
62 JOURNAL’OI? CHROMATOGRAPHY 

j I’. 
‘. 

DUNNSCHICHTCHROMATOGRAl?HIE ‘VON FETTSAUREN AUF 

SILANISIERTEM KIFSELGEL 

lXETE$ &USSER 

Konlroll-~taboraCoriunz, E. Merick AG, Davmstadt (Deutscltland) 

SUMMARY 

Thin-layer chromato,gra#y qf fatty acids on silanized silica gel 

Fatty acid hydroxamates and esters as well as free fatty acids are separated 
on Silica Gel HF,,, silanized for thin-layer chromatography, by the principle of 
reversed phase chromatography. It is shown that the reproducibility of the sepa- 
rations is satisfactory. A thin-layer chromatographic analytical procedure was 
worked out, with which the lower, unsaturated and higher fatty acids are successively 
detected. 

‘. ‘.:’ ,“. 

Zur Trennung von Fettsauren bzw: deren Estern, wendet man in der Papier- 
cliromatograp.bie paraffin-, undecan- bzw. siliconimpragnierte Papiere als stationare 
Phasen an. Dieses Verfahren wurde sinngemass auf die Dtinnschichtchromatographie 
iibertragen. Hier verwendet man als Trggermaterial Kieselgel G oder Kieselgur G, 
das’ mit den genannten Hydrophobierungsmitteln impragniert wird. Als Fliessmittel 
bewahrten sich u.a. Eisessig-Wasser-Mischungen und Chloroform-Methanol-Wasser- 
Gemische (25.~75 :s). Diese sog. umgekehrtc Phasen-Chromatographie ist mit dem 
Nachteil behaftet, dass die Impragnierung nur schwer reproduzierbar ist. So ge- 
langten wir in der Papierchrornatographie der Fettsauren nur dann zu reproduzier- 
baren Ergebnissen, wenn die Impragnierung des Papiers gewichtsmassig iiberwacht 
wurde; Die, reproduzierbare Impragnierung auf Diinnschichten gestaltet sich noch 
schwieriger. Es lag daher nahe, ein Sorptionsmittel zu entwickeln, das vom Produk- 
tionsgang her einen gleichmassigen Hydrophobierungsgrad aufweist : das silanisierte 
Kieselgel. Dieses Praparat wird hergestellt durch Umsetzung von Kieselgel mit Di- 
n~etl~yldicl~lorsilan. Hierbei reagieren die freien OH-Gruppen der KieselsZure mit 
dem Dichlordimethylsilan. 

Die in der Fig. T wiedergegebene Struktur der hierbei entstehenden Verbin- 
dung ist am wahrscheinlichsten. Das ,Kieselgel ist also beladen mit 

S/H3 

’ h CH 

Gruppen. Dieie durch chemische Umsetzung impr%gnierte Kieselgeloberfl,ache, wirkt 
nun als station~re~hydrophobe Phase. Man muss sich jedoch von vornherein dartiber 
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-klar sein, dass ,,eine solche Schicht nicht die ‘gleichen Eigenschaften haben ,kann wie 
eine’~paraffinYimpragnierte Schicht; ,da das Lijsungsv’ermijgen der Lipide in letzterem .,’ 
besserist alsin~silanisiectem ?Kieselgel;‘,Ausserdem &id noch Adsorptidnserscheinun- 
gen’ zu, beobachten,‘.so, dass,,dieses silanisierte:Kieselgel,aucl&s desaktiviertes,Kies+ 
gel ,fiir die Adsorptionschromatographie eingeset+:. werden. kann Die Bedingungen 
aus de,r umgekehrten Phasen-Chromatographie lassen sich also nicht,, ohne .weiteres 
auf die silanisierte Schicht tibertragen. . 
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Fig. I., Wahr&&inliclva Strulrl& d&r Ober AK&e des silanisicrten’ Kies&lgels. 
.’ .,, 

: ” 
Die Beschichtung’]der Platten mit silanisiertem Kieselgel ,wird wie folgt vor-, 

genommen: 
30 g.Kieselgel HF * ’ 

‘. ,: .’ 
264 ,s;lanis,iert; (Ar.t. ,Nr. 775o).* werden mit .60 ml e;in,er’ Was&r- 

