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Zusammenfassung—FErstmals wird tiber die Zusammensetzung der Cuticularmembran eines Labiatenblattes
berichtet. Am Aufbau sind 15 Hydroxycarbonsduren beteiligt. Ihre Abtrennung erfolgte teils durch
praparative Methoden, hauptsachlich aber durch eine GC/MS Koppelung. 5 Hydroxycarbonsiuren,
entsprechend 7,3 %, des Gesamtcutins, konnten nicht identifiziert werden, da sie nicht dem iiblichen Frag-
mentierungsschema folgten. Hauptbestandteile sind die 10,16-Dihydroxyhexadecansiure, die 9,10,18-
Trihydroxyoctadecansdure und die 6,7,16-Trihydroxyhexadecansaure. Letztere Verbindung sowie 5 weitere
Hydroxyfettsauren, deren Anteile allerdings geringer sind, konnten erstmals im Cutin nachgewiesen werden.

Abstract—The cuticular membrane of Rosmarinus officinalis L. contains 15 hydroxy fatty acids. Ten have
been identified mainly by GLC/MS. The other five, corresponding to 7-3%; of the whole cutin, could not
be identified because their fragmentation pattern was not as expected. The main constituents are 10,16-
dihydroxyhexadecanoic acid, 9,10-18-trihydroxyoctadecanoic acid and 6,7,16-trihydroxyhexadecanoic acid.
The last named compound and five other hydroxy fatty acids, present in lower quantities, have been isolated
for the first time from cutin.

NacH Untersuchungen an dem Cutin der Apfel- und Tomatenschale soll nun iiber die
Zusammensetzung des Cutins des Blattes von Rosmarinus officinalis L. (Labiatae) berichtet
werden. Die Abtrennung der Cuticularmenbran des nadelférmigen Blattes erfolgte in
einem iliber 10 Tage sich erstreckenden ‘“Oxalatverfahren”. Die cuticulare Membran
betrigt 18,6% der lufttrockenen Ausgangsdroge. Mittels Ather und Athanol werden aus
ihr Wachse, Kohlenwasserstoffe, Triterpensiuren, Pigmente usw. extrahiert (419 der
isolierten Cuticula).

Auf eine Extraktion mit Wasser kann wegen des vorausgegangenen Oxalatverfahrens
verzichtet werden. Eine Extraktion mit verdiinnter Salzsdure oder Schwefelsdure, durch
die braungefirbte Begleitstoffe abgetrennt werden sollen,'~* bringt keinen Vorteil.
1%ige Carbonatlésung oder 0,2 %ige wilBrige Kalilauge, die Tannin entfernen sollen®*-?
fiithren nach unserer Beobachtung zu merklichen Verlusten an Cutinsduren. Schon Fremy®
weist auf die Verseifbarkeit des Cutins mit Alkalicarbonaten hin,

Aus den extrahierten Cuticularmembranen wird mittels einer Mischung aus Zink-
chlorid-Salzsdure Cellulose abgetrennt. Dieses Losungsmittel bewirkt im Vergleich zu
Kupfertetraminhydroxyd keine Hydrolyse des Cutins, wohl aber eine umfassendere
Extraktion der Cellulose (Tabelle 1).
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TABELLE 1. EXTRAKTION DER CUTICULARMEMBRANEN

Gewichtsverlust Ruckstand nach
durch die anschlieBender
Vorbehandlung der Vorbehandlung Verseifung
Cuticularmembranen (%) (%)
keine — 25
mit Schweizers
Reagenz 24 Stdn. 14 4
mit Zinkchlorid-
Salzsaure 30 Min. 16 0,1

Das Depolymerisieren der Cuticularmembranen erfolgte durch Umesterung mit
methanolischer Natriummethylatlosung. Im Vergleich zur Verseifung mittels methano-
lischer Kalilauge hat dieses Verfahren drei Vorteile:

(1) Es geniigen niedrigere Temperaturen und kiirzere Reaktionsdauer. Die schonendere
Behandlung gibt sich durch die helle Farbe des Verseifungsproduktes zu erkennen.

