Doss und Oette: Darstellung von Fettsiuremethylestern fiir die gaschromatographische Analyse

125

Press, New York. — 70. RippLg, M. C,, J. Clin, Invest. &8, 69
(1930). — 71. Opsanw, R., Acta med. Scand. 702, 611 (1939). —
72. PATRIDGE, R. E. H. und ]J. J. R. DurHig, Brit. Med. J. 7, 89
(1963). — 73. TAvLor, K. B., Lancet 2, 106 (1959). — 74. Frer-
RercH, E. J., J. F. Ross, T.B. BayLes, C. P. EMersoN und S. C.
Fincn, J. Clin. Invest. 36, 1043 (1957). — 75. Lewis, S. M. und
1. H. PorTER, Ann. Rheumat. Dis. 79, 54 (1960). — 76. PABEN-
BERG, K., Klin. Wschr. 39, 522 (1961). — 77. MANDEL, P. und
P.CuameoN, Bull. Soc. Chim. biol. 47, 989 (1959). — 78.
ScuwerGeR, H. G., S. RararorT und E. ScuéLzeL, Hoppe-Seyler’s
Z. physiol. Chem. 373, 97 (1958). — 79. ScHWEIGER, H. G.,
Int. Rev. Cytol. 73, 135 (1962). — 80. ScHWEIGER, H. G., H. ]J.
Bremer und E. ScHWEIGER, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem.
332,17 (1963). — 81. CARLsTROM, B., O. L6VGREN und B. SJ6RGEN,
Ann. Rheumat. Dis. 8, 293 (1949). — 82. Carrstrém, B., O.
LOvGREN und B. SjSRGEN, Acta Med. Scand. 770, 230 (1942). —
83. CARLSTROM, B., O.LOvGREN und B. Sj0RGEN, Acta Med.
Scand. 775, 568 (1943). — 84. CARLSTROM, B., O. L6VGREN und
B. Sj6rGEN, Klin. Wschr. 20, 793 (1941). — 85. LEHNINGER, A. L.,
J. biol. Chemistry 54, 309 (1944). — 86. Scumip, J., Med. klin.
Wschr. f. Klinik u. Praxis 48 (1953) Nr.36. — 87. VocT, M.,
J. Physiol. 108, 45 (1949). — 88. SToNER, H. B. und H. N. GReEN,
Brit. Exper. Path. 37, 603 (1950). — 89. Ruskin, S. L., Amer.
J. Digest. Dis. 73, 311 (1946). — 90. NerTELBLADT, E. und B. M.
SANDELL, Ann. rheum. Dis. London, 22, 269 (1963). — 91.
Ervior, W. H. und B. M. SanDELL, ]. biol. Chemistry 207, 661
(1953). — 92. GyYORrkI, J. und B. M. SANDELL, Nord. med. 62,
1788 (1959). — 93. Rarororr, S., G. M. Guest und M. Wing,
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 57, 344 (1944). — 94. HoFmaNN, E. G. G.
und S. RarororT, Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 304, 157
(1956). — 95. LOuR, G.W., H.D.WarLer, O.KArGes, B.
ScHLEGEL und A. A. MULLER, Klin. Wschr. 36, 1008 (1958). —
96. Rarororr, S., J. Clin. Invest. 26, 591 (1947). — 97. Gasrio,
B.W., D. M. Dononue und C. A.Finch, J. Clin. Invest. 34,
1509 (1955). — 98. JORGENSEN, S., Acta pharmac. tox., K’hrn
73. 102 (1957). — 99. K6LLE, G., Zschr. Rheumaforsch. 27, 185

(1962). — 100. FeiceLson, P. H. und M. FeiceLson, J. biol.
Chemistry 238, 1073 (1963). — 101. GerracH, E., A. FLECKEN-
stEIN und K. J. FReuNDT, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen,
Tiere, 263, 682 (1957). — 102. Biswopr, C., J. biol. Chemistry
236, 1778 (1961). — 103. ZiMMERMANN, E. E. und B. MAGASANIK, .
J. biol. Chemistry 239, 293 (1964). — 104. MAGER, J. und
B. MAGAsANIK, J. biol. Chemistry 235, 1474 (1960). — 105.
Guarmo, A. J. und G. YUREGIER, Biochim. biophysics Acta (Am-
sterdam) 36, 157 (1959). — 106. Brwas, B. B. und R. ABrAMs, Arch.
Biochem. Biophysics 92, 507 (1961). — 107. Lowy, B. A. und
E.R. Jarre, G. A.VanDerHOFF und I. M. Lonpon, J. biol.

