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GASCHROMATOGRAPHISCHE ANALYSE HOHERER
FETTSAUREMETHYLESTER*

HENNING BUHRING
Physiologisch-Chemisches Institut™* dey Universitit,
Hamburg (Deutschland)
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Die rasche Entwicklung der Gaschromatographie in den letzten Jahren hat in vielen
Laboratorien zu ihrer Anwendung als quantitativer Bestimmungsmethode héherer
Fettsduren gefiihrt. Thre Zuverlissigkeit ist jedoch noch fragwiirdig. Eine kiirzlich
von KAUFMANN und Mitarb. beschriebene Ringanalyse verschiedener Institute
ergab fiir das gleiche Fettsiuregemisch eine Fehlerbreite von -+ 25 % ; dies zeigt, mit
welchen Unsicherheitsfaktoren die quantitative Aussage noch belastet ist!.

Zur quantitativen Auswertung des Chromatogrammes wird im allgemeinen
bei héheren Fettsiuren die Bandenfliche gemessen, da diese bei Stoffen mit grésserer
Retentionszeit von Schwankungen der Flussgeschwindigkeit und Temperatur unab-
héingiger ist als die Gipfelhéhe. Um die Bandenfliche auf die Gewichtsmenge beziehen
zu kénnen, muss der Untersucher in den meisten Fillen eine Eichung des Gas-
chromatographen fiir die gegebenen Arbeitsbedingungen vornehmen. Die verschie-
denen Moglichkeiten dieser Eichung sind folgende: Es wird entweder der Probe ein
interner Standard bekannter Gewichtsmenge zugesetzt oder die Probe in einem be-
kannten Volumen aufgenommen und mit einem Eichchromatogramm #&hnlicher
Zusammensetzung und bekannter Konzentration verglichen. Eine Eichung wird nicht
als erforderlich angesehen, wenn die Gesamtfettsiuremenge vorher gewogen wird
und dann, unter der Voraussetzung, dass alle Komponenten fliichtig sind und im
Chromatogramm erscheinen, der prozentuale Anteil jeder Komponente aus den unter-
schiedlichen Flichengrdssen ermittelt wird?2.3.

Um die Fehlergrenze bei der quantitativen Fettsiurebestimmung in biologi-
schem Material so niedrig wie moéglich zu halten, haben wir vor und nach jedem
Testchromatogramm ein Eichchromatogramm bekannter Konzentration an Methyl-
laurinat, Methylmyristinat, Methylpalmitat, Methylstearat, Methyloleat und Methyl-
linolat aufgegeben. Dabei ldsst sich nach mehrstiindigem Chromatographieren eine
Zunahme der Bandenfliche fiir die gleiche Fettsiuremenge in Abhingigkeit von der
Kettenlinge und der Durchgasungsdauer zwischen zwei Chromatogrammen beobach-
ten, obwohl die Gipfel symmetrisch und gut getrennt sind. Aus 8o Tagesschreibungen
iiber jeweils 7 Stunden errechnet sich zum Beispiel eine mittlere Zunahme fiir Methyl-
myristinat von 7 % und fiir Methylstearat von 18 % gegeniiber der Ausgangsfliche zu
Beginn des Tages. Die ungesittigten Fettsduren zeigen eine Flichenzunahme in der
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gleichen Gréssenordnung wie Methylstearat. Diese Erscheinung ist unabhiingig
vom Detektor, da immer die gleiche absolute Konzentration aufgetragen wird und
ebenfalls unabhingig von der Art und Konzentration der fliissigen Phase (Apiezon
und verschiedene Polyester, 10 oder 20 %). Lediglich der Wechsel des Trigermaterials
von Sterchamol zu Kieselgur fiithrte zu einer deutlich verbesserten Reproduzierbarkeit.

Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass es sich bei der Zunahme der
Flichengrosse offenbar um einen entscheidenden Einfluss des Trigermaterials
handelt, und dass die #dusserlichen Kriterien fiir ein inertes Verhalten der Triger-
stoffe — Symmetrie der Banden und Trennbarkeit von zwei benachbarten Kompo-
nenten — nicht ausreichen, um ihre Brauchbarkeit fiir die quantitative Analyse zu
beurteilen. Viele Arbeitskreise haben sich in den letzten Jahren mit den Adsorptions-
kriaften der Trigerstoffe und der Ausschaltung durch Vorbehandlung beschiftigt,
aber es wurde fast ausschliesslich auf eine Verbesserung der Eigenschaften des Chroma-
togrammes nach den oben genannten Kriterien geachtett-18, Es erschien uns daher
gerechtfertigt, in einer speziellen Versuchsanordnung die beiden hauptsichlich
gebriuchlichen Trigerstoffe Sterchamol und Kieselgur auf ihre Verwendbarkeit bei
der quantitativen Analyse htherer Fettsiuremethylester zu untersuchen.

