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Zur Trennung von gesittigten, aliphatischen Monocarbonsiduren ist eine Reihe
von papierchromatographischen Methoden bekannt!. Es war naheliegend, die schnel-
lere und empfindlichere Diinnschichtchromatographie hierfiir ebenfalls heranzuziechen
und es fehlt in dieser Richtung auch nicht an Versuchen?.3, doch gelang auf den ver-
wendeten Kieselgelschichten keine Auftrennung von Ameisen- und Essigsiure?,

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der diinnschichtchromatographi-
schen und elektrophoretischen Trennung von kurzkettigen, gesdttigten, aliphatischen
Monocarbonsiduren auf Celluloseschichten, wobei die flitchtigen Sduren vor der Auf-
trennung entweder in ihre Ammoniumsalze oder nach Veresterung in die entspre-
chenden Hydroxamate iibergefiihrt werden.

TRENNUNG DER AMMONIUMSALZE

Diinnschichtchromatographic

Glasplatten vom Format 20 X 20 cm oder 20 X 1o cm wurden mit Cellulose
MN 300, ohne Gipszusatz, der Firma Macherey, Nagel & Co., Diiren, beschichtet. Die
wisserigen Losungen, die pro ul je 3—-5 wg der aufzutrennenden Siduren 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 Fettsiuren als besonders geeignet (Tabelle I
und Fig. 1): ,

Fliessmittel 1: n-Propanol-Ammoniak—-Wasser (g:1:2),

TFliessmittel 2: Isopropanol-Ammoniak—Wasser (9:1:2),

Fliessmittel 3: Athanol-Ammoniak—Wasser (80:4: 16).

Als Nachweisreagens wurde eine Lésung von 25 mg Bromphenolblau und
x00 mg Citronensiure in 100 ml eines Gemisches von Aceton—-Wasser (9:1) verwendet.
Die Ammoniumsalze der Carbonsiuren erscheinen als blaue Flecke auf hellgelbem
Untergrund und es lassen sich auf den Celluloseschichten auf diese Art und Weise
noch 2-3 ug der einzelnen Sduren nachweisen. Vor dem Bespriihen miissen die Diinn-
schichtplatten etwa eine halbe Stunde lang in einem warmen Luftstrom getrocknet
werden, um die Ammoniakreste des Fliessmittels zu entfernen, die den Nachweis
stéren wiirden. Von einer Trocknung der Platten im Trockenschrank ist abzuraten,
da bei hdheren Temperaturen eine Zersetzung der Ammoniumsalze der Carbonsiuren
erfolgen kann, '
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TABELLE I

RS;"VERTE* DER AMMONIUMSALZE AUF CELLULOSESCHICHTEN

Diinnschichichromatographie Elektvophorese

Fliessmittel Fliessmittel Fliessmittel o.5 M

I 2 3 (NH),CO,4
Ameisensiure 0.93 0.96 0.98 1.45
Essigsdure 1.00 1.00 1.00 I.00
n-Propionsdure 1.26 1.19 I.14 0.84
n-Buttersiure 1.47 1.38 1.24 0.71
n-Valeriansiure 1.62 1.54 1.34 0.65

* R Wanderungsstrecke der Analysensubstanz
St =

Wanderungsstrecke des Essigsiurederivates

Wie aus Fig. 1 zu ersehen ist, gelingt in keinem der drei Fliessmittel eine zu-
friedenstellende Trennung von Ameisen- und Essigsdure. Die gleichen Schwierig-
keiten ergaben sich auch bei der Trennung von Ammoniumformiat und -acetat
mittels Papierchromatographie! bzw. Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel-
schichten?. Es wurde daher untersucht, ob die Méglichkeit einer elektirophoretischen
Trennung der beiden ersten Glieder der Fettsdurereihe auf Celluloseschichten besteht.

