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E i n l e i t u n g  

In  der vorangegangenen Mitteilung 1 dieser Reihe wurde gezeigt, dal] 
das ,,Mischpraparat I I I "  ein gut reproduzierbares Reaktionsprodukt mit  
praktisch konstanter Zusammensetzung darstellt. Die bemerkens- 
werten biologischen Eigenschaften des Mischpriiparates I I I  sowie die 
Erkenntnis, dab es sich hierbei um das. Produkt  eines neuen Typs der 
Autoxydation hSher-ungesi~ttigter Fettsi~uren handelt, liel~en es wiin- 
schenswert erscheinen, das Mischpriiparat in seine einzelnen Substanzen 
zu zerlegen und diese auch im pr~parat iven Mal~st~b zu isolieren, um 
sie chemisch zu analysieren und biologisch zu testen. 

In  der genannten Arbeit wurde bereits darauf hingewiesen, dab es 
mSglich ist, die dfinnsehichtchromatographischen Befunde auf die pr/~- 
parat ive S~ulenchromatographie zu iibertragen. 

Es soll besonders darauf hingewiesen werden, dab bei der Ausarbei- 
tung einer si~ulenchromatographischen Trennmethode unter allen Um- 
st~nden die Instabilit~t einzelner Substanzen, insbesondere der Per- 
oxyde~ beriicksichtigt werden mul3. In  hier nicht n~her beschriebenen 
Versuehen 2 wurden die Bedingungen ermittelt ,  die einerseits eine opti- 
mate Auftremuung des Mischpr~parutes erlauben, andererseits aber noeh 
keine Zersetzung der l~biten Komponenten herbeiffihren*. Es konnten 

* ttiertiber wird der eine yon uns (H. E.) an anderer Stelle ausffihrlich 
beriehten. 

E. Schauenstein und H. Esterbauer, 6. Mitt.; Mh. Chem. 94, 164 (1963) 
H. Esterbauer, Dissertat. Univ. Graz (1962). 
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zwei Methoden  e rmi t t e l t  werden,  mi t  denen eine befr iedigende Auf- 
t r ennung  des Misehprgpara tes  er re ieht  wi rd :  

Methode  a : Auf t r ennung  in einer einzigen Sgule in einem Arbei t sgang,  

Methode  b : Auf t r ennung  in 4 H a u p t f r a k t i o n e n  in einer Sgule und  w e t  
tere  S u b t r e m m n g  der  Hau t ) t f r ak t ionen  in eirtem zwei ten Trenngang.  

Zungehs t  seien diejenigen P u n k t e  mi tgete i l t ,  die be iden  lV[ethoden 
gemeinsam sind : 

1. Apparatives: Alle Gergte, mi t  denen die Substanzl6sung in Beriihrung 
kommt,  miisse~ aus Glas sein, Schliff-fett und Gummi sind zu vermeiden; 
Verwendung eines Fraktionsschneiders mit  10- bzw. 25ml-Siphon. 

2. Adsorbens: Als Adsorbens wurde Kieselgel mig einer Korngr6Be yon 
0,05--0,2 m m  (Merck) verwendet.  Das kgufliehe Prgpara t  enthglt  Spuren 
yon SehwermetMlen, die zu einer deutliehen Zersetzung der Lipidhydroper-  
oxyde fiihren. Zur t~einigung muBte daher das KieselgeI mit  konzen~rierter 
Salzsgure mehrmals ausgezogen, ansehliegend mit  V~asser s.fiurefrei ge- 
waschen und dureh ein besonderes Verfahren atff einen Wassergehalt  vort 
7 % gebraeht 2 werdem 

3. Elutionsmittel: Als Elugionsmigtel verwendeten wit das sehon in der 
Dfinnsehiehtehromatographie hervorragend bew~.hrte System n-I-Iexan--  
Nther. Es i~t hier besonders darauf zu aehten, dal3 der ~ the r  peroxydfrei  ist. 

