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Es werden Mikromethoden fiir die Umesterung von Glyceriden und Glycerinphosphatiden sowie die Veresterung von freien Fettsiuren
zu Fettsiuremethylestern in Kapillaren beschrieben. Die Reaktionen wurden in einer an ein Schliffrshrchen angesetzten Kapillare und in
det Hamilton-Mikroliter-Spritze durchgefiihrt. Glyceride und Glycerinphosphatide wurden mit Na-Methylat in Methanol-Benzol umnge-
estert. Die Veresterung freier Fettsiuren erfolgte in idtherischer Diazomethanlésung. In beiden Fillen vollzog sich unter den angegebenen
Bedingungen die Reaktion innerhalb weniger Minuten quantitativ.

Die Methoden sind speziell zur quantitativen Analyse fliichtiger Fettsduremethylester entwickelt worden. Auf weitere Anwendungs-
bereiche im Vergleich zu bereits veréffentlichten Methoden wird eingegangen.

Transesterification and esterification of long- and short chain fatty acids in capillaries for gaschromatographic analysis

Micromethods for the transesterification of glycerides and glycerophosphatides and for the esterification of free fatty acids in capillartubes
are described. The reagents used were Na-methylate and diazomethane. The simple and rapid method needs no extraction and was espe-
cially developed for the gaschromatographic analysis of volatile fatty acids. Further applications in comparison to the methods already

published are described.

In vorangehenden Arbeiten (1—3) wurden alkali-
katalysierte Umesterungsmethoden zur Darstellung von
Fettsiuremethylestern aus Lipiden beschrieben. Die
Methoden zeichnen sich durch einfache Technik,
schnelle Umsetzungsreaktionen, ihre Anwendbarkeit im
Mikrobereich sowie durch verschiedene Kombinations-
moglichkeiten mit der Diinnschichtchromatographie
aus. Sie wurden speziell zur gaschromatographischen
Fettsidureanalyse bestimmter Lipidklassen (1—3) aus-
gearbeitet und haben sich u. a. fiir gaschromato-
graphische Serienanalysen und Fettsiureuntersuchun-
gen (4) in Biopsiematerial bewihrt.

Es zeigte sich, daB das frither angegebene Schliff-
rohrchen mit angesetzter Kapillare (2), dessen Volumen
zwischen 20 und 100 g/ variiert, eine weitere wesent-
liche Verbesserung der Mikromethode zulieS, da
bereits kleinste Na-Methylatvolumina zur alkali-kata-
lysierten Umesterung ausreichen. Zusitzliche Ex-
perimente ergaben, daf sich hiermit auch freie Fett-
siuren mit 4therischer Diazomethanlosung im Mikro-
litermaBstab verestern lassen. Die geringe Verdamp-
fungsmoglichkeit in den Kapillaren wihrend der Um-
und Veresterung bietet ferner die Moglichkeit, die
freien oder gebundenen fliichtigen kurzkettigen Fett-
siuren ohne wesentliche Verdampfungsverluste in
Fettsiuremethylester zu iiberfithren und in die Siule des
Gaschromatographen einzuspritzen.

1) 5 Ké&ln-Lindenthal, Joseph-Stelzmann-StraBe 9.
%) 355 Marburg an der Lahn, Pilgrimstein 2.
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Material und Methoden

Testsubstanzen

Triglyceride (Mais6l, Leinsamenél), Glycerinphosphatide (Leber),
Cholesterinester (Serum), mittelkettige Triglyceride (Margarine
Union GmbH, Hamburg).

Referenzsubstanzen fiir Fettsiuremethylester (Applied Science
Laboratories, Pa., USA, zu beziehen iiber Serva, Heidelberg).
Freie Fettsiuren wurden aus Maisél und mittelkettigen Trigly-
ceriden durch Verseifung und Extraktion mit Petrolither Kp 40°
bis 60° nach Ansiuerung gewonnen.

Reagenzien

0,25N Na-Methylat (1)

2n methanolische HCI (wasserfrei)

Benzol

Diazomethan in itherischer Ldsung wurde aus Nitrosomethyl-
harnstoff (Fluka AG, Schweiz) dutch Einwirkung von 40proz.
wiBr. KOH hergestellt (5). Eine zusitzliche Reinigung erfolgte
durch Destillation in eine Vorlage mit Ather.

