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Nicht methylenunterbrochene cis,cis-Octadecadiensiuren

Minor Constituents of Human Milk, VI
Non Methylene Interrupted cis,cis-Octadecadienoic Acids

Uwe Murawski, Heinz Egge, Paul Gyorgy * und Fritz Zilliken

Institut fiir Physiologische Chemie, Universitdt Bonn

(Z. Naturforsch. 29 ¢, 1—8 [1974] ; eingegangen am 5. Juli 1973)

Human Milk, Octadecadienoic Acids, Hydroxylation, Trimethylsilylation

The non methylene interrupted cis,cis-octadecadienoic acids from human milk fat were pre-
pared by thin layer chromatography on AgNOj; impregnated silicagel plates. The position of double
bonds was determined by hydroxylation of the double bonds with OsO, followed by silylation. The
corresponding O-trimethylsilylether derivatives of the fatty acid methyl esters were analyzed by
gaschromatography mass spectrometry. 14 isomers of the following series could be identified:
Cig:2 49.(12.13.14.15.16.17) ; Cig:2 4(6.7.8.9.).12; Cig:2 A4(10.11.12.).15 (48.15); Cig:2 A45.9;
A46.10; A410.14; (A12.16). Possible biosynthetic pathways are discussed.

In natirlich vorkommenden Dien- und Polyen-
fettsduren sind die Doppelbindungen normalerweise
im Divinylmethanrhythmus angeordnet!. Daneben
kommen in Frauenmilch, wie friithere Untersuchun-
gen gezeigt haben, auch isomere Monoen- und Dien-
fettsduren vor 2. Nach den massenspektrometrischen
Untersuchungen an Derivaten synthetischer isome-
rer Octadecadiensiduren? stellten wir fest, dall die
Anordnung der Doppelbindungen in den isomeren
Octadecadiensduren in Frauenmilch nicht aus-
schlieBlich dem Divinylmethanrhythmus gehorcht 4 5.
Nicht methylenunterbrochene Octadecadiensduren
aus Fungi, Bakterien, Pflanzen und S&ugern sind
bereits beschrieben worden ¢713, Uber die physio-
logische Bedeutung dieser positionsisomeren Fett-
sduren ist noch nichts bekannt. Einige Forschungs-
ergebnisse der letzten Zeit an kiinstlichen und natiir-
lichen Membranen lassen jedoch darauf schliefen,
dal} die Lage der Doppelbindungen in den Lipiden
einen Einflul auf physikalische Parameter und da-
mit auch auf die physiologischen Eigenschaften von
biologischen Membranen hat1% 15, Die Lage der
Doppelbindungen in Monoenfettsduren ist von Be-
deutung fiir die weitere Desaturierung 6, und sie
hat einen Einfluf} auf die Hydrolyse von Triglyceri-
den durch Pankreas Lipase 17.

Sonderdruckanforderungen an Professor Dr. H. Egge,
Rheinische Friedrich-Wilhelms-Universitdat, D-5300 Bonn,
NuBlallee 11.

* Philadelphia General Hospital, Philadelphia, USA

Methodik

Die Priparation von Frauenmilchfett und die An-
reicherung der ungesittigten Fettsduren als Methyl-
ester durch Harnstofffraktionierung wurde bereits
beschrieben 18: 1%, Die C,q-Fettsiuremethylester wur-
den durch priparative Gaschromatographie abge-
trennt. Mengen von je 50 mg Fettsauremethylester
wurden direkt auf eine Glassdule 2 m x 15 mm
I.D. mit 15% SE 30 auf Chromosorb Q injiziert.
Gerit: Carlo Erba GV; Trigergas N, 150 ml/min;
Temperatur: Ofen 200 °C isotherm, Verdampfer-
block 280°C, Detektor FID 280 °C, Ausla$}
230 °C.

Die getrennten Komponenten wurden tber einen
fest eingestellten Split 1: 50 in U-formige Glasrohre,
gefiillt mit Glaswolle und Methylenchlorid, unter N,
gesammelt. Fiir die Cig-Fettsduremethylester betrug
die Wiederfindungsrate ca. 90%.

