Uber die Reaktion von A*'?-Linolsiureester in Wasser, 7. Mitt.:

Priparative sdulenchromatographische Isolierung
der einzelnen Substanzen des Priparates ,,LHPO“

Von

H. Esterbaner und E. Schauenstein
Aus dem Institut fiir physikalische Chemie der Universitit Graz

Mit 8 Abbildungen
( Bingegangen am 15. August 1963)

Einleitung

In der vorangegangenen Mitteilung® dieser Reihe wurde gezeigt, daB3
das ,,Mischpréparat II1 ein gut reproduzierbares Reaktionsprodukt mit
praktisch konstanter Zusammensetzung darstellt. Die bemerkens-
werten biologischen Eigenschaften des Mischpriparates III sowie die
Erkenntnis, daf es sich hierbei um das Produkt eines neuen Typs der
Autoxydation hoher-ungesittigter Fettsduren handelt, liefen es win-
schenswert erscheinen, das Mischpriparat in seine einzelnen Substanzen
zu zerlegen und diese auch im priparativen MaBstab zu isolieren, um
sie chemisch zu analysieren und biologisch zu testen.

In der genannten Arbeit wurde bereits darauf hingewiesen, dafl es
moglich ist, die diinnschichtchromatographischen Befunde auf die pré-
parative Sadulenchromatographie zu iibertragen.

Es soll besonders darauf hingewiesen werden, dafl bei der Ausarbei-
tung einer sdulenchromatographischen Trennmethode unter allen Um-
stinden die Instabilitit einzelner Substanzen, insbesondere der Per-
oxyde, beriicksichtigt werden mufl. In hier nicht naher beschriebenen
Versuchen? wurden die Bedingungen ermittelt, die einerseits eine opti-
male Auftrennung des Mischpréiparates erlauben, andererseits aber noch
keine Zersetzung der labilen Komponenten herbeifthren*. Es konnten

* Hieriiber wird der eine von uns (H. E.) an anderer Stelle ausfithrlich
berichten.

1 E. Schauenstein und. H. Esterbauer, 6. Mitt.: Mh, Chem. 94, 164 (1963).

2 H. Esterbauer, Dissertat. Univ. Graz (1962).
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zwei Methoden ecrmittelt werden, mit denen eine befriedigende Auf-
trennung des Mischpriparates erreicht wird:

Methode a: Auftrennung in einer einzigen Séule in einem Arbeitsgang,

Methode b: Auftrennung in 4 Hauptfraktionen in einer Sdule und wei-
tere Subtrennung der Hauptfraktionen in einem zweiten Trenngang.

Zunidchst seien diejenigen Punkte mitgeteilt, die beiden Methoden
gemeinsam sind:

1. Apparatives: Alle Geréite, mit denen die Substanzldosung in Berithrung
kommt, miissen aus (Glas sein, Schliff-fett und Gummi sind zu vermseiden;
Verwendung eines Fraktionsschneiders mit 10- baw. 25ml-Siphon.

2. Adsorbens: Als Adsorbens wurde Kieselgel mit einer KorngréfBe von
0,06—0,2 mm (Merck) verwendet. Das kiufliche Préparat enthilt Spuren
von Schwermetallen, die zu einer deutlichen Zersetzung der Lipidhydroper-
oxyde fithren. Zur Reinigung muBite daher das Kieselgel mit konzentrierter
Salzséiure mehrmals ausgezogen, anschlieffend mit Wasser sidurefrei ge-
waschen und durch ein besonderes Verfahren auf einen Wassergehalt von
7% gebracht?® werden.

3. Elutionsmiitel: Als Elutionsmittel verwendeten wir das schon in der
Dunnschichtchromatographie hervorragend bewidhrte System n-Hexan—
Ather. Es ist hier besonders darauf zu achten, daB der Ather peroxydfrei ist.

4. Das Fiillen der Sdule: Eine gleichmiBige Verteilung des Adsorbens in
der Saule ist Voraussetzung fiir eine gute Trennung. Eine gleichmiBige
Fillung erreicht man am besten, indem man sukzessive Kieselgel und
Loésungsmittel einfiillt.

5. Das Aufbringen der Substanz: Allgemein sollte bei der Saulenchromato-
graphie die Substanz in einem moglichst kleinen Volumen Lésungsmittel
aufgebracht werden. Wegen der Labilitit der Peroxyde konnte im vorlie-
genden Fall diese Forderung nicht erfillt werden. Als zweckmiBig erwies
es sich, eine Lisung aufzubringen, die ca. 3000 y aktiven Sauerstoff pro ml
Losungsmittel enthalt. Insgesamt darf jedoch nicht mehr als 0,1 g aktiver
Sauerstoff, entsprechend ca. 4,4 g Substanz, aufgetragen werden.