(2) Es ist einfacher in der Handhabung als die Verseifung mit anschlieBender Cutin-
sduregewinnung.

(3) Es ist quantitativ reproduzierbar. Der Verlust einzelner Komponenten durch
Polymerisation und Adsorption ist ausgeschlossen. Der Verteilungskoeffizient unter-
schiedlich stark hydroxylierter Cutinsiuren zwischen einer wiBrigen und einer dtheri-
schen Phase hat keine Bedeutung.

Die Neutralisation des Umesterungsproduktes erfolgte mittels eines stark sauren
Ionenaustauschers. Von dem Austauscher festgehaltene Hydroxyfettsiuremethylester
werden mittels Athanol und Ather heruntergelost.

Mittels Fliissig/Fliissig/Vielfachverteilung an einer M-V-S-Kolonne Ro 700 war weder
eine vollstindige noch eine eindeutige Auftrennung aller Hydroxycarbonsauren méglich.
Das gleiche gilt fiir den Trenneffekt mittels Dunnschichtchromatographie. Durch Siulen-
chromatographie an Kieselgel lassen sich 2 der mengenméBig am héchsten vorkommenden
Sduren als Methylester abtrennen. Es sind dies die 10,16-Dihydroxyhexadecansiure
(46,7%;) und die threo-9,10,18-Trihydroxyoctadecansidure (12,4 %).

IS U T S N U U A Y Y Y O N S
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AgBB, 1. GASCHROMATOGRAMM DER CUTINSAUREMETHYLESTERTRIMETHYLSILYLATHER. BEDINGUNG 1.
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Fir die Gaschromatographie der Hydroxyfettsduren wihlten wir ihre Trimethylsilyl-
dthermethylester. Sie sind sehr thermostabil und besitzen scharfe Peaks mit einer geringen
Halbwertsbreite. Das Gaschromatogramm des Cutinsduregemisches als Methylester-
trimethylsilyldther (Abb. 1) zeigt 15 Peaks, von denen durch Mischchromatogramme
Nr. 3 sich 16-Hydroxyhexadecansiure, Nr. 6 wie 10,16-Dihydroxyhexadecansiure und
Nr. 13 wie threo-9,10,18-Trihydroxyoctadecansidure verhielten.

Thr Anteil am Gesamtgemisch betrigt 60 %,. Von den den 12 weiteren Peaks entsprechen-
den Substanzen konnten keine ausreichenden Mengen fiir eine Strukturaufklarungabgetrennt
werden. Auf Griind der Retentionszeiten ergaben sich auch keine sicheren Voraussagen zur
Zahl sowie Stellung der Hydroxylgruppen und der Kettenldnge. Wir fiihrten daher die aus
dem Gaschromatographen anfallende Substanz einem Massenspektrometer zu. Zum
Einsatz gelangte das gesamte Cutinsduregemisch, weil die bereits identifizierten Hydroxy-
fettsiuren eine wertvolle Hilfe beim Vergleich des Totalionenstromdiagramms des Mas-
senspektrometers mit dem Gaschromatogramm bieten. AuBerdem kann an Hand der
Massenspektren der bereits identifizierten Verbindungen das Ausmafl des Untergrundes
erkannt werden, der sich durch Abdestillieren der fliissigen Phase der Trennsdule in den
Massenspektren storend bemerkbar macht.