Methanol-Mischung (2 :I) so lange kr&ftig,,geschuttelt, .bis .eine homogene Suspension 
entstanden ist. Zu dieser Suspension werden’ nochmals 5 ‘g Kies,elgel HF& silanisiert 
zugcgeben, und es wird wiederum bis zur, Homogenitat kraftig geschiittelt.. Die 
Suspension dient ‘zur Peschichtung’ ‘von ‘5 Platten. Das Bereiten der Schicht erfolgt 
wie tiblich; die Platten' werden an der Luft: ohne Anwendung eines Ventilators’ge-’ 
trocknet und 30’Min. ,bei ~05~ nachgetrdcknet. .’ -j . : ,. ‘1 

Wir setzten silanisiertes Kieselgel, u.a. iur Trennung von Fettsauren, ein. Die 
Trennung beruht auf’ folgendeti’ Prin;ip : ” 

I.’ 
: 

Die niederen Fettssuren, Capron-, Capryl- und Caprinsaure werden ,als Hi- 
droxamate auf silanisiertem Kieselgel nachgewicsen., Die hdheren Fettsauren ab 
Laurinsaure werden nach Abtrennung der ungesattigten, Fettsauremethylester als 
Quecksilberacetat-Addukte, als Methylegter auf.. silanisierten~ Kieselgel getrennt. 

Zur Untersuchung eines Fetes wird in deriiblichen Weise verseift. Nach An- 
sauern wird, mit Ather extrahiert.. Die ‘.atheris’che ,Ltisung:‘wird auf ‘ca. IO, ml einge- 
engt, i i$ Methanol ., zugegeben~:und die.‘Methyles,ter der: Fettsauren durch ‘ku.satz 
eines Uberschusses’ von 2itherisclier Diazdi-nethanlBsungl liergestellt. .Die Reaktions- 
1,osung bleibt 30 Min. lang bei TZimmerternper%tur stelien.’ ” 

,’ ( 

Diese Lijsung der Methylester wird, vorsichtig bei jo-49” auf ca. 10 ml einge- 
engt, ,in ,eJn..io .ml-Ktilbchen gegeben, und. mit Methanol :zur Marke, aufgefiillt I (Stamm- 
14sung). Die einc ,Halfte ‘;dieser ;, ,Liisung: dient,~iur ~,Identifjzierung der niederen Fe@- 

sauren 
deren 

als ‘: Hydroxamate; Der dlinn~~llichtchi;omat~gr~~~lis~he ; Nachweis, ;der:. nie-.: 
:Fet t s,&ur.enA Capron-, Capryl- :und ‘!Caprins&r.e-+n: freier Form’. oder: ials IQ+ 

~thylester ist wegen deren Fltichtigkeit recht., .unbefriedigend bzw., nicl$mbglich. y ,, L 

Die andere H+fte ‘der Stamn$sung wir,d ‘fur den Nachweis der hijheren ;Fett: 
sauren.verwendet. :, :,‘? _- ,’ ‘:,. ! ‘. ‘.i, ‘. ,.‘. ” 

.‘I ,) :‘.:, .’ 8’: 
* Hersteller:: E. Mel-cl< AG, &ms&,&. 

: : ” .‘. :::)!. : 
.I ’ .’ . : : .‘:! ,,.,.. .., : ,.:‘i: 1.. 1’: 

J; ChromaQ.,, 33 (rg68) 62-69 
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NACHWEIS DER NIEDEREN FETTSdUREN ., : 
.; 7: 

, ,/ .’ : .’ 

: Zur ~‘Identifizierung. der ,niederen Fettsguren werden d&en Hydroxamate her-: 
angezogeni die’ ,eenig fliichtig sind und sich vor allem: auf silanisiertem Kieselgel 
ausgezeichnet trennen lassen. Mit Eisen’ (III) chlorid kijnnen noch 2-3 ,lcg der betref- 
fenden HydroxamsUre nachgewiescn werden. . ‘. 

: 

DarsCeZhmg der Hyclroxamsiiwen. 
IO ml der Methylesterliisung werden im 20 ml-Messkblbchen mit 5 ml Hydroxyl- 

amin-Reagenz* versetzt und nach gutem Durchmischen 30 Min. lang bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Danach wird mit ca.. r.6 ml verdtinnter’ Schwefelstiure 
(16 %) neutralisiert, das Kiilbchen mit Methanol aufgefiillt und vom ausgefallenen 
Natriumsulfat abfiltriert. 

