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DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON F ETTSAUREN AUI‘
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DIETER HEUSSER -
Kontrall-Labomtomum, E. Merck AG, Darmstadt (Deutschland)

SUMMARY
Thm-layer chromatography of fatty acids on silanized silica gel

\F atty. acid hydroxamates and esters as well as free fatty acids are separated
on Silica Gel HF,,, silanized for thm-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 hlgher fatty acids are successively

detected

Zur Trennung von Fettsiuren bzw. deren Estern wendet man in der Papier-
chromatographie paraffin-, undecan- bzw. siliconimprignierte Papiere als stationire
Phasen an. Dieses Verfahren wurde sinngemiss auf die Diinnschichtchromatographie
tibertragen. Hier verwendet man als Trigermaterial Kieselgel G oder Kieselgur G,
das mit den genannten Hydrophobierungsmitteln imprigniert wird. Als Fliessmittel
bewihrten sich u.a. Eisessig~Wasser-Mischungen und Chloroform—-Methanol-Wasser-
Gemische (25:75:5). Diese sog. umgekehrte Phasen-Chromatographie ist mit dem
Nachteil behaftet, dass die Imprignierung nur schwer reproduzierbar ist. So ge-
langten wir in der Papierchromatographie der Fettsiuren nur dann zu reproduzier-
baren Ergebnissen, wenn die Imprignierung des Papiers gewichtsmissig {iberwacht
wurde. Die reproduzierbare Imprignierung auf Diinnschichten gestaltet sich noch
schwieriger.. Es lag daher nahe, ein Sorptionsmittel zu entwickeln, das vom Produk-
tionsgang her einen gleichméissigen Hydrophobierungsgrad aufweist: das silanisierte
Kieselgel. Dieses Praparat wird hergeste]lt durch Umsetzung von Kieselgel mit Di-
methyldichlorsilan. Hierbei reagieren die freien 'OH-Gruppen der Kieselsdure mit
dem chhlordlmethylsﬂan :

- Die in der Fig. x w1edergegebene Struktur der h1erbe1 entstehenden Verbin-
dung ist am Wahrschemhchsten Das Kieselgel ist also ‘beladen mit

- CH,
|/ 3
Si

Nem,

‘Gruppen D1ese duxch chemlsche Umset.aung 1mpragn1erte Kleselgeloberﬂache wirkt
nun als stat1onare hydrophobe Phase. Man muss sich jedoch von vornherem daruber 3
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klar sein, dass eine solche Schicht nmht die gleichen Eigenschaften- haben kann wie
eine’ parafﬁn-1mpragmerte Schicht, da das Lésungsvermdgen der L1p1de in letzterem
besser ist als.in’ 511an151ertem Kleselgel Ausserdem 'sind ‘noch Adsorptlonserschemun-
gen zu beobachten, so dass dieses silanisierte. Kleselgel -auch als desaktiviertes Kiesel-
:gel fur die Adsorptlonschromatograpme emgesetzt werden kann, D1e Bedmgungen,
aus der umgekehrten Phasen- Chromatographle lassen smh also nlcht ohne ‘weiteres
auf die sﬂamSJerte JCthht ubertragen SR

MzC. | CHg R = R
N ——0 Ny
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o

o—

///////////////////////////

F1g 1. Wa.hrschemhche Struktur dcr Oberﬂache des sxlamslerten Kleselgels

D1e Bescluchtung der Platten m1t s1lan151ertem Kleselgel w1rd w1e folgt vor~
genommen: :

.30¢g. Kleselgel HI“..5‘1 51lan1s1ert (Art Nr 7750) werden m1t 60 ml emer Wasser—
Methanol -Mischung (z:1) so lange kriftig. geschuttelt blb eine homogene Suspensmn
entstanden ist. Zu dieser Suspension werden nochmals 5 g Kleselgel Hl‘.,s,1 silanisiert
zugegeben, und es wird wiederum blS zur Homogemtat kréftig geschtittelt. Die
Suspensmn dient zur Beschichtung von 5 Platten Das Berelten der Schicht erfolgt
wie iblich; die Platten’ werden an der Luft ohne Anwendung emes Ventllators ge-"
trocknet und 30 Min. bei 105° nachgetrocknet - :