Fiir die gaschromatographisch-massenspektrometrische Analyse von Cutinsduren
setzten wir gepackte Sdulen ein, die iiber einen Ryhage-Separator mit dem Massenspektro-
meter gekoppelt waren. Um die Massenspektren der einzelnen gaschromatographischen
Peaks bestimmten Hydroxyfettsiuren zuordnen zu konnen, multen wir uns zunichst
Klarheit iiber die Fragmentierung der Hydroxyfettsiuremethylestertrimethylsilyldther in
Abhingigkeit von der Zahl und Stellung der Trimethylsilyloxygruppen in der Kohlen-
stoffkette beschaffen. Hinweise lieferten Modellsubstanzen mit bereits bekannten Spek-
tren,2-9-12

In den Massenspektren der Trimethylsilyloxyfettsduremethylester finden sich neben den
Peaks der aliphatischen Kohlenwasserstoffe, die auch in den Spektren der unsubstituierten
Fettsiuremethylester vorkommen, noch weitere Peaks, die allgemein fiir silylierte Hydroxy-
feltsduren charakteristisch sind, und zwar die Ionen m/e 73, 75, 89, 103 und 129 (Abb. 2).

CH, OH CH,
| I |
H,C—Si® m/e 73 H,C—Si® m/e 75 HyC—Si—0®=CH, m/e 103

| | |
CH, CH, CH,

CH, H CH,
| I I
H,C—Si—0® m/e89 H;C—Si—O®=CH, H;C—Si—0®=CH—CH=CH, m/e 129

| | |
CH, CH, CH,

ABB. 2. IONEN DER SILYLIERTEN VERBINDUNGEN.
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12 GG. EcLINGTON und D. H. HUNNEMAN, Org. Mass. Spectrometry 1, 593 (1968).
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Das Molekularion ist hiufig nur schwach oder garnicht ausgeprigt.>°~12 Durch den
Verlust einer Methylgruppe entsteht das Ion M-15, welches gewhnlich sehr intensiv auftritt
und die Berechnung des Molekulargewichtes der Substanz gestattet.

Bei Monotrimethylsilyloxyfettsiuremethylestern geht die methylveresterte Carboxyl-
gruppe mit der Trimethylsilyloxygruppe eine Umlagerung ein.!? Dabei entstehen regel-
miBig die lonen m/e 146 und mje 159, welche zum Charakterisieren herangezogen werden
konnen.

(CH,);5—0--Si(CH;), o
1 ; O—Si(CH;); H,C=CH—C=—0%®—CH,
CH, e} —_— | |

S — o CH,-—C—OCH;, 0—Si(CH,),
CH,———— C—OCH,; mfe 146 mfe 159

Peak 5 erwies sich als 10-Trimethylsilyloxyoctadecansiuremethylester Abb. 3. Die
Ionen M-15, M-31 und M-47 zeigen im Vergleich zu denen des 16-Trimethylsilyloxyhexa-
decansduremethylesters emne stark reduzierte Intensitdt. Der Basepeak 1st nicht mehr
mfe 75, sondern mje 73. Das Molekul wird in beiden o-Stellungen zum Kohlenstoffatom,
das die Trimethylsilyloxyfunktion triigt, aufgespalten. Fragmente ohne die funktionelle
Gruppe haben offensichtlich keine Bedeutung, da sie in den Spektren nicht auftauchen.
Die Summe der beiden Hauptfragmente 273 und 215 munus 102 (gleich CHOSi (CH,;),)
ergibt das Molekulargewicht.

Bemerkenswert ist das Ion m/e 169. Vermitlich entsteht es aus einer Umlagerung unter
Abspaltung von Trimethylmethoxysilan.

0=-CH—(CH,)s—C—O—CH, —(CH3)351—OCH, 0=CH—(CH,)s—C=0°
[ mje 169
0®—Si(CHs),
mfe 273

