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Методом тонкослойной хроматографии оценена возможность разделения олеиновой и стеарино-
вой кислот с подвижными фазами на основе поверхностно-активных веществ. В работе исследовано 
влияние типа и концентрации поверхностно-активного вещества на параметры удерживания иссле-
дуемых кислот при использовании нормально-фазовых пластинок для тонкослойной хроматографии 
Sorbfil UV–254. Оценивали влияние на подвижность олеиновой и стеариновой кислот анионного н-
додецилсульфата натрия, катионного цетилпиридиний хлорида и неионого Твин-80 в интервале кон-
центраций от 1·10-5 моль/л до 0.1 моль/л. Также исследовали смешанные подвижные фазы на осно-
ве двух последних поверхностно-активных веществ, взятых в различных концентрациях. рН элюен-
тов варьировали в интервале от 1 до 9. Добавление 2-пропанола в подвижную фазу, содержащую 
поверхностно-активное вещество, не приводило к улучшению эффективности разделения кислот. 
Наилучшие результаты были получены с элюентом, содержащим 1·10-5 моль/л цетилпиридиний хло-
рида и тетраборатный буферный раствор с рН 9. Предварительная модификация поверхности сили-
кагеля цетилпиридиний хлоридом не изменяла результаты хроматографирования. Для выяснения 
связи удерживания кислот с длиной углеводородного фрагмента, а, следовательно, вклада гидро-
фобных взаимодействий, в системе со смешанной подвижной фазой на основе цетилпиридиний хло-
рида и Твин-80 при рН 3 хроматографировали муравьиную, уксусную, пропионовую, гексановую и 
миристиновую кислоты. Наименьшая подвижность наблюдалась для миристиновой кислоты 
(lgPo/w=6.09±0.19), что указывает на очень сильные гидрофобные взаимодействия кислоты с моди-
фицированной поверхностно-активными веществами поверхностью силикагеля. Такие взаимодейст-
вия являются основной причиной плохой подвижности исследуемых олеиновой (lgPo/w=7.7±0.2) и 
стеариновой (lgPo/w=8.22±0.19) кислот в системе с элюентами, содержащими поверхностно-активные 
вещества. Для проявления зон кислот после хроматографирования испытывали: раствор фосфор-
номолибденовой кислоты, раствор родамина Б, раствор серной кислоты и йодную камеру. Лучшая 
визуализация ТСХ-хроматограмм достигнута при опрыскивании пластинок 6 %-ным раствором сер-
ной кислоты в этаноле с последующим нагреванием их при 110 °С. 

Ключевые слова: тонкослойная хроматография, стеариновая кислота, олеиновая кислота, по-
верхностно-активное вещество. 

 

Введение 

Жирные кислоты входят в состав животных и растительных жиров. В состав растительных 
масел входят линолевая, олеиновая, стеариновая, миристиновая, пальмитиновая, леноленовая 
кислоты [1-3]. Причем, отношение концентраций этих кислот индивидуально для данного рас-
тительного масла. Например, для подсолнечного масла отношение концентраций стеариновой и 
олеиновой кислот порядка 0.2 единиц, а для более дорогостоящего оливкового масла ‒ 0.04 [3]. 
Тогда по данному параметру для анализируемого образца можно выявлять наличие фальсифи-
кации оливкового масла добавками подсолнечного. Стеариновую кислоту относят к насыщен-
ным жирным кислотам, а олеиновую кислоту, содержащую в углеводородной цепи одну двой-
ную связь, к ненасыщенным кислотам этого класса [1,4,5] (Рис. 1). 

Для контроля содержания жирных кислот в растительных маслах используют методы газо-
вой [3], высокоэффективной жидкостной [6] и тонкослойной (ТСХ) [7,8] хроматографии. Пер-
вые два метода связаны с использованием дорогостоящего оборудования и высококвалифици-
рованного персонала. В работе [7] используют в качестве подвижных фаз (ПФ) смеси ледяной 
уксусной кислоты (класс токсичности 3), петролейного эфира (класс опасности 3), хлороформа 
(класс токсичности 2) [9]. Применение ПФ на основе растворов поверхностно-активных ве-
ществ (ПАВ) позволяет отказаться от токсичных органических растворителей. Кроме того, при 
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использовании элюентов содержащих ПАВ, отпадает необходимость насыщения хроматогра-
фической камеры [10-13] 

Целью данного исследования являлось установление возможности разделения стеариновой 
и олеиновой жирных кислот на дешёвых нормально-фазовых ТСХ-пластинках с элюентами, 
содержащими ПАВ. 