4. Das Fiillen. der Siiule: Eine gleiehmggige Verteilung des Adsorbens in 
der Sgule ist Voraussetzung fiir eirte gute Trennung. Eine gleiehmggige 
Fiil lung erreieht man am besten, indem man sukzessive Kieselgel und 
L6sungsmit, tel einfiillt. 

5. Das Aufbringe~ der Substanz: Allgemein sollte bei der S~ulenchromato- 
graphie die Substanz in einem m6glichst kleinen Volumen L6sungsmittel 
aufgebracht  werden. Wegen der Labil i t~t  der Peroxyde konnte im vorlie- 
genden Fa l l  diese Forderung nicht erfiillt werden. Als zweckm/~gig erwies 
es sich, eine L6sung aufzubringen, die ca. 3000 ,/ akt iven Sauerstoff pro ml 
L6sungsmittel  enth~lt.  Insgesamt darf  jedocb nieht mehr als 0,1 g akt iver  
Sauerstoff, entspreehend ca. 4,4 g Substanz, aufgetragen werden. 

6. ~r der Trennungen: Die D/innschiehtehromatographie ge- 
s ta t te t ,  in einfaeher Weise den For tgang der Trennungen zu kontrollieren. 
Von den einzelnen Eluatfrakt ionen wurdel~ auf eine Diinnsehiehtplatte ca. 
0,02 ml aufgetragen und im StandardflieBmittel  ( H e x a n - - ~ t h e r  [3:2]) ent- 
wiekelt. Abbildungen soleher Chromatogramme (Fraktionsehromatogramme) 
wurden bereits in der vorangegangenen MitteiIung 1 gezeigt. 

Will  man sieh nut  fiber die Verteihmg der Peroxyde in den einzelnen 
Eluatf rakt ionen informieren, so wird in einem aliquoten Anteil  Peroxyd 
naeh der Methode yon Hartmann 3 bestimmt.  In  einzetnen F/illen wurden 
aueh Troekenri iekstandsbest immungen und UV-spektrometrisehe ~ber-  
priifungen der Eluatfrakt ionen durehgef/ihrt. 

7. Arbeitsbedingungen: Alle S~iulentrennungen wurden bei einer Tem- 
pera tur  yon @ 8~ und unter  AussehluB yon Lieht durehgeffihrt. 

3 L. Hctrtman, n; J. Sei. Food Agric. 5, 476 (1954). 
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A u f t r e r t n u n g  des  M i s c h p r g p a r a t e s  n a e h  M e t h o d e  a 

In eine Sgule yon 2,3 em Durehmesser und 100 em Lgnge wurden 
120 g Kieselgel mit Hexan emgeschlgmmt; damt warden ea~ 1,5--3 g 
Misehprgloarat in Chloroform (8--10 ml) auf die S~iule aufgebraeht. Als 
Fliegmittel dienten 1500 ml n-Hexan--Ather ,  wobei der Athergehalt 
kon~inuierlieh voa 0 auf 50% gesteigert wurde; ansehliefiend wurden 
400ml Neth~nol zugegeben. Die Durchlaufgesehwindigkeit soil 10 mt 
pro 10 Min. betragen. In der vorangegangenma Mitteiiung ~ wurden be- 
felts die FrM~tionsehron~atogramme und PO-Diagramme einer der- 
artigen Trennung gezeigt. Daraus ersieht man, dag es mit dieser relativ 
einfaehen Methode gelingt, die Komponenten des Misehprgparates zwar 
in reinem Zus~and zu isolieren, dab jedoeh in zahlreiehen Zwisehen- 
fraktionen noch zwei Komponenten vorhanden sind (vgl. Abb. 4b, 
Fraktion 102--108 Abb. 4e, Fraktion 140--150)L Die Ausbeute an 
reinen Kompdnenten in bezug auf die eingesetzte Menge Misehprgparat 
ist daher gering. 

