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A Klasszikus zsiranalitikai eljarasok segitségével a zsirnemd anyagoknak
(lipoidoknak) vegydletcsoportok szerint valo elvalasztasa (osztéI%/erélasztésa)
hossz( ideig szinte megoldhatatlan feladat, majd a modszerek fejlGdésével is
rendkivil hosszadalmas és kevéssé megbizhatd eljaras volt. E téren dént6 val-
tozast hozott az adszorpcios és a megoszlasi jelenségeken alapuld elvalasztasi
mddoknak a zsiranalitikdba torténd bevezetése. E mddszerek alkalmazasaval
alapvet6en Uj lipoidanalitikai szemlélet alakult ki, els6sorban Kaufmann és
munkatarsai nyoman. Kaufmann munkatarsaival mar 1937-ben tanulmanyozni
kezdte az akkor elterjed6 oszlopkromatografiat s annak a zsiranalitika terlletén
val6 alkalmazasat. Kézikonyve osszefoglaljaasajat és masok munkajanak 1957-ig
terjed6 legfontosabb eredményeit [3]. Az Gjabb oszlopkromatografias lipoid-
osztalyelvalasztasi eljarasok koziil kiemelkedik Hirsch és Ahrens fr. gondosan
kidolgozott mddszere, amely standard-metddusnak tekintheté [1, 2].

Ismét 0j utakat nyitott a lipoid-osztadlyok elvélasztdsdban a - néhany
kordbbi rendszertelen kisérlet utan - Stahl altal bevezetett vékonyréteg-
kromatografia vagy lapkromatografia. (Diinnschicht-chromatographie, Thin-
layer-Chromatography, Cromatographie sur couches minces) [7], amely tulaj-
donképpen ne/itott adszorpcios oszlop alkalmazasa, (iveglapra teritett adszorp-
ciés réteg alakjaban, mint ahogyan annak idején a papiros-kromatografia
a zart megoszlasos oszlopok megnyitasat jelentette.*

A vékonyréteg-kromatografianak a lipoid-kutatdsok teriiletére vald beve-
zetése Kaufmann és Makus nevéhez flizédik [4], akik megallapitottak, ho%/
a lipoidok funkcionalis csoportjaik szerint osztalyokra valaszthatok szét az ad-
szorpcios retegen. MegfelelGen nagy molekulaja vegyuleteknél ugyanis a benntik
levd lancok hosszlsaga és. a kettos kotésekben mutatkozo kiilonbozéség az Rf
értekeket csak kis mertékben befolyasoljak. Az egyes vegyiletcsoportok (oszta-
lyok) ennek megfelel6en, bar olykor elhizédo, de jol elkiloniilé foltokat adnak.

A késbbbiekben kidolgozott vékonyréteges osztalyelvalasztasi eljarasok
kézil Malins és Mangolt eljardsa mutatkozott a legjobban reprodukalhaténak
[5, 6]. A ,,Merck : Silicagel O” készitménybdl el6allitott vékony réteget 105 °C-on
aktivaltdk s a kromatogrammokat petroléter-éter-jégecet kilonb6z6 aranyu
elegyével fejlesztették ki.

A vékony rétegl lapkromatogrammon a lipoidosztalyokrol tokéletesebb képet
kapunk, mint az oszlopon toértend szétvalasztds esetében, mégpedig a sz6 leg-
szorosabb értelmében, mivel a szétvalo vegyiletcsoportok lathatova tétele
valosagos, szemmel lathaté képet ad azok egymashoz val6 viszonyarol, s egy
pillanat alatt olyan Osszehasonlitast tehetink két lipoid Osszetételét illeten,
amilyent a ,,s6tétben tapogatd” oszlopelvalasztas ilyen kdzvetlenil soha nem
mutat meg (1. abra).