Chemistry 230, 409 (1958). — 108. Conway, E. J. und R. CookE,

Biochem. ]J. 33, 479 (1939). — 109. MiLuis, G.C. und L. B.

SumMmERs, Arch. Biochem. Biophysics &4, 7 (1959). — 110.

Huennekens, F. M., E.Nurk und B.W.Gasrio, J. biol.

Chemistry 227, 971 (1956). — 111. SANDBERG, A., und G. R. LEE,

CARTWRIGHT, G. E. und M. M. WiNTROBE, J. Clin. Invest. 34,

1823 (1955). — 112. RusensTEIN, D. und O. F. DensTADT, Canad.

J. Biochem. Physiol. 34, 927 (1956). — 113. LIEBERMANN, I.,

J. Amer. chem. Soc. 78, 251 (1956). — 114. BRAUNSTEIN, A. E.

und G. I. VILENKINA, Biochima 23, 887 (1958). — 115. HENDER-

soN, J.F. und G.A.Le PaGg, J. biol. Chemistry 234, 3219

(1959). — 116. LAjTHA, L. G. und J. R. VANE, Nature (London)

182,191 (1958). — 117. THEIL, E. C. und St. ZANNENHOF, J. biol.

Chemistry 238, 3058 (1963). — 118. DunN, D. B. und J. D. Smits,

Biochem. J. 68, 627 (1958). — 119. Dunn, D. B., J. D. SmitH

und P. F. SPAHR, J. molecular Biol. 2, 113 (1960). — 120. LiTTLE-

FIELD, J. W. und D. B. DunN, Biochem. ]J. 70, 642 (1958). —

121. Happox, C. H. jr. und M. S. Sastaw, J. Clin. Invest. 42,

435 (1963). — 122. BerT, J. M., Ann. rheumat. Dis., London 2/,

63 (1962). — 123. Spiera, H., Arthr. Rheum. 6, 364 (1963). —

124. DioN, H. W., D. G. CaLkins und J. J. PFIFFNER, J. Amer.

chem. Soc. 76, 948 (1954). — 125. Brown, F. B., J.C. CaIn,

D. E. Ganrt, L. F. J. PArxer und E. L. SmrtH, Biochem. J. 59, 82

(1955).

Dozent Dr. med. J. Schmid
Wien XIX, Osterreich
Scheibengasse 13

Schnellmethode zur Darstellung von Fettsiuremethylestern
fiir die gaschromatographische Analyse
Von M. Doss und K. OETTE
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Kiln (Direktor: Prof. Dr. Dr. h. ¢. E. Klenk)

(Eingegangen am 13. August 1964)

Fiir die gaschromatographische Analyse wird eine quantitative Mikromethode beschtieben, die die Herstellung
von Methylestern aus Glyceriden, Glycerinphosphatiden und Cholesterinestern durch Umesterung mit Natrium-

methylat innethalb von fiinf Minuten gewihrleistet.

Micro qua.ﬁtities of methyl esters for gas chromatography can be prepared quantitatively in five minutes from
glycerides, gljcerophosphatides and ¢holesterol esters by transesterification with sodium methylate.

Fettsiuren werden im allgemeinen als Methylester

gaschromatographisch analysiert, zu deren Darstellung

Veresterungs- und Umesterungsmethoden zur Verfii-

gung stehen, Zur Veresterang von freien Fettsiuren sind

folgende Verfahren beschrieben worden:

1. Die sdure-katalysierte Veresterung mit Methanol-HCl
fiir langkettige (1) und mit 2-Chlorithanol-HCl fiir
kurzkettige Fettsiuren (2).
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2. Die Veresterung mit Diazomethan (3).
3. Die Veresterung mit Methanol-Bortrifluorid (4).

Fiir die Umesterung verwendet man vorwiegend Methanol-
HCI (H,SO,). Daneben sind alkali-katalysierte Methoden
geiibt worden (5—9).

