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Es wird eine einfache und schnelle Methode fiir die Gewinnung
von kleinen Mengen Lecithin und Colaminkephalin aus Eigelb,
Gehirn und Mitochondrien sowie aus kiduflichem Rinderherz-
Lecithin beschrieben. Die Phospholipoide werden durch prépara-
tive Dunnschicht-Chromatographie an Silicagel-G-Platten mittels
verschiedener Mischungen von CHCl;, CH;OH und Wasser ge-
tremnt. Zum Nachweils ithrer Reinheit werden die molaren Ver-
h#ltnisse von Glycerin, HEster, Vinyldther, Cholin- oder Aminorest
zu Phosphor bestimmt. Um die nétigen finf Bestimmungen for
jedes isolierte Phospholipoid mit ungefihr 0,5 mg Substanz durch-
zufithren, wurden besondere mikroanalytische Verfahren ent-
wickelt. Colaminkephalin und Lecithin aus Eigelb und Mito-
chondrien enthalten nur Dissterphospholipoide, wahrend Colamin-
kephalin aus Rattenhirn und Lecithin avs Rinderherz zwr
Halfte aus Plasmalogen bestehen,

A simple and fast method is described for the preparation of
small quantities of phosphatidylethanolamine and phosphat-
idyleholine from egg yolk, brain, mitochondria, and commercial
beefheart lecithin. The phospholipids were separated by prepa-
rative thin layer chromatography on silicagel G plates with
different mixtures of CHCl3, CH;OH and water. As proof of their
purity the molar ratios of glycerol, ester, vinylether, choline or
amino group, respectively, to phosphorus were determined.
Special microanalytical techniques were developed to carry
out the five necessary determinations for each case with only
about 0.5mg of substance. Phosphatidylethanolamine and
phosphatidylcholine from egg yolk and mitochondria are diester-
phospholipids, whereas phosphatidylethanolamine from rat brain
and phosphatidylcholine from beefheart consist tc about one
half of plasmalogen.
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Fiir Arbeiten tiber Thromboplastin?!, 2, iiber Kationentransport durch
Membranen3, als Substrate fir Phosphatidasen und fiix andere bio-
chemische Probleme sind hiufig reine, einheitliche Phospholipoide nétig.
Leider sind diese aber nicht sehr haltbar, selbst wenn sie bei tiefen Tempe-
raturen und im hohen Vakuum aufbewahrt werdent. Das gilt besonders
fir Phospholipoide® mit Vinyldther- oder ungesittigten Seitenketten,
wie wir das am Dioleoyl-colaminkephalin feststellten®. Die Isolierung der
Phosphatide aus den natiirlichen Mischungen kurz vor ihrem Gebrauch ist
daher vorzuziehen. Obgleich dafiir zahlreiche Methoden bekannt sindé,
so sind sie meist sehr zeitraubend; sie geben oft keine reinen Substanzen.
Wiihrend unserer Arbeit an den Phospholipoiden aus den Mitochondrien
von Rattenlebern? fanden wir, daf} reines Lecithin und Colaminkephalin
leicht und schnell in Mikromol-Mengen mittels Diinnschicht-Chromato-
graphie hergestellt werden kann. Spéter stellten wir sie auch aus Eigelb,
Rattenhirn und Rinderherz her, woriiber berichtet werden soll.

Obgleich die Anwendung der Diinnschicht-Chromatographie fir
priparative Zwecke mehrfach beschrieben worden ist, fanden wir, daB
verschiedene Punkte bei Phospholipoid-Trennungen besonders genau
beachtet werden miissen, um reine Produkte in geniigender Ausbeute zu
erhalten. Die getrennten Phospholipoide miissen als vollstindig horizontale,
gerade Bénder wandern, das heiBt, daff die Kammern bei konstanter
Temperatur gehalten und keinem Luftzug ausgesetzt werden, und daB die
Platten auf ebenem Boden stehen.