Peak 4 erwies sich als 12-Trimethylsilyloxyoctadecen-(9)-sduremethylester Abb. 4. Bei
ungesittigten Fettsduremethylestersilyliithern ist das Molekiil durch die Doppelbindung
etwas mehr stabilisiert. Dadurch treten die Jonen M-15, M-31 und M-47 mit etwas groBerer
Intensitdt als bei den entsprechenden gesittigten Verbindungen auf. Auch hier erfolgt die
Aufspaltung hauptsichlich in a,a’-Stellung zum Kohlenstoffatom, das die Trimethyl-
silyloxyfunktion trigt. Durch ein Mischchromatogramm mit Rizinolsduremethylestertri-
methylsilylither konnte die Lage der Doppelbindung festgelegt werden. Der direkte Weg,
die Hydroxylierung mit OsQ, durchzufuhren und anschlieBend zu silylieren, war aus
technischen Griinden nicht moglich. Bemerkenswert ist die grofie Intensitat des lons
mfe 149. Es entsteht durch eine Reaktion des Sauerstoffs der Trimethylsilyloxygruppe mit
dem Kohlenstoffatom der Carboxylgruppe. Durch Abspaltung eines Olefins stabilisiert
sich die Umlagerung.13

Bei allen Hydroxyfettsiuremethylestertrimethylsilyldthern, die zwei und mehr Tri-
methylsilyloxygruppen tragen, ist die Intensitdt des Ions mje 146 kleiner als die des Ions

13 W. J. RICHTER, B. R. SiMonerr, D. H. SMiTH und A. L. BURLINGAME, Analyt. Chem. 41, 1392 (1969).
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R-—-CH-——O Si(CH,),

I/ \Ae . o

CH—(CH2)7‘—C:O _RCHO CH——(CH2)7_‘C=QOSi(CH3)3
| | — |

OSi(CH;); O—CH, OSi(CH,); OCH,

M® m/e 332
1 —S1(CH3)3
O

HC—(CH,),—C=0% —H3COS1(CH3)3 |
OCH,
mfe 155 mfe 259

m/e 147. Bei diesen Verbindungen kdnnen die Trimethylsilyloxygruppen auch untereinander
eine Umlagerung eingehen, die zum Ion m/e 147 fiihrt.

(CH,;);Sil—O®=Si(CH,), m/e 147.

Bei benachbarter Stellung von zwei Trimethylsilyloxy-Gruppen ist das Ion besonders
stark ausgeprigt.

Peak 6 entspricht dem 10,16-Di-(trimethylsilyloxy)-hexadecansiuremethylester. Seine
Aufspaltung erfolgt analog der des 10-Trimethylsilyloxyoctadecansduremethylesters.
M-15, M-31 und M-47 haben noch weniger Intensitit als bei den Monohydroxyfettsiure-
derivaten. Die Intensitit des Ions mj/e 273, das die Methylestergruppierung trigt, ist
groBer als die des Ions m/e 275, das zwei Trimethylsilyloxygruppen enthilt. Peak 11 ist
10,18-Di-(trimethylsilyloxy)-octadecansdure-methylester. Er weist ein ganz &4hnliches
Fragmentierungsverhalten wie der 10,16-Di-(trimethylsilyloxy)-hexadecansiuremethylester
auf. Zusitzlich kann jedoch das Auftreten der Massendifferenz M-105 beobachtet werden.
Vermutlich handelt es sich um abgespaltenes Trimethylsiliciumhydroxyd und eine Methyl-
gruppe.

Trihydroxysdurederivate mit zwei vicinal zueinander stehenden Trimethylsilyloxy-
gruppen spalten bevorzugt zwischen den beiden Kohlenstoffatomen, die diese tragen,
auf.2:1%-12 Dje Summe der beiden Fragmente ergibt das Molekulargewicht, Durch die
Jonen M-15 und M-31, die gegeniiber den Dihydroxysidurederivaten noch mehr an Intensitét
verlieren, 148t sich die Richtigkeit {iberpriifen. Das Ion M-47 tritt nicht mehr auf. Auf
Grund der vicinalen Stellung der Trimethylsilyloxygruppen ist das Ion m/e 147 stark
ausgepriigt. Interessant ist eine Umlagerung, die zwischen der Carboxylgruppe und der
zweiten der beiden vicinalen Trimethylsilyoxygruppen abléuft.