Diinnschichielekirophorese

Die elektrophoretischen Untersuchungen wurden mit Hilfe einer Elektropho-
reseapparatur nach WIELAND UND PrLEIDERER? durchgefithrt, doch kann dafiir
prinzipiell jedes Elektrophoresegerit verwendet werden, das eine kithlbare Auflage-
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Tig. 1. Diinnschichtchromatographische Trennung der Ammoniumsalze. (a) n-Propanol-Ammo-
niak—Wasser (9:1:2); (b) Isopropanol-Ammoniak-Wasser (9:1:2); (¢) Athanol-Ammoniak-
Wasser (80:4:106). 1 = Amecisensiiure, 2 = Essigsiure, 3 = n-Propionsdure, 4 = n-Buttersiure,
5 = m-Valecriansiure,.

Tig. 2. Ditnnschichtclektrophoretische Trennung der Ammoniumsalze. o.5 M Ammonium-
carbonatlésung, 30 V/cm. 1 = Ameiscnsidure, 2 = Essigsdurce, 3 = #n-Propionsiure, 4 = n-
Buttersiure, 5 = n-Valeriansiiure.
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fliche tiir das Trigcermaterial besitzt und das Anlegen von Spannungen bis etwa
1000 V gestattet. Die mit Cellulose MN 300 beschichteten Glasplatten vom Format
20 X 2ocm oder 20 X 1o cm wurden mit dem Puffer, in dem die Elektrophorese aus-
gefiihrt wurde, bespritht und nach Auftragen des Substanzgemisches auf die gekiihlte
Auflagefliche der Elektrophoreseapparatur gelegt. Die Trigerschicht wurde durch
Filterpapier- oder Leinenstreifen, deren auf der Schicht aufliegende Enden in Cello-
phanfolien eingeschlagen wurden, mit den puffergefiillten Elektrodengefidssen ver-
bunden und mit einer Glasplatte geeigneter Grésse iiberdeckt.

Die besten Trennergebnisse wurden mit einer 0.5 M Ammoniumcarbonat-
l6sung erhalten, in der die Ammoniumsalze der Carbonsduren nach Anlegen des
elektrischen Feldes zur Anode wandern. Die Trenndauer betrug bei éinem Spannungs-
gefille von 25—30 V/cm etwa 45 Min. (Tabelle I und Fig. 2). Nach der Elektrophorese
wurden die Diinnschichtplatten wie vorhin beschrieben getrocknet und mit der
citronensauren Bromphenolblaulésung bespritht. Die untere Nachweisgrenze liegt
fiir die einzelnen Carbonsduren bei 2-3 ug. ~

Wie Fig. 2 zeigt, gelingt mit Hilfe der Dunnschlchtelektrophorese auf Cellulose-
schichten die Trennung von Ameisen-, Essig- und =n-Propionsidure sehr gut. Die
Wanderungsgeschwindigkeiten von n-Buttersiure und n-Valeriansiure sind dagegen
einander so dhnlich, dass unter den angegebenen Bedingungen keine zufriedenstel-
lende Trennung dieser beiden Carbonsiuren erreicht werden kann.

Zweidimensionale Trennung

Da mittels Diinnschichtelektrophorese eine einwandfreie Auftrennung der
Ammoniumsalze von Ameisen- und Essigsdure gelingt und die néchsten Glieder der
homologen Reihe diinnschichtchromatographisch getrennt werden kénnen, war an-
zunehmen, dass durch Kombination der beiden Methoden eine vollstindige Auf-
trennung von Gemischen der geradkettigen, gesittigten C;,-C; Monocarbonsiuren
erreicht werden kann.

Auf cellulosebeschichteten Glasplatten vom Format 20 X 2o cm wurde punkt-
férmig das Substanzgemisch, das 10—40 ug von jeder Sidure enthielt, aufgetragen und
in der 1. Richtung entweder in n#-Propanol-Ammoniak—-Wasser (9:1:2) oder Isopro-
panol-Ammoniak-Wasser (g:1:2) 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 Diinnschichtplatte vorsichtig mit der 0.5 / Ammoniumcarbonatlésung bespriiht.
Sodann wurde in der 2. Richtung unter den oben angegebenen Bedingungen elektro-
phoretisch aufgetrennt, die Platte im Warmluftstrom getrocknet und die Ammonium-
salze der Carbonsiuren mit citronensaurer Bromphenolblaulésung nachgewiesen.