In Glaskammern mit gewolbtem Boden miissen Glasplatten eingelegt
werden, auf welche die Silicagelplatten zu stehen kommen. Es ist auch
wesentlich, daB die Platten vollkommen vertikal und parallel zu den
Winden der Kammern stehen. Ist das nicht der Fall, so ist die Atmo-
sphiire an der einen Seite der Kammer mehr geséttigt, die Phospholipoide
wandern dort schneller, und die Binder sind geneigt und nicht horizontal.
Das Auftragen der Ausgangslosung mul} sehr sorgfiltig geschehen, um die
Silicagelschicht nicht zu beschédigen. Zwar liefle sich jede Verletzung der
Schicht nach dem Versuch durch Anfirben feststellen; da wir aber die
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Binder nicht farben, sondern abschaben, sind soleche technischen Fehler
nur am Ende bei der Analyse und Ausbeutebestimmung festzustellen.
Weiterhin ist die Menge der aufgetragenen Mischung aufBerordentlich
wichtig. Fiir Standardplatten von 20 x 20 cm mit einer 0,25 mm Silicagel-
schicht sind Phospholipoid-Mengen von 5 mg, d. h. 200 ug P angebracht.
Bei Uberladen tritt Schwanzbildung ein. Die Lage der Phospholipoid-
Bénder kann durch Besprithen der getrockneten Platten mit Wasser
sichtbar gemacht werden, da das mit Lipiden iiberzogene Silicagel weniger
leicht angefeuchtet wird als der Rest der Platte. Wir bevorzugten aber das
Aufirben eines schmalen Streifens an jeder Seite, wozu Joddampf,
Ninhydrin, Rhodamin oder andere Reagentien benutzt werden kénnen.

Am besten hat sich aber das Besprithen mit Molybdanreagens® be-
wihrt. Das Entfernen der Phospholipoid-haltigen Silicagelbanden ge-
schieht am besten manuell mit dem Plastikspatel, ohne Benutzung eines
Saugapparates. Die Phospholipoide lassen sich ganz leicht aus dem
Silicagel herauswaschen, wenn dazu eine polarere CHCls—CHzOH—H,0-
Misehung als die fiir die Chromatographie benutzte angewandt wird.
Wenn die Losungsmittelmischung, wie angegeben, geniigend Wasser ent-
hilt, so besteht auch keine Gefahr, dall Silicagelteilchen die Sinterplatte
passieren und in die Phospholipoid-Losung gelangen. Wahrend der
Extraktion und Chromatographie befinden sich die Phospholipoide in
CHCl3-haltigen Mischungen, ohne dafB sie wihrend dieser kurzen Zeit
nachweisbar leiden. Nach der Isolierung ist es besser, sie nicht in CHCl;
aufzuheben. Colaminkephalin aus Gehirn, das in Chloroform unter Stick-
stoff im Eisschrank 24 Stdn. aufgehoben worden war, zeigte bei neuerlicher
Diinnschicht-Chromatographie schon die Anwesenheit von Spaltungs-
produkten. Colaminkephalin halt sich viel besser in Hexan, Lecithin in
absolutem Alkohol.

Tab. 1 gibt die Mengen Phospholipoid-Phosphor an, die wir durch-
schnittlich aus einem Rigelb, eimer Rattenleber und einem Rattenhirn
erhielten, und weiterhin die Ausbeuten an Lecithin und Colaminkephalin,
die wir bei Chromatographie von 25 mg Phospholipoid-Mischung auf
fiinf Standardplatten erhielten. Es zeigt sich, daB die Herstellung von
Lecithin und Colaminkephalin aus Eigelb und die von Colaminkephalin
aus Gehirn auf diesem Wege sehr einfach ist und fast quantitative Aus-
beuten ergibt. Trotz aller Bemithungen war aber die priparative Dar-
stellung von Lecithin und Serinkephalin aus Gehirn durch eindimensionale
Chromatographie nicht méglich. Die Mengen von Lecithin und Colamin-
kephalin aus Eigelb®, Rattenhirn® und aus Mitochondrien von Ratten-
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Tabelle 1. Ausbeute an Phospholipoid-Phosphor bei der
Extraktion verschiedener Rohmaterialien

