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EINLEITUNG

Fettsiuremethylester konnen durch sidure- oder alkali-katalysierte Umesterung
unter Verwendung von Methanol-HCl (H,SO,) oder Natriummethylat in Methanol
aus komplexen Lipoiden hergestellt werden.

Die Ausbildung der labileren mesomeren Grenzform des Esters durch Auf-
richtung der C=0-Doppelbindung bei gleichzeitigem Auftreten einer Elektronenliicke
am zugehorigen C-Atom (Reaktion 1) entsteht wahrscheinlich durch Alkali in Me-
thanol (Na-Methylat oder methanolische NaOH), wenn auch nicht in dem Ausmass
wie bei der séiure-katalysierten Umesterung. Alkalifordert die Bildung der nucleophilen
CH;O0~--Gruppe und katalysiert damit deren Anlagerung an das positivierte C-Atom
des Esters. Infolge des Uberschusses an Methylationen findet eine schnelle Umsetzung
im Sinne der Reaktion 2 statt.
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- Die alkali-katalysierte Umesterung wurde bereits von KLENK UND RENNKAMP?
zur Abspaltung von Glycerlnphosphmtldfettsauren als Athylester benutzt. Bei der
Isoherung und Strukturaufklarung einer unbekannten Klasse von Glykolipoiden23
fanden wir, dass Fettsiiuren in Esterbindung durch kurzzeitiges Erhitzen mit o.x NV
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methanolischer NaOH als Methylester abgespalten werden. Wir konnten zeigen, dass
sich die alkali-katalysierte Umesterung zur Darstellung von Fettsduremethylestern
aus-Glyceriden, Glycerinphosphatiden und Cholesterinestern als Schnellmethode fiir
die gaschromatographische Analyse eignet®, Luppy und Mitarbeiter* haben bereits
die Anwendung von Na-Methylat zur Gewinnung von Methylestern fiir die gaschro-
matographische Analyse mitgeteilt. In mehreren Variationen fand das Verfahren
weitere Verbreitung, ohne jedoch gegeniiber der Umesterung mit Methanol-HCI den
entscheidenden Vorteil hinsichtlich der schnelleren Umesterungszeit und verein-
fachten Durchfithrung zu bieten. Nach unseren fritheren Versuchen? ist die Umeste-
rung der gepriiften Substanzen (Mengenbereich 5—10 mg) innerhalb von fiinf Minuten
gewihrleistet. Die Umesterung liuft praktisch ohne Bildung von Seifen ab.

Die komplette Umesterung von Triglyceriden in fiinf Minuten bei Zimmer-
temperatur wurde inzwischen von MARINETTI® bestéitigt. Einen Mikroreaktor, fiir die
gaschromatographische Bestimmung der Fettsiurezusammensetzung von pflanz-
lichen Olen, der die Umesterung mit 2.7 M Natriummethylat bei 50° in 20-30 Sek.
vollzieht, haben DavisoN UND DuTTON® beschrieben. Die Apparatur ist fiir bestimmte
industrielle Zwecke geeignet.

In der vorliegenden Arbeit wurden weitere Lipoidklassen in die Methodik
einbezogen. Ferner wurde die Durchfithrung in wesentlichen Schritten, insbesondere
fiir Serienbestimmungen, vereinfacht und fiir den Mikro- sowie Submikrobereich
prézisiert.

MATERIAL UND METHODEN

Substanzen

Triglyceride (Erdnussdl), Glycerinphosphatide und Cholesterinester (Serum
und Leber), Acetalphosphatide im Gemisch mit anderen Phosphatiden (Gehirn),
Ceramide, Estercerebroside, Cerebroside, Sulfatide und Sphingomyelin (Gehirn),
Wachse (Achromobacter metalcaligenes) wurden nach Extraktion mit Chloroform~

TABELLE I

UMESTERUNG DER VERSCHIEDENEN LIPOIDKLASSEN IN ABHANGIGKEIT VON ZEIT UND TEMPERATUR
Stofiklasse . Zeit dev vollstdndigen Uwm-

ca. I mg esterung der Substanz nach

threr Losung in 0.1 ml Benzol
und Zugabe von 0.5 ml 0.5 N
Na-Methylat (Methode A)