 

 
Рисунок. 1. Стеариновая (а) и олеиновая (б) кислоты 

 

Экспериментальная часть 

Используемые реактивы: йод (х.ч., Аллхим, Украина), родамин Б (х.ч., Аллхим, Украина), 
фосфорномолибденовая кислота (х.ч., Аллхим, Украина) н-додецилсульфат натрия (ДСН, 
Merck, содержание основного вещества 98.1%, Германия), цетилпиридиний хлорид моногидрат 
(ЦПХ, Merck, массовая доля основного вещества 96%, массовая доля воды 4.5-5.5%, Германия), 
Твин-80 (плотность 1.074 г/см3, AppliChem GmbH, Германия), муравьиная кислота (ч.д.а., Мак-
рохим); уксусная кислота (ч.д.а., Макрохим, Украина), пропионовая кислота (ч., Ереванский 
завод химреактивов, Армения), гексановая кислота (ч.д.а., Макрохим); миристиновая кислота 
(х.ч., Sigma-aldrich, США); олеиновая кислота (х.ч., Sigma-aldrich, США), стеариновая кислота 
(х.ч., Sigma-aldrich, США), серная кислота (ч., Химлаборреактив, Украина), этанол (х.ч., объем-
ная доля 96%, Макрохим, Украина), 2-пропанол (ч.д.а., Макрохим, Украина), хлороформ 
(фарм., Укрхимэкспо). рН элюента 1, 2 создавали с помощью хлороводородной кислоты (х.ч., 
Химлаборреактив, Украина); рН 3, 4 – используя лимонную кислоту (х.ч. Аллхим, Украина), 
гидроксид натрия (х.ч., Аллхим, Украина) и хлороводородную кислоту; рН 5-7 – используя 
гидрофосфат натрия (х.ч., Аллхим, Украина) и дигидрофосфат калия (х.ч. Аллхим, Украина); 
рН 8, 9 – используя тетраборат натрия десятиводный (х.ч. Аллхим, Украина) и хлороводород-
ную кислоту. Раствор гидроксида натрия, свободный от карбонатов, готовили по методике, 
описанной в работе [14], стандартизовали по навескам адипиновой кислоты. 

Для приготовления ПФ использовали бидистиллированую воду. Исходные растворы с кон-
центрацией 0.2 моль/л муравьиной, уксусной, пропионовой, гексановой, миристиновой, стеа-
риновой и олеиновой кислот готовили растворением точных навесок или аликвот в хлорофор-
ме. Рабочие растворы получали, разбавляя исходные хлороформом. 

Оборудование. Стеклянные камеры для хроматографирования, пластины для тонкослойной 
хроматографии марки ПТСХ-АФ-А-УФ (ТУ 4215-002-43636866-2007, Sorbfil, Россия), микро-
шприц с ценой деления 0.1мкл. Значение рН определяли потенциометрическим методом с 
рН-метром рН-150МИ и комбинированным электродом ЭСК-10603. 

Величины логарифмов констант распределения кислот в системе октанол-вода (lg Po/w) рас-
считывали, используя программу ACDLabs 6.0. 

 

Результаты и обсуждения 

Выбор проявителя для химической визуализации хроматограмм. Для проявления зон 
кислот после хроматографирования использовали раствор фосфорномолибденовой кислоты, 
раствор родамина Б, раствор серной кислоты и йодную камеру. 