6. Uberpriifung der Tremnungen: Die Diinnschichtchromatographie ge-
stattet, in einfacher Weise den Fortgang der Trennungen zu kontrollieren.
Von den einzelnen Eluatfraktionen wurden auf eine Dinnschichtplatte ca.
0,02 ml aufgetragen und im StandardflieBmittel (Hexan—Ather [3:2]) ent-
wickelt. Abbildungen solcher Chromatogramme (Fraktionschromatogramme)
wurden bereits in der vorangegangenen Mitteilung! gezeigt. .

Will man sich nur iber die Verteilung der Peraxyde in den einzelnen
BEluatfraktionen informieren, so wird in einem aliquoten Anteil Peroxyd
nach der Methode von Hartmann® bestimmt. In einzelnen Fillen wurden
auch Trockenriickstandsbestimmungen wund UV-spektrometrische Uber-
priifungen der Eluatfraktionen durchgefiihrt.

7. Arbeitsbedingungen: Alle Siulentrennungen wurden bei einer Tem-
peratur von -+ 8°C und unter AusschluBl von Licht durchgefiihrt.

3 L. Hartmonn, J. Sei. Food Agric. 5, 476 (1954).
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Auftrennung des Mischprdparates nach Methode a

In eine Sdule von 2,3 cm Durchmesser und 100 em Lédnge wurden
120 ¢ Kieselgel mit Hexan eingeschlimmt; dann wurden ca. 1,6—3 g
Mischpréparat in Chloroform (8—10 ml) auf die Siule aufgebracht. Als
FlieBmittel dienten 1500 ml n-Hexan—Ather, wobei der Athergehalt
kontinuierlich von 0 auf 509 gesteigert wurde; anschliefend wurden
400 ml Methanol zugegeben. Die Durchlaufgeschwindigkeit sofl 10 m!
pro 10 Min. betragen. In der vorangegangenen Mitteiling! wurden be-
reits die Fraktionschromatogramme und PO-Diagramme einer der-
artigen Trennung gezeigt. Daraus ersieht man, dafl es mit dieser relativ
einfachen Methode gelingt, die Komponenten des Mischpriaparates zwar
in reinem Zustand zu isolieren, daBl jedoch in zahlreichen Zwischen-
fraktionen noch zwei Komponenten vorhanden sind (vgl. Abb. 4b,
Fraktion 102—108 Abb.4c, Fraktion 140—150)!. Die Ausbeute an
reinen Komponenten in bezug auf die eingesetzte Menge Mischpréparat
ist daher gering. v

Da sich unser Interesse zunidchst nur auf einzelne Substanzen des
Mischpriparates IIT richtete, war es zweckmaBig, eine zweite Methode
auszuarbeiten, die es gestattet, eine beliebige Komponente in gréferem
Mafstab zu isolieren, ohne auch die anderen Komponenten auftrennen
zu miissen. Als vorteilhaft erwies sich die

Auftrennung des Mischprdparates nach Methode b

Zum Unterschied von Methode a wird hier die Polaritit des Flief-
mittels nicht kontinuierlich geéindert, sondern es werden nacheinander
4 Flutionsmittel steigender Polaritit verwendet (250 ml Hexan—Ather
[7:3], 300 ml Hexan—Ather [1:1), 250 ml Hexan—Ather [1:3], 250 ml
Methanol). Dadurch erhélt man 4 Hauptfraktionen A, B, C und D. In
den vier Fraktionen miissen die 9 Komponenten des Mischpriparates
gruppenweise enthalten sein, wobel mit dem am stirksten polaren Elu-
tionsmittel die Komponenten des Rp-Bereichs von 0,0—0,1, mit dem
unpolarsten die Komponenten des Rg-Bereichs von 0,43—0,85 erhalten
werden.

Um die einzeluen Trennschritte und chromatographischen Be-
funde besser zu dokumentieren und tbersichtlicher darzustellen, wurden
die Platten im Chromatogrammezusatz zum Zeiss-Spekirophotometer
PMQ IT photometriert (Wellenzahl v'=17 700, Lichtquelle: Wolramlampe,
Photozelle: SEV, Empfindlichkeit 10/2, Breite des Spaltbildes anf der
Platte ca. 0,9 mm, Anfirbung: Phosphormolybdinsaure). Die Abb. 1
bringt die Photometerkurve eines Mischpraparates IIT (vgl. hie-
zu Abb.1a der vorangegangenen Mitt.?). Die einzelnen Peaks ent-
sprechen den Komponenten 1—9. Um die peroxydaktiven Kompo-
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ca. 65 %,

Hauptfrakt. D

N

nenten selektiv sichtbar zu
machen, wurde in allen
Fillen aufler mit Phosphor-
molybdédnsdure auch mit
einem spezifischen Peroxyd-
reagens angefdrbt. Die auf
diese Weise als peroxyd-
aktiv erkannten Komponen-
ten und Substanzen werden
mit * gekennzeichnet.

