(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitit,
Charité, Berlin.)

Uber die neue Fettséiuren-Bestimmungémethode nach
W. R. Bloor* und iiber die Jodzahlbestimmung von
Organfetten.

Von
Ernst Mislowitzer.

(Hingegangen am 31. September 1929.)

A. Die Bestimmung der Fetisiuren von Plasma bzw. Serum.

Bei Untersuchungen iiber die Veranderungen des Fettgehaltes des
Plasmas bzw. Serums benutzte ich die neue Bloorsche Modifikation der
Bangschen Methode. Im Gegensatz zu den vielen MiBerfolgen der ur-
spriinglichen Bangschen Methodik erhalt man mit der Bloorschen Modi-
fikation zufriedenstellende Resultate.

Die Methodik war folgende:

Exiraktion der Fette und gleichzeitige Entetweifung.

3 cem Serum wurden unter dauernder Bewegung in etwa 40 com einer Alkohol-
Ather-Mischung (3 Teile 95proz. Alkohol und 1 Teil Ather) getropft, die sich in
einem MeBkolben von 50 cem befand. Das Kélbchen wurde dann unter fort-
wihrendem Schaukeln in siedendes Wasser getaucht, bis die Flissigkeit gerade
einige Sekunden kochte, dann wurde abgekiithlt, auf 50 cem mit der Alkohol-
mischung aufgefiillt und durch ein trockenes fettfreies Filter filtriert.

Verseifung der Felte.

20 com des Filtrates wurden in einem Erlenmeyer-Kolben (100 cem) mit 2 com
etwa 1/;-Natriuméthylatlosung auf einem Wasserbad bis zum Verschwinden des
Alkoholgeruches erhitzt. (Die letzten Alkoholspuren werden durch Luftstrom
beseitigt.)

Eatraktion der Fette.

Der Riickstand im Kélbchen wurde mit 1 cem verdiinnter HySO, (1 Teil
konzentrierte Siure und 3 Teile Wasser) angesduert. Dann wurde 1 Minute

1 W. R. Bloor, B. C. %%, 53 (1928) — Praktikum der Physiologischen Chemie
von P. Rona 2. J. Springer, Berlin 1929.
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auf dem Wasserbad erhitzt, 10 cem Petroliather zugesetzt und unter Umschwenken
2-—3 Minuten im Sieden gehalten, dann wurde der Petrolather in ein MeSkolbchen
von 25 cem abgegossen und die Erwirmung und Extraktion wiederholt, bis das
Kolbchen fast voll war, der Petrolither auf Zimmertemperatur abgekiihlt und
bis zur Marke aufgefillt. '

Oxydation der Feite.

10 cem der Petrolitherlésung wurden in einem vorher nach Vorschrift be-
handelten Erlenmeyer-Kolben verdampft und die letzten Spuren des Petrol-
athers durch Luft abgeblasen. Zu dem zuriickbleibenden Fett wurden 5 cem des
vorgeschriebenen Niclouxschen Silberreagens gegeben und 3 com 2/;-Bichromat-
16sung unter Umschwenken. Die Flaschen wurden lose verstopft, fir 5 Minuten
in den elektrischen Trockenschrank, der genau 124° hatte, gesetzt, dann heraus-
genommen, umgeschwenkt, die Stopfen fest eingesetzt und noch einmal fiir 10 bis
15 Minuten in den Trockenschrank gestellt. Sofort nach der Entfernung aus
dem Ofen wurden 75 cem H,0 hinzugefiigt und dann abgekiihlt. (Bei jeder Oxyda-
tion muB eine Leerbestimmung mit denselben Reagenzien angesetzt werden).

Titration.

Der Uberschull des Bichromats wurde nach der Abkithlung zuriicktitriert.
Unmittelbar vor der Titration wurden 10 cem 10proz. KJ-Losung zugefiigt und
zuerst ohne Umschwenken 2/,-Na,S,0,-Lisung zugetropft., Wenn ein Teil des
Jods gebunden war, schwenkte man zuerst vorsichtig, dann kraftig um und titrierte
bis kein freies Jod mehr von Stirke angezeigt wurde.

Die weiteren Einzelheiten der Methodik s. in dem Praktikum von
P. Rona 1. c.