Die Trennung nach Zahl und Lage der Doppel-
bindungen erfolgte durch Diinnschichtchromato-
graphie auf Kieselgelplatten, die mit 35% Silber-
nitrat impragniert waren 12021 Herstellung der
Silbernitratplatten: 14 g AgNO; werden in 72 ml
Aqua dest. gelost. Dazu werden langsam unter Riih-
ren 40 g Kieselgel (Machery + Nagel, G-HR + 5%
Gips) gegeben und geriihrt, bis ein homogener Brei
entstanden ist. Sofort mit einem Streichgerdt aus
Kunststoff (Schichtdicke 1 mm) auf eine fettfreie
Platte 20 x 40 ¢cm auftragen. Die Platten werden
1/> Stunde bei 110°C aktiviert und in einer Trok-
kenbox aufbewahrt. Nach zweimaligem Entwickeln
mit Benzol als Laufmittel in der Langsrichtung wird
das rechts und links der Probe aufgesetzte Test-
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gemisch mit Dichlorfluorescein  (0,1-prozentige
methanolische Losung) bespriiht und die Fraktionen
unter UV-Beleuchtung markiert. Die getrennten
Fettsduremethylester wurden abgekratzt, mit Dichlor-
methan extrahiert und im Hochvakuum destilliert.
Die Fraktionen der cis,cis-nichtmethylenunterbroche-
nen Fettsduremethylester wurden mit OsO4 hydroxy-
liert 22, mit MSTFA (Macherey + Nagel, Diiren) in
ihre Tetra-O-triphenylsilyl-Ather iiberfiihrt und gas-
chromatographisch-massenspektrometrisch unter-
sucht (LKB 9000). Die gaschromatographischen Be-
dingungen werden in den Legenden zu den Abbil-
dungen angegeben. Massenspektrometrische Bedin-
gungen: Temperatur der lonenquelle 250 °C; Ioni-
sierungsenergie 20 eV; Fallenstrom 60 ©A; Be-
schleunigungsspannung 3,5 KV; Magnetscan etwa
10 sec im Massenbereich m/e = 10 —700. Die Re-
gistrierung der Gaschromatogramme erfolgte tber
den Totalionenstrom.

Ergebnisse und Diskussion

Durch Diinnschichtchromatographie wurden die
Fettsduremethylester in vier Fraktionen aufgetrennt,
wie in Abb. 1 wiedergegeben.

Fraktion

gesittigte FSE

(Dien-FSE/
trans, trans)

Monoen-FSE
cis

(Dien-FSE/ trans,cis)
(-nicht-methylen-
unterbrochen/ trans,trans)

Dien-FSE/cis cis
(-nicht-methylen-
unterbrochen/trans, cis)

Dien-FSE/-nicht-methylen-
unterbrochen/cis, cis

Trien-FSE
cis,cis,cis
T — Start
Probe: 3/97/6 Fettsauremethylester aus Frauenmilch/Harnstoffiberstand

Abb. 1. Diinnschichtchromatographische Trennung der Fett-
sduremethylester auf mit Silbernitrat imprigniertem Kiesel-
gel. Laufmittel : Benzol.

Die erhaltenen Estergemische wurden auf Kapil-
larsdaule (DEGA S.C.0.T.) untersucht. Fraktion I
enthélt die Octadecan- und Octadecensduremethyl-
ester, Fraktion II enthalt als Hauptmenge Linolsédure-
methylester, wihrend Fraktion III und IV Ester-
gemische von isomeren Dien- und Triensduremethyl-

.

estern sind. Das Gaschromatogramm der Fraktion
IV ist in Abb. 2 wiedergegeben.

1

1
60 40 min

Abb. 2. Gaschromatogramm der Fettsduremethylester von
Fraktion IV. Peak 1, nicht identifiziert; Peak 2 —6, isomere
Octadecadiensduremethylester; Peak 7, Octadecatriensdure-
methylester; Peak 8, Octadecatrien- und Octadecatetraen-
sduremethylester. Gaschromatographische Bedingungen: Ge-
rat: LKB 9000; Sdule 100 FuBl x 0,02 inches S.C.O.T. (Per-
kin Elmer) ; Phase: Didthylenglycoladipat (DEGA) ; Tréager-
gas: He; Flow: etwa 4 ml/min; Temperatur: Ofen 170 °C;
Injektionsblock 290 °C; Separator 280 °C.