Im Rahmen von Untersuchungen an Sphingolipoiden
(10) zeigte sich, daB esterartig verkniipfte Fettsiuren
rasch mit 0,1 » methanolischer NaOH als Methylester
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abgespalten wurden. Die Schnelligkeit der Reaktion
veranlaBte uns, die alkali-katalysierte Umesterung auf
ihre Brauchbarkeit als Routinemethode fiir die Gas-
chromatographie zu priiffen. Man erwartet von einer
derartigen Methode eine schnelle und quantitative
Umsetzung mit méglichst geringem apparativen Auf-
wand.

Die alkali-katalysierte Umesterung mit Na-Methylat
oder methanolischer NaOH ist eine bekannte Reaktion.
Der Ester existiert in zwei mesomeren Grenzformen,
deren labilere sich durch Aufrichtung der C=0O-Doppel-
bindung bei gleichzeitigem Auftreten einer Elektronen-
licke am zugehorigen C-Atom auszeichnet (Formel 7).
Vermutlich wird die Ausbildung der labileren Form des
Esters durch Alkali begiinstigt, wenn auch nicht in dem
Ausmall wie bei der siure-katalytischen Umesterung.
Das Alkali katalysiert durch Férderung der Bildung der
nucleophilen CH;O™-Gruppe deren Anlagerung an das
positiv geladene C-Atom des Esters. Der entstandene
Komplex setzt sich infolge des groBen Uberschusses an
Methylationen schnell im Sinne der Reaktion (2) um.

(ﬁ [o®
R,—C—O—R, «—— R;—Ce—O—R, (1)
lole (II)
R—Cg-O—R, —— R —C—O—CH;+R,—0I°
_ (2)

1
CH,;0/°

Die alkali-katalysierte Umesterung wurde bereits von
Kienk und Rennkamr (5) im Jahre 1945 zur Abtren-
nung einer der Rohsphingomyelinfraktion beigemischten
Glycerinphosphatid-Verunreinigung benutzt, wobei sich
esterartig gebundene Fettsiuren als Athylester ab-
spalteten. KueMMEL (6) beschrieb 1958 die Umesterung
von Fetten und Olen durch methanolische NaOH. Die
Anwendung von Natriummethylat zur Gewinnung von
Methylestern fiir die gaschromatographische Analyse
wurde von Luppy und Mitarbeitern (7) 1960 mitgeteilt.
Infast unverinderter Weise fand dieses Verfahren weitere
Verbreitung (8, 9). Jedoch bietet die von Luppy be-
schriebene Art der Anwendung gegeniiber der Um-
esterung mit Methanol-HCl keinen entscheidenden
Vortteil mit Ausnahme der Umesterung von Triglyce-
riden. Unsere Versuche ergaben, daB sich die Reaktions-
zeit der Umesterung fiir alle in Frage kommenden
Lipoide erheblich verkiirzen lilt, was eine Vereinfa-
chung. des apparativen Aufwandes mit sich bringt.
Deshalb eignet sich das neue Verfahren speziell fir die
Gaschromatographie.

Methodik

Reagengien:

0,57 Na-Methylat (Stammlésung von 1,15 g metal-
lischen Natriums in 100 m/ Methanol p.a. unter Kiih-
lung); 0,57 wiBrige Salzsiure; Petrolither (Kp.
30—60%)/Diithylither 9: 1 (V/V); Chloroform; Benzol;
Natriumsulfat.

Apparatur'):

Ein Reaktionsgefi (Normalschliff 19/26) mit Kiihl-
fingereinsatz; MaBe und Ausfiihrung siehe Abbildung 1.
Das Reaktionsgefil wird nach der Umesterung mit
Stopfen als Extraktionsgefil verwendet.
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Abb. 1

Umestctungs-Appatatm") Reaktions- und Extraktionsgefil3
mit Kiihlfingereinsatz; MaBstab 1:2

Ausfithrung

A) Umesternng von Gemischen ans Glyceriden, Glycerin-
Dphosphatiden und Cholesterinestern oder reinen Cholesterin-
estern