В случае химической визуализации хроматограммы опрыскивали 4 %-ным раствором фос-
форномолибденовой кислоты в этаноле с последующей термической обработкой в сушильном 
шкафу при 120°С [15,16] и наблюдали синие пятна кислот на желтом фоне. Однако, на пла-
стинках появлялись синие разводы, что затрудняло наблюдение искомых зон кислот и искажа-
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ло результаты анализа. В случае работы с мицеллярными ПФ часть пластинки ниже мицелляр-
ного фронта окрашивалась в желтый цвет, маскируя пятна аналитов. 

После выдерживания пластинок в камере, насыщенной парами йода [15,16], наблюдали жел-
тые пятна на белом фоне. Однако, после хроматографирования с мицеллярными ПФ наблюда-
лось окрашивание в желтый цвет области ниже мицеллярного фронта. Это мешало обнаруже-
нию зон исследуемых кислот. 

При проявлении ТСХ-хроматограмм 0.4 %-ным водным раствором родамина Б неокрашен-
ные зоны жирных кислот было сложно наблюдать на розовом фоне. 

Лучшие результаты были получены при химической визуализации пятен опрыскиванием 
6 %-ным раствором серной кислоты в этаноле с последующей термической обработкой в су-
шильном шкафу при 110° С. При этом наблюдали на белом фоне коричнево-серые пятна анали-
тов. Кроме того, область ниже мицеллярного фронта при проявлении не окрашивалась, что 
делало возможным наблюдение пятен кислот на пластинке. 

Влияние типа и концентрации ПАВ на параметры удерживания стеариновой и олеи-
новой кислот. Известно, что в процессе хроматографирования поверхность силикагеля моди-
фицируется мономерами ПАВ за счет их сорбции на ней. Причем, порядок элюирования на 
такой модифицированной поверхности совпадает с порядком в обращенно-фазовой хромато-
графии. Мицеллы ПАВ солюбилизируют нерастворимые в воде компоненты, что дает возмож-
ность отказаться от применения летучих органических растворителей [10-13]. В работе исполь-
зовали элюенты на основе ПАВ (анионного ДСН, катионного ЦПХ, неионого Твин-80), а также 
элюенты, содержащие смесь ЦПХ и Твин-80. Концентрации ПАВ в растворах варьировали ни-
же критической концентрации мицеллообразования (ККМ), при ККМ и выше ККМ. В исследо-
вании также варьировали кислотность элюентов в интервале рН от 1 до 9. 

При использовании растворов ДСН пятна кислот оставались на старте во всем интервале рН. 
В области рН выше 6-7, где силанольная поверхность приобретает частичный отрицательный 
заряд [17], модификация поверхности, вероятно, отсутствует вследствие электростатического 
отталкивания отрицательно заряженных мономеров или мицелл ДСН и диссоциированных си-
ланольных групп. Кроме того при кислотности элюентов выше рН 6 олеиновая и стеариновая 
кислоты диссоциированы по карбоксильной группе (рКa составляет 5.02 и 4.75 соответственно 
[18]), что препятствовало связыванию с отрицательной поверхностью мицелл ДСН [19]. В ки-
слой области с рН≤2, где силанольные группы силикагеля протонированы [17], добавки ДСН 
тоже не приводили к улучшению хроматографирования. 

Применение элюентов на основе Твин-80 также не привело к смещению от линии старта пя-
тен кислот. Полярная поверхность силикагеля модифицировалась ПАВ за счет образования 
водородных связей между силанольными группами сорбента и этиленоксидной цепью Твин-80. 
Это приводило к сильному удерживанию кислот на обращенной поверхности силикагеля за 
счет гидрофобных взаимодействий и водородных связей. 

В случае элюентов на основе ЦПХ наблюдалось изменение поведения кислот. Концентра-
цию ПАВ варьировали от 1·10-5 моль/л до 0.1 моль/л. Наибольшую подвижность олеиновой 
кислоты наблюдали при концентрации ПАВ 1·10-5 моль/л и 0.1 моль/л при рН 9. Во всех случа-
ях стеариновая кислота оставалась на линии старта. 