* Az adszorpcios lapkromatografia mellett Gjabban egyre inkdbb terjed az impreg-
nalt lapokon torténé megoszlasos kromatografia is. A lipoidok osztalyelvalasztasi elve azon-
ban valtozatlanul az adszorpciés jelenségen alapszik.
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7. dbra

Tehéntej (a) és anyatej (6) lipoidjainak 0Osszehasonlité rétegkromatogramja vékony laporr
(Merck: Silicagel G.) 83 ml benzin (Fp. 60 —120 C°) — 18 ml eliléter — 1 ml jégecet. 20 C°.
El6hivéas: alkoholos foszformolibdénsavas permetezés, 115 C°, 15'

A vékonyréteg-kromatografia teherbirasa azonban igen sziikre korlatozott.
Egy-egy 20 x 20 cm-es lap kapacitasa (attdl figgéen, hogy a vizsgalt anyag hany,
s egymastol milyen tavolra hiz6dd osztalyra valik szet) 20 - 40 mg, s ahhoz,
hogy az egyes osztalyokat tovabb elemezhessik, a kisebb frakciokra mérhetet-
lenul keves mennyiseg jut.

A preparativ, de legalabbis félmikro-preparativ. mennyiségek eléréséhez
kézenfekvd volt a lap vastagsaganak, s ez altal kapacitdsanak novelése. Mikro-
eljarasnak a makrd-méretek felé valo kozelitése altalaban értelmetlen akkor,
ha a nékik megfelel§ klasszikus makro-modszerek a széban forgd probléma meg-
oldasahoz kielégitek. A vékonyréteg-kromatografianak azonban az oszlophoz
képest sok ei6nye van - szemléletesség, gyorsasag, egyes osztalyok szelektivebb
elvalasztasa** és ezek az el6nyok a makré-iranyba ndvelve is megmaradnak.

Munkank soran 2,5 mm vastag adszorpcids réteget alkalmaztunk, amely
20 x 20 cm-es lapoknal (a szétvalo osztalyoktol fliggéen) lehetévé tette a lipoi-

** QOszlopkromatografiaval pl. mindeddig nem sikertlt elkuloniteni gliceriléter-
diésztereket a trigliceridektél [1] Vékonyréteg-kromatografidval az elvéalasztas tokéletes [8]
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2. dbra

a: vastag réteg ontése és teritése, b: a réteg egyenletessé tétele Gtdgetéssel.

doknak 300 mg mennyiségig torténd osztalyelvalasztasat. Ez mar felmikro-
preparativ mennyiség, s tobb lap alkalmazasaval még a kisebb frakciok is ele-
gend6 mennyiségben nyerhet6k ki.

Az adszorbens-réteg készitésé. Lipoid-osztalyok vékonyréteg-kromatografias
elvalasztasara legelterjedtebb készitmény a ,,Merck: Silicagel G.” Ez kb. 10%
gipszet tartalmaz. Vastag réteg el6allitasara nem alkalmas, mert szaradaskor
a réteg megrepedezik. Az Osszetételen gipsz hozzaadasaval lehetett volna ugyan
madositani, ehelyett azonban az Epuletvegyészeti Gyarnak a Novényolajipari
és Haztartasi Vegyipari Kutatéintézet altal kiprébalt un. ,,Sz(ikpdrusu szilika-
gél” készitményét hasznaltuk fel, 6rolve, 100-200 mesh szemcsenagysagban
gMSZ 905:0,1/0,063 és 0,07/0,045 szitdk kozétt fennmaradd rész), tobbszori
orr6 kloroformos mosas utdn a kdvetkezd aranyban és mennyiségben:

30 g szilikagél
13 g alabastromgipsz
50 ml desztillaltviz

A viz aprankénti hozzdadéasa utan a pépet mozsarban csomomentesre dor-
zs6ljuk, majd vékony sugarban az acetonnal zsirtalanra torolt, pontosan viz-
szintesen fekvd 20x20 cm-es Uveglapra ontjik, s a mozséartdrévei amennyire
lehet, egyenletesen szétteritjuk (2d abra). Az igy nyert réteg hullamos. ROgton
a szétterités utan azonban a bal kéz ujjain megtamasztott lapot a jobb kéz ujjai-
nak szapora Utogetésével rezg6 mozgasba hozzuk, lgyelve a lap vizszintes hely-
zetére. (2b-abra) A rezgd mozgas hatdsara a még Tolyos pép tokéletes egyen-
letességgel tertl szét, majd néhany perc malva megkét. A viz hozzdadasatol a
réteg egyenletessé tételéig 2 percnél tdbb id6 ne teljék el.