5—10 mg Substanz, bei kleineren Mengen von Colesterinestern
im Gemisch bis 15 mg, werden in das ReaktionsgefiB der Abbil-
dung 1 eingefithrt; fzlls in Losung einpipettiert -wurde, wird das
Losungsmitte]l durch N,-Strom abgeblasen; Substanz wird in
0,4 m/ Chloroform oder Benzol sorgfiltig am Boden gelost und
mit 4 m/ 0,5 n Na-Methylat versetzt. Eine eventuelle Ausfillung
von Lipoid geht in der Hitze wieder in Losung. Nach Zugabe eines
Siedesteines und Einsetzen des mit kaltem Wasser gefiillten Kiihl-
fingets 148t man die Probe 5 Min. im Olbad von 100° sieden. Eine
Nebenreaktion mit Chloroform, die zur Ausfillung von NaCl
fiihrt, st6rt die Umesterung nicht. Man kithlt das Gefi3 ab, gibt
4m/ 0,5 n wiBBrige HCl und 12 m/ Aqua dest. hinzu und schiittelt
die Methylester mit 10 m/ Petrolither/Didthylither 9 : 1 kriftig aus.
Die untere wilrige Phase wird mit einer Saughiitchen-Pipette
(ausgezogenes Glasrohr) abgezogen und verworfen. Die petrol-
itherische obere Phase wird in demselben GefiB zweimal mit 5 m/

1) Ernst Zimmermann, Glastechnische Werkstitten, 5 Koln-
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Str. 52.
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Abb. 2

Gaschromatogramm der Fettsduremethylester aus Serumlipoiden.

Obere Kurve: Umgeestert mit Methanol-69% HCI. Untere Kurve:

Umgeestert mit Na-Methylat. Gaschromatograph der Fa. Pye,

Cambridge, England. Siule 134 X 0,4 cm; Siulenfiillung 209, EGS

auf Kieselgur 0,16—0,20 mm (80—100 mesh); Temperatur 175°;

Trigergas Argon; DurchfluBgeschwindigkeit 60 m//Min.; Zell-
spannung 480 V

Aqua dest. gewaschen und anschlieBend mit einet kleinen Menge
Natriumsulfat getrocknet. Der Methylesterextrakt wird in ein
spitz auslaufendes Reagenzglas iiberfithrt und das Losungsmittel
im Stickstoffstrom abgedampft. Die Probe ist fertig zur gas-
chromatographischen Analyse.

B) Uprnesterung von Glyceriden undfoder Glycerinphosphatiden:

5—20 mg werden in das Reaktionsgefill eingefiihrt, in 0,4 m/
Chloroform oder Benzol geldst und mit 4 m/ 0,25 # Na-Methylat
(Stamml&sung 1 : 1 mit Methanol verdiinnt) versetzt. Das Gemisch
wird im ReaktionsgefiB mit Schliffstopfen bei Zimmertemperatur
1—2 Min. kriftig geschiittelt. Dadurch wird das bei Eintragen des
Na-Methylats teilweise ausfallende Lipoid unter Umesterung
gelost, Nach Zugabe von 4 m/ 0,5 # wiBriger HCl und 12 m/ Aqua
dest. werden die Methylester wie oben beschrieben aufgearbeitet.
Falls groBere Mengen freies Cholesterin im Methylester-
gemisch vorliegen und die Gaschromatographie fiir
Methylester und Steroide mit den gleichen Siulen aus-
gefithrt werden, sollte das Cholesterin durch Mikro-
sublimation (1) oder  Chromatographie an kurzen
Kieselsiuresiulen abgetrennt werden (7). Als eine sehr
saubere und schnelle Methode hat sich auch die pripa-
rative Diinnschichtchromatographie erwiesen. Die Auf-
trennung wird an Kieselgel-HY)-Platten, 0,5 mm Schicht=
dicke mit Petrolither/Didthylither (9:1) (Abb. 3)
vorgenommen. Zur weiteren Aufarbeitung hat sich das
Schichtabsaug- und Elutionsgerit?) von GoLprick und
Hirscu (11) bewihrt. :

1) Fa. E. Metck, Darmstadt. ‘
2) Ernst Zimmermann, Glastechnische Werkstitten, 5 Koln-
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-Str. 52.
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Abb. 3