При концентрации ЦПХ 1·10-5 моль/л, вероятно, происходит неполное покрытие отрица-
тельно заряженной поверхности силикагеля положительно заряженными мономерами ПАВ. 
Тогда, с одной стороны, хроматографическое разделение олеиновой кислоты обеспечивается 
гидрофобными взаимодействиями ее углеводородного фрагмента с гидрофобной частью свя-
занного ЦПХ. С другой стороны, имеет место электростатическое отталкивание диссоцииро-
ванной карбоксильной группы кислоты, а также ее двойной связи от остаточных диссоцииро-
ванных силанольных групп поверхности сорбента. В случае стеариновой кислоты электроста-
тические взаимодействия обеспечиваются только за счет диссоциированной карбоксильной 
группы. Поэтому стеариновая кислота не смещалась от линии старта. 

В ПФ с концентрацией ЦПХ 0.1 моль/л на пластинке наблюдалось три фронта: мицелляр-
ный, раствора мономеров ЦПХ в воде и водный. Появление трех фронтов при работе с мицел-
лярными ПФ наблюдали и в работах [11,12]. Пятно олеиновой кислоты растягивалось от линии 
старта до уровня мицеллярного фронта, который не поднимался выше середины пластинки. 
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Взаимодействие олеиновой кислоты, главным образом, электростатическое с положительно 
заряженной поверхностью мицелл ограничивает её перемещение по пластинке. 

Известно, что добавки органических модификаторов, в частности 2 - пропанола, приводят к 
получению более компактных пятен [10,20,21]. Объемную долю 2-пропанола в ПФ варьирова-
ли от 1 до 20 % (Таблица 1). При работе с мицеллярным элюентом добавки спирта существенно 
не изменяли подвижность олеиновой кислоты на пластинке. В случае ПФ, содержащей 
1·10-5 моль/л ЦПХ, увеличение доли спирта приводило к уменьшению подвижности олеиновой 
кислоты, однако, полного отрыва пятна кислоты от линии старта не наблюдалось. Стеариновая 
кислота оставалась на линии старта. 

 
Таблица 1. Влияние добавок 2-пропанола на хроматографическое поведение стеариновой и олеиновой 
кислот, t = 23 °C 

Смещение от линии старта, см  
Состав подвижной фазы 

0.1 моль/л ЦПХ, рН 9 1·10-5 моль/л ЦПХ, рН 9 
Объемная доля 
спирта, % 

Стеариновая 
кислота 

Олеиновая ки-
слота 

Стеариновая 
кислота 

Олеиновая 
кислота 

0 0 0–1.2 0 0–4.8 
1 0 0–1.6 0 – 
3 0 0–1.3 0 – 
5 0 0–1.1 0 0–4.8 

10 0 0–1.1 0 0–2.7 
15 0 – 0 0–2.2 
20 0 – 0 0–1.9 

 
Для модификации ПФ в работах [22,23] предлагается использовать добавки неионого ПАВ 

Твин-80. В подвижные фазы, содержащие 1·10-5 моль/л и 0.1 моль/л ЦПХ, добавляли Твин-80, 
получая его концентрацию равной 1·10-6 моль/л и 0.01 моль/л в конечных растворах. рН элюен-
тов варьировали от 1 до 9. Существенного изменения в хроматографическом поведении кислот 
не наблюдалось. 

В работе исследовали возможность предварительной модификации поверхности силикагеля 
цетилпиридиний хлоридом. Для этого нормально-фазовые пластинки помещали на 1 ч в рас-
творы с концентрацией ЦПХ от 1·10-5 моль/л до 0.1 моль/л с последующим хроматографирова-
нием в ПФ с теми же концентрациями ПАВ. Кислотность элюентов и растворов для модифика-
ции изменяли в диапазоне рН от 1 до 9. Улучшения результатов хроматографирования не про-
исходило. 