Raumiemperatuy Kochen

(Min.) (Min.)
Glyceride 1 0.3
Glycerinphosphatide 2 I
Cholesterinester 1% 2
Wachse . ' %] 2
Estercerebroside I I
Serumlipoide 2" 2
Leberlipoide” 2™ 2

¥ Gesamtextralt. :
** Geringe Mengen von Cholesterinestern (unter 59%) wurden nicht mit umgeestert.
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Methanol sdulen- und clunnschlchtchromatogra.phlsch unter Vcrwendung von Klesel-
sdure isoliert. : ‘ :

Als Referenzsubstanzen fiir Umesterungsprodukte dlenten Ste'u'msa.ure,
Methylstearat (Serva, Heidelberg), Stearylallkohol, Cholesterinpalmitat und -oleat
(Fluka AG, Schweiz). SEDN Co e . S

Reagenzien : B

2.0 N Na-Methylat (Stammlésung von 4. 60 g metalhschen Natriums in 100 ml
Methanol p.a. unter Kiihlung), o.5 N methanollsche HCl, Benzol, Chloroform p-a.,
Kieselgel-H nach StanL (E. Merck), 2 ,7 '-Dichlorflucrescein und I—IQSO4

Methodik

A. Standardverfahren zur Umestemmg der Lipoide ’ '

Glyceride, Glycerinphosphatide und Estercerebroside werden bei Raum-
temperatur, Cholesterinester und Wachse durch Erhitzen quantitativ umgeestert
Die Zeiten bis zur vollstéindigen Umesterung (z bis 2 Min.) smd in Tabelle I zusammen-
gestellt,

Die Substanz wird in einer Menge von etwa o. 4 bis 1.0 mg in ein sp1tz auslau-
fendes Reagenzgefiss (Hohe ca. 120 mm, Durchmesser 16 mm, Normalschliff 14.5/23)
eingefiihrt oder in Losung einpipettiert, wobei das Losungsmittel unter Stickstoff
abgeblasen wiid. Zur sorgfiltig mit 0.1 ml Benzol in der Spitze des Geféisses gelsten
Substanz fiigt man 0.5 ml 0.5 N Na-Methylat hinzu. Das Gefiss wird mit einem
Schliffstopfen verschlossen. Nach leichtem Schiitteln bei Raumtemperatur oder Er-
hitzen bis zum Sieden (Zugabe eines Siedesteines; evtl. Einsatz eines mit kaltem
Wasser gefiillten Kiihlfingers) von 1 bis 2 Min. wird mit 0.5 ml 0.5 N methanolischer
HCI neutralisiert. Das Losungsmittelgemisch wird im N,-Strom abgeblasen oder im
Rotationsverdampfer (Siedestein vorher entfernt) abgedampft. Man 16st die Fett-
sduremethylester in Aceton, Chloroform oder Hexan (Minimum: 200 ug Fettsiure-
methylester in 50 wl) und injiziert 5 ul in den Gaschromatographen. Das bei der
Neutralisation entstandene NaCl haftet nach Abdampfen des Losungsmittels und
Losung der Fettsiuremethylester mit Chloroform an der Glaswand. Wenige mit
der Nadel angesogene und mitinjizierte NaCl-Kristalle stéren die gaschromatogra—
phische Analyse nicht. -

B. Umestermtg von Trz'glyceriden una Glycem’nj)hosj:hatiden auf der Kieselgel-H-
Platte

Die Umesterung auf der Kleselgel-H-Platte ist fiir drei verschiedene Auf-
arbeitungswege anwendbar: ‘

(1) Umesterung von an der Startlinie aufgetragenen Substanzen und Ent-
wicklung des Chromatogramms nach der Umesterung (Fig. 1).

(2) Umesterung nach Entwicklung des Chroma.togramms und Elution der
Methylester aus der Reaktionszone.

(3) Serien-Umesterungen auf der Kieselgel-H-Platte.

- Diese Mikrotechnik erfordert sauberste Diinnschichtplatten. Deshalb lisst man
die Platten in Chloroform—Methanol (2: 1, v/v) bis zum oberen Plattenrand vorlaufen.
Nach Reaktivierung bei 110° werden die Platten staubfrei und trocken aufbewahrt.

