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SUMMARY 

Methodfor the selective gas chromatographic determination of the free fatty acids from 
lipid mixtures 

The use of strong anion-exchange resins as heterogenous basic catalysts allows 
the selective methylation of free fatty acids from different lipid mixtures. The complete 
methylation of the free acids is achieved in a few minutes without any trans- 
esterification of the glycerides and other lipid components. 

EINLEITUNG 

Die gaschromatographische Bestimmung von freien Fettsauren (FF) verlauft 
tiblicherweise durch ihre Methylierungr-’ oder andersartige Derivatisierung6. Bei der 
Anwendung dieser Methode direkt ftir verschiedene Lipidgemische sind die Analysen- 
ergebnisse wegen verschiedenen Transesterifikationsreaktionen sehr wenig oder tiber- 
haupt nicht reproduzierbar. Bei einigen Methoden (z.B. mit Methyliodid im Beisein 
von starken organischen Basen, wie Trimethylphenylammoniumhydroxid) findet so- 
gar eine praktisch totale Transesterifikation der Glyceride statt. 

Zuerst haben wir die in der Literatur beschriebenen wichtigsten Methylierungs- 
verfahren an verschiedenen Lipidgemischen, mit genau bekannter Zusammensetzung 
getestet. Es wurde in jedem Fall versucht die Reaktionsbedingungen so zu optimisieren, 
urn eine vollstandige Methylierung der FF nebst einer miiglichst geringen Umwand- 
lung der anderen Komponenten zu erreichen. Trotz grosser Variationen der Reak- 
tionsbedingungen konnte man mit diesen Verfahren die Transmethylierungsreakti- 
onen nicht verhindern. 

Wegen der Nachteile der tiblichen Methylierungsverfahren haben wir ver- 
sucht einen nur fur die selektive Methylierung der FF aktiven Katalysator zu finden. 
Diese Bedingungen wurden von stark basischen Ionenaustauscherharzen am besten 
erftillt. 

Solche Harze wurden schon von Hornstein et al.’ fur eine selektive Zurtick- 
haltung der FF aus Lipidgemischen bentitzt. Gem&s ihrer Arbeit wurden die FF aus 
ihrer Petrolether-Losung mit Hilfe von Amberlite IRA-400 zuriickgehalten, filtriert 
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und mit Petrolether fettfrei gewaschen. Die Methylierung wurde durch eine 80 minu- 
tenlange Behandlung mit wasserfreiem Methanol-HCl durchgeftihrt, gefolgt von 
Wasserzugabe, Extraktion der Methylester mit Petrolether und GC-Analyse. 

Der Nachteil dieser Methode liegt in nicht quantitativer Ausbeute der Zurtick- 
haltungs- bzw. Waschprozesse und grosse Zeitdauer. 

Die Grundidee unserer Arbeit war, den selektiven Harzbinder such als ba- 
sischen Katalysator des Methylierungsprozesses zu gebrauchen und somit eine wesent- 
lithe Vereinfachung des ganzen Verfahrens zu verwirklichen. 

EXPERIMENTELLES 

Der von uns bentitzte stark basische Ionenaustauscher Dowex 1.X2 (20&400 
mesh) wurde zuerst mit 2 N NaOH behandelt (30 ml NaOH fur 10 g Harz), dann 
mit Wasser bis zu neutral und anschliessend mit Methanol und Diethylether ge- 
waschen. Analytisch reines Dimethylformamid (DMF) und Pyridin (Py) (Fluka) wur- 
den ohne jeweilige Vorreinigung oder Anhydrisierung bentitzt. Als weitere Reagenzien 
wurden Bortrifluorid, Dimethylformamiddimethylacetal (DMFDMA) und N,N’- 
Carbonyldiimidazol (CDI) (Merck), Methyliodid and. 40 %iges Trimethylphenylam- 
moniumhydroxid (Riedel-de Haen) bentitzt. 

Die Reinheit der von Merck und Supelco erhaltenen Fettsauren, Mono-, Di-, 
Triglyceride und Lecithin Standarde wurden durch Diinnschichtchromatographie 
(Hexan-Diethylether, 8:2; Kieselgelplatten; besprtiht mit Ammoniummolybdat) ge- 
prtift. Nur im Falle von Lecithin war eine Entfernung von Spuren freier Fettsauren 
notwendig. 

Die Reaktionstemperaturen wurden in geschlossenen 4 ml Glasgefassen mit 
Hilfe eines Pierce Reacti-therm Heizungsthermostaten kontrolliert. 