Rohmaterial 1 Hilthner-Eigelb 1 Rattenleber 1 Rattenhirn
Gewicht 20 g 5¢g 1.8 g
Trockenes Pulver 3 g Mitéigoﬁggr ien 300 mg
Phosphor 60 mg 1,3 mg 2,6 mg

Ausbeute an Colamin-kephalin (€) und an Lecithin (L) bei der
Chromatographie von 25 mg Phospholipoidmischung
(=1mgP) von

Eigelb Mitochondrien Gehirn Rinderhers-
mg mg mg mg
C 3,1 (829, 6,0 (72%) 5,8 (97%) —
O E) 85 6y -
L 15,8 (880, ) 7,3 (709, — 16,5 (66°)
L 18,0 10,5 — 25,0

lebern? sind frither von anderen und uns sehr genau bestimmt worden.
Die prozentualen Ausbeuten in Tab. 1 sind mit Hilfe dieser in der Literatur
angegebenen Zahlen errechnet. Wir haben vorldufig von Versuchen Ab-
stand genommen, auf Platten mit dickeren Silicagelschichten!! oder auf
langeren Glasplatten in grofleren, nichtrostenden Stahlkammern!?
groflere Mengen der Phospholipoide zu gewinnen, weil fiir viele biologische
Versuche nur Mikromengen gebraucht werden.

Die Menge und Reinheit der so erhaltenen Produkte kann neben der
Chromatographie am besten durch eine vollstindige Analyse iiberpriift
werden. So bewihrt sich die Bestimmung der molaren Verhiltnisse von
Glycerin, Cholin, Amino-, Ester- und Vinylathergruppen zu Phosphor.
Obgleich fiir diese Analysen viele Methoden beschrieben sind, fanden wir
nur wenige empfindlich und genau genug, um alle nétigen Bestimmungen
fiir jedes der hergestellten Phospholipoid-Préparate schnell mit ungefihr
0,5 mg Substanz auszufithren. Da alle weiteren Bestimmungen im Ver-
haltnis zum Phosphorgehalt ausgewertet werden, ist eine sehr genaue
Phosphorbestimmung unerldBlich. Es ergab sich, dall die Reduktion des
Phosphormolybdén-Komplexes am besten mit ,, Blon“® (photographi-

it V. P. Skipski, R. F. Peterson und M. Barklay, Biochem. J. 90, 374
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scher Entwickler von Kastman-Kodak mit N-Methyl-p-aminophenol-
sulfat als Reduktionsmittel) ausgefiihrt wird. Die Bestdndigkeit der Farbe
ist dabei groBer, als wenn SnCly, Ascorbinsdure und andere Reduktions-
mittel benutzt werden, und die Ergebnisse sind noch mit 3—86 ug Phosphor
unbedingt zuverldssig. Fiir die Glycerinbestimmung!? ist es nétig, die
Phospholipoide 48 Stdn. mit 2#-HCl zu hydrolysieren. Mit schnelleren
Methoden hatten wir keinen Erfolg. Die Hydrolyse im konstant siedenden
Methoxyithanol-Bad auszufithren, erwies sich als praktisch. Die auBer-
gewShnlich empfindliche Reaktion mit Chromotropsdure erméglicht die

Tabelle 2. Analysen des Colaminkephalins (0) und Lecithins (L)
von Eigelb (F), Mitochondrien (M), Gehirn (@) und Herz (H)

" Mol 0. 1. uMol yorolares
Glycerin Glycerin/P
CE 0,013 0,160 0,013 1,0
CE 0,016 0,192 0,016 1,0
cM 0,01 0,152 0,01 1,0
LM 0,015 0,182 0,015 1,0
L4 0,01 0,153 0,01 1,0
LH 0,016 0,195 0,016 1,0
NHq NH,/P
CE 0,03 0,250 0,03 1,0
oM 0,04 0,312 0,04 1,0
e 0,045 0,350 0,045 1,0
Cholin Cholin/P
L E 0,011 0,148 0,011 1,0
LM 0,014 0,187 0,014 1,0
LH 6,013 0,188 0,014 1,1
Ester Ester/P
CE 0,06 0,060 0,12 2,0
LE 0,12 0,120 0,24 2,0
CM 0,39 0,621 0,78 2,0
LM 0,45 9,710 0,89 2,0
CG 0,23 0,170 0,34 1,5
LH 0,51 0,370 0,74 1,5
0. D. Vinylather Vinyldther/P
CE 0
L E 0
oM 0
LM 0
loXel 0,023 0,170 0,012 0,5
LH 0,038 0,325 0,021 0,5