Die Chromatographie der Hydroxams&uren wird auf einer mit silanisiertem 
Kieselgel beschichteten Platte vorgenommen. Fliessmittel : Methanol-Dioxan- 
Chloroform-Glycocollpuffer (pH 3.o) (4:3 :I :4). Die Kammer sol1 nicht mit’ Papier 
ausgekleidet werdcn ; es wird also ohne Kammertibersattigung gearbeitet. Die Steig- 
hiihc d&‘.Fliessmittels betr&gt io cm, die Laufzeit ca. ‘4 Std. ,” 

Anfirbereagenz : 7 ml Eisen(III)-chloridlisung (10%) + 3 ml Salz.&ure. . 
(25 %) + 45 ml Methanol +’ 45 ml Ather. Die: Tab&e I zeigt die’ gute Reproduzier- 
barkeitder X&Wcrte der Hydroxamsauren. 

,” ‘. 
‘, 

-J-AB,ELLE 1. ‘! ‘. 
‘,, 

+!F-WBRTI~ mm ~ETTS~URE,NYDR~XAMATE 
: .'. .: 

-- 

Ansatz Stearin- Palm&n- Myristin- Laurin- Cafwin- Capyl- Cafiron- . 
,sdure- ! sdure- s&we- s&we- siiure- siiure- sbure- 
hydY0:’ hjdrb- hydro- hydvd- hydVO- hydra- ‘- hydro- 
xamat xamat xamat xamat xamat xc&at xcimat 

L 

,1: 0.18 .’ 0.23. 0.31 _, 0.40. 0.49 ~0.60 0.72 

i. 
,o.ra 0.24 0.32 .:,. 0.40 , 0.49 ,0.60 0.72 
0;19 0.20 y 6.33 . 0.41 0.50 0.61 0.72 

4 .:a;: -, 0.24 .0.31’ 0.39’ ’ 0.48 0.59 s 0.72 

2’ .a 
I p.25 ‘0.32 0;40 0.49 0.59 0.72 

: 0.17 ,o.2.3 6.38 
..‘o,26 

0.29 
!.i”o,33. 0.42 ‘_ 

0.47 
o.ry I’ 

0.58 0.72 

87,. 
o;!jr 0.60 0.71 

',0.19- .,. 0.26 I' _' 0.32 . . . . ,,, 0.4r :’ 0.56. 0.59, 0,71’ : 
9’ (.’ ,O*I?., :, y;, ; (.,. 0.32 ., ,0.40., ,0.48 I’ 

“0.3.I 
o-59 0.72 
0.58 . 0.71 

,,, 1.. 
IO 0.17 . 

.‘.. 
: 048. ‘:,: 0.47 

.., , / ‘, : ! 
1 I_ :., :,,:. ,,“I ,. _;, ,,. .*:. . ,_, ,.., 

: ,“. 
‘,.,“. ~%$Qr &hen, .dieses :Chrom,atog?amm, i wie bereits erwahnt; in ‘erster Linie’,iur 

Identifizier!uiig der .niederen: Fett&iuren: I. heran, da such : &e MTydroxamstiure'n der, 
kritisch&rPaare auf silanisiertem’Kieselge1 nicht,‘zu trennen. sind. .Der sichere Nach:, 
weis c&r Palmitin-, Myristin- und,: Laurins5ure :ist bei Anwesenheit, unges$ttigter. 
Fettsauren’:,auf’diese,Weise hi&t”m(jglich,. :‘:,.- :, ‘, ., .( I,‘- .‘, ,*I ;I >j i 

” s..,: ,’ ,. ,.:/.. :’ ,I. _. . . : : 1 , . .c ,,,(:(: : 1 . j , : ,’ ,.‘, : , : : I .’ ‘, :” : ; .: i 

1 Hydroxylamin-Rea~~n2~ I Teil Hydroxylammoniumchloridllisung (5 yO .in ,MctharW) ,+. 
I T&l methaziolisch&t ‘Natro’nlaGgc (i2.5 YJ,) werdik jpmischt und vom ausgefallenen .Natrium- 

,chlorid:&filtriert; ::L ‘, ,“, ‘., ,‘( ,, .,,:,: ,’ .‘,” ‘, ,,: ‘: -’ 

s;: ~hromriro;g.;:33?.‘(1968), 65-69, 
: 
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‘, .,: ” :‘I’/ . . ‘i ; , ,‘.,, ..L ,.’ 
In diesem Falle mussen die ungesattigten Fettsauren &nachst abgetrennt wer- 

den ; die gesattigten .Fetts%uren werden dann als Methylester nachgewiesen. :Als be- 
sonders vorteilhaft erwies. sich der von ,MA.NGOLDQ eingeschlagene. Wegs der I diinn- 
schichtchromatographischen Abtrennung der ‘ials Methylester. vorliegenden ::unge- 
sgttigten Fettsauren als Quecksilberacetat-Addukte. .4uf diese Weiseist’ es,mijglich, 
zunachst die ~unges~ttigten Fettsauren als Quecksilberacetat-Addukte ‘zu:‘identifi- 
zieren und :in einem zweiten A&&gang, wobeiigrossere ,Mengen zum: ,Einsatz 
komnlen, die, Methylester der gesattigten ‘Fettsauren zu isolieren. 

