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SUMMARY 

Analysis of polyene fatty acids. II. A stavtdardized waicronaethod for the se$aratiort avtd 
oxidative cleavage of poljene fatty acids hy thin-layer chromatography and gas chromato- 

gra#?Y 

.A simple standardised micromethod is described for the separation of polyene 
fatty acids and the elucidation of their structures. 

Fatty acid methyl esters are separated by thin-layer chromatography of their 
mercury adducts and oxidatively cleaved into mono- and dicarboxylic acids by 
potassium permanganate in glacial acetic acid, Identification of their methylated 
cleavage products is achieved by programmed gas chromatography. The method 
needs no elaborate apparatus and the time required is short. 

IZINLEITUNG 

Die Isolierung von unges3ttigten Fettsauren im Mikromassstab stellt heute kein 
grosses Problem mehr dar. Man benutzt hierftir in der Regel die prgparative Gas- 
chromatographie und die Dtinnschichtchromatographie. Dagegen bereitet die Struk- 
turaufkl~rung der einzelnen Eetts5uren im Mikromassstab immer noch grosse Schwie- 
rigkeiten. Meistens verwendet man hierftir die Methode der oxidativen Spaltung mit 
KMnO,, bzw. ItMnO, und Na JO,+2 oder die Ozonolyse *--0. Eine ausftihrliche Ubersicht 
hiertiber geben die Arbeiten von STEIN’ und PRLVETT UND NICKELL~. 

Von den angegebenen Methoden erwies sic11 bei unseren Versuchen die Ozonolyse 
aber als wenig geeignet, da wir stets eine Vielzahl von nicht identifizierbaren Spalt- 
produkten erhielten. Versuche mit den bisher gebrauchlicheren Verfahren der oxida- 
Liven Spaltung mit KMnO, und NaJO, in verschiedenen Lijsungsmitteln ergaben 
ebenfalls zahlreiche unbekannte Bruchstticke, die einen relativ hohen Anteil der 
Spaltprodukte ausmachten und beim Arbeiten im Mikromassstab nicht identifiziert 
werden konnten. Man konnte deshalb nicht mit Sicherheit auf das Vorkommen iso- 
merer Fettsauren sch&ssen. 
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Wir berichten daher im Folgenden iibcr eine einfache Mikromethode, bei der 
unter Verwendung von KMnO, in Eisessig die Versuchsbedingungen soweit standardi- 
siert wurden, class bei der oxidativen Spaltung nur noch die fur die jeweilige Doppel- 
bindungs-Anordnung charakteristischen Mono- und Dicarbonsauren gebildet werden. 
Diese Methode gestattet es, in Verbindung mit einer frtiher? von uns beschriebenen 
und hier verbesserten dtinnschichtchromatograpl~ischen Auftrennung der Queck- 
silberaddukte, Polyen-Fettsauregemische in Mengen von weniger als 10 mg in die 
Einzelfetts&uren aufzutrennen und die Struktur dieser Fettsauren zu bestimmen. Sie 
erfordert nur geringen apparativen und zeitlichen Aufwand. 

Ml3THODIIC 

Da bei der Analyse von Fettsauren aus pflanzlichem Material als erschwerender 
Faktor noch der Farbstoffgehalt von Pflanzen hinzukommt, w3hlten wir als Model1 
fur die Auftrennung der unge&i,ttigten Fettsguren die Meeresalge Nalimeda Tunu 
(Ellis et Solander) Lamour, (Chlorophyta). Sie hat einen hohen Farbstoffgehalt und 
enthalt zudem als h&zhst-ungesattigte aller Polyen-Fettsauren die C,,(G=)-Fettsgure. 
Uber die Fetts5uren dieser Alge ist bereits von uns berichtet wordenlolii. 

Die Gesamtlipoide wurden auf die tibliche Weise mit Chloroform-Methanol (2 : I) 
extrahiert und mit, methanolischer I N KOH verseift. Die Entfernung der Farbstoffe 
gelang auf einfache Weise durch Ausschtitteln der mit Wasser verdtinnten verseiften 
Lipoid-Extrakte mit Ather bis zur Farblosigkeit des Athers. Dann wurden nach dern 
Ansauern die Fettsauren mit Petrolather ausgeschtittelt, methyliert und auf bekannte 
Weise in ihre Quecksilber(II)-Acetat-Addukte tiberftihrt. Die Auftrennung der Ad- 
dukte erfolgte wie bisher dtinnschichtchromatographisch auf Kieselgel-Kieselgur (3 : 7) 

Platten im Laufmittel Isobutanol-AmeisensZure-Wasser (IOO :o.s : 15.7) unter zu- 
satzlicher Verwendung des Laufmittels Petrohither-Ather (2 : r) zur Entfernung der 
gesattigten Fetts%rre-Ester. 