Berechnung. Der Titrationsunterschied zwischen Leerbestimmung
und Fettbestimmung gibt die Menge 1/,,-Bichromatlosung an, die von
den Gesamtfettsiuren (4 Cholest.) verbraucht wurden. Als Reduktions-
koeffizient (d. h. die ccm 0,1 Chromatlésung, die von 1 mg der Sub-
stanz reduziert werden) wurde 3,61 angewandt (als Faktor fiir Olein-,
saure).

Die Bestimmungen von reiner Palmitinsiure sind in der Tab. 1 wieder
gegeben.

Tabelle 1. Fettbestimmungen mit Palmitinsdure.

gléln:é‘;r‘:; ] Gefunden 1 Fehler in % ié’naﬁ’%‘fil | Gefunden | Fehler in %
097 I 30 2 mg L 1,00 5,0
lme . 192 2,0 3,10 3,3
i 1,00 0,0 3,08 2,7
0.95 50 3 mg 3,10 5.3
LS 50 | 3,12 4,0
2,00 ‘ 0,0
: ’ : 38 3,0
2me 11,99 05 4 mg { L o5
L9905 | ' ’
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Bestimmte Stérungen mit den ersten Plasmauntersuchungen wiesen
auf einen durch Na-Fluorid-Zusatz verursachten Fehler hin. Nach dem
Ausfall der in Tab. 2 wiedergegebenen Kontrolluntersuchungen von
Palmitinsgure unter Zusatz von NaF wurden die weiteren Unter-
suchungen nur noch am Serum angestellt.

Tabelle 2. Fetthestimmungen in Palmitinsiure mit NaF-Zusatz.
Angewandt wurde von der 1:4 verdiinnten gesittigten NaF-Losung 0,1 cem.

In Arbeit Gefunden Fehler in % © In Arbeit Gefunden | Fehler in %
geaommen genommen
1 mg { 0,91 9 2 mg 1,19 41
0,94 6 . 1,75 40
2mg . Ll4 43 me |72 43

Die Tab.3 gibt die Serumfettwerte von 4 normalen Kaninchen
wieder. Die jeweiligen Kontrollen stimmen zufriedenstellend iiberein,
wie auch aus der Tab. 3a hervorgeht.

Tabelle 3. Feitbestimmungen im Serum.
A. Fettbestimmungen bei Normaltieren.

Tier Titrationswerte Leerwert ‘ Differenz mg Fett . g Fett

| in 1cem Serum

1 32,8 L 32 0,89 1,85

- 32,6 36,0 . 34 0,94 1,95

2 28,5 7,6 2,11 4,36

28,8 36,1 7,3 2,02 4,20

3 30,7 ! 5,4 1,50 3,12

30,9 36,1 5,2 1,44 3,00

4 327 ! 3,6 1,00 2,08

=X 363 | 33 0,91 1,89

Tabelle 3a. Fettbestimmungen im Serum.
A. Bei Normaltieren.

Abweichung in % Abweichung in %
Tier Mittelwert gegeniiber d. Mittel- Tier Mittelwert gegeniiber d. Mittel-
wert (hdchster Wert) | wert (hochster Wert)
] I
1,90 | 2,5 3 | 306 2,0
2 4,28 1 1,8 4 1,99 4,6

