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Nach einer Zusammenfassung der iiber dieses Thema bisher 
erschienenen A_rbeiten wird eine Methode zur Trennung der 
ges/~ttig~en Fetts/guren yon C a bis Cls besehrieben. 5{it einem 
Gemiseh von Tetraehlorkohlenstoff-lViethanol-konz. Ammoniak 
lassen sich diese S~iuren auf einem mit 0,5~oiger LSsung yon 
AluminiumMaun impr~gnierten Papier entwiekeln. Naeh dem 
Bespriihen mit einer l~hodamin B-L6sung werden die Fett- 
s/~urefleeken im ultravioletten Lieht siehtbar. 

Im l~ahmen yon Studien fiber den Fettstoffwechsel ergab sieh die 
Notwendigkeit, einfache ~ethoden zur Identifizierung der Fettsguren 
aus einem nur in geringer lVienge zur Verfiigung stehenden 1Viaterial zu 
entwiekeln. Es war naheliegend, die auf anderen Gebieten der analyti- 
schen Chemie sehr erfolgreiehe Papierehromatogral0hie anzuwenden. 
Bei der Durehsieht der an sieh nicht sehr umfangreiehen Literatur iiber 
papierchromatographisehe Fettanalyse wurde keine Methode gefunden, 
die die gestellten Aufgaben roll 15sen wfirde. 

Die Untersuehungsmethoden auf diesem Gebiete kann man in drei 
Gruppen teilen, und zwar: 1. Versuehe zur papierchromatographischen 
Trennung ohne Vorbehandlung der Feg~sguren oder des Papiers, 2. Tren- 
nung mit tIilfe eines imprggnierten Papiers, 3. Trennung nach ~ber- 
ffihrung der Fet, tsguren in ihre tIydroxamage. 

Zu 1. Niedere Fetts~uren bis etwa C s lassen sieh mit einem Entwiek- 
lungsgemiseh trennen, bestehend a.us ammoniakalisehen Wasser-Alkohol- 

* I-terrn Univ.-Prof. Dr. Ludwig Ebert zum 60. Geburts6ag gewidmet. 
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Gemischen 1-a. Bei Betrachtung der yon den Autoren angegebenen 
Rf-Werten 3 sieht man, dab der Abstand zwischen den einzelnen S~uren 
mit zunehmender Kettenl/~nge immer geringer wird. Fetts/iuren fiber C s 
kann man auf dlese Art fiberhaupt nicht mehr trennen 4. Da im biologi- 
schen Geschehen die hSheren Fetts/iuren yon grSBerer Bedeutung sind 
als die niederen, war diese lViethode fiir unsere Arbeiten ungeeignet. 

l~elativ leicht lassen sich zwei hShere Fetts~uren voneinander trennen, 
wenn man die geeignete Alkohol-Wasser-Mischung zur Entwieklung 
verwendet 5. Allerdings mul~ man ffir jedes zu trennende l~etts~urepa~r 
ein ganz bestimmtes A]koho]-Wasser-Gemisch verwenden. Das be- 
deutet, dab die Trennung mehrerer Fetts/iuren auf einem Chromato- 
gramm nicht durchfiihrbar ist. 

Zu 2. Zur Impr/ignierung des Papiers wurden verwendet Latex s, 
OlivenS17, Paraffin s oder Silikon 9. Die Entwicklung erfolgte mit Alkoholen. 
Eine Trennung der langkettigen Fettsauren soll auch nach Erzeugung 
des Oetadeeyl-oxymethyNithers der Cellulose am Paloier gelungen sein 1~ 
Diese iKethoden wurden nicht fiberprfift, da einerseits die Erzeugung gleich- 
m~il]ig impr~tgnierter Paloiere und anderseits die Siehtbarmachung kleiner 
Mengen yon :Fetts~uren naeh Angabe der Autoren nieht immer gelingt s, 7. 