METHODISCHES

Die Trégerstoffe werden entweder unbehandelt, wie sie kiuflich zu beziehen sind*,
oder nach vorheriger Behandlung, wie in Tabelle I angegeben, untersucht. Als
fliissige Phase wird in allen Fillen 10 % Reoplex** aufgetragen. Die fertig gepackte
Sidule (Lange 240 cm) wird 24 Stunden vor Gebrauch konditioniert. Die beiden Stan-
dardsubstanzen, Methyllaurinat und Methylstearat, sind hochgereinigte Priparate

TABELLE I
UNTERSUCHTES TRAGERMATERIAL

Sterchamol unbehandelt

Sterchamol HCl und KOH gewaschen

Sterchamol mit Hexamethyldisilazan vorbehandelt
Sterchamol mit 2 9, Na-Laurinat vorbehandelt
Kiegelgur unbehandelt

Kieselgur HCl und KOH gewaschen

der California Corporation for Biochemical Research. Die 1-14C-Palmitinsiure wurde
aus dem Radiochemical Center, Amersham, bezogen und zusammen mit Triger-
palmitinsiure nach der Methode von METCALFE UND ScHMITZ in Methylpalmitat
tiberfiihrt!?. Alle Untersuchungen werden in einem Barber-Colman-Gaschromato-
graphen ausgefiihrt.

Auf der fertig konditionierten Sidule werden 75 ug einer der oben angegebenen
Methylester in Abstéinden von 5 Min. iiber einen Zeitraum von 20 Min. chromato-
graphiert und die prozentualen Flichenveridnderungen gegeniiber der ersten Banden-
fliche errechnet. Die Sdulentemperatur betrdgt 186°, die Flussgeschwindigkeit des
Argontrigergases 75 ml/Min.

* Sterchamol und Kieselgur 0.2~0.3 mm, Fa. E. Merck, Darmstadt.
** Reoplex (Didthylenglykoladipat), Fa. E. Merck, Darmstadt.
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Die in Heptan geloste Probe wird mit einer Hamilton-Mikrospritze ohne Unter-
brechung des Gasstromes durch eine Siliconkautschukmembran direkt auf die
Sdule aufgegeben. Der Nachweis erfolgt durch eine Argonionisationskammer, die
Bandenflichen werden automatisch mit einem DISC-Integrator registriert. Alle
Bedingungen werden iiber den Zeitraum der Untersuchung sorgfiltig konstant
gehalten. Vor jeder neuen Serie wird die Siule mindestens 3 Stunden mit Trigergas
(75 ml/Min.) gespiilt, damit retinierte Reste von Fettsiuremethylestern eluiert
werden. Bei den Versuchen mit radioaktivem Methylpalmitat wird, entsprechend
einer Methode von KARMEN UND TRITCH, das Palmitat nach Verlassen der Ionisations-
kammer in getrennten Fraktionen an Anthracenkristalle aus dem Trigergasstrom
kondensiert und die Impulse im Fliissigkeitsszintillationsspektrometer gemessen?!®.

- Vorbehandlung der Trigevstoffe

1. Waschen mit konz. HCI und 0.5 IV methanolischer KOH wie von FARQUHAR
und Mitarb. angegeben?2.

2. Vorbehandlung mit Hexamethyldisilazan* nach dem Verfahren von BOHEMEN
und Mitarb.18,

3. Vorbehandlung mit Na-Laurinat: 400 mg Na-Laurinat werden in wenig
Wasser und 50 ml heissem Aceton gelést und zu dieser Losung 20 g Sterchamol
hinzugegeben. Das Gemisch wird auf einem Wasserbad (70°) solange geriihrt, bis
der Riickstand fast trocken ist und anschliessend 14 Std. im Vakuumtrockenschrank
bei g5° vollstindig getrocknet.

