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Mass spectrometry, glycosyl glycerides

The mass spectrometric fragmentation behavior of glycosyl glycerides is discussed with special
regard to the localisation of the fatty acids present in the molecule and to the applicability for

mixture analyses.

Wihrend das massenspektroskopische Fragmentie-
rungsverhalten von Sphingolipiden und verwandten
Verbindungen gut untersucht ist?, liegen uiber Gly-
cosylglyceride bisher keine Untersuchungen vor.
Solche Substanzen finden sich hidufig in Bakterien
und treten als Hauptkomponenten in den Lipiden
griiner Blatter auf. Fir die hier beschriebenen Unter-
suchungen wurden ausschlielich Verbindungen mit

100,

gesittigten Fettsduren benutzt, die halbsynthetisch
dargestellt oder durch Hydrierung natiirlich vorkom-
mender Verbindungen erhalten worden waren 275,
Die in der Natur vorliegenden Lipide enthalten da-
gegen einen hohen Anteil verschiedener ungesattigter
Fettsduren. Im folgenden wird iiber Ergebnisse an
dieser Verbindungsklasse berichtet, wobei besonders
die Moglichkeit einer massenspektroskopischen Posi-
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Abb. 1. Massenspektrum von 1.2-Distearoyl-3- (2’.3".4’-triacetyl-6’-stearoyl-f-D-galaktopyranosyl) -glycerin (1). Die mit o ge-
kennzeichneten Peaks stammen vermutlich von einer Beimengung von geringen Mengen Estern niedriger homologer Séuren.
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tionsanalyse von Fettsduren gepriift wurde, die bis-
her nur durch Hydrolyse mit Hilfe lipolytischer
Enzyme definierter Spezifitdt moglich war.

Ergebnisse und Diskussion

1.2-Distearoyl-3-(2'.3" .4’ -triacetyl-6"-stearoyl-f-D-
galaktopyranosyl)-glycerin (1) (Abb. 1) soll als
Beispiel fiir das Fragmentierungsverhalten peracety-
lierter Verbindungen dienen. Allgemein ist zu bemer-
ken, dafl eine Reihe von typischen Fragmenten so-
wohl fiir peracetylierte Hexosen ¢ als auch fiir Gly-
ceride 7 zu erkennen ist.

1. M* ist von geringer Intensitit, aber deutlich
erkennbar und von einem oder mehreren Peaks, die
dem Verlust von CH;COOH (M-60, M-120) entspre-
chen, begleitet. Die Uberpriifung des Molekular-
gewichtes ist jedoch durch die Summe (a-+b+16)
(s. Formel 1) leicht moglich.

2. Fir den Zuckerteil charakteri-
stische Fragmente (vgl.¢). Verlust der Gly-
cerinseitenkette fithrt bei allen Verbindungen, die
nur ein Zuckermolekiil enthalten, zu einem der inten-
sivsten Fragmente (a), aus dessen Masse sich — bei
Kenntnis des Zuckers — die Art der Veresterung in
diesem Molekiilteil ableiten 148t (es ist im Falle von
Fettsdureestern selbstverstandlich nur die Kohlen-
stoffzahl und ggf. der Unséttigungsgrad der Summe
der veresternden Sauren erkennbar, die hohe Inten-
sitit des Ions a erlaubt aber bei Vorliegen von Ester-
gemischen innerhalb der eben genannten Grenzen
auch eine Analyse nach Art und Menge der gebunde-
nen Fettsduren). Weiterer Abbau von a (entspricht
A, nach der Nomenklatur von Biemann ¢; diese Be-

’CH20C0C|7H35
2CHOCOC7H35
3CH, |607(b)
CyyHa5COOCH, 0
CHyC0Q A— 555(a)
OCOCH3 1

[M-RCOO']* (m/e 895) ist deutlich zu erkennen,
von geringerer Intensitdt (und daher bei Gemischen
schwer zu identifizieren) ist das fiir die Identifizie-
rung der terminalen (C-1) Estergruppierung wich-
tige Ton [M-"CH,0COR]* (m/e 881). Sein Auffin-
den wird jedoch dadurch erleichtert, dafl sich seine
Masse aus M* und der veresternden Siure (s.o.)
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zeichnungen werden auch im folgenden angegeben)
erfolgt wie bei peracetylierten Aldohexosen beob-
achtet- Deutlich erkennbar sind m/e 393 (entspr. Az,
C,g-Ester enthalten), 289, 229, 169 (Aj), 157 (C,)
und 98 (B,). Da die Struktur dieser Ionen gesichert
ist, kann man beim Vorliegen unterschiedlicher
Acylgruppen im Zuckerrest die moglichen Verkniip-
fungsstellen weitgehend einengen. Der sterische Bau
des Zuckers (Galaktose, Glucose) hat erwartungs-
gemil keinen erkennbaren Einflufl auf das Fragmen-
tierungsmuster.