Die Anfarbung der aufgetrennten Addukte wurde gegentiber unserer frtiheren 
Methode verandert und vor allem hinsichtlich der Empfindlichkeit wesentlich ver- 
bessert. Sie erfolgt jetzt mit HCl-Na,S. Diese Anfarbung hat ausserdem den Vorteil, 
dass sie den weiteren Analysengang in keiner Weise stijrt (siehe Fig. I), 

Die einzelnen Fett&ure-Methylester wurden dann wie bisher aus den Addukt- 
zonen regeneriert und mit Hilfe von Gaschromatographie und Mikrohydrierung iden- 
tifiziert. Die von uns entwickelte oxidative Spaltung der regenerierten Einzelester 
wurde mit KMnO, in Eisessig im Reagenzglas durchgeftihrt. Sie lieferte die fur die 
jeweilige Doppelbindungslage charakteristischen Mono- und Dicarbonsauren. Diese 
Spaltprodukte wurden nach Methylierung direkt durch programmierte Gaschromato- 
graphie identifiziert. 

Bei der oxidativen Spaltung kann die Malons&.rre nicht erfasst werden, da sie 
vollstandig oxidiert wird. Diese Erfahrung machten wir such bei anderen Methoden 
der oxidativen Spaltung. Sie stellt aber keinen ,Nachteil dar, Die Malonsaure tritt als 
Spaltprodukt bei denjenigen Fettsauren auf, deren Doppelbindungen im sogenannten 
“Divinylmethanrhythmus” angeordnet sincl (R,-CH,-CH=CH-GE-I,-CH=CH-CH,- 
CH=CH-CH,-II,). Diese Konfiguration tritt bei der Mehrzahl aller Fetts5uren auf. 
Jede Abweichung von dieser Anorclnung wtirde sich entweder durch eine spezifische 
U.V.-Absorption (bei der Anordnung F+CH,-CH =CH-CH-CH-CH,-R,; konju- 
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gierte Doppelbindungen) oder clurch das Auftreten von grosseren Spaltprodukten als 
Malon&iure bemerkbar machen. 

Wegen seiner grossen Fltichtigkeit ist es u,U. schwierig, bei den Spaltprodukten 
den Propionsaure-Methylester gaschromatographisch zu erfassen, da er im Gas- 
chromatogramm unrnittelbar nach den Lijsungsmitteln Ather und Methanol er- 
scheint. In diesen Fallen lasst sich die Struktur aus dem zugeh6rigen Dicarbonsaure- 
Methylester ableiten. 

ISXPI3RIMENTELLISR TEII. 

IsoZierwag der Fettstiuren 
Um bei cler GLC der Fett&i.ure-Ester-Spaltprodukte das Auftreten nicht identi- 

fizierbarer Peaks zu vermeiden, mtissen hochgereinigte Lijsungsmittel verwendet 
werden. Die Losungsmittel Ather, Chloroform, Methanol und Petrol~ther wurden 
daher vor Gebrauch tiber eine IZO cm-Kolonne destilliert. Die Schliffe der Schtittel- 
trichter rnussten ausserdem mit Silikon-Hochvakuum-Fett eingefettet werden. 