Dﬁnnschichtchromatogramm der mit Na-Methylat zu Methylestern
(ME) umgeesterten Lipoide.
Als Test diente ein mit Methanol-HCl umgeestertes Erdnuf-
Triglycerid (TG).
a) Cholesterinester (CE); b) CE-ME; ¢) TG; d) TG-ME; e) Test-
ME; f) Leberglycerinphosphatid (GP); g) GP-ME; h) Serum-
lipoide (SL): am Start GP, dariiber Cholesterin, TG und CE;
i) SL-ME, in der Nihe des Startpunktes Cholesterin (vgl. b)

Die gaschromatographische Analyse wird in der tiblichen
Weise durchgefithrt, woriiber TscHOPE in dieser Zeit-
schrift referierte (12).

Diinnschichtchromatographie (13)

Die diinnschichtchromatographischen Untersuchungen
der einzelnen Stoffklassen wurden in vier verschiedenen
Lisungsmittelsystemen auf Kieselgel-H-Platten ausgefiihrt:
1. Petrolither (Kp. 30—60°)/Athylither 9:1 (V/V) fiir Chole-
sterinester, Triglyceride und Methylester (Abb. 3).

2. 1,2-Dichlorithan/Petrolither/Athylither 60 : 35 : 5 fiir die Tren-
nung von Dimethylacetalen und Methylestern.

3. Petrolither/Athylither/Eisessig 70:28:2 zum Nachweis von
freien Fettsduren.

4. Chloroform/Methanol/Wasser 65:25:4 zum Nachweis von
Glycerinphosphatiden, Cerebrosiden und Sulfatiden.

Es liefen jeweils Testsubstanzen mit. Als Spriihreagenz wurde aus-
schlieBlich 50-proz. wiBrige Schwefelsiure verwendet. Organische,
nicht fliichtige Substanzen stellten sich durch anschlieBendes
Ethitzen der Platten auf 200° als schwarze Flecke dar (Abb. 3). Die
Empfindlichkeit der Sichtbarmachung wurde mit einer Mischung
von Cholesterinpalmitat/Stearinsiuremethylester (1:100) gepriift.
Bei 50 ug aufgetragener Mischung konnten noch 0,5 ug Chole-
sterinester erkannt werden. Diese Empfindlichkeit ist die Grund-
lage der in Tabelle 2 angegebenen Werte.,

Etgebnisse und Diskussion

Vergleich der Standardmethoden mit der sinre-Ratalysierten
Unmesterung

Aus Tabelle 1 und Abbildung2 geht hervor, dal die
quantitativen Daten beider Methoden innerhalb der in
der Literatur (14) diskutierten Fehlergrcnzc‘ hegen Wir
haben, um die Beeintrichtigung eine: Methylester-
Analyse durch die Anwesenheit freien Cholesterins zu
eruieren, eine Mischung von Triglycerid-Methylestern
und Cholesterin im Verhiltnis 1: 1 chromatographiert.
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Tab. 1.
Vergleich der alkali- mit der siure-katalysierten Umesterung in Flichenprozenten des Gaschromatogramms
Serumlipoid-Methylester Triglycerid-Methylester

ME?) Methanol- Na-Methylat Methanol- Na-Methylat ~ Na-Methylat ME + Chole-

6% HCl Methode A 6% HCI Methode A Methode B sterin?) (1:1)
14:0 0,85 0,75 — — — —
16: 0 22,85 21,07 10,71 10,43 9,98 10,51
16:1 1,91 2,07 — — — —
18:0 9,37 9,37 3,42 4,50 3,21 3,89
18:1 25,72 25,97 54,22 54,01 52,44 53,98
18:2 31,711 32,85 27,22 25,05 29,06 25,19
18:3 — — 1,42 1,55 1,71 1,96
20:0 — — 1,52 1,45 1,22 1,57
20:4 7,60 7,81 — — — —
22:0 — — 1,49 2,37 2,90

3,01

1) Anzahl der C-Atome der Fettsiure: Anzahl der Doppelbindungen.

2) Die Beimischung von Cholesterin zum ME zeigte keinen signifikanten EinfluB auf die Analyse (s. Text).