Zu 3. Nach der Uberfiihrung in ihre Hydroxamate soll es m6glich 
sein, die Fetts5,uren yon C 2 bis C~ papierehromatographisch zu identi- 
fizierenn, 12. Die yon den Autoren angegebenen /~1-Werte zeigen so 
geringe Differenzen, dab yon einer Trennung nieht die Rede sein kann. 
So ]iegen die /~1-Werte der Fetts~iuren mit gerader C-Anzahl yon C 6 
bis C~.z zwisehen 0,93 und 0,98*. 
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* W/ihrend der Druck]egung erhielten wir i~ienntnis fiber die Arbeit yon 
F.  Micheel und H.  Schweppe [Angew. Chem. 66, 136 (1954)], denen eine gute 
Trennung der Hydroxamate auf Zelluloseacetat-Papier gelang, sowie fiber 
die Arbeit yon H.  P .  K a u / m a n n  und W.  H.  ~Nitsch [Fette u. Seifen 56, 154 
(1954)], die die Fetts~uren auf mit Kohlenwasserstoffen imlor~igniertem 
Papier trennten. 
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Ebenso sehwierig wie die Trennung der einzelnen Fetts~iuren ist das 
Sichtbarmaehen kleinster l~Iengen derselben am Papier. Die meisten 
der oben zitierten Autoren verwenden Indikatoren,  wie Bromkresol- 
purpur,  Bromphenolblau, ~e thy l ro t  usw. Die erzielte Farbe der Flecken 
ist jedoch stark abhangig yon der Beschaffenheit des Papiers und au[ter- 
dem unbestandig. Dabei muB darauf aufmerksam gemacht werden, 
dab kleine lV[engen yon Fetts~uren naeh dem Entwiekeln des Chromato- 
gramms viel sehwerer anzuf~rben sind als beim gewShnlichen Auftropfen 
derselben auf Papier. Dies gilt jedoch nicht nur fiir die genannten Indi- 
katoren, sondern fiir alle anderen Methoden zur Erkennung der Yett- 
ss Eine t~eihe solcher Methoden wurde yon H. P. Kau[- 

mann 1~ angegeben. 

E i g e n e  V e r s u e h e .  

Bei der Weiterentwicklung der yon Kau[mann angegebenen Methode 
mit Fluoreszenzindikatoren fanden wir, dab sehr sehSne Kontras te  beim 
Bespriihen eines alaunimpr~tgnierten Papiers mit  einer wal~rigen LSsung 
yon l~hodamin B auftreten. Nach dem Troeknen sind die Fetts~iuren im 
ultravioletten Licht als helle Flecken siehtbar. 

Blau konnten wir die Fetts~uren auf impr~tgniertem ~md unimpr~igniertem 
Papier mit Cyanol extra in einer ges~ittigten BleiacetatlSsung anf~irben. 
Da man die mi~ Farbstofi' bespriihten Papiere mit Wasser wasehen mul3, 
besteht die Gefahr, dal~ insbesondere die niederen Fetts~uren ausgewasehen 
werden. 

Unsere Versuehe zur Trennung yon l~ettss auf unbehandeltem 
Papier unter Anwendung yon ammoniakalischen Alkohol-Wasser- 
Gemischen fiihrten zu keinen brauchbaren Ergebnissen. Es kamen dabei 
methanol, Athanol, I sowopanol  , n-Butanol und n-Amylalkohol zur 
Amvendung. Die LSsungen miissen ammoniakalisch sein, da sich sonst 
die niederen Fetts~uren verfliichtigen. Die Rf-Werte waren so un- 
giinstig und die Streifenbildung so stark, dub bei einem Gemisch dreier 
hSherer Fettsauren nur ein langer Streifen ohne Abgrenzung zu sehen 
war. Aber auch bei den niederen Fettsauren, die teilweise getrennt werden 
konnten, waren die Fleeken unscharf und langgestreekt. 

Weitaus giinstigere Ergebnisse erhielten wir, als wir mit  l~etall- 
hydroxyden (Aluminium, Zink, Kupfer) impr~ignierte Papiere anwendeten. 
Bei der Weiterverfolgung dieses Weges hat  sieh die Vorbehandlung des 
Papiers mit  einer AlaunlSsung als besonders gut, ja sogar als notwendig 
erwiesen. 