Substanzmengen von ca. 20-400 ug werden in Lésung auf die 0.5 mm dick
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Fig. 1. Diinnschichtchromatogramm zur Methode B. (1) Erdnusstl (Triglyceride = TG) mit
geringen Beimischungen von freien Fettsiiuren (FI'S), Cholesterin (C) und Cholesterinestern (CE).
(2) An der Startzone durch Einsprithen mit 2 N Na-Methylat zu Fettsiuremethylestern (ME)
umgeestertes Olivend! (¢a. 300 ug). Man erkennt, dass CE nicht umgeestert wurden. Losungs-
mittelsystem: Petrolither-Didthylither (9: 1, v/v). Darstellung durch Besprithen mit 50 % wissri-
ger Schwefelsiure und Erhitzen auf 180°,

beschichtete Platte appliziert (optimale Flichengrésse fiir 200 ug: 5 X 20 mm) und
durch Einsprithen unter dem Abzug mit 2 IV Na-Methylat innerhalb von 2 bis 5 Min.
umgeestert. Unter dem Abzug ist das Chromatogramm in fiinf Minuten weitgehend
abgetrocknet. Gewichtsmessungen der Kieselgelplatte vor und nach der Besprithung
haben ergeben, dass etwa 10 mg 2 N Na-Methylat pro cm? bendtigt werden und nach
fiinf Minuten iiber die Hilfte des Methanols abgedampft ist, Ohne weitere Trocknung
des Chromatogramms wird jetzt die Kieselgelschicht mit einem Schichtabsaug- und
Elutionsgerit? abgenommen. Die Methylester werden mit dreimal 2 ml iiber KOH
destilliertem Ather (im Kiihlschrank aufbewahrt) in ein Spezialgefiss (Fig. 2) eluiert.
Anschliessend wird das Lésungsmittel unter Stickstoff abgeblasen. Die Fettsdure-
methylester miissen nun auf die folgende Weise in die Spitze des Gefédsses gebracht
werden: Nach Zugabe von 3 Tropfen Ather wird das Gefiss fest verschlossen und der
Ather im Warmwasserbad verdampft. Unmittelbar danach h#lt man das gesamte
Gefiiss in kaltes Wasser, wobei der an den Winden kondensierende Ather die Methyl-
ester in die Spitze des Gefisses spiilt.

Nach Entfernung des Stopfens und Verdampfung des Athers l6st man die
Fettsduremethylester zur gaschromatographischen Analyse in einer definierten Menge
Hexan oder Aceton (10 ul/20—40 ug).

Filir Serienbestimmungen ist es moglich, auf einer I0 X 20 cm grossen Platte
mindestens 10 Umesterungen durchzufithren, deren Aufarbeitung bei rationeller
Verdampfungstechnik eine Stunde bis zur injektionsfertigen Probe beansprucht.

Lokalisation der Lipoide. Nach Auftrennung im Diinnschichtchromatogramm
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Fig. 2. Reaktionsgefiisse der Umesterungsmethoden A und B. (Herstellung: E. Zimmermann,
Glastechnische Werkstittten, 5000 Koéln-Lindenthal, Joseph Stelzmann Strasse 52.) In der Spitze
des Gefisses fiir Methode B werden kleinste Mengen von Fettsiiuremethylestern ohne wesentliche
Verluste gesammelt und in die Mikroliterspritze fiir den Gaschromatographen aufgenommen

werden die einzelnen Lipoide mit 0.1 % 2’,7'-Dichlorfluoreszein in Athanolvlc‘okalvisiert.

2’,7'-Dichlorfluoreszein ist ein Indikator, der weder die ungeséttigten Fettsiuren an-
greift noch bei der verwendetenTechnik die gaschromatographische Analyse stort
obwohl er ebenfalls mit Ather aus dem K1ese1ge1 eluiert wird.