Diinnschichtchromatographie

Zur Diinnschichtchromatographie wurden Kieselgel-H-Platten
(Kieselgel H nach Stahl, E. Merck, Darmstadt) und Selecta-
Kieselgel-Fertigplatten Nr. 1500, siurefest (Schleicher und
Schiill, Dassel) verwendet. Das Lésungsmittelsystem zur Tren-
nung von freien Fettsiuren, Triglyceriden, Methylestern, Chol-
esterin und Cholesterinestern bestand aus Petrolither Kp 40°—60°/
Diithylither 9:1 (v/v). Weitere Einzelheiten zur Diinnschicht-
chromatographie sind in vorangehenden Arbeiten zu finden (1—4).

Gaschromatographie

Die gaschromatographischen Analysen wurden unter den fol-
genden Bedingungen mit einem Gerit der Firma Packard In-
strument GmbIH, Frankfurt am Main, durchgefiihet: Siulenfiillung
2,5%, Athylenglykolsuccinat (EGS) auf Chromosorb G (AW-
DMCS, 80—100 mesh, Perkin-Elmer, Uberlingen/Bodensce);
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Trigergas Argon, DurchfluBl 60—80 mI/Min:, Inlet ?‘emperatur
200°, Temperatur der Saule 155°, fiir langkettige Fettsiuremethyl-
ester bzw. 70° fiit kurz- und mittelkettige Fetgsﬁuremethylesteg,
Temperatur des Outlet und Flammenionisationsc.ietektors 200°,
Detektor-Spannung 500 V, Hochste Empfindlichkeit 3-10-1° Amp.

Arbeitsvorschriften
Umesterung von Glyceriden und Glycerinphosphatiden

Die zur Umesterung bestimmten Substanzen werden in einer
Menge von 20—400 ug — geldst in wenigen w/ Diithylither,
Aceton, Chloroform oder Benzol — mit einer Mikropipette
(z. B. Hamilton-Spritze) in die Kapillarspitze des Reaktions-
gefiBes (Abb. 1) (2) iberfithrt. Nach vorsichtigem Abblasen des

(
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Abb. 1

Reaktionsgefd mit Kapillarspitze

Losungsmittels im  Stickstoffstrom mit einer Pasteur-Pipette
werden die Lipide mit 2 u/ Benzol von der Kapillarwand gelost.
Die Losung wird anschlieBend mit 5 u/ 0,258 Na-Methylat ver-
setzt. Durch mehrfaches Aufziehen in eine 10w/ Hamilton-
Spritze erfolgt das notwendige Mischen und Lésen. Kurzzeitiges
(etwa 1Min.) Eintauchen der Kapillarspitze des Reaktionsge-
faBes in ein auf 60—70° temperiertes Wasserbad beschleunigt den
Vorgang. Nach 5 Min. wird das Gemisch in der Kapillarspitze
des ReaktionsgefiBes mit 1/ 2n Methanol-HCl unter Ver-
wendung einer Hamilton-Spritze neutralisiert (Siureiiberschufl).
Das Gemisch ist fertig zur gaschromatographischen Analyse. Je
nach der Empfindlichkeit des Detektors werden zwischen 5 und
25 ug Fettsiuremethylester injiziert, deten Lésungsvolumen
mdglichst nur 0,5 bis 2,0 u/ betragen soll.

Die Umesterung von Lipiden mit kiirzerkettigen, leichterfliich-
tigen Fettsiuren erfolgt unter milderen Bedingungen in der
Kapillare einer 10 u/ Hamilton-Spritze nach Mischung der in
Benzol gel6sten Lipide mit Na-Methylat. Hierfir wird nur zwei-
bis dreimal aufgezogen (s. 0.). Die Umesterung vollzieht sich
ebenfalls innerhalb von 5 Min. Zut Neutralisation des Reaktions-
gemisches wird zunichst 1 u/ 28 methanolische HCl in die Ka-
pillarspitze des ReaktionsgefiBes deponiert. AnschlieBend stellt
man das Gef4B in Eiswasser, injiziert das Gemisch in die gekiihlte
methanolische HCl und neutralisiert durch schnelles mehsfaches
Einsaugen und Ausspritzen innerhalb weniger Sek. Danach wird
das Gemisch sofort in die Hamilton-Spritze eingesaugt und kann
nunmehr zur gaschromatographischen Analyse verwendet werden.