Die Zusammensetzung
der 4 Hauptfraktionen A—D
wurde dinnschichtchroma-
tographisch iberpriift; in
den Abb. 1 a—d sind die ent-
sprechenden Photogramme
dargestellt. Die auf diese
Weise erhaltenen Hauptfrak-
tionen sind wesentlich ein-
facher zusammengesetzt als
das Mischpréparat, und ihre
weitere Zerlegung in die
einzelnen Komponenten be-
reitet keine wesentlichen
Schwierigkeiten. AuBerdem
lassen sich ihre prozentuel-
len Anteile am Mischpraparat
gravimetrisch  ausreichend
genau ermitteln. Danach
stellt Hauptfraktion D bei
weitem den Hauptanteil mit
rund 65% dar (vgl. Tab. 1,
Spalte 2). Dies kann man —
wegen der unterschiedlichen
Anférbbarkeit verschiedener
Stoffe mit Phosphormolyb-
dénsidure allerdings nur quali-
tativ — auch aus dem Photo-
gramm der Abb. 1 entneh-
men.

T die einzelnen Haupt-
fraktionen  weiter = aufzu-
trennen, werden sie im
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Vak. angereichert und wiederum auf eine Kieselgelsiule aufge-
bracht.

Auftrennung der Fraktion A in die Komponenten 1, 2% 3
und 4

In eine Sdule von 1,5 cm Durchmesser und 100 cm Linge wurden
100 g Kieselgel mit Hexan—Ather (9:1) eingeschlimmt. Es wurden ca.
0,2-0,3 g Substanz auf den Sdulenkopf aufgebracht. Als Fliefmittel
diente Hexan— Ather (800 ml), wobei der Athergehalt kontinuierlich von
10 auf 309, gesteigert wurde. Die Durchflullgeschwindigkeit soll 10 ml
pro 10 Min. betragen.

Die Eluatfraktionen wurden diinnschichtchromatographisch iiber-
priift und diejenigen Fraktionen, die die Komponenten rein enthalten,
gesammelt. Die Abb. 2 zeigt, daB die in der Hauptfraktion A enthaltenen
Komponenten 1, 2%, 3, 4 und 5 rein isoliert werden komnmten.

Auftrennung der Fraktion B in die Komponenten 4, 5, 6*
und 7

Wegen der wiederholt festgestellten Labilitdt der in Fraktion B ent-
haltenen peroxydaktiven Komponente 6* muflite eine moglichst kurze
Siule verwendet werden, um eine raschere Trennung zu erreichen, da
eine lingere Verweildauer der Komponente 6* in der Adsorptionssiule
zu einer Zersetzung der Hydroperoxyde der Komponente 6* fithrt.

Wir benutzten eine Sidule von 1,5 cm Durchmesser und 50 cm Lénge,
in die 40 g Kieselgel mit Benzol—Ather (9:1) eingeschlimmt wurden. Es
wurden 0,2—0,3 g Substanz der Fraktion B auf die Sdule aufgebracht.
Als Elutionsmittel dienten 250 ml Benzol—Ather (6:1). Die Durchflulge-
schwindigkeit betrug 10 ml pro 10 Min. Aus den diinnschichtchromato-
graphisch gepriften Eluatfraktionen wurden wieder diejenigen gesam-
melt, die eine der Komponenten rein enthielten. So gelangt man neben
den Komponenten 4 und 5, die schon in Hauptfraktion A enthalten sind,
zu den reinen Komponenten 6* und 7. Die Abb. 3 bringt die entsprechen-
den Photogramme der Dimnschichtplatte.

Auftrennung der Hauptfraktion C in die Komponenten 7
und 8%

In eine Sdule von 1,5 cm Durchmesser und 100 em Lénge wurden
100 g Kieselgel mit Hexan—Ather 1:1 eingeschlimmt. Die aufgetragene
Menge an Hauptfraktion C betrug ca. 1 g, als FlieBmittel dienten 700 ml
Hexan—Ather (1:1). Die DurchfluBgeschwindigkeit betrug wiederum
10ml pro 10Min. Die Uberprifung der Fraktionen erfolgte, wie
schon bei Hauptfraktion A und B beschrieben (Abb. 4).
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Auftrennung der Fraktion D

Die Hauptfraktion D enthilt bei Auftrennung des Mischpriparates
nach dem Standardverfahren den Startbereich und 148t nach der Sub-
trennung mit Hexan—Ather (3:2) nur eine Komponente erkennen, wie
in Abb. 1 ¢ dargestellt.
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Damit wire die Voraussetzung fir die chemische Analyse der einzelnen
Bestandteile des Mischpréparates LHPO erfillt, falls die Komponenten
1—9 bereits einheitliche Substanzen sind.