14 0. Renkonen, Biochim. Biophys. Acta [Amsterdam] 56, 367 (1962).
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genave Bestimmung von Hundertsteln Mikromol Glycerin. Ebenso geringe
Mengen von Cholin kénnen durch die Komplexbildung mit Jod?'®, von
Amino-Gruppen im nicht-hydrolysierten Phospholipoid-Molekiil mit
Ninhydrini® und von Vinyldther-Gruppen mittels Jod in wiBirig-methanol.
Losung!? quantitativ erfalt werden. Die Cholinbestimmung wurde in der
Beckmanschen Mikrozentrifuge vorgenommen; sie kann aber natiirlich
mit etwas groBeren Mengen in anderen Zentrifugen ausgefithrt werden.
Fir die genave Bestimmung der Ester-Gruppen'® sind etwas gréBere
Mengen von Ausgangsmaterial notig.

Tab. 2 enthdlt die Analysenwerte, die wir mit den angegebenen
Methoden fiir das mittels Diinnschicht-Chromatographie hergestellte
Lecithin und Colaminkephalin erhielten. Die Analysen von Lecithin und
Colaminkephalin aus Eigelb und Mitochondrien zeigen, daf diese Sub-
stanzen kein Plasmalogen enthalten, was fritheren Angaben widerspricht,
wonach kleine Mengen von Plasmalogen in den Eigelb-Phospholipoiden
gefunden wurden®. Allerdings wurden diese Bestimmungen mittels der
Schiffschen Reaktion gemacht, die leicht zu hohe Werte ergibt®.

Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung des National Institute
of Health in Bethesda, Maryland (USA), durchgefihrt. — Der Autor
dankt Frl. D. R. Gimenez und Frau H. Collazo fir ausgezeichnete tech-
nische Hilfe.

Experimenteller Teil

Gewimnung der Rohextrakte

Von einem Hithnereigelb wurde durch viermalige Extraktion mit je 50 ml
Aceton 3 g eines weiem Pulvers mit 60 mg Phospholipoid-Phosphor
erhalten. Die Leber einer Ratte wurde in 0,25 m-Zuckerldsung homo-
genisiert und die Mifochondrien von Zellspaltstiicken, Zellkernen und
iiberstehender Losung durch stufenweises Zentrifugieren in einer gekithlten
Zentrifuge getrennt?0. Die Mitochondrien-haltige Fraktion wurde 4mal in
Zuckerlssung und 2mal in physiol. Kochsalzlosung suspendiert und mit
10000 x g zentrifugiert. Die gefriergetrockneten Mitochondrien wogen
150 mg und enthielten 1,3 mg Phosphor. Das Gehirn einer Ratte wurde
unter Zusatz von 2ml Wasser in einem ,,Omnimixer oder #hnlichem
Apparat zu einem feinen Brei vermahlen. Das gefriergetrocknete Pulver ent-
hielt 2,6 mg Phospholipoid-Phosphor.

15 H. D. Appleton, B. N. La Du Jr., B. B. Lovy, J. M. Steele und B. B.
Brodie, J. Biol. Chem. 205, 803 (1962).

8 (. L. Lea und D. N. Rhodes, Biochim. Biophys. Acta 17, 416 (1955).