Veresterung von freien Fettsiuren

Die Fiillung der Kapillarspitze des ReaktionsgefiBes mit freien-

Pettsduren (20—400 ug) erfolgt wie oben beschrieben. Nach

Abblasen des Losungsmittels im Stickstoffstrom werden 10—20 u/
einer intensiv gelb gefirbten, eisgekiihlten dtherischen Diazo-
methanlésung untet Beobachtung hinzugegeben. Die Veresterung
wird im Eisbad vorgenommen. Dabei darf sich die Diazomethan-
lssung im Verlauf von etwa 2 Min. nur teilweise entfirben. Erst
dann ist die vollstindige Veresterung gewihtleistet. Die Probe
ist damit zur gaschromatographischen Analyse vorbereitet. Das
Injektionsvolumen sollte 2 u/ nicht iiberschreiten. Eine eventuell
notwendige Konzentrierung der Meéthylester erfolgt durch Ein-
engung der Lésung im Stickstoffstrom. — Die Kapillarspitze 148t
sich durch Ausglithen reinigen.

Ergebnisse und Diskussion

Wie bereits frither mitgeteilt wurde (1—3), kénnen mit
der alkalikatalysierten Umesterung durch Na-Methylat
Glyceride und Glycerinphosphatide neben einigen
anderen Stoffklassen schnell und quantitativ zu Fett-
sauremethylestern umgesetzt werden. Das mit Hilfe
der Kapillartechnik verbesserte Verfahren erspart
unter Beibehaltung der Vorteile gegeniiber der siure-
katalysierten Umesterung sowohl die Extraktion (1)
als auch die Elution (2, 3). Durch die Einbeziehung der
Veresterung von freien Fettsduren mit Diazomethan
(Abb. 2) und der Um- und Veresterung von kiirzer-
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_ Start
1 2 3 ’

Abb. 2

Diinnschichtchromatographische Darstellung freier und mit Dia-
zomethan in der Kapillare vere?terter Olsdure auf Selecta-Kieselgel-
platten

Laufmittel: Ather : Petroldather (Kp 40°~—60°) : Eisessig (28:70:2, v/v);
Platte: Selecta-Kieselgel-Fertigplatte; Darstellung siehe Abbildung 1,
1. Olsdure '
2. Qlsduremethylester nach Veresterung mit der Kapillarmethode
3. Fettsdauremethylester (Testmischung).

kettigen Fettsiuren wurde der Anwendungsbereich der
Methodik erweitert. Die Tabellen 12 und b zeigen
einen Vergleich zwischen den einzelnen Methoden am
Beispiel der gaschromatographischen Fettsiureanalyse
von Mais- und Leinsamentl sowie mittelkettigem

Triglycerid-Ol. Die Ergebnisse der Umesterungme- |

thoden liegen bei den Glyceriden langkettiger Fett-

siuren (Tab. 1b) innerhalb der fiir die gaschromato- -

graphische Analyse bekannten Fehlergrenzen (6). Die
Analyse des mittelkettigen Triglycerid-Ols (Tab. 1a)
weist auf einen geringen Verdampfungsverlust bei
Verwendung der diinnschichtchromatographischen Me-
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Tab. 1
Vergleich alkali-katalysierter Umesterungsmethoden im Mikrobereich
(A %ﬁnnschlchtchromatographische- (2) und B Kapillarmethode) mit
der Veresterung aus den gleichen Glyceriden freigesetzter Fettsduren
durch Diazomethan (C K%pﬂlarmet.hode). MKT = mittelkettige
ryglyceride
a) Gaschromatographische Analyse mittelkettiger Fettsduregemische*)

Fettsidure- MKT-Margarine MKT-01
methylester A B C B
Cs:0 18,0 21,5 20,6 45,5 48,5 50,0
C10:0 82,0 78,5 79,4 54,5 51,5 50,0
b) Gaschromatographische Analyse ldngerkettiger
Fettsduregemische*)
Fettsédure- Mazola-0O1 Leindl
methylester A B C A B (o}
Ci6:0 13,0 11,6 13,6 6,3 7,1 6,5
Cis:0 3,0 2,8 4,2 4,9 6,1 6,1
Cig:1 32,0 30,5 32,8 17,4 17,4 19,7
Cig:2 50,5 53,4 41,8 19,2 20,8 21,1
C18:3 1,6 1,7 1,6 52,2 48,6 46,6