Da sieh unser Interesse zungchst nm �9 auf einzelne Substanzen des 
Misehprgparates I I I  richtete, war es zweekmagig, eine zweite Methode 
auszuarbeiten, die es gestation, eine beliebige Komponente in grSBerem 
MaBstab zu isolieren, ohne aueh die anderen Komponenten auftrennen 
zu mfissen. Als vorteilhaft erwies sieh die 

A u f t r e n n u n g  des  M i s c h p r g p a r a t e s  n a c h  M e t h o d e  b 

Zum Unterschied yon Methode a wird hier die ~ des FlieB- 
mittels nicht kontinuierlich gegndert, sondern es werden nacheinander 
4 Elutionsmittel steigender Polarit/it verwendet (250 ml Hexan--Ather  
[7:3], 300 ml Hexan- -Ather  [i :  1], 250 ml Hexan--:~ther [1:3], 250 ml 
Methanol). Dadurch erhglt man 4 Hauptfraktior~en Aj Be C und D. In 
den vier Fraktionen mtisser~ die 9 Komponenten des Mischprgparates 
gruppenweise enthMte~ Skin, wobei mit dem am st~rksten polaren Elu- 
tionsmittel dig Komponenten des RF-Bereichs yon 0,0--0,i ,  mit dem 
unpolarsten die Kompo~enten des RF-Bereichs yon 0,43--0,85 erh~lten 
werden. 

Um die einzelrmn Treanschritte urt4 chromatographiseherL Be4 
fu~de be, sser zu dokumentieren und (ibersichtiicker darzustelierL, wurden 
die PlatA, on im Chroma'mgrammzusatz zum Zeiss-Spektrophotome~er 
PMQ II  photometrim't (Wellenaahl v' = 17 700, Liehtquetle: Wolfrarnlampe, 
Photozelle: SEV, Empfindliehkeit 10/2, Breite des Spaltbilcle~ auI der 
PlagUe ca. 0,9 ram, Anfgrbung: Phosphormolybd/inss Die Abb. 1 
bringt die Photomegerkurve eines Mischpraparates I I I  (vgl. hie. 
zu Abb. l a  der vorangegangenen Mitt.~). Die einzelnen Peaks ent- 
spreehen den Komponenten 1--9. Um die peroxyclaktiven Kompo- 
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nenten selektiv siehtbar zu 
machen, wurde in allen 
F/illen anger mit Phosphor- 
molybd/~ns/iure aueh mit 
einem spezifisehen Peroxyd- 
reagens angefi, rbt. Die auf 
diese Weise als peroxyd- 
aktiv erkannten Komponen- 
ten und Substanzen werden 
mit * gekennzeichnet. 

Die Zusammensetzung 
der 4 Hauptiraktionen A- -D 
wurde diinnsehiehtehroma- 
tographiseh tiberprfift; in 
den Abb. 1 a - -d  sind dig ent. 
sprechenden Photogramme 
dargestellt~ Die auf diese 
Weise erhaltenen Haupffrak- 
tionen sind wesentlieh ein- 
faeher zusammengese~,zt sis 
das Misehpr/iparat, nnd ihre 
weitere Zerlegung in die 
einzelnen Komponenten be- 
reitet keine wesentliehen 
Sehwierigkeiten. Augerdem 
lassen sieh ihre prozentuel- 
len Anteile am Misehpr//parat 
gravimetriseh ausreiehend 
genau ermitteln. Danaeh 
stellt ttaulotfraktion D bei 
weitem den Hauptanteil  mit 
rund 65% dar (vgl. Tab. 1, 
Spalte 2). Dies kann man - -  
wegen der unterschiedlichen 
Anfiirbbarkeit versehiedener 
Stoffe mit Phosphormolyb- 
d~ns/ture allerdings mur quali- 
tativ - -  auch aus dem Photo- 
gramm der Abb. 1 entneh- 
i n e n .  

Um die einzelnen Ilaupt- 
fraktionen weiter aufzu- 
trennen, werden sie im 
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Vak. angereiehert und wiedernm auf eine Kieselgels/~ute aufge- 
bracht. 