Die gaschromatographischen Analysen wurden mit Hilfe eines Chromatron 
GCHF-18.3 Gerates mit Flammenionisationsdetektor durchgefiihrt. 

Es wurde eine mit 10 % Silar 1OC auf Gas-Chrom R 100-200 mesh geftillte, 
2.8 m x 3 mm I.D., silanisierte Glassaule bent&t. Temperaturgradient: 4”C/min von 
140°C bis 240°C Einspritzthermostat bei 250°C und Detektor bei 260°C. Triigergas: 
Helium mit 30 ml/min, elektronische Integration der Peakoberflachen mit Hilfe von 
Minigrator (Spectra-Physics). Der Umsetzungsgrad der anderen Lipidkomponenten 
wurde durch die Bestimmung der durch Transmethylierung entstandenen Methylester 
berechnet. 

ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Zuerst wurden die in der Literatur bekannten Fettsauremethylierungsverfahren 
(I-IV) an aus Standard-Komponenten synthetisch hergestellten Lipidgemischen re- 
produziert. Die gaschromatographischen Analysen der Endprodukte zeigten eindeutig 
wie weit Transmethylierungsreaktionen stattgefunden haben. Die fur vollstandige 
Methylierung der FF notwendige Zeit wurde als Reaktionsdauer bezeichnet. 

Unter denselben Voraussetzungen wurde das von uns entwickelte Methylie- 
rungsverfahren V ausgeprobt. Die Ergebnisse sind in Tabelle I dargestellt. 

Method I. Die Methylierung der Lipidgemische wurde mit Methyliodid in 
polaren Liisungsmitteln wie DMF + 20 % Methanol im Beisein von Trimethylphenyl- 
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TABELLE 1 

UMSETZUNGSGRAD DER LIPIDKOMPONENTEN IN METHYLESTER UNTER VERSCHIEDENEN RE- 

AKTIONSBEDINGUNGEN 

Methode Verfahren Bedingungen Umsetzungsgrad (%) 

Temperatur Reaktionsdauer FF MG DG TG PG CE 

(“C) (min) 

I 

II 
III 
IV 

V 

CH,I-Base 20 15 100 100 loo 100 100 35 
CH,OH-BF, 20 50 100 30 23 15 55 11 
CH,OH-CDI+ (CH,),N 20 10 100 15 4 - 20 - 
DMFDMA + Py 100 30 100 10 2 - 12 - 

CH,I-Py stark basische 
Ionenaustauscher 35 3 *o() - - - - - 

ammoniumhydroxid durchgeftihrt. Fur die vollstandige Methylierung der FF gentigen 

15 min bei 20°C’. 
MethodZZ. Als Methylierungsagent wurde Methanol mit Bortrifluorid bentitzt’. 

In Methylenchlorid-Losung bei 20°C sind die FF nur nach 50 min methyliert. 
Methode ZZZ. Auch in diesem Fall wurde Methanol als Methylierungsagent ver- 

wendet, aber im Beisein von N,N’-Carbonyldiimidazol (CDI) und Trimethylamin, wo- 
bei die vollstandige Methylierung von FF 10 min bei 20°C benbtigte’. 

Methode IV. Die Methylierung wurde mit Dimethylformamiddimethylacetal 
(DMFDMA) in Pyridin bei 100°C durchgeftihrt. Die vollstandige Methylierung der 
FF wurde in 10 min erreicht”. 

Methode V. Diese von uns ausgearbeitete Methode bentitzt stark basische 
Ionenaustauscher, Methyliodid, in Dimethylformamid und Pyridin. Die vollstandige 
Methylierung der FF wurde bei 3040°C schon in 3 min erreicht. 

Die analytischen Daten aus Tabelle I zeigen, dass bei, fur vollstandige Methyl- 
ierung der FF notwendigen Bedingungen, such Transmethylierungen der Glyceride 
staatgefunden haben. 

Die Komponenten der Standardgemische waren : 
Freie Fettsbren (FF), wie gesattigte C,,. . . C,, und ungesattigte C,,.,, Ci8:?, 

C,,:,. 
Monoglyceride (MC) : Glycerin-monomyristat, Glycerin-monopalmitat. 
Diglyceride (DC) : Glycerin 1,2- oder 1,3-dimyristat, Glycerin 1,2- oder 1,3- 

dipalmitat. 
Triglyceride (TG) : Glycerin-trimyristat, Glycerin-tripalmitat, Glycerin-triste- 

arat. 
Phosphogl_yceride (PC) : Lecithin. 
Cholesterolestern (CE) : Cholesterol-myristat, Cholesterol-palmitat, Choleste- 

rol-stearat. 
Methylstearat oder Methylmyristat wurden als innere Standarde fur quantita- 

tive Bestimmungen bentitzt. Die Methylierungsverfahren und die entsprechenden 
Analysen wurden in jedem Fall viermal durchgeftihrt und statistisch ausgewertet. 