Den entscheidenden Vorteil aber braehte eine ~_nderung des Ent-  
wieklungsgemisches. Die ammoniakalisehen Alkohol-Wasser-Gemisehe 
wurden dureh ein Gemisch yon Tetraehlorkohlenstoff-Methanol-Ammoniak 
ersetzt. 

13 H. P.  KauJmann und J. Budwig, Fe~te u. Seifen ~ ,  85 (1953). 
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Abb.  1. Chromat ,ogramme eines Oemisches der  Fet~s~;uren von C~ bis C~8 (je 30~g) .  A1 artd B 1 
entwickel~ m i t  Tet rachlorkohlenstoff -3gethar lobAmmoniak i m  VolumverhS, l tnis 81 :  18 :  1; A~ gef~irbt 
m i t  l / ,hodamin :B in 0,05 n HC1 und  B~ gef~irbt mi t  l%hodamin B in Wasser .  B 3 entwickel t  mi/~ Tet ra-  
chlorkohlenstoff-2c[ethanol-Ammoniak 80 : 19 : 1 und gef~irbt mi t  l%hodamin B in Wasser .  (Aufnahme  

der Fluoreszerlz im  ul t ravio]et ten  Licht . )  

A r b e i t s v o r s c h r i f t .  

Das Papier (Schleieher& Schfll  2043b) wird in einer 0,5~oigen 
Lfsung vor~ KAI(S0t)2.  12 H20 gebade~. Die fibersch/issige L6sung 1/~l]t 
man abtropfen und trocknet nun das Papier bei 60 bis 100 ~ Man kann eine 
gr6~ere Menge Papier auf Vorrat impr~ignieren. 

Zur En~wicklung verwendet man ein Gomisch yon Tetraehlorkohlenstoff, 
Methanol und konz. Ammoniak im Volurnsverhgltnis 81 : 18 : 1. Der Te~ra- 
ehlorkohlenstoff sowie das vorher getrooknete Methanol werden fiber eine 
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gut wirkende Kolonne destilliert. Konz. Ammoniak p .a .  (D: 0,91) und  
Methanol werden gemiseht und dann wird die entspreehende Menge Tetra- 
ehlorkohlenstoff zugesetzt. I n  einem gut versehlossenen Gef~B ist das Gemisch 
unbegrenzt lange haltbar. VCenn sich eine Tr~bung zeigt, ist es zur Ent-  
wicklung ungeeignet. In  dicht sehliel3enden Entwieklungsgef~Ben ist ein 
Gemiseh ffir mehrere Entwicklungen so la.nge brauehbar, als es klar bleibt. 
In  best immten Grenzen kann  man auch andere Misehungsverh~ltnisse 
herstellen. Nur mul~ dabei beaehtet werden, da.13 kleine Variationen relativ 
hohe Xnderungen der Ny-Werte verursaehen (siehe Abb. 1). 