Ab.éﬁrzéng: ME = Methylester.

Die Proben wurden in Chloroform geldst injiziert. Das
Ergebnis (Tab. 1) zeigte keinen signifikanten Unter-
schied gegeniiber cholesterinfreiem Methylester.
Wihrend durch die siure-katalysierte Uberfiihrung in
Methylester auch die amidartig gebundenen Siuren
(5 Stunden kochen) und die freien Fettsiuren (2 Stunden
kochen) verestert und die Acetale in Dimethylacetale
umgesetzt werden, zeigte sich in unseren Versuchen mit
Na-Methylat unter den beschriebenen Bedingungen an
Cerebrosiden, Acetalen und freien Fettsiuren, daf3
sowohl die Siureamidgruppe als auch die Acetalbindung
intakt bleiben und freie Fettsduren #nicht verestert werden.
Ferner lieBen sich Sulfatide mit Na-Methylat nicht
spalten. Diese Befunde ergaben sich aus diinnschicht-
chromatographischen Untersuchungen. Die glatte Um-
setzung der mit den beschriebenen Methoden erfa3ten
Lipoidklassen ist in Abbildung 3 wiedergegeben. Als
Testsubstanz dienten Methylester, die aus Triglyceriden
durch zweistiindiges Kochen mit Methanol-6%, HCl
dargestellt wurden.

Kritische Aspekte der Umesterangstechnik -

Das Na-Methylat wurde mit nicht -nachgetrocknetem
Methanol p. a. hergestellt. Der EinfluB kleiner Mengen
Wassers auf die Umesterung mit NaMethylat wurde
nicht niher untersucht, da die Umsetzung auch in einer
methanolischen NaOH abliuft (6, 10). Da die Alkali-
konzentration fiir die Umesterungsgeschwindigkeit
eine Rolle spielt und die Loslichkeit des Na-Methylats
in Methanol hoher ist als die von NaOH, wurden die
Standardmethoden mit Na-Methylat entwickelt.
Voraussetzung fiir die quantitative Umesterung war die
«vollige Losung des eingesetzten Lipoids am Boden des
ReaktionsgefiBes vor Zugabe des Alkoholats mittels
0,4 m/ Chloroform oder Benzol. Dies war besondets zu
beachten fiir die Umsetzung von Cholesterinestern. Bei
der Umesterung, groBerer Lipoidmengen (Tab. 2) kam
es zur teilweisen Ausfillung des Lipoids bei Zugabe des
Methylats. Die Fillung. 1ste sich durch Erhitzen oder
Schiitteln infolge Umsetzung wieder auf.

Es wurden Umesterungen mit 0,1 », 0,25 #, 0,5 » und
1,0 # Na-Methylat vorgenommen. Dabei ergab sich, daf3
sowohl hinsichtlich der Alkoholatkonzentration als auch
in bezug auf die umzusetzende Substanzmenge die
Cholesterinester die kritische Lipoidklasse sind. Um
auch fiir die Cholesterinéster eine vollstindige Um-
esterung in kiirzester Zeit zu erreichen, haben wir fiir
diese Lipoidklasse das Verhiltnis von Alkoholat und
Substanz auf 5-—10 mg/4 m/ 0,5 » Na-Methylat bzw.
10—20 mg/4 m/ 1 n Na-Methylat (Tab. 2) festgelegt.
Die Umesterung wurde allerdings getestet bis zu 40 mg
Triglycerid/4 m/ 0,5 n Na-Methylat. Mit Triglyceriden
und Glycerinphosphatiden konnte die Umesterung
genausogut bei Zimmertemperatur mit 0,25 # und
0,5 7 Na-Methylat vorgenommen werden (Tab. 2). Da-
bei vollzog sich die Umesterung durch intensives
Schiitteln des ReaktionsgefiBes innerhalb von 1—2 Mi-
nuten. Bei den Glycerinphosphatiden in Mengen von
iber 15 mg blieb nach dem Schiitteln trotz vollstindiger
Umesterung eine leichte Tritbung bestehen. Die
Umesterung von Cholesterinpalmitat gelang nur durch
kochen. Es war aber moglich, kleinere Mengen Chole-
sterinesters, z. B. im Serumlipoidgemisch, schon bei
Zimmertemperatur umzuestern.