Исследование влияния гидрофобности кислот на хроматографическое поведение. Как 
видно из описанного выше эксперимента, значительное влияние на удерживание олеиновой и 
стеариновой кислот оказывают гидрофобные взаимодействия их углеводородной части с мо-
дифицированной поверхностью силикагеля. Для выяснения связи удерживания кислот с дли-
ной углеводородного фрагмента, а, следовательно, вклада гидрофобных взаимодействий в сис-
теме, хроматографировали муравьиную, уксусную, пропионовую, гексановую и миристиновую 
кислоты. В смешанной подвижной фазе, содержащей 0.1 моль/л ЦПХ, 0.01 моль/л Твин-80, 
поддерживали рН 3 для переведения всех кислот в протонированную форму и уменьшения 
роли электростатических взаимодействий в системе. Как видно из рисунка 2 от линии старта 
сместились все кислоты, кроме миристиновой. Для кислоты с 14 атомами углерода (миристи-
новая кислота) имели место сильные гидрофобные взаимодействия с поверхностью, препятст-
вующие смещению от линии старта. Подобное поведение наблюдалось для исследуемых олеи-
новой и стеариновой кислот (18 углеродных атомов). Все кислоты, пятна которых сместились с 
линии старта, имеют невысокие значения lgPo/w. Наибольшее значение этой константы у 
гексановой кислоты (lgPo/w=1.84±0.18). Для миристиновой кислоты величина lgPo/w составила 
6.09±0.19. Для исследуемых в работе олеиновой и стеариновой кислот величины lgPo/w еще 
больше и составляют 7.7±0.2 и 8.22±0.19 соответственно. В случае олеиновой кислоты значи-
тельное влияние на ее подвижность оказывает еще и наличие двойной связи в углеродной цепи, 
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что и приводило к сильному растяжению ее пятна от линии старта, в то время как стеариновая 
кислота полностью оставалась на старте. 

 

 
Рисунок. 2. Хроматограмма муравьиной (1), уксусной (2), пропионовой (3), гексановой (4) и миристино-
вой (5) кислот в смешанной подвижной фазе 0.1 моль/л ЦПХ, 0.01 моль/л Твин-80, рН 9. 

 

Выводы 

Наилучшие результаты по ТСХ-разделению олеиновой и стеариновой кислот были достиг-
нуты с подвижной фазой, содержащей 1·10-5 моль/л цетилпиридиний хлорида и тетраборатный 
буферный раствор с рН 9. Добавки 2-пропанола или Твин-80 в ПАВ-содержащую подвижную 
фазу не приводили к улучшению эффективности разделения. Основной причиной плохой под-
вижности жирных кислот в хроматографической системе с ПАВ-содержащими элюентами яв-
ляются сильные гидрофобные взаимодействия кислот с модифицированной ПАВ поверхно-
стью. Лучшая визуализация ТСХ-хроматограмм достигнута при опрыскивании пластинок 
6 %-ным раствором серной кислоты в этаноле с последующим нагреванием их при 110 °С. Та-
кой проявитель не окрашивал область ниже мицеллярного фронта, что сделало возможным 
наблюдение пятен аналитов на ТСХ-пластинке. 
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Д.В. Калінін*, О.Ю. Коновалова*, М.Н. Дояренко*. Оцінка можливості ТСХ-розділення стеаринової та оле-
їнової кислоти з елюентами, що містять ПАР. 

* Харківський національний університет імені В.Н. Каразіна, хімічний факультет, майдан Свободи, 4, 
Харків, 61022, Україна 