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

TRENNUNG DER HYDROXAMATE

Die Carbonsiuren kénnen bekanntlich nach Umwandlung in ihre Methylester
durch Reaktion mit einer methanolischen Lésung von Hydroxylaminhydrochlorid
in die entsprechenden Hydroxamate iibergefithrt werden. Fiir die diinnschicht-

chromatographische Trennung der Hydroxamate der ersten fiinf Glieder der Fett-
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sdurereihe auf Celluloseschichten erwiesen sich die beiden folgenden Fliessmittel als
besonders geeignet (Tabelle II und Tig. 4):
Fliessmittel 4: #n-Propanol-5 N NH,OH-10 % (NH,),CO, (6:1:2),
Fliessmittel 5: n-Butanol-Eisessig—Wasser (4:1:5, obere Phase).
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Fig. 3. Zweidimensionale Trennung der Ammoniumsalze. 1I. Richtung: Diinnschichtchromato-
graphie in n-Propanol-Ammoniak—Wasser (9:1:2). 2.Richtung: Diinnschichtelektrophorese, 0.5 M
Ammoniumcarbonatlésung, 30 V/cm. 1 = Ameisensiiure, 2 = Essigsiure, 3 = n-Propionsiure,
4 = n-Buttersiiure, 5 = n-Valeriansiure.

Fig. 4. Diinnschichtchromatographische Trennung der Hydroxamate. (a) n-Propanol-3N
Nl—I,,QH—m% (NH,),CO,4 (6:1:2); (b) n-Butanol-Eisessig-Wasser (4:1:5) (obere Phase). 1 =
Ameisenséiure, 2 = KEssigsiure, 3 = »n-Propionsiure, 4 = #n-Buttersdure, 5 = n-Valeriansiure,

TABELLE 11

Rs-WERTE” DER HYDROXAMATE AUF CELLULOSESCHICHTEN

Diinnschichtchromatographie

Fliessmittel Fliessmitlel

4 5
Ameisensiure 0.61 0.85
Essigséiure 1.00 1.00
n-Propionsiure 1.32 1.32
n-Buttersiure 1.54 1.48
n-Valeriansidure 1.75 1.58
v R Wanderungsstrecke der Analysensubstanz . e .
5t =

Wanderungsstrecke des Essigsiurederivates

Die entwickelten Diinnschichtplatten wurden in einem Warmluftstrom ge-
trocknet und mit einer Eisen(III)-chloridlésung (5.4 g FeCl,:6 H,0 und 4.8 ml konz.
Salzsidure mit Athanol auf roo ml aufgefiillt) bespriiht. Die Hydroxamate erscheinen
als rotviolette Flecke. Die untere Nachweisgrenze liegt fiir die einzelnen Verbindungen
bei etwa 2 ug. Da in beiden angefithrten Fliessmitteln das n-Valeriansiurehydro-
xamat nahe der Fliessmittelfront wandert, empfiehlt sich eine Vorreinigung der
Celluloseschichten mit dem jeweiligen Fliessmittelgemisch, um Stérungen der Tren-
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nung durch die vom Fliessmittel aus der Celluloseschicht herausgelésten 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° getrocknet.

Fig. 4 zeigt, dass nach Uberfithrung der Carbonsiduren in die entsprechenden
Hydroxamate die diinnschichtchromatographische Auftrennung der ersten fiinf
Glieder der Fettsiurerecihe auf Celluloseschichten keinerlei Schwierigkeiten bereitet.
Es ist auf diese Art und Weise also auch eine Trennung von Ameisen- und Essigsdure
moglich, was bei der Trennung der Ammoniumsalzer nur mit Hilfe der Elektrophorese
gelingt.

ZUSAMMENTFASSUNG

Es wird die Auftrennung von gesittigten, aliphatischen Monocarbonséiduren
auf Celluloseschichten beschrieben. Werden die fliichtigen Sduren in ihre Ammonium-
salze iibergefiihrt, so lassen sich Ameisensdure und Essigsdure mit Hilfe der Diinn-
schichtchromatographie nicht trennen und es miissen zur vollstindigen Auftrennung
der ersten fiinf Glieder der homologen Reihe Diinnschichtchromatographie und
Elektrophorese kombiniert werden. Nach Umwandlung in die entsprechenden Hy-
droxamate kénnen alle C;~C; Monocarbonséduren 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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