Ca.. IOO g Algen-Frischmaterial wurden gefriergetrocknet (Trockengewicht 17 g), 
irn Multimix zerkleinert und dreima16 Std. mit je 150 ml Chloroform-Methanol (2: I) 
unter Stickstoff und unter Schtitteln bei Zimmertemperatur extrahiert. Dann wurde 
nochmals 6 Std. am Rtickfluss unter Stickstoff ausgezogen. Die vereinigten Extrakte 
(Gesamtlipoide) wurde am Vakuum-Rotationsverdampfer bei 45” vom Lcsungsmittel 
befreit und der Rtickstand mit IOO ml methanolischer I N KOH (80 ml Methanol + 
20 ml 5 N KOH) go Min. unter Stickstoff verseift. Dann wurde mit der ftinffachen 
Menge Wasser verdtinnt und nach 2 Std. Stehen bei Zimmertemperatur zur Entfernung 
des Unverseifbaren und der stijrenden Farbstoffe solange mit Ather im Schtitteltrichter 
extrahiert, bis der Ather farblos blieb. Nach schwachem Ansauern mit 25%-iger 
IICl wurden die Fett&i.uren durch zweimalige Extraktion mit Petroltither (Sdp. 35-45”) 
isoliert und die vereinigten Petrolatherausztige solange mit Wasser gewaschen, bis sie 
farblos waren. Bei diesen Ausschtittelungen mit Wasser traten regelmgssig zwischen 
den beiden Phasen Farbstoff-Schlieren auf, die sich ausserdem an den Wanden des 
Sclititteltricliters entlangzogen. Urn sie quantitativ zu entfernen, war es ratsam, nach 
jeder Ausschtittelung die Unterphase zu entfernen und die Petrolatherphase in einen 
sauberen Schtitteltrichter abzudekantieren. 

Die farblose Petrolatherphase wurde in einen Erlenmeyerkolben filtriert, im 
Stickstoffstrom bei 50” zur Trockne eingeengt, die Fettsauren in 20 ml Ather aufge- 
nommen, in ein Reagenzglas tiberftihrt und nach der Mikromethode von SCHLENK 
UNI) GELLERMANN~~ durch Einleiten von Diazomethan methyliert. Eine Probe der 
Methylester wurde gaschromatographisch untersucht, urn die Zusammensetzung der 
Gesamtfetts&.iren zu bestimmen. Bei der GLC wurde mit zwei verschiedenen Trenn- 
phasen gearbcitet, da bei der Vielzahl an ungessttigten Fettsaureestern auf einer 
einzigen Phase keine vollsttinclige Auftrennung erfolgte. 

Darstellztng der Addzckte. Die Fettsaure-Methylester (170 mg) wurden nach der 
Methode von JANTZEN UND ANDRE&" in ihre Quecksilberaddukte tiberftihrt. Dazu 
wurden die Ester in 80 ml einer Mischung von 7.0 g Quecksilber(II)-Acetat, 125 ml 
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Fig. 1. DUnnschicl~lchromatogramm~,clcr Quccltsilbcr(~J)-Acetat-Addul<tc von Ifdime& Tuna. 
Zone I, Cd1 =) ; Zone 2, C,,(z =): Zone 3, C1,(3 =); Zone 4, Cl,(3 =) ; Zone 5, C&4 -); 
Zone 6, C,,(4 =) : Zone 7, C,,(5 =); Zone 8, C&,(6 =). 

Methanol, 1.~5 ml Wasser und 0.5 ml Eiscssig gel&t und 48 Std. im Dunkeln auf- 
bewahrt. Dann wurde das Lijsungsmittel bei 27” im Vakuum-Rotationsverdampfer 
oder im Stickstoffstrom entfernt, der Riickstand mit 50 ml Chloroform aufgenommen, 
in einen Schtitteltrichter filtriert, die Chloroform-Lijsung zweimal mit Wasser ge- 
waschen und iiber Na,SO, s&c. getrocknet. Dieses Na,SO, sicc. war vorhcr zur Entf&- 
nung aller organischen Verunreinigungen mit Chloroform extrahiert worden. 

Diirt~zsckich~~Zutte?z. Platten (12 x 20 cm) wurden mit einer Suspension von 
3 g Kieselgel G “Merck” und 7 g Kieselgur G “Merck” in IS ml Wasser bestrichen und 
90 Min. bei Go” getrocknet. Schichtdicke, 250 p. Anschliessend stellten wir die Platten 
zur Entfernung aller lipophilen Verunreinigungen in eine Diinnschicht-Kammer mit 
Ather und liessen das Ltisungsmittel bis zum oberen Plattenrand durchlaufen. 

Az@ragsmenge. Die Chloroform-Liisung der Addukte (ca. 700 mg) wurde in1 
Stickstoffstrom auf etwa 7 ml eingeengt und mit einem weichen Pinsel strichftirmig 
auf die Platten aufgetragen. Pro Platte lassen sich etwa 4-15 mg Addukte entsprechend 
1-3 mg FettsKure-Ester auftragen. Bei der oben angegebenen Konzentration von 
700 mg/7 ml geniigt einmaliges Auftragen der Addukte auf die Platte. 