Eine andere Méglichkeit der Sichtbarmachung besteht darin, diinne Glasplatten
(<< 2z mm) zu verwenden und auf deren Riickseite vor dem Beschichten mit einem
Diamantstift oder Glasschneider vier cm vom Plattenrand entfernt eine Linie iiber
die ganze Hohe der Platte einzuritzen. Auf dem vier cm breiten Randstreifen wird die
Mischung der Referenzsubstanzen aufgetragen. Nach Entwicklung des Chromato-
gramms bricht man den Streifen ab. Die Substanzen dieses ‘‘Indikatorchromato-
gramms’’ werden mit Schwefelsiure sichtbar gemacht (s.u.), und im Vergleich dazu
werden die Zonen des fiir die gaschromatographische Analyse bestlmmten Chro-
matogramms markiert.

Gaschromatographischer Leerwert. Es erwies sich fiir die quantitative Auswertung
kleinster Mengen (um 20 ug) unumginglich, den gaschromatographischen Leerwert
aus 9 cm? Kieselgelfliche bei gleicher Aufarbeitung zu iiberpriifen. Unter den ange-
gebenen Bedingungen (hochgereinigte Platten und Ldsungsmittel) waren im gns—
chromatographischen Leerwert Verunremlgungen nicht nachweisbar.

C. Abtrennung von Cholesterin, Alkohol und Cerebrosiden

Nach der Umesterung von Cholesterinestern, Wachsen und Estercerebr051den
l6sen sich sowohl Fettsiuremethylester als auch Cholesterin, langkettiger Alkohol
und Cerebrosid in Chloroform, Cholesterin und langkettiger Alkohol auch in Petrol-
dther. Wie unsere Untersuchungen zeigten?, wird die quantitative gaschromatogra-
phische Analyse von Fettsiuremethylestern bei einem Cholesterinzusatz von 1:x
(w/w) nicht beeintrichtigt, vorausgesetzt, dass die Ga.schroma.tographle fiir Steroide
und Methy]ester nicht mit denselben Saulen durchgefithrt wird. \
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Fettsiuremethylester und langkettiger Alkohol zeigen #hnliche Retentions-
zeiten bei der gaschromatographischen Analyse. Deshalb ist nach der Umesterung
von Wachsen eine Abtrennung der Methylester von den freigesetzten Alkoholen
vor der Gaschromatographie erforderlich. Die Methylester kénnen an kurzen Kieselgel-
Saulen oder durch priparative Diinnschichtchromatographie auf Kieselgel-H-Platten
im Lésungsmittelsystem Petrolither-Didthyldather (85:15, v/v) (TFig. 3) abgetrennt
werden. Alkohole und Cerebroside? kénnen ebenfalls quantitativ zuriickerhalten
werden. Alkohole werden direkt gaschromatographisch analysiert, Cerebroside miissen
durch Kochen mit Methanol-HC] umgeestert werden.
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Fig. 3. Diinnschichtchromatogramm der mit o.5 N Na-Methylat zu Methylestern (ME) umge-
esterten Lipoide (Methode A). 1 == Leberlipoide (am Start Glycerinphosphatide und Cholesterin,
dariiber Triglyceride und Cholesterinester); 2 = Triglyceride (Erdnussél); 3 == Wachs; 4 = ME
aus Leberlipoiden (iiber dem Startpunkt Cholesterin); 5 = ME aus Triglyceriden (am Startpunkt
freie Fettsiuren); 6 = ME und Alkohol aus Wachs; 7 = Test 1-Octadecanol; 8 = Test Stearin-
siure-ME; g =.Cholesterinester; 10 = Cholesterin, Lésungsmittelsystem: Petroldther—-Difithyl-
ather (85:15, v/v). Darstellung durch Besprithen mit 50 proz. wissriger Schwefelsiure und LEr-
hitzen der Platte auf 180°,

Diinnschichtchvomatographie

Die einzelnen Lipoidklassen wurden diinnschichtchromatographisch in ver-
schiedenen Losungsmitteln auf Kieselgel-H-Platten mit Testsubstanzen untersucht.
Die Kontrolle auf Vollstindigkeit der Reaktion, Bildung freier Siduren und Seifen
erfolgte ebenfalls diinnschichtchromatographisch:

(1) Petrolidther (Kp. 40-60°)-Didthylither (85:15, v/v) fiir Cholesterinester,
Triglyceride, Methylester, Alkohole und Seifen (Fig. 3).