ERGEBNISSE
Die Fig. 1 und 2 zeigen das Verhalten von unbehandeltem Sterchamol und Kieselgur

unter den vorher beschriebenen Versuchsbedingungen. Wenn auf diesen Sidulen in
Abstinden von 5 Min. Fettsiuremethylester chromatographiert werden, nimmt die
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Fig. x. Sterchamol unbehandelt. : Fig. 2. Kieselgur unbehandelt.

Bandenfliche gegeniiber der Ausgangsfliche beim Sterchamol fiir Methylstearat um
nahezu 7 % und fiir Methyllaurinat um etwa 4 % zu. Beim Kieselgur betrigt die
Zunahme fiir Methylstearat 6 %, wihrend fiir Methyllaurinat praktisch keine Zu-

* Firma Fluka, Buchs (Schweiz).
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nahme zu beobachten ist. Jeder Punkt in diesen und den nachfolgenden Abbildungen
reprisentiert den Mittelwert aus 6-r0 Einzelmesserien, die getrennt fiir die beiden
Fettsdureester durchgefiihrt wurden. Die vertikalen Linien veranschaulichen die

errechneten Standardabweichungen.
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Fig. 3. Sterchamol unbehandelt.
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Die Fig. 3 zeigt ein Chromatogramm von 1-14C-Methylpalmitat auf einer Sdule
mit unbehandeltem Sterchamol. Die schraffierten Kistchen stellen Impulse/Minute
in der auf der Abszisse angegebenen Zeit dar. Im Anschluss an den Gipfel lassen sich
noch 8 9% der Gesamtfettsiuremenge nachweisen, die bei der quantitativen Bestim-
mung aus der Bandenfliche nicht mit erfasst werden. Dieses Ergebnis lisst darauf
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Fig. 4. Sterchamol HC]l und KOH behandelt.
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Fig. 6. Sterchamol Hexamethyldisilazan be- Fig. 7. Sterchamol 29% Na-Laurinat be-
handelt. i handelt.

schliessen, dass die zundchst adsorbierte Fettsiuremenge wieder kontinuierlich vom
Trigergas eluiert wird.

Eine Vorbehandlung des Trigermaterials mit HCl und methanolischer KOH
fiihrt beim Sterchamol nicht zu dem gewiinschten Ergebnis. Wie Fig. 4 zeigt, ist
keine Anderung gegeniiber dem unbehandelten Sterchamol eingetreten (Vergleich
mit Fig. 1). Beim Kieselgur ist diese Vorbehandlung ausreichend, um praktisch alle
- Adsorptionskrifte auszuschalten. Aus Fig. 5 geht hervor, dass keine Flichenzunahme
fiir Methylstearat gegeniiber der Ausgangsfliche mehr zu beobachten ist. Erst die
Behandlung des Sterchamols mit Hexamethyldisilazan oder mit Na-Laurinat ergibt
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Fig. 8. Sterchamol 2 %, Na-Laurinat behandelt.
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ein gutes Resultat (Fig. 6 und 7) und macht auch diesen Trigerstoff fiir die quanti-
tative Gaschromatographie héherer Fettsiuremethylester brauchbar. Fig. 8 zeigt ein
der Fig 3 entsprechendes Chromatogramm von 1-14C-markiertem Methylpalmitat
auf einer mit Na-Laurinat vorbehandelten Séule. Im Anschluss an den Gip{fel lassen
sich nur noch 4 % seiner Gesamtaktivitit nachweisen.