17 G, Camejo, M. M. Rapport und G. A. Morrill, J. Lipid Res. 5, 75 (1964).

18 F. Snyder und N. Stephens, Biochim. Biophys. Acta 34, 244 (1959);
0. Renkonen, 1. c. 54, 361 (1961).

1 M. M. Rapport und W. T. Norton, Annu. Rev. Biochem. 31, 133 (1962).

20 R. Duncan Dallam, Arch. Biochem. Biophys. 77, 395 (1958).
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150—500 mg der trockenen Pulver wurden in einem Semi-Mikroextraktor *
mit 10 ml CHCl3—CH3;O0H (2:1) 30 Min. unter Ng extrahiert, auf 5 ml einge-
engt, der Phosphorgehalt der Lésung bestimmt und ohne weitere Reinigung
auf die Dinnschichtplatte aufgetragen.

Praparative Diimnschicht-Chromatographie

350 ml CHCls—CH3sOH-—H0 (65:25:4)2% bzw. fir Lecithin (70:30:5)
wurden in die mit weilem Loéschpapier ausgeschlagenen Kammern gegeben,
die fest verschlossen wurden. Am néchsten Morgen wurden Extraktmengen,
die 0,2 mg P enthielten, auf die 18 em lange Startlinie von jeder der 5 bis
10 Silicagel-Platten mit einer 0,2 mi ,Microsyringe (Roger Gilmont Instr.,
Great Nock, N.Y.) oder einer Pipette mit Fortuna-Mikrovorschub?® aufge-
tragen. Wenn an der Pipette ein ungefdhr 20 em langer Polyithylenschlauch
von 2—3 mm innerem Durchmesser befestigt ist, so gelingt es, vollkommen
gerade, sehr feine Striche zu erzielen. Die Platten werden in die Kammern
so gestellt, daB sie genau senkrecht und parallel zu den Wénden stehen, was
durch aufgesetzte W-férmige Stahlklammern gewiihrleistet ist. Wenn nach
45 Min. das Losungsmittel 15 cm hoeh gestiegen ist, werden die Platten ge-
trocknet, ein 1,5 cm breiter Streifen an beiden Seiten mit der Molybdénlésung 17
angefdrbt, und die entsprechenden ungefiirbten Bander, die das Colamin-
kephalin (Ry = ca. 0,70) und Lecithin (Ry = ca. 0,30) enthalten, abgeschabt.
Das Silicagel von bis zu zehn Platten wird in zwei 1 X 30 em Chromatogra-
phierrohre mit Glasfrittenboden gegeben und die Phospholipoide mit CHCl3—
CH3OH—H30 (30:50:20) unter leichtem Stickstoffdruck herausgewaschen.
Der gesamte Phospholipoid-Gehalt befindet sich meistens schon in den ersten
10 ml Lésung und wird nach vollstdndigemn Abdestillieren des Ldsungsmittels
im Vak. in 1 ml Hexan (Colaminkephalin) bzw. in 1 m! absol. Alkohol (Leci-
thin) gelost.

Analytische Methoden

Phosphor-Bestimmung*?

Lésungen mit 3—10 pg (0,1-—0,2 Mikrodquivalent Phosphor} werden in
10 x 75 mm Reagensgldschen, die mit einer Markierung fiir 2 ml versehen
sind, verdampft. Nach Hinzufiigen von 0,1 ml einer Mischung von 5 Teilen
70proz. HClO4 und 1 Teil konz. HNO3 wird der Riickstand 5 Min. in einem
ca. 250° heien Sandbad (Silicagel in Becherglas auf Heizplatte) erhitzt ; dabei
werden die Glaschen mit einem Glasnagel von 5 mm Liinge verschlossen, dessen
Kopf als lose schlieBender Stopfen wie ein primitives Sicherheitsventil wirkt,
0,1 ml 5proz. Ammoniummolybdat und 0,2 ml ,,Elon““-Lésung (0,5 g p-Me-
thylaminophenolsulfat + 12,56 g Natriumbisulfit -+ 2,4 ¢ Natriummetasulfit
in 100 ml Wasser) wird zugegeben, Verschiedene Proben einer Standardlésung
(218,6 mg Monokaliumphosphat in 500 ml Wasser; 10 pl dieses Standards
enthalten 1 pg = 0,032 Mikrodquivalent P) und Lésungen, die nur die
Reagentien enthalten, werden in 1,2 ml Kiivetten gebracht und die O. D. bei
820 my im Beckman Spectrophotometer gemessen.