Bei Trihydroxysduremethylestertrimethylsilyldithern mit vicinalen Trimethylsilyloxy-
gruppen in 9,10-Stellung wie 9,10,18-Tri-(trimethylsilyloxy)-octadecansiduremethylester
(Peak 13) und 9,10,17-Tri-(trimethylsilyloxy)-heptadecansiduremethylester (Peak 10 Abb. 5)
entsteht das Ion m/e 332, das liber m/e 259 nach m/e 155 zerfillt.1-14

Peak 8 ist 6,7,16-Tri-(trimethylsilyloxy)-hexadecansiuremethylester Abb. 6. Hier tritt,
ganz analog, das Ton m/e 290 auf, das liber m/e 217 nach m/e 113 zerfillt.

14 C. CAPELLA, Advances in Mass-Spectrometry, Vol. 1V, Elsevier, London (1968).
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R—CH—(CH,), R—CH—(CH,),
| I
(H;C);Si—0  C—OR’ ————>(H3C)3Si——oe—C}—O.
o |
o) OR’

!

R—CH-,—KCH—(CHz)n_z—(.in
|

H

@
(H,C),Si0—C—OH <— (CH,),5i—0°¥-cLO
l |
OR’ OR’  R'—CH,
mle 149

Eine relativ starke Erhshung des Ions m/e 115 spricht fiir eine erleichterte Aufspaltung
zwischen den Kohlenstoffatomen 5 und 6. Ryhage,'® konnte ber 5-, 6-und 7-Hydroxy-
fettsdureestern auch eine verstirkte Aufspaltung in der Kohlenstoffkette vor dem Kohlen-
stoffatom, das die Hydroxylgruppe trigt, feststeilen.

Peak 9 ist 9,10,17-Tri-(trimethylsilyloxy)-heptadecensiuremethylester Abb. 7. Uber die
Lage der Doppelbindung l48t sich keine Aussage machen, weil diese bei den Bedingungen
der Massenspektrometrie nicht fixiert ist. Die Verbindung ist erstmals im Cutin nachgewie-
sen worden. Peak 15 stammt von 9,10,12,13,18-Penta-(trimethylsilyloxy)-octadecansiure-
methylester (Abb. 8). Die Fragmentierung und Verteilung der Schliisselbruchstiicke
dhnelt denen des 9,10,18-Tri-(trimethylsilyloxy)-octadecansiuremethylesters. Zum Unter-
schied von den Trihydroxysduren sind die Tonen M-15 und M-31 nicht mehr auffindbar,
so daB sie keine Kontrolle des Molekulargewichtes gestatten. Dennoch 146t sich aus den
einzelnen Bausteinen das urspriingliche Molekiil zusammenfiigen. Die Fragmentierung
erfolgt in der Hauptsache zwischen den vicinalen, die Trimethylsilyloxygruppen tragenden
Kohlenstoffatomen. Bei den Bruchstiicken, die in kurzem Abstand mehrere funktionelle
Gruppen besitzen, wird leicht Trimethylsiliciumhydroxyd (M-90) abgespalten. Bemerkens-
werterweise bricht das Molekiil zwischen den Kohlenstoffatomen 10 und 11 auf, dhnlich
wie zwischen den C-Atomen 9 und 10 bei 9,10,17-Tri-(trimethylsilyloxy)-heptadecensidure-
methylester. Das dabei entstehende Ton mfe 361 kann nicht formuliert werden. Durch
Abspaltung von Trimethylsiliciumhydroxyd geht das Ion m/e 361 in m/e 271 iber.

Bei den Peaks 7, 12 und 14 (Abb. 1) war das Verhiltnis von Substanz zu Untergrund so
ungiinstig, dafl eine Interpretation der Spektren nicht moglich war. Die Verbindungen,
die den Peaks 1 und 2 entsprechen, folgen nicht den Fragmentierungsschemen fiir Tri-
methylsilyloxyfettsiuremethylester. Es gelang nicht, die Spektren anderen Stoffgruppen
zuzuordnen.