3. Fiir den Glycerinteil charakteri-
stische Fragmente (vgl.7). An Intensitit
dem Bruchstiick a vergleichbar ist ein Ion der Masse
m/e 607, das durch Spaltung der CH,— O-Bindung
(s. 1) entstanden ist, dem jedoch die cyclische Struk-
tur b zukommt. Aus der Masse von b lassen sich
unter Beachtung der bei der Diskussion von a ge-
nannten Einschrinkungen Aussagen iiber die Acyl-
substituenten machen (Summe der beiden Siure-
reste), die durch die weiter unten besprochenen
Tonen prizisiert werden konnen. Auch hier sind qua-
litative und quantitative Angaben bei Estergemischen
moglich (s.u.6).

Die Art der gebundenen Sauren lafit sich — zu-
mindest (wegen der geringeren Intensitit der ent-
sprechenden Peaks) bei einheitlichen Substanzen —
aus den Ionen RCO* (m/e267), [RCOOH]*- (m/e
284) (diese beiden Ionen konnen auch aus dem
Zuckerteil stammen, vgl. a), [RCO + 74]* (m/e
341), [RCO + 115/116]* (m/e 382/383) und
[RCO + 128]* (m/e 395) sowie den bei Glyceri-
den bisher nicht identifizierten Fragmenten [b-
Cy7H3,CO,1* (m/e 325) und [b-Cy;Hg 1% (m/e 369)
ableiten.

CHaCOOCH,

1
Ci7H35C0Q ¢ 2
CHyCO0 A X H\?
|
0COCH; by, f-cuies
COCH3 &7

a, m/e 555

b, m/e 607

berechnen lifBt, und es stets von dem um 14u
schwereren intensiveren Ion [M-RCOO']* begleitet
sein muf} (vgl. 5).

1.2-Dipalmitoyl-3- (peracetyl-f-p-galaktopyranosyl)-
glycerin (2) (Abb. 2) und I-Stearoyl-2-acetyl-3-
(peracetyl-f-D-galaktopyranosyl)-glycerin (3). Die
Spektren dieser beiden Verbindungen bestitigen die
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Abb. 2. Massenspektrum von 1.2-Dipalmitoyl-3- (peracetyl-f-D-galaktopyranosyl) -glycerin (2). Die aus dem Zuckerteil stam-
menden Ionen sind durch Z gekennzeichnet.

bei 1 getroffenen Zuordnungen. Besonders hervorzu-
heben ist nur die geringe Intensitat von RCO* bei
den Verbindungen, deren Zuckerrest nicht gleichfalls
eine langkettige Fettsdure enthalt. In Abb.2 sind
die a und b analogen Fragmente mit a" und b’, die
vom Zuckerteil stammenden Ionen mit Z bezeichnet.

CHy0COR
(i.‘HOCORl
: R=R'=CisH
(|:H2 2 R'= CisHyy
CHiCOOCH, O 3: R=CiHgs, R'=CHy
CHiC00 0 .
OCOCH3 5 R=CpHss, R= CisHy,
0OCOCH;3;

1.2-Distearoyl-3-[ peracetyl-6"-O-(a-p-galaktopyra-
nosyl)-f-p-galaktopyranosyl]-glycerin (4) (Abb. 3)