Die Massenspektren der Peaks Nr. 2, 3, 4, 5 und
6 zeigen einen Molekiilpeak vom m/e =294 und
andere fiir Octadecadiensdauremethylester charakteri-
stische Fragmente. Peak Nr.7 wird durch einen
Oktadecatriensdauremethylester hervorgerufen, wih-
rend Peak Nr.8 zwei Molekiilpeaks, nimlich m/e =
292 und m/e = 290, zeigt, so daB es sich hier um ein
Mischspektrum von Octadecatrien- und Octadeca-
tetraensduremethylester handelt. IR-spektrometrisch
war im Harnstoffiiberstand der Frauenmilchfett-
sduremethylester keine ,trans-Bande” nachweisbar
(958 cm™ !, gemessen als Film auf NaCl-Platte),
ebensowenig wie in Fraktion IV. Fraktion III ent-
hilt nach der Intensitit der ,,trans-Bande® etwa 5%
trans-Doppelbindungen. Da cis,trans-Octadecadien-
siuremethylester aufgrund ihres hoheren R;-Wertes
in Fraktion II zu finden wiaren, mul} dieser trans-
Gehalt von einem cis,cis,trans- (oder cis,trans,cis-
oder trans,cis,cis-) Octadecatriensiuremethylester
oder von dem noch spater zu beschreibenden Oxi-
dationsprodukt des Linolsduremethylesters, einem
9-Hydroperoxy-10-trans, 12-cis-Octadecadiensiure-
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methylester oder dem entsprechenden 9-cis,11-
trans,13-Hydroperoxy-Octadecadiensduremethylester
hervorgerufen werden. Obwohl in Fraktion III und
IV gaschromatographisch trennbare Octadecadien-
siauremethylester vorhanden waren, war es nicht
moglich aus den Retentionszeiten und den Massen-
spektren die Lage der Doppelbindungen zu bestim-
men 23, Dies gelang erst nach Uberfiihrung der Ester
in die entsprechenden Polyhydroxy-O-TMS-Verbin-
dungen. Die Abb. 3 zeigt die gaschromatographische
Trennung der derivatisierten Methylester aus Frak-
tion I. Die identifizierten Komponenten sind in

Tab. I aufgefiihrt.

2mV

40 30

! ( 2|0 min
<210°Ck200°C

Abb. 3. Gaschromatogramm der Fettsduremethylester aus
Fraktion I nach Derivatisierung. Die mit Nummern gekenn-
zeichneten Peaks sind in Tab. I aufgefiihrt. Gaschromatogra-
phische Bedingungen: Gerdt: LKB 9000; Sdule: 50 Fufl x
0,02 inches S.C.O.T. (Perkin Elmer); Phase: Silicongummi
SE 30; Triagergas: He; Flow: etwa 4 ml/min; Temperatur:
Ofen-Stufenprogramm 200—230 °C, Injektionsblock 290 °C,
Separator 280 “C.

Tab. 1. Massenspektrometrisch identifizierte Komponenten
aus Fraktion I. (Die Hauptbestandteile sind kursiv gesetzt.)

Peak Nr. (Abb. 3) Komponenten

9.10-Di-OTMS-Octadecansédure-
9.10-Di-OTMS-Octadecansédure-
10.11-, 11.12-, 12.13-, 13.14-Di-
OTMS-Octadecanséaure-

10.11-, 11.12-, 12.13-, 13.14-
Di-OTMS-Octadecansdure-
13.14-, 14.15-Di-OTMS-Octa-
decansédure-

14.15-Di-OTM S-Octadecansdiure-
methylester + nicht identifizierte
Komponente

Mischspektrum
Mischspektrum

Mischspektrum

(=)} wn E W N =

Mischspektrum

Auffallend ist, dall bei den Octadecensauren aus
Frauenmilch tiber die OTMS-Derivate keine Doppel-
bindung zwischen C-9 und dem Carboxylende gefun-
den werden konnte, im Gegensatz zu den Ergebnis-
sen der van Rudloff-Spaltung 2.

Die methylenunterbrochenen Octadecadiensiure-
methylester konnen ebenfalls gaschromatographisch
als Tetra-O-trimethylsilylather getrennt werden, wie
das Gaschromatogramm der Fraktion II zeigt.

Ga:2
I
43 2
\*K
2mV
80 70 60  min

1 1
<«220°C[<210°C

Abb. 4. Gaschromatogramm der Fettsauremethylester aus

Fraktion II nach Derivatisierung. Die mit Nummern gekenn-

zeichneten Peaks sind in Tab. IT aufgefiihrt. GC-Bedingungen
wie in Legende zu Abb. 3.

Tab. II. Massenspektrometrisch identifizierte Komponenten
aus Fraktion II.