Hauptbestandteile des Cutinsiuregemisches mit 75,79 sind die 10,16-Dihydroxy-
hexadecansdure, die 9,10,18-Trihydroxyoctadecansiure und die 6,7,16-Trihydroxyhexa-
decansdure (Tabelle 2). Die restlichen sieben identifizierten Cutinsiuren enthalten gleich-
falls 16 bis 18 Kohlenstoffatome. Bemerkenswert ist das Vorkommen von 9,10,17-Tri-
hydroxyheptadecansiure und der ungesittigten 9,10,17-Trihydroxyheptadecensdure. Eg-

s STENHAGEN, Arkiw Kemu 15, 545 (1960).
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TABELLE 2. ZUSAMMENSETZUNG DES ROSMARINBLATT-CUTINS

Peak Nr.* Hydroxycarbonsaure Gesamtcutin

64)

(€3] nicht identifiziert 1,8
) nicht identifiziert 2,9
3 16-Hydroxyhexadecansiure 1,5
“@ 12-Hydroxyoctadecan-(9)-sdure 2,3
()] 10-Hydroxyoctadecansaure 1,3
(6) 10,16-Dihydroxyhexadecansdure 46,7
(@) nicht identifiziert 1,6
® 6,7 16-Trihydroxyhexadecansidure 16,6
© 9,10,17-Trihydroxyheptadecensiure 3,0
(10) 9,10,17-Trihydroxyheptadecansaure 2,9
an 10,18-Dihydroxyoctadecansaure 2,8
(12) nicht identifiziert 0,7
(13) 9,10,18-Trihydroxyoctadecansaure 124
14 nicht identifiziert 0,3
15) 9,10,12,13,18-Pentahydroxyoctadecanséure 3,2

* (vide Abb. 1).

lington (2) konnte drei andere C-17-Hydroxysduren, gesittigte wie ungesittigte, im Cutin
von Apfelschalen nachweisen.

Von den zehn identifizierten Cutinsduren sind 16-Hydroxyhexadecan-, 10,16-Dihy-
droxyhexadecan, 10,18-Dihydroxyoctadecan und 9,10,18-Trihydroxyoctadecanséure auch
Bestandteile des Cutins anderer Pflanzen. Die weiteren sechs, unter anderem die mit
16,6% am Aufbau beteiligte 6,7,16-Trihydroxyhexadecansiure, haben wir im Rosmarin-
cutin erstmals nachgewiesen.

Wie eine Berechnung der Anzahl der Hydroxylgruppen zu der Anzahl der Carboxyl-
gruppen ergibt, sind erstere in der Uberzahl. Dies steht in Ubereinstimmung mit der
OH-Valenzschwingung im IR-Spektrum und den analytisch nachweisbaren freien Hydroxyl-
gruppen. Die Carboxylgruppen miissen andererseits alle verestert sein, da das IR-Spektrum
der Cuticularmembranen nur eine Esterbande zeigt, nicht dagegen eine fiir freie Carboxyl-
gruppen. Aus der Siure- und Hydroxylzahl des verseiften Cutins 148t sich errechnen, da8
48% der Hydroxylgruppen mit Carboxylgruppen verestert sind. Auf analytischem Wege
lassen sich im Cutin jedoch nur 259 acetylierbare Hydroxylgruppen erfassen. Fir eine
peroxidische Bindung der verbleibenden 27 %, der Hydroxylgruppen sind keine Hinweise zu
finden, auch wenn beriicksichtigt wird, daB die Peroxydbande im IR-Spektrum im allge-
meinen nur schwach in Erscheinung tritt. So bleibt als Erkldrung fiir das Nichtreagieren
von 27% der Hydroxylgruppen eine sterische Behinderung, gegeben durch die hochpoly-
mere Natur des Rosmarin-Cutins.