A u f t r e n n n n g  de r  F r a k t i o n  A in die  K o m p o n e n t e n  1, 2", 3 
n n d  4 

In eine S//ule von 1,5 cm Dnrehmesser und 100 em Lgnge wurden 
100 g Kieselgel mit Hexan--Ather  (9:1) eingesehl/~mmt. Es wurden ca. 
0,2--0,3 g Snbstanz anf den S/~ulelfl~opf aufgebraeht. Als FlieBmittel 
diente Hexan- -Xther  (800 ml), wobei der Xthergehalt kontinuierlich von 
10 auf 30% gesteigert wnrde. Die DurehfluBgesehwindigkeit soll 10 ml 
pro 10 Min. betragen. 

Die Eluatfraktionen wurden diinnschiehtehromatographiseh fiber- 
priift und diejenigen Fraktionen, die die Komponenten rein enthalten, 
gesammelt. Die Abb. 2 zeigt, daft die in der Hauptfraktion A enthaltenen 
Komponenten 1, 2*, 3, 4: und 5 rein isoliert werden kolmten. 

A u f t r e n n u n g  de r  F r a k t i o n  B in d ie  K o m p o n e n t e n  4, 5, 6* 
u n d  7 

Wegen der wiederholt festgestellten Labilit/~t der in Fraktion B ent- 
haltenen peroxydaktiven Komponente 6* muBte eine mSgliehst kurze 
S/~ule verwendet werden, um eine raschere Trennung zu erreiehen, da 
eine 1/~ngere Verwei]dauer der Komponente 6* in der Adsorptionss/iule 
zu einer Zersetzung der Hydroperoxyde der Komponente 6* fiihrt. 

Wit benutzten eine S//ule yon 1,5 cm Durchmesser und 50 em L//nge, 
in die 40 g Kieselgel mit Benzol Xther (9:1) eingesehl//mmt warden. Es 
wurden 0,2--0,3 g Substanz der Fraktion B auf die S/~ule aufgebraeht. 
Als Elutionsmittel dienten250 ml Benzol--~ther  (6:1). Die DurehfluBge- 
sehwindigkeit betrug 10 ml pro 10 Min. Aus den diinnschichtchromato- 
graphiseh gepriiften Eluatfraktionen wurden wieder diejenigen gesam- 
melt, die eine der Komponenten rein enthielten. So gelangt man neben 
den Komponenten 4 und 5, die schon in tIauptfraktion A enthalten sind, 
zu den reinen Komponenten 6* und 7. Die Abb. 3 bringt die entsprechen- 
den Photogramme der Diinnsehiehtplatte. 

A n f t r e n n u n g  de r  H a u p t f r a k t i o n  C in die  K o m p o n e n t e n  7 
u n d  8* 

In eine S//ule von 1,5 em Durchmesser und 100 cm L/~nge wurden 
100 g Kieselgel mit Hexan- -~ the r  1 : 1 eingeschl~mmt. Die aufgetragene 
Menge an Haulotfraktion C betrug ca. 1 g, als Fliegmittel dienten 700 ml 
Hexan--Ather  (1:1). Die DurchfluBgesehwindigkeit betrug wiederum 
10ml pro 10Min. Die Uberloriifung der Fraktionen erfolgte, wie 
schon bei Hauptfraktion A und B beschrieben (Abb. 4). 
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Damit w//re die Voraussetzung fiir die ehemisehe Analyse der einzslnen 
Bestandtefle des Misehpr~iparates LHPO erfiillt, falls die Komponenten 
t--9 bsreits einheitliehe Substanzsn sind. 

Da die ehromatographisehs Reinheitspriifung bekanntlieh nur dann 
fiberzeugende Aussagen fiber die Einheitliehkeit eines Stoffes liefert, 
wenn m6gliehst zahlreiehe FlieSmittel und Adsorbentien angewendet 
werden, wurden die Komponenten 1--9 diinnsehiehtehromatographiseh 
dureh Verwendung versehiedenster FlieSmittel (Hexan--Ather, Benzol-- 
Ather, Chloroform--Me- 
thanol in versehiedenen 
Misehungen sowie reines 
Chloroform, Benzol und 
reiner Isopropylather) und 
versehiedener Adsorbentien 
(Kieselgel, Aluminium- 
oxyd, mit Undeean im- 
pr/~gniertes Kieselgel) ge- 
prfift. Dabei erwiesen sieh 
dig Komponenten 1, 4, 5 
und 7 als einheitliehe Sub- 
stanzen, w/ihrend die Kom- 
ponsnte~ 2", 3, 6*, 8" und 
9* in weitere Bestandtsile 
aufzutrennen sind. 