(2) Petroldther-Diédthyldther—Eisessig (70:28:2, v/v) zum Nachweis von freien
Séduren.-

(3) 1,2-Dichlordthan—Petrolither—Diidthylither (60:35:5, v/v) fiir die Trennung
von Dimethylacetalen und Methylestern.

(4) Hexan-Didthylither (96:4, v/v) fiir die Trennung von Cholesterinestern
und Wachsen. ’ : ‘
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(3) Chloroform-Methanol-Wasser (65:25:4, v/v) zum Nachweis von Glycerm-
phosphatiden, Cerebrosiden, Sulfatiden und Sphingomyelin.

(6) Chloroform-Methanol-Wasser (70:19:5, v/v) untere Phase zur Trennung
von Ceramiden, Estercerebrosiden und Cerebrosiden.

(7) Eindimensionales Zweistufensystem zur vollstindigen Trennung der Lipoid-
klassen (Cholesterinester, Triglyceride, Diglyceride, Cholesterin, I‘ettsauren, Mono-
glyceride, Glycerinphosphatide)8:

(a) Dlathylather—Benzol—Athanol—Else551g (40:50:2:0.2, v/v). Laufstrecke bis
etwa zwei Drittel der Plattenhthe. Losungsmittel sorgfiltig abdampfen.

(b) Disdthyldather-Hexan (6:94, v/v). Entwicklung bis zum Plattenrand.

(8) Zweidimensionales System zur Trennung von Phosphatiden*:

(a) Chloroform—-Methanol-Eisessig—-Wasser (50:25:7:3, v/v).

(b) Chloroform—Methanol-Eisessig—Wasser (25:50:7:3, v/v).

Als Sprithreagenz wurde 50 % wissrige Schwefelsiure verwendet. Organische,
nicht fliichtige Substanzen stellten sich durch anschliessendes Erhitzen der Platte auf
180° als schwarze Flecke dar (Fig. 1, 3 und 5). Die Empfindlichkeit der Sichtbarma-
chung wurde mit einer Mischung Cholesterinpalmitat—Stearinsiuremethylester (1:100,
w/w) gepriift. Bei 50 ug aufgetragener Mischung konnten noch 0.5 ug Cholesterin-

ester erkannt werden. Diese Empfindlichkeit ist die Grundlage der in Tabelle I ange-
gebenen Werte.

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Die Umesterung mit Na-Methylat wurde an Triglyceriden, Glycerinphospha-
tiden, Cholesterinestern, Wachsen und Estercerebrosiden durchgefiihrt, die lang-
kettige Fettsiuren von C,, bis C,, enthiclten. Die Ergebnisse der gaschromatogra-
phischen Analyse einer mit den Methoden A und B zu Fettsiuremethylestern umge-
esterten Triglyceridprobe mit den fiir die Verfahren geeigneten Mengen zeigen Fig. 4
und Tabelle II. Vergleichsuntersuchungen® mit der siure-katalysierten Umesterungs-
technik ergaben, dass die Daten beider Methoden innerhalb der von HorRNING und

TABELLE 11

VERGLEICH DER ALKALI-KATALYSIERTEN UMESTERUNGSMETHODEN IN FLACHENPROZENTEN DES
GASCHROMATOGRAMMS

Umesterungs- Fettsituremethylester aus Olivendl
methoden -

Cis Cio:1 Cis Cia:1 Cia:2
Doss uNp OETTE? 15.04 1.05 1.G8 70.05 11.78
A 15.20 1.08 1.63 70.54 11.55
B 14.60 I.04 1.58 70.88 11.90

Mitarbeitern® angegebenen Iehlergrenzen liegen. Bei der alkali-katalysierten Um-
esterung werden ausschliesslich esterartig verkniipfte Fettsiuren erfasst (Fig. 5). In
unseren Versuchen an Estercerebrosiden? und Cerebrosiden, Ceramiden und Sphin-
gomyelin sowie an Acetalen zeigte sich, dass sowohl die Sdureamidgruppe als auch die
Acetalbindung intakt bleiben® Estercerebroside werden mit Na-Methylat in Methyl-