EXPERIMENTELLES

Gewinnung der Cuticularmembran. Unzerkleinerte Bldtter von Rosmarinus officinalis L. werden mit der
zehnfachen Menge Oxalatpufferlosung, bestehend aus 0,4 %; Oxalsaure und 1,6 9, Ammoniumoxalat, unter
Erginzung des verdampfenden H,O und unter Rijhren bis zu 10 Tagen gekocht. Anfangs wird nach je 12
Stdn., nach 2 Tagen jeweils nach 24 Stdn. der Kochvorgang unterbrochen und die Suspension auf ein Sieb
(0,8 mm Maschenweite) gegossen. Dabei passieren die zerkochten Gewebsanteile das Sieb. Durch mehrfaches
Suspendieren der Membranen in heiBem H,O und AbgieBen uber das Sieb werden die Gewebereste und
das Oxalat entfernt. Restliche Stengelanteile sedimentieren aus der Suspension schneller als die Cuticu-
larmembranen und konnen so beseitigt werden. Haare lassen sich von den gefriergetrockneten Membranen
absieben (Maschenweite 0,8 mm).

Vor der weiteren Extraktion der Membranen mit organischen Losungsmitteln werden sie gefriergetrock-
net. Die getrockneten Membranen sind hell braun und durchscheinend. Sie werden locker geschichtet in
einer Soxhlet-Apparatur zunachst mit At,O, dann mit AtOH erschopfend extrahiert. 10 g extraktfreie
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Cuticularmembranen werden mit einer Losung von 250 g ZnCl, m 165 ml konz. HCI versetzt und 30 Min
geruhrt. Die Zinkchlorid-Salzsaure-Losung wird abgesaugt, darauf solange mit konz. HCl gewaschen, bis
im Filtrat kein Zn mehr nachweisbar ist. AnschlieBend auf neutral waschen.

Umesterung. 1 g Cuticularmembran wird mit 5 ml 3% NaOMe in MeOH 30 Min. unter Ruckfluf zum
Sieden erhitzt. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur werden ca. 30 g des mut MeOH gewaschenen,
stark sauren Ionenaustauschers I Merck zugesetzt, und 1 min geschiittelt. Eine Probe der uberstehenden
Flussigkeit soll (mzt einer gleichen Menge H,O) gegen Phenolphthalein neutral reagieren, andernfalls muB
noch langer geschuttelt werden. AnschlieBend wird das Gemisch in eine leere Chromatographiesaule von
2 cm Durchmesser gefullt, die MeOH Ldsung der Cutinsauremethylester abgelassen und der auf der Saule
verbleibende Austauscher mit MeOH und At,0Q gewaschen. Die gesammelten Filtrate werden vereinigt.,
Die Losungsmittel werden am Vakuumrotationsverdampfer abgezogen.

Silylierung. 50 mg Cutinsauremethylester wurden in 0,1 ml N,0-Bis-(trimethylsilyl)-acetamid gelost und
direkt in den Gaschromatographen eingespritzt.

Dunnschichtchromatographie auf Kieselgel G (Merck). Zur Auftrennung der Cutinsauren, erhalten durch
Hydrolyse der Cuticularmembran mit 3%iger methanolischer KOH, wurden folgende FlieBmittel
verwendet: At,O-Petrolather-Aceton-Essigsaure 21:7:3:1 (vjv);!¢ At 20-Petroldther-Acton-Essigsaure
10:10:2:1 (v/v);'7 CHCl;-MeOH-Ameisensdure 20:1:3 (v/v); CHCl,-Essigsaure 9:1 (v/v).?