‘'Wir setzten silanisiertes’ K1ese1ge1 u.a. zur Trennung von Fettsauren em D1e
Trennung beruht auf folgendem Prinzip:

- Die mederen Fettsduren Capron-, Capryl- und Caprmsaure werden als Hy-
droxamate auf silanisiertem Kleselcel nachgewiesen. Die hoheren Fettsiuren ab
Laurinséiure werden nach Abtrennung der ungesattlgten Fettsduremethylester als
Quecksilberacetat-Addukte, als Methylester auf.silanisiertem Kieselgel getrennt.

Zur Untersuchung eines Fettes wird in der iiblichen Weise verseift. Nach An-
~sduern ‘wird mit Ather extrahiert. Die" atherlsche Losung wird auf" ca. To ml einge-
: engt 2 ml Methanol: zugegeben und die. Methylester der: Fettsauren durch Zusatz
eines Uberschusses von ‘itherischer D1azomethanlosung1 hergestellt D1e Reaktmns-
losung bleibt 30 Mm lang bei Zlmmertemperatur stehen.’

, D1ese Losung der Methylester wird vorsmhtlg be1 30—40 auf ca 10 ‘ml emge- ‘
engt, in-ein.20, ml-Kélbchen gegeben und mit. Methanol zur Marke aufgefullt (Stamm-
-losung) D1e eine Halfte: dleser Losung dient .: zur Identlﬁmerung der n1ederen Fett-
sduren als’ Hydroxamate Der dunnsclnchtchromatograplusche Nachwe1s der nie-:
deren Fettsauren——Capron- «Capryl- und. Caprmsaure——m freier I‘orm oder als Me-.
‘thylester ist wegen deren Fluchtlgken: recht. unbefr1ed1gend bzw. mcht moghch :
- Die andere Halfte der Stammlosung w1rd fur den Nachwels der hoheren Tett-‘
‘sduren verwendet A X o - : ST
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NACHW]:IS DER NIEDEREN I‘ETTSAUREN

Zur Identlﬁnerung der mederen F ettsauren werden deren Hydroxamate her-‘
‘angezogen, die wenig fliichtig sind und sich ‘vor allem' auf silanisiertem Kieselgel
ausgezelchnet trennen lassen. Mit Eisen. (IIT)chlorid: konnen noch 2—3 ug der betref-
fenden Hydroxamsaure nachgew1esen werden. : : e

Darstellzmg der Hydroxamsduren
10 ml der Methylesterlésung werden im 20 ml-Messkélbchen mit 5 ml Hydroxyl-

amin-Reagenz” versetzt und nach gutem Durchmischen 30 Min. lang bei Zimmer-
temperatur stehen gelassen. Danach wird mit ca. 1.6 ml verdiinnter Schwefelsidure
(169%) neutralisiert, das Koélbchen mit Methanol aufgefiillt und vom ausgefallenen

Natriumsulfat abfiltriert.

‘Die Chromatographle der Hydroxamséduren wird auf einer mit silanisiertem
Kieselgel beschichteten Platte vorgenommen. Fliessmittel: Methanol-Dioxan—

Chloroform—Glycocollpuffer (pH 3.0) (4:3:1:4). Die Kammer soll nicht mit Papier
ausgekleidet werden; es wird also ohne Kammerubersattlgung gearbe1tet D1e Stelg-

héhe des’ Fliessmittels betragt 10 cm, die Laufzeit ca. 4 Std.
Anfarbereagenz 7 ml Eisen(III)- chloridlésung (10%) - 3 ml Salzsdure

(25 %) -+ 45 ml Methanol -+ 45 ml Ather. Die Tabelle I zelgt d1e gute Reprodumer-
barke1t der R1 -Werte der I—Iydroxamsaul en. _