* Das System wurde in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. E. WAMSIEDLER entwickelt,
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446 " K. OETTE, M. DOSS

ester und Cerebrosid iiberfithrt (Fig. 5). Sulfatide lassen sich mit Na-Methylat nicht
spalten und freie Fettsiuren nicht verestern. Im Gegensatz dazu werden bei der
sdure-katalysierten Uberfithrung in Methylester amidartig gebundene Siuren (5 Std.
kochen) und freie Fettsduren (2 Std. kochen) verestert und die Acetale in Dimethyl-
acetale umgesetzt.

Das Na-Methylat wurde mit nicht na,chgetroclsnetem Methanol p.a. hergestellt.
Ein Einfluss kleiner Mengen Wassers auf die Umesterung mit Na-Methylat wurde
nicht ndher untersucht, da die Umsetzung auch in einer methanolischen NaOH
abliuft!, 2,10, Da die Alkalikonzentration fiir die Umesterungsgeschwindigkeit eine
Rolle spielt und die Loslichkeit des Na-Methylats in Methanol héher ist als die von
NaOH, wurde die Methodik mit Na-Methylat entwickelt.

Bei der Methode A ist die vollstindige Lésung des eingesetzten Lipoids mit

1
Cia

Cis

SR U\
& (1)

U
.

! | ) (3)
Cie Cig Ca0

Fig. 4. Gaschromatogramm der Fettsiuremethylester aus Olivend!l. (1) Umesterung?® (5 mg) mit
0.5 N Na-Methylat und Extraktion mit Petroldther-Diiithylither (9:1, v/v). (2) Umesterung von
500 ug mit Methode A. (3) Umesterung von 50 ug mit 2 W Na-Methyla.t auf Kieselsiiure nach
Methode B. Gaschromatograph der Fa. Packard Model 8oz; Siulenfiillung Athylenglykolsuccmat
(EGS) 2.5% auf Chromosorb G 8o~100 mesh; Trigergas Argon Durchfluss 6o ml/min.; Temperatur
der Siule 150°, des Detektors 2007 ; Detektorspannung soo V, Empfindlichkeit 3 X 10-9 Ablkiir-
zungsbelspwl C i die untere Zahl entspricht der Anzahl der C-Atome, die hochgesetzte Zahl der
Anzahl der Doppelbxndungen
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Fig. 5. Diinnschichtchromatogramm der mit alkali- und siurekatalysierten Umesterung entsteh-
enden Fettsdiuremecthylester (ME) aus Estercerebrosiden und Cerebrosiden. 1 = ME aus Ester-
cerebrosid mit Methanol-FHCl; 2 = Test Cerebronsduremethylester; 3 = MI aus Estercerebrosid
mit Na-Methylat; 4 = Acetylierte M des Cerebrosids, das aus dem Estercerebrosid abgespalten
wurde; 5 = Test Lignocerinsiuremethylester; 6 = Test Cerecbronsiuremethylester acetyliert.
Lésungsmittelsystem Petrolither-Didthyliither (9: 1, v/v). Darstellung durch Besprithen mit 509
wiéssriger H,SO,4 und Erhitzen auf 180°.