Методом тонкошарової хроматографії оцінено можливість розділення олеїнової та стеаринової кислот з 
рухомими фазами на основі поверхнево-активних речовин. В роботі досліджено вплив типу та концентрації 
поверхнево-активної речовини на параметри утримування кислот, що досліджують, при використанні нор-
мально-фазових пластинок для тонкошарової хроматографії Sorbfil UV–254. Оцінювали вплив на рухомість 
олеїнової та стеаринової кислот аніонного н-додецилсульфата натрію, катіонного цетилпіридиній хлориду 
та неіонного Твин-80 в інтервалі концентрацій від 1·10-5 моль/л до 0.1 моль/л. Також досліджували змішані 
рухомі фази на основі двох останніх поверхнево-активних речовин, узятих у різних концентраціях. рН елю-
ентів варіювали в інтервалі від 1 до 9. Додавання 2-пропанолу в рухому фазу, що містила поверхнево-
активну речовину, не призводило до покращення ефективності розділення кислот. Найкращі результати 
було отримано з елюентом, що містив 1·10-5 моль/л цетилпіридиній хлориду та тетраборатний буферний 
розчин з рН 9. Попередня модифікація поверхні силікагелю цетилпіридиній хлоридом не змінювала ре-
зультатів хроматографування. Для вияснення зв’язку утримування кислот з довжиною вуглеводневого 
фрагменту, а, отже, вкладу гідрофобних взаємодій, в системі зі змішаною рухомою фазою на основі цетил-
піридиній хлориду та Твін-80 при рН 3 хроматографували мурашину, оцтову, пропіонову, гексанову та мі-
ристинову кислоти. Найменша рухомість спостерігалась для міристинової кислоти (lgPo/w=6.09±0.19), що 
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вказує на дуже сильні гідрофобні взаємодії кислоти з модифікованою поверхнево-активними речовинами 
поверхнею силікагелю. Такі взаємодії є основною причиною поганої рухомості олеїнової (lgPo/w=7.7±0.2) та 
стеаринової (lgPo/w=8.22±0.19) кислот в системі з елюентами, що містять поверхнево-активні речовини. Для 
проявлення зон кислот після хроматографування випробовували: розчин фосфорномолібденової кислоти, 
розчин родаміну Б, розчин сульфатної кислоти та йодну камеру. Краща візуалізація ТСХ-хроматограм 
досягнута під час обприскування пластин 6%-вим розчином сульфатної кислоти в етиловому спирті з по-
дальшим нагріванням їх при 110 °С. 

Ключові слова: тонкошарова хроматографія, стеаринова кислота, олеїнова кислота, поверхнево-
активна речовина. 

 

D.V. Kalinin*, O.Yu. Konovalova*, M.N. Doyarenko*. The estimation of posibility of stearic and oleic acids' 
TLC-separation with eluents containing surfactants. 

* V.N. Karazin Kharkiv National University, School of Chemistry, 4 Svobody sqr., 61022 Kharkiv, Ukraine 

The possibility of separation of oleic and stearic acids with mobile phases on the basis of surfactants was esti-
mated by the method of a thin-layer chromatography. The influence of surfactant's type and concentration on the 
retention parameters of the studied acids when using of normal-phase plates for a thin-layer chromatography of 
Sorbfil UV-254 is investigated in the work. The influence on mobility of oleic and stearic acids of the anionic so-
dium n-dodecylsulphate, cationic cetylpyridinium chloride and non-ionic Tween-80 in the range of concentration 
from 1·10-5 mol/l to 0.1 mol/l is estimated. The mixed mobile phases on the basis of two last surfactants taken in 
various concentrations are also investigated. The рН of eluents was varied in the range from 1 to 9. The addition 
of 2-propanol into the mobile phase containing surfactant didn't lead to improvement of acids' distribution effi-
ciency. The best results have been received with the eluent, containing 1·10-5 mol/l of cetylpyridinium chloride and 
boric buffer solution with pH 9. Preliminary modification of silica gel surface with cetylpyridinium chloride did not 
change the results of chromatography. For clarification of relation of acids' retention with a length of a hydropho-
bic fragment, and, therefore, a contribution of hydrophobic interactions, in system with the mixed mobile phase on 
the basis of cetylpyridinium chloride and Tween-80 at pH 3 formic acid, acetic acid, propionic acid, hexanoic acid 
and myristic acid were analyzed. The smallest mobility was observed for myristic acid (lgPo/w=6.09±0.19) that 
indicates very strong hydrophobic interactions of acid with the surface of silica gel modified by surfactants. Such 
interactions are the main reason of bad mobility of studied oleic (lgPo/w=7.7±0.2) and stearic (lgPo/w=8.22±0.19) 
acids in system with the surfactant-containing eluents. For the manifestation of acidic zones after chromatogra-
phy, a solution of phosphomolybdic acid, a solution of rhodamine B, a solution of sulfuric acid and an iodine 
chamber were tested. The best visualization of TLC-сhromatogram is obtained after sprinkle the plates by 6% 
solution of sulfuric acid in ethanol with their subsequent heating at 110 °C. 

Keywords: thin-layer chromatography, stearic acid, oleic acid, surfactant. 
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