Zur aufsteigenden Entwieklmlg des eindimensionMen Chromatogramms 
troeknet man einen 40 em langen, mit  AIaxm impr~ignierten Papierstreifen 
1/2 Std. bei 80 bis 100 ~ Die petrolgtherisehe Lfsung des zu analysierenden 
Fetts~uregemisehes wird aufgetragen, wobei das Papier 10 Mira an der Luft 
verbleibt. Man h~ngt den Streifen nun  auf 2 Stdn. in den mit  dem L6sungs- 
mitteldampf ges~ttigten Zylinder und beginnt dann  die Entwieklung dureh 
Eintauehen des Papiers in das Entwieklungsgemiseh. Der Zylinder sell 
dabei nieht ge6ffnet werden. Naeh 13 bis 15 Stdn. ist die LSsungsmittel- 
front bei 20~ etwa 30 cm gewandert mid damit ist die Entwieklung be- 
endet. Das Papier wird bei 60 bis 70 ~ getroeknet, mit einer 0,1~ L6sung 
yon Rhodamin B in 0,05 n I{C1 besprfiht und abermals bei der angegebenen 
Temp. getroeknet. Die Anf~irbung aller S~uren mit  Ausnahme der Butter- 
s~ure gelingt aueh dann, wenn l~hodamin B ohne Salzs~iure aufgespriiht 
wird. Ein Farbstofffibersehul~ ist yon Naehteil. Man sieht bereits bei Tages- 
lieht die niederen und  mit t leren Fetts~iuren als dunkle, rot gef/irbte Fleeken. 
I m  ultravioletten Lieht sind alle Fetts~uren mit gerader C-Anzahl yon C 4 
bis Cls als hellrote, gut getrennte Fleeken auf violetter Unterlage siehtbar. 
Fetts~iuren fiber C~s s tanden uns in reiner Form nieht zur Verf/igung. Es 
ist sehr wahrseheinlieh, dab aueh die Sauren mit 20 und  22 C abgetrennt  
werden kfnnen.  

An der Front  findet man einen 10 bis I5 rmn breiten, stark fluoreszierenden 
Streifen. Es ist uns nieht gelungen, Bedingungen zu finden, unter  denen 
das Erseheinen dieses Streifens verhindert  werden kann. Die Trenmmg 
der hfheren Fet tsauren wird dadureh nieht gestfrt.  

Mengen yon  10 bis 100,ag jeder S~ure lassen sieh aus einem Gemiseh 
gut  t rennen.  Es empfiehlt  sich, in  diesen Grenzen zu bleiben, das heiftt 
veto Gemiseh nur  so vieI aufzutragen,  dab yon der am stgrksten ver- 
t r e tenen  Sgure nieht  mehr als 100,ug en tha l ten  sind. Bei Anwendung  
gr6Berer 1Vlengen werden die Fleeken zu grog, worunter  die Trennsehgrfe 
leidet. W e n n  weniger als 10#g vorliegen, ist die Anf~rbung teilweise 
unzureiehend.  

Die R f W e r t e  der ges~ittigten und  einfaeh unges~t t ig ten Fetts'Xurmx 
gehen proport ional  mi t  der Ket tenl~nge.  Wir  l inden  also im Chromato- 
g ramm die hfehs te  Sgure am weitesten gewandert .  Die R~-Werte der 
unges~ittigten unterseheiden sieh n ieht  merklieh yon  denen  der ent- 
spreehenden ges~tt igten S/~uren. An der A b t r e n n u n g  der unges~t t ig ten  
S~uren yon  den gesgtt igten wird gearbeitet ,  woriiber gegebenenfalts 
beriehtet  werden wird. 

Sell ein l~'etts~uregemiseh un te r sueh t  werden, in  dem eine oder mehrere 
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Tabelle I. Rf-Werte bei Entwicklung mit einem Gemisch yon 

Tetrach]orkohlenstoff-Methanol-Ammoniak 81 : 18 : I. 

Butters~ure .............. 

Capronsiiure ............. 
Capryls~iure .............. 

Caprins~iure .............. 

0,11 
0,21 
0,32 
0,44 

Laurins~iure . . . . . . . . . . .  
Myristins/~ure . . . . . . . . . .  
Palmitins~ure .......... 
Stearins~iure ........... 

0,56 
0,64 
0,72 
0,80 

S/~uren in so geringer Menge vorkommen, da~ ihre Sichtbarmachung 
auch bei Anwendung der h6chst zul~ssigen Menge an Gemisch nicht 
gelingt, so kann die ttarnstoff/~llung oft sehr gute Dienste leisten 14. 
Man kann die Bedingungen der F/~llung so w/~hlcn, dal~ entweder die 
im Uberschu6 vorhandenen st6renden oder die zu analysierenden t~ett- 
s/~uren zum Grol~teil gef/~llt werden. 

~4 A .  Holaselc mid ;VI. G. Ibrahim, Fette u. Seifen 55, 601 (1953). 
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