Untersuchungen an 9 weiteren Tieren nach einer lingeren oder kiir-
zeren Hungerperiode sind in der Tab. 4 wiedergegeben. Auch hier zeigen
die jeweiligen Kontrollen untereinander gute Ubereinstimmung (s. auch
hierzu Tab. 4a).
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Tabelle 4. Fettbestimmungen tm Serwm.
B. Fettbestimmungen bei Hungertieren.
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Fier \ Titrationswert l Leerwert Differenz mg Fett [ mg Fett in 1cem
1 ! 33,8 ’ 2,10 0,58 1,20
33,9 J 35,9 2,00 0,55 1,14
2 28,0 9,80 2,71 5,64
28,1 37,8 ‘ 9,70 2,69 5,60
3 30,6 L 5,10 141 2,93
30,4 & 35,7 5,30 1,47 3,06
4 344 1,90 0,53 1,10
34,2 36,3 2,10 0,58 1,20
5 32,7 4,20 1,16 2,41
32,4 36,9 1 4,50 1,25 2,60
6 29,3 L 1,50 2,08 4,33
29,4 36,8 7,40 2,05 4,27
7 33,5 2,50 0,69 1,43
33,5 36,0 ‘ 2,50 0,69 1,43
8 30,7 | 5,60 1,55 3,23
30,9 36,3 5,40 1,50 3,13
9 32,1 ( 4,30 i,19 2,48
[ 32,4 [ 36,4 4,00 1,11 2,31
Tabelle 4a. Feithestimmungen im Serum.
B. Bei Hungertieren.
| Abweichung in % | Abweichung in %
Tier Mittelwert gegeniiber d. Mittel- Tier Mittelwert gegeniiber d. Mittel-
wert (hichster Wert) ‘ wert (hOchster Wert)
1 117 | 2.8 6 4,30 07
2 5,62 ' 0,4 7 1,43 0,0
3 2,99 2,1 8 \ 3,18 1,6
4 1,15 4,3 9 | 239 3,5
5 2,51 3,7 )
Zusammenfassung.

1. Die Bloorsche Modifikation der Bangschen Bestimmungsmethode
der Fettsauren im Serum gibt anscheinend sehr zufriedenstellende Re-

sultate.

2. Der Zusatz von 1 mg NaF stort die Analyse der Fettsiuren, so
daB von einer Bestimmung im Plasma abgeschen wurde.

B. Die Jodzablbestimmung von Organfetten.

Im Verlaufe einer Versuchsreihe iiber die Beziehungen zwischen den
Kohlehydraten und den Fetten in der Leber wurden Analysen der Fett-
siuremengen im autolysierenden Leberbrei und Jodzahlbestimmungen
dieser Fettstiuren angestellt.
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Zur Feststellung der Jodzahlen ist die Isolierung der Fettsiuren er-
forderlich. Bei der Abtrennung der Fettsiuren von dem Unverseifbaren
(Cholesterin) wurde beobachtet, dafi die in der Methode von Kumagawa-
Suio! angegebene zweimalige Extraktion mit Petrolather nicht ge-
niigt. Erst nach 4—5maliger Extraktion stimmten die Gewichts-
mengen der Fettsiiuren mit den Titrationswerten gut diberein.

Methodik.
A. Behandlung der Lebersuspension.

Die Lebersuspension wurde zum Abtéten des Fermentes in dem Kélbchen,
in dem die Autolyse vor sich gegangen war, aufgekocht, in ein Becherglas gegossen
und im Wassermanteltrockenschrank eingedampft, bis keine Flissigkeit mehr
iiber den Leberteilchen stand.

B. Hydrolyse.
Das Kélbchen, in dem der Brei zur Autolyse kam, wurde mit 25 cem 5/,-NaOH
nachgespiilt und die Lauge zu der fast trockenen Leber gegeben; dann wurde das
Becherglas 3 Stunden zur Hydrolyse der Leber in ein siedendes Wasserbad gestellt.

C. Euxtraktion von Fettsiuren und Unverseifbarem.

Die heiBe Losung wurde sofort in einen Scheidetrichter gegossen; es wurde
3mal mit heiBem Wasser nachgespiilt, abgekiihlt auf etwa 50°, 20 com 20 proz.
Salzséure zugesetzt, dann unter Leitungswasser gekiihlt, und noch  einmal
10 com Sdure zugesetzt. Nach guter Kithlung 70 com Ather hinzugefiigt und etwa
5 Minuten ausgeschiittelt. Ablassen der wasserigen Schicht. Der Ather wurde in
ein Becherglas gegeben, der Niederschlag im Trichter 2mal mit Ather ausge- -
waschen, der Ather zu der 1. Portion hinzugegeben. Der Niederschlag wurde in
5 cem NaOH gelést, die Losung mit etwa 30 cern Ather geschiittelt (der Ather
wird jetzt noch nicht entfernt), dann wurde die vorher abgelassene saure wisserige
Lésung hinzugegeben, wieder geschiittelt, die wisserige Losung abgelassen, der
Ather mit der iibrigen Portion vereint. Die Athermenge wurde abgedunstet, der
Rickstand in etwa 10 com Ather aufgenommen, durch Asbest filtriert und wieder
verdunstet. :