o il e

-

0.1 ml Benzol in der Spitze des Reaktionsgefisses (Fig. 2) vor Zugabe des Na-Me-
thylats die Voraussetzung zur quantitativen Umesterung. Studien® mit verschiedenen
Alkoholatkonzentrationen zeigten, dass die Cholesterinester in Bezug auf die umzu-
setzende Substanzmenge die kritische Lipoidklasse sind, wéhrend Triglyceride und
Glycerinphosphatide noch in einer vielfachen Menge der angegebenen Versuchs-
bedingungen quantitativ umgeestert werden. Triglyceride und Glycerinphosphatide
liessen sich ebenfalls mit 0.25 IV Na-Methylat schon bei Raumtemperatur umestern.
Eine quantitative Umsetzung von Cholesterinestern, insbesondere solcher mit ge-
séttigten Fettsduren wie Cholesterinpalmitat und -stearat, gelingt nur durch Erhitzen.
Es ist aber moglich, kleine Mengen von Cholesterinestern verschiedener FFettsdure-
zusammensetzung, wie sie im Serum- oder Leberlipoidgemisch vorliegen, schon bei
Raumtemperatur nahezu quantitativ umzuestern (Tabelle I). Bei Anwesenheit von
Triglyceriden ist die L&slichkeit von Cholesterinestern, vor allem von Cholesterin-
estergemischen mit Anteilen ungesittigter Fettsiuren wesentlich giinstiger, da sich
die verschiedenen Lipoide, wenn sie in komplexen Lipoidgemischen vorliegen, in
ihrer Loslichkeit gegenseitig beeinflussen. Offensichtlich ist die Reaktionsgeschwindig-
keit weitgehend von der Léslichkeit des Lipoids abhéngig. So kommt es nach
Zugabe des Na-Methylats zum in Benzol geldsten reinen Cholesterinester bei Raum-
temperatur zu einer teilweisen Ausfidllung des Lipoids. Durch Erhitzen gehen Chol-
esterinester wieder vollstindig in Lésung und kénnen nunmehr umgeestert werden.
Glycerinphosphatide und Estercerebroside 16sen sich, wenn sie in Substanz eingesetzt
werden, erst nach geringer Erwdrmung in Benzol.

Die Vollstéindigkeit der Umesterung auf der K1eselgel-H-Platte 1st einerseits
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448 K. OETTE, M. DOSS

von der Schichtdicke der Kieselsiure, der Konzentration des Na-Methylats und der
Durchtrinkung des Kieselgels, andererseits von der Lipoidkonzentration pro Fliche
abhingig. Das Chromatogramm muss gleichmiissig nass mit Methylat eingespriiht
werden, wobei die Kieselgelschicht intakt bleiben soll und eine Wanderung der
Lipoidzone nicht eintreten darf. Auf 0.2 mm dick beschichteten Platten kann auch
mit 1 N Na-Methylat eine Umesterung in einer Minute erzielt werden. Fiir eine
quantitative Umsetzung unter den Standardbedingungen hat sich 2 N Na-Methylat
als optimale Konzentration erwiesen. Die kleinste Substanzmenge, die mit der
Methode B noch gaschromatographisch analysiert werden konnte, lag bei 10 ug
Triglycerid. Cholesterinester konnten auf dem Diinnschichtchromatogramm mit
2 N Na-Methylat auch nach kurzem Erhitzen auf 70° nicht umgeestert werden.

Als Indikator fiir die Lipoidzonen des gelaufenen Chromatogramms bewihrte
sich 2’,7’-Dichlorfluoreszein genauso wie das angegebene ‘‘Indikatorchromatogramm”’.
MarLins!! findet bei Exposition des Chromatogramms fiir 15 Sek. in Jod-Atmosphiire
keinen signifikant grésseren Verlust an hochungesittigten Fettsiuren als bei Verwen-
dung von 2,7-Dichlorfluoreszein. Es wurde nicht untersucht, ob dieses Verfahren
fiir den Submikrobereich anwendbar ist. Die Bildung von Seifen wihrend der alkali-
katalysierten Umesterung ist von der Alkoholatkonzentration und Reaktionstem-
peratur abhingig. Bei Raumtemperatur entstehen praktisch keine Seifen (<< 1%).
In der Hitze treten jedoch mit 0.5 NV Na-Methylat 1 bis 3 % Secifen auf. Bei der Me-
thode B konnten Seifen diinnschichtchromatographisch nicht nachgewiesen werden.

Die Uberpriifung des gaschromatographischen Leerwertes ist fiir die Analysen
im Submikrobereich unerlisslich und sollte von jeder neuen Kieselgel- und Lésungs-
mittelcharge mindestens einmal durchgefiihrt werden. Bei der Methode B wird hierzu
eine g cm? grosse Kieselgel-H-Fliche ohne Substanz gleichermassen getestet. Ausser-
dem bleibt das Gaschromatogramm nur dann von Verunreinigungen frei, wenn die
Kieselgel-H-Platten systematisch in Chloroform-Methanol (2:1, v/v) vorgelaufen
und die Trigerplatten absolut fettfrei sind. Die Reinigung des Sammelgeféisses mit
ausgezogener Spitze kann Schwierigkeiten bereiten, gelingt aber stets durch vorsich-
tiges Ausglithen in der Flamme. Na-Methylat und Didthyldther bewahrten wir im
Kiihlschrank auf. Na-Methylat wurde nicht linger als einen Monat verwendet. Mit
diesen Massnahmen ist eine leerwertfreie gaschromatographische Analyse zu erzielen.