: ‘I :’ ,, 5’ : .., 

NACMWEIS DER UNGESbiTTIGTEN FETTSitUREN ’ : .‘. :. 

‘. Die 2. Halfte der Stamml6sung wird auf dem Dampfbad vom Ather befreit. 
Der Riickstand wird je nach Menge ties eingesetzten Fettes mit 40-80 ml Quecksilber- 
(1I)acetatliisung (14 g Quecksilber(II)acetat werden in‘ 2go.ml Methanol,, das I ml 
Eisessig ‘und 2.5 ml Wasser enthglt, ,gel&t) aufgenommen und nach Durchmischen 

“24 Std. lang im Dunkeln aufbewahrt.. Es entstehen hierbei die :von JANTZEN’ UND 
ANDREA@ beschriebenen AcetoxymercurimethokyjAddukte‘ der .ungesattigten Fett- 
s&uxmethylester. ,Die gesattigten, Fettsaureester bleiben’ ’ unver&ndert. Die ‘:Reak- 
tionsl$sung wird im Rotationsverdampfer, weitgefiend, einge,engt, der :Ri.ickstand mit 
‘40 ml Chloroform in einen Scheidetrichter tibergespiilt und vier- bis ftinfmal mit je 
: 25 ml Wasser gewaschen. Der Chloroforniextrakt: wird mit wasserfreiem ‘Natrium- 
‘sulfaf getrocknet und mit Chlorbform ‘auf ein entsprechendes Volumen gebracht. - ., 

Zur Identifizierung 
wie folgt vor: 1 

Eine entsprechende 

der ungesattigten Fettsguren geht man nach MANGOLD~ 

Menge der Chloroformlijsung wird auf eine Kieselgel G- 

J. Chromatog., 33 (1968) 62-69 



:’ ,, ,’ ,‘. ,‘, 

langem Schfitt& -‘&rd’ 
._‘_. 

:.; 



DtiNtiSCNICWTCNROMATOGRAPHIE VON FETTSbitiREN 67 . 

Fig, 3, Trenkmg der Fetts#uremctllylestcr. Schicht:. Kiesclgel I-IF,,1 ‘silanisiert. Fliessmittel : 

Aceton/Methanol/ Wa sser (7 : 5 : j’:s). Steightlhe : I 2 cm. Anf&rbereagcnz : Pliosphorm~lybdPns&ure- 
16sung (ao y0 iri 50 y0 ‘igcm Ethanol). (I) Stearins&uremcthylcster, 3 rug; (a), Palmitinstiuremethyl- 
ester, 5 ,ug ; (3) Myri~tinsikwemethylest~r. 5 ~16 ; (M), l$isqhung ; (4) LaurinsKu~em+l#ester,~ 5 ,ug t 
(5) Caprinskremethyles’ter, 5 ,ug, ,, , : ,. 

,. .’ .,’ _, 
A&noniakatmosphLre wird der Nachweis noch empfindlicher, da der : vntergrund 
entfgrbt wird. 

.* 

.Die, N,qchweise~pfindlichkeit erstreckt sicl?, bis zu 2-3. pg. ,:. : 

Auch bier sei auf die, gute :Reproduzierbarkcit der,.Rp-Werte. $Gngewiesen: (Fig: 
3; ‘und Tabelle &). : 

: 
I’ .,... :... y)’ 

.’ .’ : E,s..$st ab&,kch rnijglicl~, auf silanisiertem Kieselgel. die. freievt Fetts&weut zu 
frennen, ,.Die Fltichtigkeit der niederen Fett,&iuren erschwert dqen , N,achweis; . : ., 

J?liessmittel :. Dioxan-Wasser-AmeisenGiure (60 :35 :5). Steigh,ehe : ,x0-.12 cm. 
iaufzeit : ca.’ 4 std. Anfgrbung : wie bei. den Fetts~uremetl~ylestern mit Phosphor-~ 
molybdjinsZure. ‘. . ‘. 

I,. ,’ 
+3~LLE III, .:. 

RF-WERTE DER;PETTSXUREN ‘. ,. : 
., . . 