LazQmitteZ. (I) PetrolSither (Sdp. 35-45”)-lither (z : I). Die Addukte wurden zur 
quantitativen Entfernung aller gesgttigten Fett&iure-Ester zweimal mit diesem Lauf- 
mittel chromatographiert und dazwischen vollst%ndig im kalten Luftstrom getrocknet. 
.Laufzeit, 50 Min. ftir 17 cm. 

(II) Isobutanol p.a. (Merck)-Ameisens5ure (gS-Ioo%, Merck)-Wasser (100: 
0.5 : 15.7). Diese Lijsungsmittel wurden im Schlitteltrichter bis zur vollstgndigen 
Mischung geschtittelt. Laufzeit, 4 Std. 30 Min. ftir 15 cm, 

FiXr die Chromatographie der Addukte hat,sich foIgende Arbeitswqise bewghrt : 
Die Hatten ‘werden I &rn unfer dem oberen Rand (17 cm iiber dem Start) mit einer 
Nadel quer gerillt und dann zweimal bis zu dieser G&nze mit dem Laufmittel (1) chro- 
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matographiert. Dann wurde eine zweite Querrille 3 cm unter dem oberen Rand an- 
gebracht und mit Laufmittel II bis zu dieser Grenze chromatograpl~iert. Auf diese 
Weise wurde verhindert, dass sich die Addukte mit den gesattigten Fettsaure-Estern 
an der Front von Laufmittel I mischten. 

Anflirben der Addzhte. Die Platten wurden nach der Chromatographie im kalten 
Luftstrom getrocknet. Dann wurden sie zuerst mit IO%-iger HCl (in Wasser-Methanol, 
I : I) und nach kurzem Trocknen im kalten Luftstrom mit einer lo”/o-igen Na,S- 
L&sung (in Wasser-Methanol, I :I) besprtiht. Die Addukte traten als dunkelbraune 
Zonen auf weissem Untergrund hervor (siehe Fig. I). 

IsoZieramg ahgad Identi$zierzcng der Einzelester. Die einzelnen angefarbten Addukt- 
zonen von 1-2 Pi&ten wurden der Platte entnommen, in je ein Reagenzglas tiberfiihrt, 
mit 6 ml Methanol und 0.8 ml WC1 37 o/o p.a. versetzt und unter mehrmaligem Schtitteln 
I Std. im Dunkeln aufbewahrt. Es empfiehlt sich, das Dtinnschichtmaterial im Rea- 
genzglas mit einem Glasstab fein zu verreiben. Die tiberstehende Liisung wurde dann 
nach dem Absetzen in einen 250 ml-Schtitteltrichter filtriert und der Rtickstand noch 
zweimal mit je 5 ml Methanol extrahiert. Die tiberstehenden Ltjsungen wurclen eben- 
falls in den Schtitteltrichter filtriert. Dann wurde das Filter mit Petrolgther (Sdp. 
35-45”) nachgewaschen. Nach Zugabe von 60 ml Wasser wurde zweimal mit Petrol- 
Sither extrahiert. Die vereinigten Petrolather-L8sungen wurden zweimal mit Wasser 
gewaschen, dann in einen Erlenmeyerkolben filtriert, das L6sungsmittel im Stickstoff- 
Strom bei 50” auf 2 ml eingeengt und in ein kleines Reagenzglas tiberftihrt. 

Ein Teil der so erhaltenen Einzelester wurde gaschromatographisch untersucht, 
ein weiterer Teil hydriert und ebenfalls gaschromatographiert. 

O&dative Spaltwag der Einaelester (siehe Fig. 2) 

