnschichtchromatographie und 
Elektrophorese kombiniert werden. Nach Umwandlung in die entsprechenden Hy- 
droxamate lcijnnen alle C,-C, Monocarbonsauren diinnschichtchromatographisch von- 
einander getrennt werden. 

SUMMARY 

The separation of saturated, aliphatic monocarboxylic acids on cellulose layers 
is described. For complete separation of the ammonium derivatives of C,-C, carbo- 
xylic acids combination of thin-layer chromatography and electrophoresis is necessary, 
while separation of the hydroxamates is possible by thin-layer chromatography only. 
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