Die Ergebnisse aus der Tabelle I zeigen eindeutig, dass die Verwendung von 
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sauren oder basischen Katalysatoren in homogener Losung such die Transesterifi- 
kationsreaktionen beschleunigen. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist von der Saure- 
oder Basestarke abhangig. 

Im Verfahren III bildet CD1 mit den Fettsauren ein Zwischenprodukt das mit 
Methanol in den entsprechenden Methylester tibergeht. In Abwesenheit jedwelches 
basischen oder sauren Katalysators (IV) sind aber relativ hohe Temperaturwerte not- 
wendig. 

Im Falle der von uns entwickelten Methode (V) wirkt der stark basische Ionen- 
austauscher (OH-) als heterogener Katalysator. Aus leicht verstehbaren Grtinden 
reagiert dieser nur mit den FF und tiberhaupt nicht mit den anderen Lipidkomponen- 
ten. Der wichtigste Vorteil ist die Verhinderung der Transesterifikationen sowie die 
ausserst kurze Reaktionsdauer. 

Ahnlich gute Ergebnisse wie im Falle der Methode V werden erhalten, wenn 
man Diazomethan in etherischer Losung mit 10 ‘4 Methanolgehalt bei 20°C bentitzt. 
Der einzige Nachteil von Diazomethan ist, dass im Falle ungesattigter Sauren einige 
Pyrazolonderivative entstehen konnen”. 

Im Falle der Methode V verlauft die Methylierung nach folgenden Reaktions- 
gleichungen : 

Harz-N+ OH- + R-COOH 
DMF-Py 

Harz-N+ RCOO- + H,O 

1 2 

DMF 
Py + CH,l ~ Py CH3+ I- 

3 

Py CH, + I- + Harz-N + RCOO- + R-COOCH, + Py + Harz-N + I 

4 

2 loo- 
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Fig. 1. Die Retention van Stearinslure an Dowex 1 -X2, in Abhlngigkeit van Slure/Harz Verhlltniss und 
Liisungsmittel. 

Fig. 2. Einfluss der Methyliodidkonzentration auf den Reaktionszeit. 
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Die Reaktionsstufe (A) findet in polaren Liisungsmitteln, wie DMF-Py sehr 
rasch statt. Die Bildung des Salzes 2 verlluft praktisch gleichzeitig mit der Auflijsung 
der Fettsluren. Eine leichte En$rmung (3540°C) beschleunigt die Auflijsung der 
Fettsliuren und somit die Bildung des Salzes: Harz-N+ RCOO-. 

Der Zurtickhaltungsprozess der FF ist von der Harzmenge und dem Liisungs- 
mittel abhlngig. Die Fig. 1 zeigt dieses im Falle der Stearinslure an Dowex l-X2 
(200-400 mesh). Wie ersichtlich, ist im DMF ein kleiner Uberschuss von Harz fur 
die vollstandige Zurtickhaltung ausreichend. 

Die Schlechten Ausbeuten in Pyridin sind durch dessen Salzbildungsfahigkeit 
mit Fettsauren zu erklaren. Das gebildete Salz wird mit Methyliodid abgespalten, so 
dass die entstehende FF praktisch quantitativ am Harz zurtickgehalten wird. In dieser 
Stufe kann man die Reaktion mit Methyliodid direkt im Reaktionsgemisch durch- 
ftihren. Wenn die anderen Lipidkomponenten fiir nachfolgende Analysen notwendig 
sind, werden die ganz einfach abfiltriert. 

Die Reaktion (B) findet durch Zugabe von Pyridin zum Reaktionsgemisch (A) 
statt. Urn die Reaktion zu starten, ist eine kurze ErwPrmung auf 3540°C ratsam. 
Eine weitere Erw&mung ist nicht notwendig, da die Bildung des Pyridiniumsalzes 
selbst exotherm ist. Die Erhohung der Konzentration von Methyliodid steigert die 
Reaktionsgeschwindigkeit, aber ein zu grosser Uberschuss fi.ihrt zur Ausscheidung 
des N-Methylpyridiniumiodids und Verhinderung der Reaktion (C). 