Etwa 0.2-1 mg Fetts%_rre-Methylester wurden bei Zimmertemperatur in einem 
IO ml-R8hrchen mit Schliffstopfen und einem kleinen Magnetrllhrsr nut 0.05 ml 
Eisessig p.a. gemischt. Dann wurden im Verlauf von 10 Min. unter standigem Rtihren 
vorsichtig 5 mg gepulvertes KMnO, p;a.,in kleinen Anteilen von etwa 0.3 mg zuge- 
geben. Nach Entfirben mit einem Tropfen H,O, (IS %) wurde das Riihrchen in ein 
NaCl-Eis-Bad gestellt und 0.3 ml Methanol sowie 0.3 ml Ather zugeftigt. In diese 
L&sung wurde, ohne dass der Magnetrtihrer entfernt wurde, unter weiterer Ktihlung 
solange Diazomethan eingeleitet, bis sich die Liisung braun ftirbte (nach etwa 20 Min.). 
Nach Zugabe von I ml Petrolgther und 3 ml Wasser wurde der Rtihrer’entfernt, die 
Mischung krgftig umgeschtittelt und bei -20' aufbewahrt, bis die Unterphase ge- 
froren war (ca. 20 Min.). Die klare Oberphase wurde abgegossen (2-3 ml), 0.2 ml 
Methanol zugegeben, im Stickstoffstrom unter NaCl-Eis-Ktiblung vorsichtig auf 
cu. 0.2 ml eingeengt und direkt gaschromatographiert. 

Gaschromatogra$hie 
Model1 Packard ; Gasdurchfluss, 65 ml Argon/Min. ; Einspritzmenge, 0.01 mg. 

Gesamt-Ester wad regenerierte Einzd-Ester 
S&ulenmaterial : 
(a) 15 y. EGSS-X (Polyaethylenglykolsuccinat + Silikon) auf Gas-Chrom ,P, 

(100-120 mesh) ; Sgule, 2 m x 5 mm; Saulentemperatur,’ 185”; Einlasstemperatur; 
210~ ; Detektortemperatur, 215~; Retentionszeit von Stearinsaure-Methylester, IO Min. 
30 Sec. 

J.’ Cityomatog., 42 (1969) 75-82 



80 

3 SpaIt; - Produkte 

\ 

I 

I \ 

r------I_ ------- - 
I 

lP----l 
9 13 

l------- 
__-- A ---I --- 

II3 

i 3 

T 
_ 
I 
__- L-l .-.- _.___-_.. -____-_-_ _.__ __-__--- 

4 Elnzel-Ester 

6 

3x- 

6 

,_- 

i 9 

d -- 
r 
I 

iz:---~ 
I 

_+_--.. _?._._ _-_I-_ ----I 
-- 

-~-- --___ 

. ~-..--- A _--___--. 

c, 7_ .& ~~z_~-~=..zzss-~. ..- 
I Gesamt-Fetishwe-Ester wn Hallmeda Tuna 

____ __.__ ..-. --_z_--__ . _ --- 

Mono-und Dicarbonsijure-Ester(Test) i 

c 
W345675Qx) 1112 13 14 15 

9 11 14 16 

Fig. 2. Gaschromatogrammc der wichtigsten Einzcl-Ester, ihrcr Spaltprodulcte und dcr Gcsamt- 
ester von Halimeda 2ntcna. (A) Pcttstiurc-Methylester von Nalimeda Tuna (Gaschromatograpliic 
auf EGSS-X). I = Cr.,, z = Cl,,, 3 = C,,(I =), 4 = CJ2 =), 5 = C,,, G = C,,(3 =) + C1,(l =), 

7 = c,,(2 =), 8 = &, 9 = c,,(3 =)t IO = &(4 =), II = ‘&(3 =), I2 = c&4 =)t I3 = c&5 =), 
= Cd4 =), I5 = C,,(6 =). ~tX’Ukh.YrCU, f&(3 =): Li7,10,13: &,(I =): dg; c,,(2 =): dg,IZ: 

$:8(3 =) : dg,12,15. (R) Mono- und Dicarbons%urc-Mcthylcstcr (Test) (Gaschromatographic auf 
Apiczon L). J = C,-Monocarbonsaurc (Propions.), 2 = C,-Dicarbonsaure (Malons.), 3 = C,,- 
Monocarbonsaure (Caprons.), 4 = C.,-Dicarbonsaurc (Rcrnsteins.), 5 = C,-Monocarbons!Lure 
(Oenanths.), 6 = C,-DicarbonsOurc (Glutars.), 7 = C,-Monocarbonsaure (Capryls.), 8 = C,-Di- 
carbonsaure (Aclipins.), g = C,-Monocarbonsaurc (Pelargons,), IO = C,-Dicarbons!iure (Pimc- 
lins.), 11 = C,,-MonocarbonsZturc (Caprins.), 12 = C,-Dicarbonsaure (ICorks.), 13 = C,,-Dicar- 
bon&Are (Azelains.), 14 = C,,-Monocarbonsaure (Laurins.), I 5 = C,,-Dicarbonstkure (Sobacins,), 
IG = C,,-Monocsrbonsaurc (Tridccans,), 17 = C,,-Dicarbondure (Unclccanclis.). Strukturcn, 
c,,(4 =): d6,g,Iz,I5: C,,(4 -): 45,8,11,14; C,,(5 =): 45,8,11,14,17: C&6 =): ~4,7,10,13,16.19~ 