DISKUSSION

Die Versuchsanordnung gestattet unabhingig vom Detektor das Verhalten der
Trigerstoffe im Hinblick auf die Adsorptmn héherer Fettsiuremethylester zu unter-
suchen. Die vorgelegten Befunde zeigen, dass beim kiuflichen Sterchamol und Kiesel-
gur ein Teil der Fettsauremethylester adsorbiert wird, obwohl diese Trigerstoffe
dusserlich symmetrxsche Gipfel im Chromatogramm liefern. Die Adsorptlon ist umso
umfangreicher, je grosser die Retentionszeit ist, und bedeutet einé erhebliche Fehler-
quelle bei der Eichung mit nur einem internen Standard. Der Verlauf der Kurven in
den Fig. 1, 2 und 4 ldsst eihe allmihliche Absittigung aktiver Zentren am Trﬁger—
stoff vermuten und nicht, wie ORR UND CALLEN?? fiir ihren Fall annehmen, einen
Umesterungsprozess mit der Polyesterphase der Siule. Dagegen spricht auch die
Beobachtung der gleichen Phinomene an Apiezon-Siulen mit einem unpriparierten
Tréigerstoff. Die Radioaktivititsmessung zeigt, dass der Fettsduremethylester
offenbar reversibel adsorbiert und mit dem Trigergasstrom wieder eluiert wird. Fiir
die Adsorption werden iibereinstimmend von vielen Autoren Reste an Kieselgel im
Triagermaterial verantwortlich gemacht, deren Ausschaltung durch eine chemische
Umsetzung mit methanolischer KOHS3.12, Dimethyldichlorsilan?19,1¢ gder Hexa-
methyldisilazan!® mit Erfolg versucht worden ist. Eine zweite Mé&glichkeit ist die
physikalische Abdeckung der aktiven Zentren durch einen Metalliiberzug® oder durch
Zusatz von Stearatt* oder Capronat5,%.11 zur fliissigen Phase.
Einige dieser Mdglichkeiten sind in der vorliegenden Arbeit erprobt worden.
Die Behandlung mit methanolischer KOH reicht aus, um Kieselgur zu einem brauch-
- baren Trégerstoff fiir die quantitative Gaschromatographie zu machen. Die gleiche
Behandlung fiihrt beim Sterchamol zu keinem Erfolg, wahrscheinlich aufgrund der
-anderen chemischen Zusammensetzung. In diesem Fall aber ergibt eine Vorbehand-
lung mit Hexamethyldisilazan oder Na-Laurinat eine nahezu vollstindige Aus-
schaltung der Adsorptionskrifte. Die Chromatographie einer markierten Fettsiure
lisst kaum noch ein Austreten von Radioaktivitit im Anschluss an den Gipfel erken-
nen und widerlegt damit den Einwand, dass es sich in Fig. 3 um den Nachweis von
Bruchstiicken der markierten Fettsdure handeln kénnte. Dieses Ergebms hat dariiber
hinaus eine Bedeutung fiir die fraktionierte Radioaktivititsmessung in biologischem
Material, wenn z.B. auf eine hochmarkierte Fettsiure unmittelbar eine Fettsiure
mit geringer spezifischer Aktivitit folgt, muss der Blindwert méglichst niedrig sein.
Die Forderung nach einem inerten Tridgermaterial wird immer wieder gestellt.
Wie notwendig eine sorgfiltige Vorbehandlung fiir eine zuverldssige quantitative
Aussage und eine fraktionierte Radioaktivititsmessung ist, haben die vorgelegten
Untersuchungen gezeigt; dariiberhinaus lassen sich die sonst hiufigen Eichungen

einschrinken und fiithren damit in der Routineanalyse zu einer erheblichen Zeitein-
sparung.
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ZUSAMMENFASSUNG

Es wird -eine vom. Detektor unabhingige Versuchsanordnung beschrieben, die den
Einfluss des Tréagermaterials bei der quantitativen gaschromatographischen Be-
stimmung héherer Fettsiuren zu priifen gestattet. Die Ergebnisse lassen den Schluss
zu, dass bei Verwendung von unpripariertem Trigermaterial eine reversible Ad-
sorption von Fettsiuremethylestern stattfindet, die die quantitative Aussage mit
einem erheblichen Fehler belastet. Eine Vorbehandlung des Kieselgurs mit konz.
HCI und methanolischer KOH und des Sterchamols mit Hexamethyldisilazan oder
Na-Laurinat reduziert diese Adsorption auf ein zu vernachlissigendes Minimum und
beseitigt so die Fehlerquellen, die die Brauchbarkeit der beiden Trigerstoffe beein-
trachtigen.

SUMMARY

A procedure is described to test the influence of solid supports on quantitative gas-
chromatographic analysis of fatty acid methyl esters. The results show that consider-
able adsorption takes place when untreated kieselguhr or firebrick is used, despite the
fact that symmetrical peaks are obtained in the chromatogram. For the preparation
of a suitable support with low adsorptive properties treatment with acid and alkali is
an adequate procedure for kieselguhr, while firebrick has to be pretreated with hexa-
methyldisilazane or sodium laurinate to obtain reproducible results in quantitative
analysis.
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