TABELLE I

Rp-wnn'rn DI‘R FETTSAUREHYDROXAMATD o

Ansatz Stearin- Palmitin- Myristin- Laurin-  Caprin-  Capryl- = Capronr-

SAure-, - sdurve- sduve- . sduve- . Sdure-. sdure- . sdure-
- kydro- ' kydro- - hydvo-  hydvo- = hydvo-  hydvo- =~ hydvo-
xamat  xamat _xamat xramat xamat = xamat ~ xamat
T .. 018 . .023.° 03I ., 0,40 - . 049 . - -0.60 . . - 072
2 018 024 . 032 ;. . 040 049 .0.60 . ' 0.72
3 '0.19 0.26  0.33" 0,417 . 0,50 0,61 0.72
4 - 0I7 7 0,24 . 03T . 0.39: 048 © . .0.50 . 0.72
5 .0.18 £ 0.25 .. . 0.32 .. 0.40 . 0.49 . 0:50 072 .
6. .017  .023 . 029 . 038 - 0.47 0.58  o.72
8 . 019 0.260 ] o.32 WL 04T T 00500 L 0.59. ¢ 0L i
9 .. 017 - ..023. . .032 .. 040 : 048 = 0.59 _o.72
Io: 017 - ‘0.23 . 0.3r 038 ' 047 = 0.58 ‘o1 |

er 21ehen dleses Chromatogramm, wie-- berelts erwahnt in 'erster ‘Linie zur
Ident1ﬁz1erung der niedeéren Fettsduren ‘heran, da auch'die Hydroxamsiuren der
kr1t1schen Paare auf silanisiertem Kieselgel nicht'zu trennen sind. Der sichere Nach-'
weis der Palmitin:, “Myristin- ‘und’ Laurmsaure 1st be1 Anwesenhelt ungesattlgter- 5

Tettsauren auf dlese Welse mcht moghch St

’ * Hydroxyla.mm-Reagenz I Te11 Hydroxylammomumchlorxdlﬁsung (5% in Methan')l) +»'
1 Teil metha.nolxsche Natronlauge (12 5 ) werden gemlscht und vom ausgefallenen N'ltrlum-

.chlorid: a.bﬁltnert
J: Chramatog 3&(1968) 62—69
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Fig, 2. Trennung der Fettsiurehydroxamate.! Schi¢ht:" Kieselgel HF 3, 'silanisiert.’ Fliessmittel:
Methanol/Dlo\mn/Chloroform/GlykokolI—Salasaurepuffer PH 3.0 (4:3:1:4). Steighthe: 10 cm. .An-
firbereagenz - sten(III)chlondlbsung (1) qfea.nnsaurehydroxa.mat 40 ug; (2) Palrmtmsaure-
hydroxamat, 20ug; (3) Mynstms’murehydroxamat 20 ug; (4) Laurmsélurehydroxamat ‘20 ‘ug,
(M) Mischung; (5) Caprmsa.urehydroxannt ‘20 ,ug (6) Caprylsﬁ.urehydroxamat 20 ,ug (7) Caplon-
sauxehydro‘:amat 20 ug R . R . S e oo ‘

‘In ‘diesem-Falle-mﬁssen die ~unges‘attigten F etfséi‘liren zunéchst abgetrennt wer-
den ;-die gesittigten Fettsiuren werden dann als Methylester -nachgewiesen.:Als be-
sonders vorteilhaft erwies sich der von MaNGOLD? eingeschlagene: Weg: der diinn-
scluchtchromatographlschen Abtrennung der ‘als Methylester vorliegenden: unge-
sdttigten Fettsiuren als Quecksilberacetat-Addukte. Auf diese Weise.ist es méglich,
zunéchst die : ungesattlgten Fettsduren - als Quecksilberacetat-Addukte zu'identifi-
zieren und in einem zweiten Arbeltsgang, wobei  gréssere . Mengen ' zum. Emsatz
kommen d1e Methylester der gesattlgten Pettsauren zu 15011eren