D. Trennung der Feltsiuren von dem Unwverseifbaren.

Der braune Riickstand aus dem Atherextrakt wurde 2 Stunden bei 50° im
Trockenschrank gehalten und dann noch warm mit etwa 10 ccm Petrolither ver-
setzt, 1 Stunde stehen gelassen, durch Asbest filtriert, mit wenig Petrolather nach-
gespiilt. Die Petrolatherldsung im Scheidetrichter mit 150 cem absoluter alkoho-
lischer KOH geschiittelt, dann mit 150 cem H,0 versetzt, wieder geschiittelt, die
alkoholische Losung in eine Schale gelassen, den Petrolather, der das Cholesterin
enthalt, fortgegossen und die alkoholische Losung noch 3—4mal mit etwa 30 ccm

. Petroliither geschiitteli>. Danach wurde die Lésung mit HCl neutralisiert und
auf dem Wasserbad eingedampft, bis sie keinen Alkohol mehr enthielt, abgekiihlt,
angesduert und im Scheidetrichter 3mal mit etwa je 20 ccm Petrolather aus-
geschiittelt. Der vereinigte Petrolither wurde in gewogenen Becherglisern ver-
jagt, die restierenden Fettsauren einige Stunden bei 50° getrocknet, im Exsiccator
abgekiihlt und gewogen.

t Praktikum der Physiologischen Chemie von P, Rona. 3. Teil. Stoffwechsel
und Energiewechsel. Berlin: J. Springer 1928.

2 Die hier im Druck hervorgehobene Stelle entspricht der gegeniiber der
Kumagawa-Suto-Methode durchgefiihrten Verdnderung.
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E. Titration der Feitsiuren zur Kontrolle der Gewichtsmengen.

Die Fettsiduren wurden in 15 cem absolutem Alkohol gelost und mit 2/, alk.
KOH gegen Phenolphthalein bis zu der ersten erkennbaren Rétung titriert.

Molekulaz- Olein§§ure ............ 282,27
wichte Palmitinsdgure . . . . . . . . . . . 256,26
&8 Stearinsiure . . . . . . . . . . . . 284,29
Sa. . . .. e 822,82
Mlttelwert e e e e e e e 274,27

1 com By, KOH = 2/ 43 mg Fettsiure.
{Der Umrechnungsfaktor war 27,4, als Mittelwert zwischen Palmitin-, Olein- und
Stearinséure.)
F. Erneute Isolierung der Felisiuren zur Jodzahlbestimmung.

Die alkoholische Losung wurde mit ungefahr der gleichen Menge Wasser ver-
setzt, auf dem Wasserbad eingedampft, bis aller Alkohol verjagt war, dann ab-
gekiihlt, angesiuert, wiederholt mit Petrolither ausgeschiittelt, der vereinigte
Petrolather in gewogenen Becherglisern verjagt, im Trockenschrank bei 50° ge-
trocknet, im Exsiccator abgekiihlt, gewogen.

G. Jodzahlbestimmunyg.

Die Fettsduren mit 15 cem Chloroform in Erlenmeyer-Kolben mit einge-
schliffenem Stopfen gespiilt und mit 10 cem 1:10 verdiinnter vorgeschriebener
Jodlosung versetzt. Wurde die Losung hellgelb, so wurden noch einmal 10 com
Jodlosung zugefiigt usf. Nach 6stiindigem Stehen 20 cem 10proz. KJ-Losung
zugesetzt, umgeschiittelt, 150 com H,0 dazugetan und mit 2/, Na,S,0,-Losung
bis farblos gegen Stérke titriert.

Die unvollstindige Abtrennung des Unverseifbaren ging zunichst

aus den schwankenden Jodzahlwerten hervor (s. Versuch 1 und 2).

Versuch 1. Leber bei 6 verschiedénen pgs im Brutschrank 2 Tage autolysiert.

Abnahmen Gef. Gewichts- {roe(:ggg::: blil Jodzahl*
mengen in g mg Jod
Anfangswert 0,1378 75,97 55,1
Sg pr = 4,12 0,1281 75,47 58,9
g Py = 4,81 0,1366 76,73 56,1
g §0 Ppa = 5,51 0,1514 | 76,36 50,7
Z& | pr=1633 0,2319 76,34 32,9
f |l Pa=1729 i 0,1405 64,26 45,7
= pr="T74 | 01523 | 67,53 | 44,3

Versuch 2. Leber be1 6 verschledenen Py 2 Tage im Brutschrank autolysiert.