DANK

Die Autoren danken TFriulein HANNELORE BARTELT und Friulein RENATE
OELLINGRATH fiir ihre zuverlissige technische Assistenz.

ZUSAMMENFASSUNG

(1) Fiir die gaschromatographische Analyse wird eine quantitative Submikro-
methode beschrieben, die eine schnelle Darstellung von Fettsiuremethylestern aus
Gewebslipoiden durch Umesterung mit Natriummethylat gewihrleistet. Wie an den
Estercerebrosiden, einer Klasse von Glykolipoiden, gezeigt wird, spaltet Natrium-
methylat nur die Ester-, aber nicht die Sdureamidbindung.

(2) Ein Standardverfahren (Methode A) erméglicht die Umesterung séimtlicher
Lipoide, .die estergebundene Fettsiuren enthalten (Glyceride, Glycerinphosphatide,
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Cholesterinester, Wachse und Estercerebroside). Die Methode wird besonders zur
Umesterung von Cholesterinestern empfohlen. Nach Lésung des Lipoids in Benzol
werden die TFettsiuremethylester mit 0.5 N Natriummethylat innerhalb von ein bis
zwei Minuten hergestellt.

(3) Auf der XKieselgel-H-Platte werden Glyceride und Glycermphosphahde
durch Besprithen mit 2 N Natnummethylat innerhalb von fiinf Minuten umgeestert
(Methode B). Diese Methode wird in Verbindung mit der diinnschichtchromato-
graphischen Trennung von Lipoiden und zur serienmiissigen Darstellung von Fett-
siuremethylestern angewendet. Nach der Umesterung erfolgt die Elution der Methyl-
ester in ein Spezialgefiss, das die quantitative gaschromatographische Analyse
kleinster Mengen gestattet.

(4) Fettsiuremethylester und langkettiger Alkohol werden nach der Umesterung
von Wachsen durch pridparative Diinnschichtchromatographie getrennt, da beide

Substanzen bei der gaschromatographischen Analyse &dhnliche Retentionszeiten
aufweisen.

SUMMARY

(1) Submicro quantities of methyl esters for gas-liquid chromatography (GLC)
can be prepared quantitively and rapidly by alkali-catalyzed transesterification
with sodium methylate. Under the conditions described, sodium methylate splits
only the ester and not the acid-amide linkage. This was demonstrated on ester
cerebrosides, a group of glycolipids.

(2) A general method (Method A) is described for all lipids with ester bound
fatty acids (glycerides, glycerophosphatides, cholesterol esters, waxes and ester
cerebrosides). This method is recommended especially for the transesterification of
cholesterol esters. The lipids are dissolved in a small quantity of benzene. After the
addition of 0.5 N sodium methylate the mixture is heated to boiling point. Within
two minutes the transesterification is complete. Glycerides and glycerophosphatides
react already at room temperature within the same time. The reaction mixture is
neutralized, the solvent evaporated, and the methyl esters in the residue are extracted
for GLC analysis.

(3) With the second method (Method B) glycerides and glycerophosphatides
can be directly transesterified within § min after their application on silicic acid
plates by spraying with 2 N sodium methylate. The method is very convenient for
the GLC analysis of lipids separated by thin-layer chromatography. After trans-
esterification, the methyl esters are eluted with ether into a special tube, which is
suitable for the collection of very small quantities. The silicic acid plate can also be
used for the parallel preparation of many samples.

(4) Because of the interference of fatty acid methyl esters and long-chain
alcohols in GLC analysis, the alcohols were separated from the methyl esters by
preparative thin-layer chromatography after the transesterification of waxes.
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