Da die chromatographische Reinheitspriifung bekanntlich nur dann
iiberzeugende Aussagen itber die Einheitlichkeit eines Stoffes liefert,
wenn moglichst zahlreiche FlieBmittel und Adsorbentien angewendet
werden, wurden die Komponenten 1—9 diinnschichtchromatographiseh
durch Verwendung verschiedenster FlieBmittel (Hexan—Ather, Benzol—
Ather,  Chloroform—NMe-
thanol in verschiedenen £
Mischungen sowie reines
Chloroform, Benzol und
reiner Isopropyldther) und
verschiedener Adsorbentien 7}
(Kieselgel, Aluminium- ,
oxyd, mit Undecan im- & e —— Fr
pragniertes Kieselgel) ge- ADD. 5
priift. Dabei erwiesen sich ¢
die Komponenten 1, 4, 5
und 7 als einheitliche Sub-
stanzen, wihrend die Kom-
ponenten 2%, 3, 6%, 8% und

23*

U

. . 97
9* in weitere Bestandteile
; 0
aufzutrenr.len s1'nd. e o y
So zeigt die Kompo- Abb. 6

nente 2% dimnschichtchro-
matographisch, mit Chloroform als FlieBmittel, 3 Flecke, darunter einen
mit positiver Peroxydreaktion (Abb. 5).

Komponente 3 trennt sich im gleichen FlieBmittel ebenfalls in 3 Flecke
auf (Abb. 6).

Komponente 6* gibt mit Chloroform 4 29, Methanol ein Chromato-
gramm, auf dem man 6 Flecke, darunter zwei, die Peroxydreaktion
zeigen, erkennt (Abb. 7). Komponente 8* erscheint ditnnschichtchromato-
graphisch zwar einheitlich, doch konnte durch quantitative UV-Absorp-
tionsspektrometrie das Vorhandensein zweier Komponenten nachge-
wiesen werden. Hiebei ergab sich insofern eine besondere Schwierigkeit,
als nur die eine Komponente Triger eines UV-Absorptionsmaximums
und anférbbar mit Phosphormolybdédnsiure ist, wihrend die zweite keine
charakteristische Absorption im UV zeigt und auch mit Phosphormolyb-
dénsdure keinen positiven Farbtest liefert. AuBerdem findet sich in
Komponente 8*, wie bereits mitgeteilt, in duflerst geringem Anteil eine
als Peroxyd reagierende Substanz, deren sdulenchromatographische Isolie-
rung wegen der Labilitidt dieses Peroxyds derzeit nicht méglich erscheint.

Monatshefte far Chemie. Bd. 94/6 65
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Die Komponente 9* trennt sich, wie erwartet, bei Verwendung von

FlieBmitteln hoherer Polaritat (Hexan-—Ather 1:9) in mehrere Flecke auf,
die zum Teil positive Peroxydreaktionen zeigen.

Ob die in Abb. 8 erkennbaren 7 Peaks der tatsidchlichen Anzahl der

Substanzen in Komponente 9* entsprechen, kann, da nédhere Untersuchun-
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gennoch ausstehen, derzeit
nicht mit Sicherheit gesagt
werden.

In der Tab.1 ist die
nach den beiden Trenn-
methoden a und b mog-
liche, sdulenchromatogra-
phische, praparative Auf-
trennung des Mischprépa-
rates III in Komponenten
itbersichtlich zusammenge-
stellt. In Spalte 4 sind
zusitzlich die wungefihren
prozentuellen Anteile der
Komponenten 1—9 am Ge-
samtpriparat angegeben.
Die Prozentanteile der ein-
zelnen Komponenten er-
geben nicht genau den
Prozentanteil der Haupt-
fraktionen; dies begriindet
sich damit, daB sich, wie
in der Tabelle angedeutet,
die Hauptfraktionen A, B
und C bis zu einem gewis-
sen Grad tiberschneiden.

Es darf abschliefSend
vermerkt werden, dall es
sich bei den in Tab. 1,
Spalte 3 angefithrten Sub-
stanzen tatsichlich um

nicht weiter trennbare, einheitliche Verbindungen handelt, deren Ana-
lysendaten und biologische Eigenschaften in den folgenden Arbeiten
dieser Reihe veroffentlicht werden sollen.

Unsere Untersuchungen wurden teilweise von einer Forschungsbei-

hilfe CA 06617-01 PC des Public Health Service, National Cancer Insti-
tute, unterstiitzt.