1009

zerfallt analog 2. Eines Kommentars bediirfen nur die
sehr geringe Intensitit von M* sowie des a-Spalt-
produktes ¢ (m/e 619), wihrend a” (m/e 331) stark
hervortritt. Ein Fragment der Masse m/e 895 scheint
durch Verlust eines Zuckerrestes (s. Formel 4) ent-
standen zu sein.
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1-Stearoyl-2-palmitoyl-3- (peracetyl-f-D-galaktopy-
ranosyl)-glycerin (3) (Abb.4) zeigt ein enstpre-
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Abb. 3. Massenspektrum von 1.2-Distearoyl-3- [peracetyl-6’-O- (a-D-galaktopyranosyl) --D-galaktopyranosyl] -glycerin (4). Be-
ziiglich der Ionen m/e 267, 284, 325, 341, 369, 383 und 395 s. Abb.1. Die aus dem Zuckerteil stammenden Ionen sind
durch Z gekennzeichnet.
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Abb. 4. Massenspektrum von 1-Stearoyl-2-palmitoyl-3- (peracetyl-5-p-galaktopyranosyl) -glycerin (5). Die mit x bezeichneten
Ionen entsprechen der Reihe C;;H3;CO* usw. (s. Abb. 1), die mit + bezeichneten der Reihe C;;Hz,CO* (s. Abb. 2). Z bezeich-
net die Ionen aus dem Zuckerrest.

chend komplexeres Fragmentierungsmuster, da die
Reihen der Fettsdurefragmente doppelt (um 28 u
gegeneinander verschoben) auftreten. Wichtig ist,
daf} nur die C-1-Estergruppierung die bei 1 beschrie-
benen Tonen [M-RCOO']* (m/e 643) und
[M-"CH,OCOR]* (m/e 629) (weniger intensiv) er-
gibt, wihrend von der C-2-Estergruppierung aus-
gehend nur [M-R'COO’]* (m/e 671) beobachtet
wird. Auf diese Weise ist — zumindest bei Rein-
substanzen — eine Lokalisierung der Estergruppe
moglich. (Achtung! Auch Verbindungen, die an C-6"
eine Estergruppierung mit einer langkettigen Fett-
sidure tragen, diirften diese Fragmente geben; eine
Uberpriifung war mangels geeigneter Substanzen

jedoch nicht moglich.)

1.2-Di-acyl-3-(peracetyl-6-desoxy-6-sulfo-a-D-gluco-
pyranosyl)-glycerin-methylester (6) aus Sinapis 5,
das im Glycerinteil mit Palmitin- und Stearinsdure
verestert ist, liefert das in Abb.5 wiedergegebene
Spektrum. Das Fragmentierungsverhalten folgt den
bereits besprochenen Beispielen (s. Abb. 5), erlaubt
jedoch eine Demonstration, wie weit aus dem Mas-
senspektrum Mengen und Verteilung der Fettsduren
abgeleitet werden konnen®. Die Intensititen der
RCO*-Tonen (m/e 249 und 267) ermoglichen keine
Bestimmung des Mengenverhaltnisses der beiden ver-
esternden Sauren, da dieser Massenbereich von zu
vielen anderen Ionen tiberlagert ist. Eindeutig ist je-
doch die Region, die die typischen Fragmente des
Glycerinteils e —h (analog b) enthdlt (im folgen-
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Abb. 5. Massenspektrum von 1.2-Diacyl-3- (peracetyl-6-desoxy-6-sulfo-a-D-glucopyranosyl) -glycerin-methylester (6). Beziiglich
der mit X und + bezeichneten Ionen s. Abb. 4.
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den der Ubersichtlichkeit halber offenkettig darge-
stellt) :

CH,S0,0CH;
0
0COCH; d (m/e 367)
>H3C00 0
CH3C00 "Glycerinfragmente”
3CH,
|
2CHOCOR!
1CHOCOR? 6 (R'und R2: CjsHy; oder CyzHss)

‘Glycerinfragmente”

CHy 1t CHy % CH, It CH, ¥

ZCHOCQC]sH31 CHOCOC5H3; (I:HOCOC]7H35 CHOCOC7H35

\CH20COC15H3] CH20C0C7H35 CH20C0OC5H3 CH,0C0OC7H35
e, m/e 551 £, mye 579 g, m/e 579 h, m/e 607

Die gemessenen Peakintensititen sind fiir e 3,2%,
fiir f+g 79,4% und fiir h 17,4%. (Die auf gaschro-
matographischem Wege > erhaltenen Werte sind 3%,
78,5% und 18%.) Daraus liBt sich das Mengenver-
hiltnis C;;H5;COOH zu C;;H3;COOH folgender-

100,
801
604
40
20

147

129(z)
103(2) 117(2)

189,191(2) %
N P wl.
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malen berechnen:

[Cy;Hy,COOH] _ 2e+f+g 43
[C;;H;sCOOH] f+g+2h 57°
was mit den durch Gaschromatographie der Methyl-
ester erhaltenen Werten (39,5 und 60,5%) recht gut
iibereinstimmt.