Die Reaktion (C) ist die eigentliche Methylierungsstufe die durch die Reaktion 
zwischen N-Methylpyridiniumiodid und Salz 2 stattfindet. Fur ihre Geschwindigkeit 
ist die N-Methylpyridiniumiodidkonzentration wichtig, welche aber von der zugegebe- 
nen Methyliodidmenge abhangig ist. 

Die optimale Methyliodidkonzentration wurde experimentell aufgefunden (Fig. 
2), wobei mit einem Verhaltnis von 0.8 mequiv. Fettsaure/g Harz bei 35°C gearbeitet 
wurde. 

Die erhaltene Kurve (Fig. 2) zeigt, dass bei einem 10-15 %igen Methyliodid- 
gehalt des Reaktionsgemisches die Methylierung der Fettsauren praktisch l-2 min be- 
ansprucht. Bei Methyliodidkonzentrationen grosser als 18 y0 kristallisiert das N-Meth- 
ylpyridiniumiodid aus, was eine sehr ungtinstige Auswirkung auf die Reaktion (C) 
hat. 

Fur die Methylierung von Lipidgemischen mit unbekannter Zusammensetzung 
ist es schwierig stiichiometrische Reaktionsvorschriften zu geben. Aus unseren zahl- 
reichen Testversuchen kijnnen wir folgende allgemeine Arbeitsmethode empfehlen. 

Allgemeine Arbeitsvorschrift 
Man wiegt in ein kleines, gut verschliessbare Glasgef$iss (z.B. Pierce Reacti- 

therm) l&50 mg Lipidgemisch ab. Im Falle quantitativer Analyse wiegt man noch 
3-5 mg einer nicht im Gemisch vorliegenden FF als inneren Standard dazu. Die Probe 
wird in 0.648 ml DMF bei 35-4O”C aufgelost. Diese Temperatur wird such weiter 
uzw. bis zur Zugabe von Methyliodid beibehalten. Zur DMF-Losung gibt man 50- 
200 mg stark basischen Ionenaustauscher (z.B. Dowex l-X2). Im allgemeinen gibt 
man zu 1 Teil Probe 334 Teile Harz, entsprechend den empirisch festgestellten 1 g 
Harz zu 0.84.9 mequiv. Saure. 

Das Reaktionsgemisch wird 2 min lang gertihrt, wonach man 0.2 ml Methyl- 
iodid dazugibt und 30 set lang weiterrtihrt. Anschliessend ftigt man 0.546 ml Pyridin 
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dazu 2 mm 

1 ml + Py 1 ml 2 

2 
1 ml) 

Lipidprobe (mg) DMF (ml) Pyridin (ml) Methyliodid (ml) 

l-50 0.8 0.6 0.2 
5&150 1.2 0.9 0.3 

15&250 1.6 1.1 0.4 
250-500 2.0 1.4 0.5 

Allerdings sollten die Probemengen nicht grosser als 150 mg sein. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Mit Hilfe von stark basischen Ionenaustauschern als heterogene Katalysatoren 
war es moglich die selektive Methylierung von freien Fettsauren aus verschiedenen 
Lipidgemischen sehr einfach durchzuftihren. Eine vollstandige Methylierung der 
freien SPuren ist schon in einigen Minuten erreicht und was sehr wichtig erscheint: 
ohne jedwelche Transesterifikation der Glyceride oder anderen Lipidkomponenten. 

LITERATUR 

I I. Hornstein, J. A. Alford, L. E. Elliott und P. F. Crowe, Anal. Chem., 32 (1960) 540. 
2 L. Goss&n und J. de Graeve, J. Chromatogr., 110 (1975) 117. 
3 C. Chlouverakis und P. Harris, Nature (London), 118 (1960) 1111. 
4 L. Hagenfeldt, Clin. Chim. Acta, 13 (1966) 266. 
5 Kou-Yi Tserng, R. M. Kliegman, Eeva-Liisa Miettinen und S. C. Kalhan, J. Lipid Res., 22 (1981) 852. 
6 D. R. Knapp, Handbook of Analytical Derivatization Reactions, Wiley, New York, 1979, p. 176. 
7 R. H. Greeley, J. Chromatogr., 88 (1974) 229. 

8 L. D. Metcalfe und A. A. Schmitz, Anal. Chem., 33 (1961) 363. 
9 H. Ko und M. E. Royer, J. Chromatogr., 88 (1974) 253. 

10 J. P. Thenot, E. C. Horning, M. Stafford und M. G. Horning, Anal. Lett., 5 (1972) 217. 
11 H. Schlenk und J. L. Gellerrnan, Anal. Chem., 32 (1960) 1412. 