*) In geringer Menge (unter 19,) nachweisbare kiirzer- bzw. ldnger-
kettige Komponenten wurden in die Berechnung nicht einbezogen

thode hin. Die Unterschiede zwischen den Analysen der
veresterten und umgeesterten Fettsduren schlieBen die
durch Verseifung entstandenen Fehler mit ein.
Cholesterinester, die schon in fritheren Experimenten
(1) als die fiir die alkali-katalysierte Umesterung
kritische Lipidklasse ermittelt wurden, konnten trotz
guter Losung bei Zimmertemperatur in der Kapillare
nicht vollstindig umgesetzt werden. Bei Verlingerung
der Reaktionszeit auf 30 Min. und Erhdhung der
Methylat-Konzentration auf 0,58 wurden bei einem
Benzol/Na-Methylat-Verhiltnis von 1:2 (v/v) iber
509, Cholesterinoleat umgeestert. Kleinere Anteile von
Cholesterinestern im Lipidgemisch werden allerdings
auch mit der Kapillartechnik quantitativ umgesetzt, wie
es fiir die Umesterungsreaktionen mit gréBeren Vo-
lumina beschrieben wurde (1, 2).

In Anlehnung an die bereits verdffentlichten Methoden
wurde auch fiir das Kapillarverfahren eine Umesterungs-
zeit von 5 Min. gewihlt. Das Diinnschichtchromato-
gramm der Abbildung 3 zeigt die vollstindige Um-
esterung von Triglyceriden unter den in der Arbeits-
vorschrift angegebenen Bedingungen.

Aus Zeitstudien ging hervor, dal sowohl nach 10 als
auch nach 15 Min. keine nennenswerte Seifenbildung
unter der Einwirkung von Na-Methylat eingetreten
war. Die Bildung von Seifen aus esterartig gebundenen
Fettsduren kommt bei der alkali-katalysierten Um-
esterung erst mit hoheren Na-Methylat-Konzentra-
tionen und bei hoheren Temperaturen in Gang. Vor-
versuche zeigten, daB ohne Neutralisation des Re-
aktionsgemisches die gaschromatographische Ausbeute
an Fettsiuremethylestern deutlich verringert ist. Man
muf3 annehmen, daB bei der Injektion des nicht neu-
tralisierten Reaktionsgemisches eine Verseifung und
Salzbildung im Bereich der hsher temperierten Ver-
dampfungszone des Gaschromatographen eintritt. Erst
nach Neutralisation des Reaktionsgemisches mit me-
thanolischer Salzsiure war die gaschromatographische
Empfindlichkeit vorausberechenbar und die Analyse
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Abb. 3

Kieselgel-H-Diinnschichtchromatogramm mit Fettsduremethylestern
und Triglyceriden, entwickelt im L&sungsmittelsystem Petroldther
(Kp 40°—60°)-Didthyldther (9:1, v/v). Darstellung durch Bespriihen
mit 50proz. wiBr. Schwefelsdure lu8nOd° Erhitzen der Kieselgelplatte auf

1. Fettsduremethylester aus Maisél nach Umesterung auf der Kiesel-
gel-H-Platte mit IN Na-Methylat

2. Maisdl

3. Fettsduremethylester aus Maisél nach Umesterung mit 0,25N
Na-Methylat in der Kapillare

4. MKT-01

5. Fettsduremethylester aus MKT-Ol nach Umesterung mit 0,25N
Na-Methylat in der Kapillare

6. Referenz-Triglyceride
7. Olsduremethylester.

Am und direkt iiber dem Start (S) bei 2, 5 und 6 Spuren freier Fett-
sduren und von Mono- und Diglyceriden

MKT = Mittelkettige Triglyceride
F = Front

reproduzierbar. Das Fettsduremethylestergemisch wurde
in schwachsaurem Methanol-Benzol auf die Siule
appliziert.

Bei kleinen Lipidmengen war die Umesterung in der
Kapillare oder in der Spritze von besonderem Vorteil,
da das Reaktionsgemisch keine die gaschromato-
graphische Analyse storenden Verunreinigungen ent-
hielt. Allerdings mufBl darauf geachtet werden, daB das
Verhiltnis zwischen Lipidmenge und Injektionsvo-
lumen so gewihlt wird, daB der Losungsmittelpeak
klein bleibt und keine Substanzen mit kurzer Reten-
tionszeit verschluckt.