Durch Verlust von ‘CH,OCOR wird aus den Mole-
kilionen entsprechend den Kombinationen e und f
m/e 665 und aus g und h m/e 693 erhalten (Inten-
sitatsverhiltnis ~ 10 : 5). Daraus 148t sich nach

__e+f 67

(79,4—f) +h 33
der prozentuale Anteil der vier Kombinationen e, f,
g und h zu 3,2, 64,0, 15,4 und 17,4 berechnen
(durch Kombination von enzymatischer Hydrolyse
und Gaschromatographie von Derivaten intakter
Sulfolipide waren die Werte 3, 54, 26 und 17% er-
rechnet worden %). Es ergibt sich somit, dafl Palmi-
tinsdure, die auch schon vor der Hydrierung der
Sulfolipide als solche vorlag und in Triglyceriden

204(Z)

217(2)

305 319
(z2) (2)%
I} Ll

- >

50 100 150
501

40
30
20 x

x05

36 [i-(CH3)3 SiOH]*
X

.« 45114)

200 250 300

607
(b)

350 400 450

5-
/_x 005 > 681
/A
3
2

696
" " y 725

500 550 600

767 a4+
791 [M-RCOO
I . ! : h] [ -

1
650 700

11 96!
/g 984

750 800 850

1059
[M;CHJ 107 (M)

900 950 1000

Abb. 6. Massenspektrum

1050 1100

von 1.2-Distearoyl-3-(§-D-pertrimethylsilyl-galaktopyranosyl) -glycerin (7). Beziiglich der mit x

bezeichneten Ionen s. Abb. 4, Z bezeichnet die Ionen aus dem Zuckerteil, die mit 0 gekennzeichneten Peaks stammen wahr-
scheinlich von einer Beimengung von ungesittigtem Material.
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und Phosphatiden fast ausschlieBlich mit C-1 ver-
estert ist, zu 78% and C-2 und zu 22% an C-1 lokali-
siert ist. Damit ist zugleich ein unabhiingiger Beweis
fir die Positionsspezifitit der Hydrolyse durch die
Lipase aus Rhizopus delemar® erbracht, nach der
69% der Palimitinsiiure an C-2 gefunden wurden.
Wegen der geringen Peakintensitit von m/e 665 und
693 und der damit verbundenen weniger genauen
Intensititsmessung sind naturgemif} die auf massen-
spektroskopischem Wege erhaltenen Werte nur als
Néherungswerte zu betrachten. Im ganzen zeigt sich
jedoch, dal} die massenspektroskopisch erhaltenen
Daten eine gute Kontrolle fiir die Analyse auf enzy-
matischem Wege bieten.

1.2- Distearoyl- 3 - ( f-D-pertrimethylsilyl-galakto-
pyranosyl)-glycerin (7) (Abb. 6) diene als Beispiel
eines silylierten Derivates. Verwendung dieser Ver-
bindung gegeniiber den bisher besprochenen Perace-
taten ist, was die Strukturanalyse betrifft, eher nach-
teilig. M*  (neben M-CH;', M-(CH;),SiOH,
M-CH; — (CH;) 5SiOH) ist erkennbar, und aus dem
Isotopenmuster kann die Zahl der TMS-Gruppen im
Molekiil (das gleiche gilt fiir die Fragmentionen)
abgeleitet werden. Der Glycerinteil (b) (m/e 607)
ist eines der wichtigsten Fragmente und die mit
RCO* beginnende Reihe (gekennzeichnet durch x)
ist gut erkennbar. [M-RCO']* (m/e 791) tritt auf,
withrend das diagnostisch wichtige [M-"CH,0OCOR]*
(m/e 777) praktisch fehlt.

Die Ionen 681, 696, 725 und 767 enthalten den
Glycerinteil und Teile des Zuckerrestes, da Frag-

* Diese Ionen (M-393, 378, 349 und 307) werden z. Tl. auch

bei anderen im Zuckerrest pertrimethylsilylierten Verbin-

dungen beobachtet, z. B. bei Disacchariden (M-349 durch

TMSO-Wanderung 12, Disaccharid-Alditolen 13 (M-349 und

M-307) und Cerebrsoiden 4 (M-393, M-349).
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mente mit denselben Massen-Differenzen zu b (bzw.
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