2 W. G. Batt und H. K. Alber, Ind. Eng. Chem., Anal. Ed, 13, 127 (1941).

22 H. L. Wagner, L.Horhammer und P. Wolff, Biochem. Z. 334, 175
{1961).

3 E. Habermann, G. Bandtlow und B. Krusche, Klin. Wochschr. 39, 846
{1961).
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Hydrolyse fir die Bestimmung von Glycerin und Cholin

Proben mit 0,3 Mikrodquivalent P werden in die 10 x 75 mm Glidschen
pipettiert, das Losungsmittel vorsichtig verdampft, und die Rickstédnde in
0,25 ml 2n-HCL geldst. Die zugeschmolzenen Glidschen werden 48 Stdn. in
einem Ofen von 125° oder in einem unter Riick{luB siedenden Bad von 2-Me-
thoxy-dthanol (= Methyleellosolve) belassen. Nach Offnen werden die briun-
lichen Teilchen durch 3malige Extraktion mit 0,6 ml Ligroin (30—60°) aus
der Lésung entfernt. Nach Schitteln und Zentrifugieren 148t sich die obere
Schicht mit einer Tropfpipette leicht entfernen. Die wéBrigen Losungen
werden im Vakuumexsikkator iiber festem NaOH verdampft und die Rick-
stande in 100 ul Wasser aufgenommen. Verzichtet man auf die Bestimmung
des Glycerins, so hydrolysiert man mit 0,1 ml 6n-HCl im Ofen bei 100—120°
und behandelt das Hydrolysat wie oben.

Glycerin-Bestvmmung 14

10 yl 0,1m-HJO4 werden zu 10 yl des Hydrolysates in besonders langen
(10 x 150 mm) Glaschen gegeben, die mit einer Markierung fiir 2 ml versehen
sind. Nach genau 15 Min. werden 20 pl einer frisch bereiteten 10proz. Natrium-
bisulfitlésung und nach weiteren 20 Min. 1 mi 0,2proz. Chromotropsdure in
50proz. (Gew.) HaSO4 zugegeben. Die Glaschen werden geschiittelt und dann
genau 30 Min. lang in einem siedenden Wasserbad, lichtgeschiitzt, erhitzt.
Lésungen, die nur die Reagentien enthalten, und Standards (315,15 mg
Dinatriumsalz der Glycerophosphorsaure in 100 ml Wasser; 100 ul enthalten
0,1 uMol Glycerin) werden ebenso behandelt. Nach schnellem Abkiihlen auf
Zimmertemp. wird die O.D. bei 520 my im Beckman Spectrophotometer
abgelesen.

Cholin-Bestimmung 1®

Zu 10 pl des Hydrolysates (s. oben) und 150 yul Wasser in einem Poly-
athylen-Mikrozentrifugenrohrchen der ,,Beckman Spinco 152 Microfuge
werden 50 ul JodIdsung (2 g KJ in 10 ml Wasser -~ 1,57 g J2, bei 4° aufbewahrt)
hinzugefiigt. Das geschlossene Réhrchen wird gequirlt, 20 Min. in einem Eis-
bad gelassen und dann im Kihlraum oder im Eisschrank zentrifugiert. Die
Uberstehende Loésung wird entfernt und das Kiigelechén des Cholinperjodid-
Komplexes in genau 2ml Athylenchlorid aufgeldst. (Es ist wichtig, nur
Athylenchlorid zu benutzen, das mit Bromthymolblau-Losung eine blaugriine
Farbe ergibt; wenn es Spuren von Séure enthilt, so mull man es mit K2COs-
Losung waschen, mit CaCly trocknen und filtrieren.) Losungen, die nur die
Reagentien und Standard enthalten, werden in derselben Weise behandelt
(10 mg trockenes, salzsaures Cholin, das aus n-Butanol umgeldst worden war,
in 100 ml Wasser; 10 pl enthalten 0,0071 uMol Cholin). Die O. D. wird bei
365 my. abgelesen.