Ansak Stearin- Palmitin- Myvistin- Laurin- Capvin.- Ca$ryZ- Capvon- 
S&M? s&awe sHure’ siiure sdtrre .. s&we :, s&ye / 

f 0.11 0.17 0.25 0.33 0.45 0.55 - ,‘.,,. . ..’ 

. 
;: ;’ ,., .) :.:;, 

0.19 0.27 0.36 0.46 0.56 0.65 
,’ 0.18 0.26 I 0.34 .o*45 ‘# 9.55 - .I’ : 

4. : ,, y.,: ,,( ,, 0.18 -2 0.34 .’ 9.44 0.56. 
5 
(9 ; ,..&r ,<, .:8::;’ 

0;35 0.45: o;scj’. : 56 : _I( ,. ,,’ ( ‘, 

O&j ,’ .’ 0.34 ,0,44.:, ,’ :0.33,. ;. .3.65: :: -:, ‘..- .I:, 
i::.: 0.11, 
H ‘. ” O.ii 

9.17. : .: 0.25 .; 
0;24 

,o.34 : ., 0.43 .o,54 ‘, I; - 
0.43 , o*‘5’4 0’. 64 

I. :, ; ., .:I : 
0.34 ,’ . . . 0 17 /, ,‘,” ., ,, ‘I,(. . . . . ; , .’ ,. :,;,, ., . : ., ‘. i ,’ _, .:,. 

J.; Chroma~0g.j 33 (?968), 62-69 
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Fig. 4, T&&kg der Fett&ur&. Schicht :’ ‘Kieselgcl ‘MFa~4 silanisikrc. ~Fli&s@ttel : ‘Diokan/ Was- 
ser/AmeisensKurc (Go : 35 : s), unter Anwendung des mit Kieselgel bescliiclrtcn Sbilkitietitr~g$s 
von BI~NN~I-T UND HEFTMANNa. (I) Capronstiure, 30 pg; (a) Ca*rylsBure, I0 ~6; (3) Caprin&ure, 
IO ,ug; (d)‘&aurins&ure, IO ,ug; (3) Myyistir+Lure, ,TO ,q; ,(6) Palmitin+~re, IO ,ug;, (7) Stearin&ur,e, 
io ,ug; (M) Mischung. ..‘. ._ 

,Die kritischen Paare werden,’ wie zu, erwarten, nicht ~getrennt: Es; hisst sich 
jedoch leicht der N,achweis ,fuhren; ob ungesattigte Fettsauren vorhanden ,sind. Die 
Platte ‘wird’hierzu in eine mit Jodkristallen,beschickte Kammer eingestellt; ‘Die unge- 
&ittigten Fettsauren ersclieinen sofort’ als braune Flecken. Gesattigte Fett&uren sind 
im Konientrationsbereich 6x2 ;$Ib,yg auf diose Weis’e ,nicht nachzuweisenI ! 

‘,’ In’ Tabelle ,‘III sind ,( die R+Werte mehrerer -Trennungen . aufgeftihrt, was wie- 
derum,‘die gute ‘Reprodu%ierbarkeit dei Ergebnisse best~tigt. ” ’ 

,Die Trennung der Fettsguren gelingt noch besser, wenn man die Laufstrecke 
erheht. Am best& bewghrt sich hier das ,kontinuierliche .Verfahren unter Einsatz 
des Sorbentientroges nach BENNETT UND HEFTMANN 4, Der am oberen Teil der Platte 
befestigte Metalltrog ist mit Kieselgel geftillt, das das aufsteigendc Laufmittel auf: 
nimmt. ” .’ 

Fig. 4 zeigt ‘die auf die.&. Weise ‘erzielte einwandfreie Trennung. 
.I 

ZUsAMMENFASSUNG ,. , .’ ‘, : , 
‘. ;, ” .,’ 

‘Fettsaurehydroxamate und -ester sowie freie FettsQuren w&den auf .“silani-- 
siertem: Kieselgel nach, dem Prinzip der mngekchrten Ph’aScn-Chro~atogrHphie ge; ‘. 

trennt .Die gute’, Reprodu&erbarkeit der Trennungen wird, gezeigt 2’ Kin diinnschichtl 
’ chrornatographischefi Analysengang, bei dem nacheinander’ die nied.eren,, die,.: ungeb, ., 

sattigten ,und hiiheren ~FettsZiuren, nachgewiesen”werden,’ w&de ausgearbeitet. .:“. .,:( 
‘, ‘. 

(: :, ,:, 

,:jl{:‘~~ra~a~o~~~: i3 i,I,68 j: &b(ib 
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