Mit Chloroform als Losungsmittel an Stelle von Benzol
ging die Umesterung in der Hitze mit einer Neben-
reaktion einher; Nach etwa 2 Min. kam es zur Aus-
fillung von NaCl, wahrscheinlich durch Bildung eines
Athers (Dichlormethyl-methylither ?). Die Reaktion
trat ebenfalls im gleichbehandelten Leerwert auf. Da das
in Losung befindliche Na-Methylat noch weitgehend
iiberwog, wurde unter den angegebenen Bedingungen
die Umesterung nicht beeinflut. Trotz dieser Neben-
reaktion hat sich Chloroform bewihrt, besonders fiir die
Cholesterinesterumesterung. Andere Lésungsmittel, z.B.
Petrolither und Diidthylither, erwiesen sich als ungiinstig.
Die Methode wurde ausschlieBlich zur Umesterung
langkettiger Fettsiuren von C,;, bis C,, angewendet.
Deshalb soll darauf hingewiesen werden, daB ein
Dichlormethyl-methylither die gaschromatographische
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_ Tab. 2 .
Abhingigkeit der Umesterung der einzelnen Lipoidklassen von Alkoholatkonzentration, Substanzmenge, Zeit und Temperatur

Na-Methyl.at- Stoffklasse Substanz- Zeit der vollstindigen Umesterung der
konzentration menge Substanz nach ihrer Lésung in 0,4 m/ Chloro-
form und Zugabe von 4 m/Na-Methylat
mg Zimmertemperatur Kochen
Min. Min.
TG 10 1 1
0,25 7 20 1 1
GP 10 2 1
20 2 1
TG 10 1 1
40 2 1
GP 10 2 1
0,57 40 2 1
CE 10 ) 5 (B)
20 ] )
SL 10 9 5
TG 50 2 (B) 2 (B)
SL 10 5 2
1,0 GP 40 2 (B) 2 (B)
CE 10 0 2
20 0 5 (B)
40 (] 0

Abkiirzungen: TG = ErdnuBol-Triglyceride, GP = Glycerinphosphatide (Leber), CE = Cholesterinester (Cholesterinpalmitat),

SL = Serumlipoide. ® = keine -vollstindige Umsetzung nach 5 Minuten.

Chloroform Benzol verwendet.

B = in zusitzlichen Parallelversuchen wurde anstatt

Anmerkung: Bei der Umesterung von 20 mg CE, geldst in Benzol, wurden geringe Mengen (unter 5%) nicht umgesetzt.

Analyse kurzkettiger Fettsiuren stéren kénnte, dhnlich
dem B,B’-Dichlordiithylither bei der Analyse kurz-
kettiger Fettsiuren als 2-Chlorithanolester (2).

Die Methylesterextrakte wurden diinnschichtchromato-
graphisch auf die Anwesenheit von freien Fettsiuren
untersucht. Es zeigte sich, daB die Bildung von Seifen
wihrend der alkali-katalysierten Umesterung von Alko-
holatkonzentration und Temperatur abhingig ist. Die
Umsetzung mit 0,25 7 und 0,5 # Na-Methylat gingen
bei Zimmertemperatur praktisch ohne Bildung von
Seifen vor sich (unter 19%). In der Hitze traten mit
0,5 #» Na-Methylat 1—39%,, mit 1 » Na-Methylat 5—109,

Seifen auf. Aus diesem Grunde wurde die Methylat-
Konzentration in der ersten Methode nicht iiber 0,5 #
erhoht.

Die Extraktion der beschriebenen Methoden wurde
iberpriift: Nach Umesterung von 60,1 mg ErdnuB-
Triglycerid wurden 60,8 mg Methylester zuriickerhalten.
Bei der komplexen Zusammensetzung der Fettsiuren
ist das Triglycerid-Methylesterverhiltnis 1:1. Somit
ergab sich eine Riickgewinnung von 100%,.

Herrn Dipl.-Chem. Dr. H. BETZING, Firma A. Nattermann & Cie.,
Ko6ln-Braunsfeld, der die zweite Methode an seinem Unter-
suchungsmaterial testete, danken wir fiir wertvolle Hinweise.
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