(b) ~0% Reoplex 400 auf Chromosorb WS (45-60 mesh) ; S&de, 3 m x 4 mm ; 

Saulentemperatur, 190~; Einlasstemperatur, 215’; Detektortemperatur, zzo’. 
. (a) und (b) Papiervorschub, I in./5 Min.; Empfindlichkeit, Schreiber IO-‘, 

Detektor 3 x IO-* bei 500 V. 

F. POWL, H. GLASL, N. WAGNER 

Mono- und DicarBom&e-Ester am der oxidativea SfiaWamg (siehe Fig. 2) 
S&ulenmaterial : 

(a) 20% Reoplex 400 auf Chromosorb WS (45-60 mesh) ; Saule, 3 m x 4 mm ; 

Saulentemperatur, programmiert von 50-IgoO, linear ; Zuwachsrate, 3”/Min. Beginn 
der l?rogrammierung bei Beginn des Luftpeaks. 

(b) 10% Apiezon L auf Anakrom A (70-80 mesh) (Fertigsaule der Fa. Packard) ; 

Sjiule, 3 m x 5 mm; S%ulentemperatur, programmiert von 40-180°, linear: %.I- 
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wachsrate, z”/Min. Beginn der Programmierung genau 5 Min. nach Beginn des Luft- 
peaks. 

(a) und (b) I’apiervorschub, I in./5 Min. ; Empfindlichkeit , Schreiber 10-7 ; De- 
tektor 3 x IO--* und hdher bei 750 V. 

Die Injektionsnadeln sind vor Gebrauch mit Methanol, nicht mit Chloroform zu 
reinigen. 

Fig. 3, Methylicrungs-Apparntur. FUr Bcschrcibung, sichc Text. 

Die Methylierung erfolgte in Abwandlung der Mikromethode von SCHLENK 
UND GELLERMANN~~ mit Hilfe der in Fig. 3 wiedergegebenen Apparatur. 

Zu diesem Zweck wurde Zylinder I (70 ml) mit 30 ml Ather und Zylinder z 
(70 ml) mit 3 ml KOH (60%), 3 ml Carbitol (Glykolmonoaethylaether) und 4 ml &her 
beschickt, Die zu methylierende Substanz befand sich in Ather gel&t in Reagenzglas 3. 
In Zylinder z wurde in kleinen Anteilen von 0.2-0.5 g festes MTSN (N-Methyl-N- 
toluylsulfonyl-4-nitrosamid) (Merck) zugegeben und ein schwacher Stickstoffstrom 
durch die 2 Zylinder zum Uberleiten des sich in Zylinder 2 bildenden Diazomethans 
in das Reagenzglas 3 geperlt. Mit dieser Anordnung lassen sich durch Auswechseln 
des Reagenzglases 3 und bei Bedarf durch neue Zugabe von MTSN in Zylinder 2 be- 
liebig viele Proben in kurzer Zeit methylieren. Das Ende der Methylierung ist jeweils 
an der beginnenden Gelbfarbung des Lijsungsmittels im Reagenzglas zu erkennen. 

Die Hydrierungen erfolgten in Aceton p.a. mit PtO, als Iiatalysator. I-Iydrie- 
rungszeit, 4 Std. 
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ZUSAMMENPASSUNG 

Eine einfache, standardisierte Mikromethode fur die Trennung und Struktur- 
auflclarung von Polyen-Fettsguren wird beschrieben. Die Fett&uren werden dtinn- 
schichtchrornatographisch tiber die Quecksilber(II)-Acetat-Addukte ihrer Methylester 
getrennt und oxidativ mit KMnO, in Mono- und DicarbonsWren gespalten. Die Iden- 
tifizierung der methylierten Spaltprodukte erfolgt durch programmierte Gaschromato- 
graphie. Diese Methode erfordert nur einen geringen apparativen und zeitlichen Auf- 
wand. 
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