Die Fhefimuttel (1) und (3) geben gute Trennungen ohne Schwanzbildung. Threo- und erythro- Ver-
bindungen werden erst durch mit 10%; Borsaure impragnierte Platten getrennt. Cutinsauremethylester
werden durch folgende FlieBmittel getrennt: At,O-Hexan-MeOH 40:10°1 (v/v);? CH,Cl,. Beide Fliess-
mittel geben eine gleich gute Trennscharfe und liefern gleiche R,~-Werte. Detektion mit halbkonz, H,SO,
und 0,5 stundiges Erhitzen be1 120°. (Verkohlen des organischen Materials)

Praparative Saulenchromatographie. 7 g Cutinsauren, m absolutem AtOH gelost, werden mit 20 g Kieselgel
bis zur Trockne verrieben. Die Anreibung wird auf eine Saule von 3 cm Durchmesser gegeben, die mit
300 g Kieselgel (Korngrofle 0,2-0,5 mm) gefullt ist.

Anteil an den

Nummer der Eluens Gesamtcutinsduren

fraktion w/v) ml (%)

1 ;}}tzo 2500 2,9

2 At20, Aceton, 20 + 1 600 9,1

3 At,0, Aceton, 8 + 2 3800 41,2

4 At,0, Aceton, 1+1 4000 10,8

5 Aceton 4000 30,3

94,3

Die Fraktionen 2 und 5 werden durch mehrfach wiederholte Sdulenchromatographie und durch Umkris-
tallisation aus waBrigem MeOH und Athylacetat gereinigt und durch Infrarotspektroskopie, Gaschromato-
graphie und Schmelzpunktbestimmung identifiziert.

Angaben zur Gaschromatographie. Bedingung I. Die Substanzen werden in N,O-Bis-(trimethylsilyl)-
acetamid gelost, in den Gaschromatographen eingespritzt. Gaschromatograph: Varian Aerograph; Siule:
SE 30 39, auf Aeropak 30, 100/120 mesh, 1,5 m. Injektor: 300°; Detektor: 300°; Temperaturprogramm:
90-270°, 2°/min Aufheizrate; Tragergas: N, 30 ml/mun.

Kopplung Gaschromatograph/Massenspektrometer. Gerat: LKB 9000 A (bestehend aus GC und MS). Als
Bezugssubstanzen fur mono-, di- und trihydroxylierte Fettsauren dienten nach Silylierung 16-Hydroxyhexa-
decansaure, 10,16-Dihydroxyhexadecansaure und 9,10,18-Trihydroxyoctadecansaure.

Gaschromatograph. Bedingung II. Saule: 4%, Sihkongummi UCC-W 982 auf Chromosorb AW-DMCS,
2 m; Injektor: 320°; Temperaturprogramm: 24 min, isotherm 80°, dann Aufheizen mit 3°/min bis 240°;
Separator: 290°; Tragergas: He 25 ml/mun.

Massenspektrometer. Vakuun. EmlaBteil: 1. Stufe: 0,28 Torr, 2. Stufe: 2 x 10-2 Torr, Analysator: Vor-
vakuum: 0,018 Torr, Hockvakuum: 8 x 10~ 7 Torr.

Ionenquelle. Temperatur: 290°; Beschleunigungsspannung: 3,5 KV; Kriechstrom: 0,8 A; Filament:
3,8 A; Trap: 64 A; Box: 56 A; Spalt I: 0,08 mm; Spalt II: 0,10 mm.

Ionisationsspannung. 70 eV Multipher-Empfindlichkeit: 1,7 und 1,9 KV; Massendurchlauf: 7. Filter:
240 cfs.

Anerkennungen—Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Verband der Chemuschen Industrie fur
Sachspenden, den Herren Dr. Rickert und Dr. Monter, Farbenfabriken BAYER, Leverkusen, fur die
Durchfuhrung der GC/MS und die kostenlose Uberlassung des Materials.

6 C. H. BrieskorN und J. BoB, Ferte, Seifen, Anstrichmuttel 66, 925 (1964).
17 H. ReNARTZ, Uber die Inhaltsstoffe der Tomatenschale, Dissertation Universitat Wurzburg (1967).