NACHWEIS DER‘UNGESATTIGTEN FETTSAUREN~

' Die 2. Hilfte der Stammlosung wird auf dem Dampfbad vom Ather befreit.
Der Riickstand wird j je nach Menge des eingesetzten Fettes mit 40~80 ml Quecksﬂber- _
(Il)acetatlosung (14 g Quecksilber(IT)acetat werden in 250 ml Methanol,  das 1 ml
Eisessig und 2.5 ml Wasser enthilt, gel6st) aufgenommen und nach Durchmischen
‘24 Std. lang im Dunkeln aufbewahrt. Es entstehen hierbei die ‘von JANTAEN UND
ANDREAS? beschriebenen Acetoxymercunmethoxy—Addukte der ungesittigten Fett-
sduremethylester. Die gesittigten Fettsdureester bleiben unverindert. Die Reak-
tionslésung wird im Rotatlonsverdampfer weitgehend emgeengt der Riickstand mit
40 ml Chloroform in einen Scheidetrichter {ibergespiilt und vier- bis fiinfmal mit je
25 ml ‘Wasser gewaschen. Der Chloroformextrakt wird mit wasserfreiem Natrium-
~sulfat getrocknet und mit Chloroform auf ein entsprechendes Volumen gebracht.
Zur Identlﬁmerung der ungesattlgten I‘ettsauren gellt man nach MANGOLDz
-wie folgt vor:
' Eine entsprechende Menge der Chloroformlosung wird auf eine Kleselgel G-

'J. Chromatog., 33 (1968) 6269
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‘Dlathylather (4:1) bis zu einer Stelghoh'
L Platte in.eine mlt J odkristallen beschlck' -
~.-te Kammer fwerden d1e gesatt1gte '
oberen Dr1tte1 der

1 ai'klerte Zone wird in ein 101 A/Iesskolbchen'f.f
: aufgefullt Nach 5 M1n langern Schutteln wn'd"}ja,
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Fig. 3. Trennung der’ Tettsﬁ.uremethy]ester Schicht: Kieselgel HF,;, silanisiert. l‘hessrmttel
Aceton/Metlmno]/Wasser (7:5:3-5). Steighthe: 12 cm. Anfirbereagenz: Phosphormolybdﬁnsaure-
18sung (209%, in 50% ‘igem Athanol). (1) Stearinsfiuremethylester, 3 ug; (2), Palmltmséturemethyl-
ester, 5 ug; (3) Myr1stmsauremethylester 5 M1E; (M) Mlschung (4) La.urmsh.uremethylester 5 ug;
(5) Ca.pnnsé.uremethylester, 5 Ug. - , » . - . , B )

Ammomakatmosphare w1rd der Nachweis noch empﬁndhcher da der Untergrund
entfirbt wird. :
Die Nachwelsempﬁndllchkelt erstreckt sich bis zu 2-3 ug. .. . =

... Auch hier sei.auf die gute Reproduz1erbarke1t der R F-Werte h1ngew1esen. (Flg
3 und Tabelle II). . ’
' -Es ist aber auch moghch auf sﬂamslertem K1ese]gel d1e frezen F ettsauren zu
trennen -Die Fliuchtigkeit der niederen Fettsduren erschwert deren Nachweis. . .