I I
Abnahmen Get. Gew,wht‘s J\?:&ﬁg:;lﬁil { Jodzahl*
mengen i g mg Jod !
Anfangswert [ 01010 | 5531 54,8
pe=412 | 0,1057 56,19 53,2
Py = 4,81 0,1038 53,20 | L3
Py = 5,51 0,1094 5581 | 910
pp =633 | 0,1562 57,33 | 367
pe=T29 | 01182 | 5468 | 46,3
Pe=T74 | 01028 | 49,77 | 421

! Jodzahl = Gramm Jod, die von 100 g Fettsiure aufgenommen werden.
Virchows Archiv. Bd. 275. Bb
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Nach Einfiigung der 4—5 maligen Petrolatherextraktion wurden
- die Werte fiir die Jodzahlen im Verlauf der Autolyse konstant (s. Ver-
such 3 und 5).

Versuch 3. Versuch bei py = 6,33 mit 2 Abnahmen (nach 2 und 5 Tagen).
Die gewogenen Fettmengen durch Titration kontrolliert.

: . . Fettmenge in g, | - Jodbindungs-
Gef. Gewichts- | Titr. Fettmenge p y
Abnahmen mengen in £ ing die zl\ilarn:%est. j;lrego%%(}i Jodzahi®
Anfangswert 0,1012 0,1003 0,0858 28,22 32,9
L. Abnahme 0,0942 0,09097 0,0806 25,75 32,0
I1. Abnahme 0,0858 0,08384 0,0818 23,18 28,3

Versuch 5. Leber bei 6 verschiedenen pys im Brutschrank 2 Tage autolysiert.
Gewogene Fettmengen durch Titration kontrolliert.

. Jodbin-
Abnahmen “ Gef. Gewichts- | Titr. Fett- gj??;e}lgs;:mgj dungsver- Jodzaht *
! menge in g |menge in g best. kam mobgen
" in mg Jod
Anfangswert | 0,1089 0,1101 0,1075 43,09 40,1
% { pg = 4,12 0,1064 0,1063 0,1010 40,45 40,0
‘é pr = 4,81 0,1050 0,1063 0,0990 41,08 41,5
o §0 pg = 5,51 0,0962 0,0937 0,0922 37,04 40,2
28] pa=633 0,0056 | 00937 | 0,0018 37,17 | 40,5
g P pa = 7,29 0,1013 0,1003 0,0981 41,20 42,0
= pg = 1,74 0,1019 0,1002 0,0986 41,33 41,9
< | |

Bei diesen letzten Versuchen wurde zum Zwecke der Kontrolle der
Reinheit der Fettsduren vor Anstellung der Jodzahlbestimmungen der
Titrationswert der Fettsiuren mit den Gewichtsmengen verglichen.
Die gute Ubereinstimmung zeigte die jetzt erhaltene Reinheit der Fett-
shuren. .

Zusammenfassung.

1. Die Abtrennung des Unverseifbaren von den nach der Kumagawa-
Suto-Methode aus der Leber gewonnenen Fettsduren gelingt nur nach
mehrmaliger (4—5) Extraktion mit Petrolather vollstindig.

2. Fiir die Bestimmung der Jodzahl von Fettsiuren aus Organen
erscheint eine Kontrolle der Reinheit der gewogenen Fettsiuren dureh
Titration zweckmafig vielleicht sogar notwendig.

3. Wahrend der Autolyse erfahren die Jodzahlen der Fettsiuren
keine Verinderung. Die Doppelbindungen bleiben bestehen. _

4. Wenn iiberhaupt, so findet im Verlaufe der Autolyse nur ein sehr
geringer Fettsiurenabbau statt. Eine bakterielle Verunreinigung, die
den geringen Abbau verursacht, ist trotz des angewandten Toluols
nicht vollig ausgeschlossen.

1 Jodzahl = Gramm Jod, die von 100 g Fettsiure aunfgenommen werden.