Amanogruppen-Bestimmung 16

Proben, die 0,02—0,06 Mikrodquivalent P enthielten, wurden in
10 x 75 mm Glidschen mit einer 2 ml-Markierung pipettiert. Nach Verdamp-
fen des Losungsraittels wird 1 ml frisch hergestellte Reagenslosung zugegeben :
unter dem Schutz von N2 werden zu einer Lésung von 800 mg Ninhydrin in
10 ml -4n-Natriumacetatpuffer, pH = 5,5, 30ml Methylcellosolve und
schlieBlich 16 mg trockenes SnCly - 2 Hy0 hinzugefiigt. Die Glaschen werden
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zusammen mit solchen, die nur das Reagens enthalten, und mit Standard-
proben (46,75 mg Monohydrat von Natriumglutamat in 100 ml Wasser;
10 ul enthalten 0,025 yMol Aminogruppen) in ein heftig siedendes Wasserbad
gestellt und nach 2 Min. mit Korkstopfen verschlossen, die vorher in siedendem
Wasser ausgekocht worden waren. Alle Proben werden nach 20 Min. aus dem
Bad genommen und 10 Min. in einem Eisbad belassen. Nach Zugabe von
90proz. Methoxymethanol bis zur 2 ml Markierung wird die O. D. bei 575 mu
bestimmt.

Estergruppen-Bestimmung 8

Hydroxylaminlésung wird imamer frisch hergestells durch Mischen von
gleichen Volumenteilen der folgenden Lésungen und Entfernen des Natrium-
chlorids durch Zentrifugieren:

a) 200 mg NH-2O0H - HC] in 0,25 ml Wasser mit absol. Alkohol auf 5 ml

aufgefillt.

b} 400 mg Natriumhydroxidpulver n 0,25 ml Wasser mit absol. Alkohol

auf 5 ml aufgefillt.

Proben mit 0,2—0,5 Mikrodguivalent P werden in 10 X 25 mm-Glaschen
(auf 2 ml kalibriert) vollstandig vom Losungsmittel befreit und 0,6 ml Hydro-
xylaminlésung hinzugefiigt. Sie werden 2 Min. in einem 65° warmen Wasser-
bad gelassen und nach Abkthlen wird mit BEisenperchloratlésung bis zur
2 m]-Markierung aufgefiillt (50 mg Ferriperchlorat + 0,1 ml Wasser <+ 0,85ml
70proz. HCIO4 auf 25 ml mit absol. Alkohol aufgefillt). Glischen mit nur
Reagentien und solche mit Standard (26,912 mg Tripalmitin in 10 m! CHCls;
10 1 enthalten 0,1 uMol Ester) werden ebenso behandelt und die O. D. nach
20 Min. Stehen im Beckman Spectrophotometer bei 530 my. abgelesen.
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0,02—0,05 Mikrodquivalent P entsprechende Proben werden in 10 X 75 mm-
Glaschen mit einer 2 ml-Markierung pipettiert und das Lésungsmittel unter
N2 verdampft. 0,2 ml Methanol und 0,2 ml Jodlésung (7,615 mg in 100 ml
3proz. KJ) werden zugegeben, die verschlossenen Glischen geschiittelt und
10 Min. bei Zimmertemp. stehengelassen. Nachdem bis zur 2 ml-Marke mit
95proz. Alkohol aufgefiillt worden ist, wird die O. D. dieser Glaschen bei 355myp.
parallel zu solchen, die dieselbe Jodmischung, aber kein Phospholipoid ent-
hielten, und heide Satze von Gléaschen gegen solche, die auch kein Jod ent-
hielten, abgelesen. Die 0. D. der Jodlésung minus der 0. D. der Jodlésung
mit Phospholipoiden dividiert durch den Faktor 13,75 ergibt die Mikromol
Vinyléther. Dieser Faktor wurde unter Benutzung des Extinktionskoeffi-
zienten 27500 fur Jod bei 355 my errechnet1?,