, Fhessm1ttel D1o:\an—Wasser—Ame1sensaure (60:35:5).. Steighthe: . 10-12 cm.
Laufzeit: ca. 4 Std Anfirbung: wie bei den Fettsauremethylestern m1t Phosphor-
molybdansa.ure. - S L : . o

TABELLE III

. Rp-WERTE DER.FETTSAUREN '

Ansatz Steavin-  Palmitin- Myristin- Laurin- Caprin- Capryl- Capron-

sdwure - sduve: - squre ' sdurve . sdure . -sdwre . sduve
I 0.11 0.17 0.25 0.33 T 0.45 0.55 —_—
2 0.13 ‘0.19 0.27 0.36 0.46 0.56 0.65
3.0.0.11 0.138 026 . 034 . 045- . 0.55 .. o= o0
4. oIt . o018 025, 034. . O44. 056  —
57 Yearioa7. 026 0 0,35 0 "045° 0560 - 0,66
67 0 TE L 108 0,250 00 034 7 044 055 i .0, 65‘
Ziw OIT T 0I7. .0 025 .. . 034, 043 . 054 . == o i
8 o'~ 017 o024 034 043 054, o “'o“.64l R
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Fig. 4. Trennung der Fettsiuren. Schicht: Kieselgel HI“,M silanisiert. Fliessmittel: Dloxan/Waﬂ-
ser/Ame1sensaure (60:35:5), unter Anwendung des mit Kieselgel beschickten Sorbentientroges
von BENNETT UND HEFIMANN3, (1) Capronsiure, 50 ug; (2) Caprylsiure, 10 ug; (3) Caprinsiure,
10 u8; (4): Laurinséure, 10 ug; ( 5) Myrxstmséi,ure, IO Ug; (6) Palmxtmsﬁ.ure, 10 ug;, (7) Stearmqaure,
1o ug; (M) M:schung ‘ , R , &

D1e kritischen Paare werden, w1e zu erwarten, mcht getrennt Es lasst s1ch
]edoch leicht der Nachweis fiihren, ob ungesittigte Fettsduren vorhanden sind. Die
Platte wird hierzu in eine mit Jodkrlstallen beschickte Kammer emgestellt Die unge-
sattlgten Fettsiuren erscheinen’ sofort als braune Flecken. Gesattlgte Fettsauren smd~
im Konzentrationsbereich von 5-10 ug auf diese Weise nicht nachzuweisen. ’

‘In Tabelle III sind die Rp-Werte mehrerer Trennungen aufgefuhrt was w1e-
derum die gute Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bestitigt. S :

" Die Trennung der Fettsduren gelingt noch besser, wenn man die Laufstrecke
‘erhoht Am’ besten bewihrt sich hier das kontinuierliche Verfahren unter Einsatz
des Sorbent1entroges nach BENNETT UND HEFTMANNS, Der am oberen Teil der Platte
-befestlgte Met').lltrog ist mit K1eselgel gefullt das das aufstelgende Laufmittel auf-
nimmt. BRI

' Flg 4 zelgt die auf diese . Weise ermelte emwandfrele Trennung

‘ZUSAMMENFA%SUNG

Fettsaurehydroxamate und -ester sow1e frele Pettsauren werden auf s11a.n1- ;
:."51ertem Kleselgel nach dem Pr1nz1p der umgekehrten Phasen-Chromatograplne ge- .
-trennt.: Die gute: Reproduzxerbarkext der. Trennungen wird gezeigt: Ein diinnschicht-
1‘chroma’cographlsche:r Analysengang, bei dem nacheinander die niéderen,. die’ unge- :
.‘ ‘sa.ttlgten und hoheren Fettsauren nachgew1esen werden wurde ausgearbe1tet

‘;:-‘j ’Chromatog. :33 (1968) 52'-59 3 i



DUNNSCHICHTCHROMATOGRAPHIE VON FETTSAUREN ‘ 69

LITERATUR

1 L. GATTERMAN unD T. WIELAND, Dze Pmms des org amschen Chemzkers. Wa]tcr de Gruyter,
‘Berlin, 1958,’S. 235. ' Col o

2 K. H. MANGOLD UND R K KAMMERECK Chem Ind (Landon), 1961 1032

.3 E. JANTZEN UND H. ANDREAS, Chem. Ber., 92 (1959) 1427. .

4 R.D.BENNETT UND E. HEFTMANN, J. Chromatog 12 (1963) 245..

J. Chromatog., 33.(1968) 62—-69