Ein Vorteil der alkali-katalysierten Umesterung in
Kapillaren besteht in ihrer Anwendung auf fliichtige
Methylester. Durch die Umesterung in der Kapillare
wird ein Verlust von Methylestern durch Verdampfen
bei Raumtemperatur weitgehend vermieden. Die Tech-
nik der Neutralisation gestattet ebenfalls eine praktisch
verlustlose Aufarbeitung bis zur Injektion des Ge-
misches in die Sdule des Gaschromatographen. Zu
beachten ist, daB fiir die Analyse von Fettsiduremethyl-
estern mit weniger als sechs C-Atomen ein Flammen-
ionisationsdetektor unerliBlich ist, da der Argon-
Ionisationsdetektor niedermolekulare Substanzen nicht
mehr linear registriert.

Bei einer vergleichenden Beurteilung der Kapillar-
technik mit den Umesterungsmethoden im Reaktions-
gefil (1,2) und auf der Kieselgel-H-Diinnschicht-
platte (2, 3) sind folgende Punkte hervorzuheben:
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Cholesterinester konnen nur im Reaktionsgefil quanti-
tativ umgeestert werden. Die Vorziige der alkali-
katalysierten Umesterung von Triglyceriden und Gly-
cerinphosphatiden auf Kieselgelschichten bestehen in
der Kombination mit der gaschromatographischen
Analyse von Lipiden. Die Methode 148t sich fiir Serien-
bestimmungen verwenden. Die Kapillartechnik eignet
sich besonders fiir die Umesterung fliichtiger Fett-
siuren, laBt sich aber auch fiir die Veresterung mit
Diazomethan im MikromaBstab bei Serienbestimmungen
vorteilhaft einsetzen. Wihrend der gaschromatogra-
phische Leerwert bei der Umesterung auf Kieselgel-H-
Platten besondere Aufmerksamkeit verlangt, wurden
im Gaschromatogramm der Fettsiuremethylester nach
Injektion des gesamten Reaktionsgemisches aus der
Kapillare keine interferierenden Substanzen beob-
achtet.

AbschlieBend soll eine Verdffentlichung von HusSeEx
(7) Erwihnung finden, der an Kieselgel gebundene
Lipide ohne Extraktion im Reaktionsgefi umesterte.
In Verbindung mit der Diinnschichtchromatographie
wurden bereits in einer vorangehenden Arbeit die
Umesterung von an ‘Kieselgel gebundenen Lipiden und
deren Vorteile beschrieben (2; 3). Betont mufl werden,
daB. die Umesterung im ReaktionsgefiB nur noch fiir
die Cholesterinester sinnvoll ist. Hierfiir kann bei An-
wendung der Diinnschichtchromatographie eines der
von uns mitgeteilten Standardverfahren (1, 2 und 3)
verwendet werden, evtl. unter direkter Zugabe des mit
Cholesterinester beladenen Kieselgels (7) zum L&-
sungsmittel, z. B. Benzol. Erst dann liBt man das Na-
Methylat mit dem Lipid reagieren.

Die Untersuchungen wurden in dankenswerter Weise durch
Mittel der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstiitzt.

Literatur

1. Doss, M. und K. OETTE, diese Z. 3, 125 (1965). — 2. OertE, K.
und M. Doss, J. Chromatog. 32, 439 (1968). — 3. Doss, M. und
K. OETTE, Z. analyt. Chem. 243, 350 (1968). — 4. O€rtE, K. und
R. PHLpPEN, Verh. dtsch. Ges. inn. Med. 74, 247 (1968). —
5. Z6LLNER, N. und D. EBERHAGEN, In: Untersuchung und Be-

stimmung der Lipide im Blut, Springer-Verlag, Berlin-Heidelberg-
New York (1965). — 6. HorNiNg, E. C., E. H. Aurens, Jr.,
S. R. Liesky, F. H. Martson, J. F. Meap, D. A. TurNER und

W. H. GoLDWATER, J. Lipid Res. 5, 20 (1964). — 7. Huexk, P., - .

diese Z. 7, 627 (1969).

Priv.-Doz. Dr. Kurt Oette
5 Koln-Lindenthal
Joseph-Stelzmann-Str. 9

y

Z. klin. Chem. u. klin. Biochem. / 8. Jahrg. 1970 / Heft 5

e, * e