So zeigt die Kompo- 
nente 2* diim~sehiehtehro- 
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matographisch, mit Chloroform als FlieBmittet, 3 Flecke, darunter einen 
mit positiver Peroxydreaktion (Abb. 5). 

Komponente 3 trennt sich im gleichen FlieSmittel ebenfalls in 3 Fleeke 
auf (Abb. 6). 

Komponente 6* gibt mit Chloroform + 2% Methanol ein Chromate- 
gramm, auf dem man 6 Fleeke, darunter zwei, die Peroxydreaktion 
zeigen, erkennt (Abb. 7). Komponente 8* erscheint dtinnschichtehromato- 
graphisch zwar einheitlich, doeh konnte dureh quantitative UV-Absorp- 
tionsspektrometrie das Vorhandensein zweier Komponenten nachge- 
wiessn werden. Hiebei srgab sich insofern eine besondere Schwierigkeit, 
als nut die sine Komponente Tr/~ger eines UV-Absorptionsmaximums 
und anf~rbbar mit Phosphormolybd//nss ist, w~hrend die zweite keine 
charakteristisehe Absorption im UV zeigt und auch mit Phosphormolyb- 
d/~ns~ure keinsn positiven Farbtest liefert. AuBerdem findet sich in 
Komponente 8*, wie bereits mitgeteilt, in guBerst geringem Anteil eine 
als Peroxyd rsagierende Substanz, deren s/iulenehromatographisehe Isolie- 
rung wegen der Labilit/it dieses Peroxyds derzeit nieht mSglieh srseheint. 

Monatsbefte ffir Chemie, Bd. 9~/6 65 
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Die Komponente 9* trennt sich, wie erwartet, bei Verwendung yon 
Fliel3mitteln h6herer Polarit/it (Hexan--Ather  1 : 9) in mehrere Flecke auf, 
die zum Tell positive Peroxydreaktionen zeigen. 

Ob die in Abb. 8 erkennbaren 7 Peaks der tatsi~ehlichen Anzahl der 
Substanzen in Komponente 9* entsprechen, kann, da n/ihere Untersuchun- 
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gen noeh ausstehen, derzeit 
nieht mit Sieherheit gesagt 
werden. 

In der Tab. 1 ist die 
nach den beiden Trenn- 
methoden a und b mSg- 
liehe, s//ulenehromatogra- 
phische, pr/~parative Auf- 
trennung des Mischpr//pa- 
rates I I I  in Komponenten 
fibersichtlich zusammenge- 
stellt. In Spalte 4 sind 
zus/~tzlich die ungefghren 
prozentuellen Anteile der 
Komponenten 1--9 am Ge- 
samtpr~/parat angegeben. 
Die Prozentanteile der ein- 
zelnen Komponenten er- 
geben nicht genau den 
Prozentanteil der Haupt- 
fraktionen; dies begrfindet 
sich damit, dab sieh, wie 
in der Tabelle angedeutet, 
die Hauptfraktionen A, B 
und C bis zu einem gewis- 
sen Grad fibersehneiden. 

Es darf absehlieBend 
vermerkt werden, dal3 es 
sich bei den in Tab. 1, 
8pMte 3 angeffihrten Sub- 
stanzen t~tsgehlieh um 

nicht weiter trennbare, einheittiehe Verbindungen handelt, deren Ana- 
lysendaten und biologische Nigensehaften in den Iolgenden Arbeiten 
dieser Reihe ver6ffentliebt werden sollen. 

Unsere Untersuehungen wurden teilweise yon einer Forschungsbei- 
hilfe CA 06617-01 PC des Public Health Service, National Cancer Insti- 
tute, unterstfitzt. 