Masnapra a kiszaradas mar olyan mérték(, hogy a lap szaritdszekrénybe
helyezhet6 aktivalas céljabol. Az aktivalas 110-115 ?°-on torténik, kb. 11/2-2
oran at.

Az anyag felvitele. A vizsgalando lipoidbdl, az osztalyok szama, elhelyezke-
dése és a kivant elvalasztasi élesség szerint 1- 3 ml 10%-os oldatot visziink fel,
lassu kifolyasu pipettabol. Vonalzé mellett a lap aljatol kb. 2 cm-re végightzzuk
a pipettat a rétegen, ugy, hogy az finom &rkocskat hizzon. A felvitel helyét
N2arammal flvatva €s szaritva, ismetelten végighlzzuk a pipettat. Egy-egy
hizéssal - egyenletesen - 150- 200 mikrolitert viszink fel. Az iveg feldl
az atnedvesedés mutatja a felvitel egyenletességet.

A'kromatogram kifejlesztése és el6hivasa. Munkank soran az anyatej és a
ehéntej lipoidjainak osztalyelvalasztasat végeztiik el. Legalkalmasabbnak bi-
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3. dbra. Vastag rétegli kromatogram anyatej-lipoidbdl.

a: 80 ml petroléter (Fp. 60—80 C°) —20 ml etiléter —1 ml jégecet. b: ugyanez, petroléter
helyett benzinnel (Fp. 60 —120 C°.) El&hivas: alkoholos foszformolibdénsavas permetezés,
115 C°, 20"

zonyult a benzin (Fp. 60-123 C3-etiiéter-jégecet 83:20:1 térfogataranyu ele-
gye. A benzin szelektivebb elvalast eredményez, mint a petroléter. A 3. abra
alkoholos foszformolibdénsav-oldattal bepermetezett és 120 C°-on el6hivott
vastaglapkromatogramokon mutatja a savok elhelyezkedését, benzines és
petroléteres futtatas utan.

4, abra

sav-kijelolé csikok el6hivasa ecsettel felvitt alkoholos foszformolibdénsavval vonalkéalyhaval
melegitve.
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5. abra

Tovabbi feldolgozéasra kerilé vastag rétegli  kromagogram vonalkalyhaval eléhivott
savkijelol6 csikjai. 1—4: el6hivott jelol6-csikok, 1—VII: kijeldlt savok.

A lapok ilyen teljes elGhivasa azonban csak demonstrativ célokat szolgal,
mert a foszformolibdénsavval kezelt anyag a tovabbi vizsgalatra alkalmatlan.
Ha a savokat elualni akarjuk, vékony jelz8-csikok el6hivasaval jeldlhetjik ki
helytiket (5. abra). A savokat karcolassal Jelljik ki (az abran a szaggatott vonal),
s az el6hivo vegyszeroldatot finom ecsettel vissziik fel. Mivel a savok hatara
rendszerint nem parhuzamos a startvonallal, célszer(i nég¥ f'elzé-csikot eléhivni.
Az el6hivast nem az egész lap, hanem csak a jelz6csikok felmelegitésével végez-
zlk el, hogy elkeruljiik a vizsgalando lipoidok karosodasahoz vezetl felmelege-
dést. Ez vonalkalyha segitségevel oldhaté meg (4. abra). A fiitGtest: 3 mm o
ivegcsGben levé 70 W teljesitményii laza cekasz-spiral. A fiit6aram feszilt-
sége 24 V. Az el6hivas jodg6zben is elvégezhetd.

Elualas. A kijeldlt savokat kilon-kilon lefejtjik az Uveglaprél, az oldé-
szerrel valo jobb érintkezés érdekében mozsarban porra dorzsoljuk, majd -
attdl fuggden, hogy keskenyebb vagy szélesebb savrdl van-e sz - 100-250 ml
kloroformmetanol 2:1 elege/ével enyhe forrasig melegitjik s Nutsh sz(ir6n sza-
razra szivatjuk. Meleg olddszerkeverékkel 3 izben utanamossuk, a szilikagél-
gipszet felkevcressel szuszpendalva, az olddszert néhany percig rajta hagyva,
vegll ismét szarazra szivatva.

A lesz(irt oldatot nitrogénaramban, csdkkentett nyomason 50-100 ml-re
paroljuk be, majd vizzel 2-szer kimossuk, hogy a kalciumszulfatot eltavolitsuk.
A vizes fazisokat petroleterrel atmossuk. A Kimosott oldatot a petroléteres
utanmosoéval egyesitjik, natriumszulfaton szaritjuk és nitrogénaramban, csok-
kentett nl)(/omés alatt beparoljuk. A szétvalasztott lipoidosztalyokat a megfelel6
mabdszerekkel tovabb vizsgéalhatjuk (koleszterinmeghatarozés, foszformeghaté
rozas, foszfolipid-szétvalasztas, zsirsavak papirkromatografias, géazkromatog-
rafias elvalasztasa sth.)
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A leiras csak a lipoidok, kozelebbrll anya- és tehéntej lipoidoknak oszta-
lyokra t0rténd vastaglap-kromatografias, felmikro-preparativ szétvalasztasat
targyalja. Val6szind, hogy a vastaglapos modszer egyeb vegyiiletcsoportok szét-
véalasztasara is Iehetoseget nyujt.

Az eljarast eddlg kb. 50 anyatej lipoidjanak szétvalasztasanal alkalmaztuk.
Jol aktlvalt lapon, friss oldoszerkeverékkel, 20 C° hémérséklet esetén a szét-
vélasztas pontosan reprodukalhato.
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NMONYMWKPO-MPEMAPATUBHOE PA3AENEHWE TPYTIM
nnmnomngos METOAOM JIMCTOBOUN XPOMATOIPAGNA
B TOACTOM C/NOE

. Uernegmn-AHko

XpomaTtorpagus B TOHKOM Cfoe YCMELUHO MPUMEHSIETCA [A/1s pasfeneHust
pasHbIX MaTepuasios, HO pasfdenseMoe KONMYEeCTBO MaTepuanos Mano, He A0CTa-
TOYHO ANIA MPenapaTuBHbIX Lieneid. ABTOP COOBLIAET nuctosyio xpomaTorpa(pmo
B TO/ICTOM C/0€, MpY MOMOLLM KOTOPOI pasfeneHHble MaTepuasbl Moj 'JatoTcs
B N0y MMKPOMPEnapaTvBHOM KO/MUECTBE W MOXHO WX MPUMEHUTb AN fanb-
HeMLWWX 1ccnefoBaHuiA.

HALBM1KRO-PRAPARATIVE TRENNUNG VON LIPOID-KLASSEN VER-
MITTELS DICKSCHICHT-PLATTENCHROMATOGRAPHIE

G. Czeglédi-Janké

Die Dunnschicht-Chromatographie eignet sich zur Trennung verschiede-
ner Substanzen. Die trennbare Substanzmenge ist jedoch gering und fir prépara-
tive Zwecke zumeist nicht geniigend.

Die Arbeit beschreibt eine - zur Trennung von Lipoiden geeignete - Dick-
schicht-Plattenchromatographie - bei welcher die getrennten Substanzen in
halbmirko-préparativen Mengen gewonnen und zu weiteren Operationen bzw.
Untersuchungen verwendet werden koénnen.

SEMIMICRO PREPARATIVE SEPARATION OF LIPOID TYPES BY
THICK-LAYER SHEET CHROMATOGRAPHY

O. Czeglédi-Jankd

Thin-layer chromatography proved to be suitable for the separation of
various substances. However, the quantity of separated substances is small,
and it is generally insufficient for preparative purposes.
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_ For the separation of lipids, a procedure by thick-layer chromatography
is described. By this method, semimicro preparative amounts of the separated
substances can be obtained, and used in further operations or investigations.

SEPARATION DEMIMICRO-PREPARATIVE DES CLASSES DE LIPOIDES
PAR CHROMATOGRAPHIE SUR FEUILLE EPAISSE

G. Czeglédi-Janko

La Chromatographie sur feuille mince convient pour la séparation de diver-
ses matiéres. Mais la quantité de la matiére qu’on veut séparer est generale-
ment peu et ne suffit pas a des buts préparatifs. L’auteur décrit pour la sépara-
tion des lipoides un procédé chromatographique sur feuille épaisse qui permet
I’obtention des matiéres sé,oarées en quantités demimicro-préparatives siffisantes
pour des manipulations ulterieures.