Peak Nr. (nach Abb. 4) Komponente

1 9.10.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-
2 9.10.12.13,10.11.13.14-,

11.12.14.15-, 12.13.15.16-Tetra-
OTMS-Octadecansédure-

3 9.10.12.13-9.10.15.16-Tetra-
OTMS-Octadecansdure-, 4+ uniden-
tifizierte Komponente

4 9.10.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-methylester, + unidentifi-
zierte Komponente

Da die Abstinde der Glycolgruppen in den C-
Ketten alle gleich sind, haben die Isomeren sehr
dhnliche Retentionszeiten. Das Trennproblem wird
weiterhin erschwert durch den groflen Anteil an
9.10.12.13-Tetra-OTMS-Octadecansduremethylester.
Zum Nachweis der Isomeren muf} die Saule mit der
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Hauptkomponente stark tiberlastet werden, was die
Auswertung der Massenspektren erschwert. Zwei
Faktoren beeinflussen die Retentionszeit: 1. Die
Entfernung der TMS-Glycolgruppen voneinander
und 2. der Abstand der ersten TMS-Glycolgruppe
von der Carboxylgruppe. Die Tetra-OTMS-Octa-
decansduremethylester laufen um so langsamer, je
weiter die TMS-Glycolgruppen auseinander liegen,
d.h. das Tetra-OTMS-Derivat der Cg:» 49.17 hat
eine ldngere Retentionszeit als das der Cigz:s 49.16
der Cig:2 49.15 usw. Bei gleichem Abstand der TMS-
Glycolgruppen voneinander wirkt ein kiirzerer Ab-
stand der ersten OTMS-Gruppe von der Carboxyl-
estergruppe beschleunigend. Dadurch kommt es bei
komplexen Isomerengemischen zu Uberschneidun-
gen, wie es auch bei der gaschromatographischen
Analyse von isomeren Octadecadiensdauremethyl-
estern ohne Derivatisierung beschrieben wird 24
Giinstigere Trennverhiltnisse liegen bei den nicht
methylenunterbrochenen ~ Tetra-OTMS-Octadecan-
sauremethylestern vor, wie Abb. 5 zeigt.

10
Cig:2
7
6
_-8
9 2mV
. 10 ) 90 80 70 min
120 <220°Cl<210°C

Abb. 5. Gaschromatogramm der Fettsduremethylester aus

Fraktion III nach Derivatisierung. Die mit Nummern gekenn-

zeichneten Peaks sind in Tab. III aufgefiihrt. GC-Bedingun-
gen wie in Legende zu Abb. 3.

Da durch die grole Menge an 9.10.12.13-Tetra-
OTMS-Octadecansiauremethylester die Saule tber-
lastet war, wurde die Probe erneut 1:50 verdiinnt
analysiert, wobei nur die Hauptkomponenten auf-
treten.

Bei Peak Nr. 6 zeigt das Massenspektrum, daf} es
sich offenbar um das Autoxidationsprodukt von Cyg:o
49.12 handelt, wobei entweder an C-9 oder an C-13
eine Oxidation unter Verschiebung einer Doppel-
bindung nach C-10.11 oder nach C-12.11 erfolgte.
Die nachfolgende Oxidation mit OsO, ergab einen

Tab. III. Massenspektrometrisch identifizierte Komponenten
aus Fraktion III.

Peak Nr. (nach Abb.5) Komponente

nicht identifiziert

nicht identifiziert

nicht identifiziert

5.6.9.10-Tetra-OTMS-Octadecan-

sdure-
6.7.10.11-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

5 8.9.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-
9.10.13.14-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

6 9.10.13.14-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-
8.9.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

7 9.10.13.14-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

8 9.10.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

9 10.11.14.15-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

10 11.12.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

11 9.10.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
saure-
(12.13.16.17-Tetra-OTMS-Octa-
decansdure-)

12 9.10.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

13 9.10.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-

sdure-

8.9.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-
9.10.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-
9.10.11.12.13-Penta-OTMS-Octa-
decansdure-
9.10.16.17-Tetra-OTMS-Octadecan-
sauremethylester

+ nicht identifizierte Komponente

ER A R

14 (Mischspektrum)

15 (Mischspektrum)

Cig:2
m

=

2mV

140 130 120 110 100 90 min

<«220°C

Abb. 6. Gaschromatogramm der Fettsiuremethylester aus

Fraktion III, 1:50 verdiinnt injiziert. Die mit Nummern ge-

kennzeichneten Peaks sind in Tab. IV aufgefiihrt. GC-Bedin-
gungen wie in Legende zu Abb. 3.
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Tab. IV. Massenspektrometrisch identifizierte Komponenten
aus Fraktion IIT (1: 50 verdiinnt).

Tab. V. Massenspektrometrisch identifizierte Komponenten
aus Fraktion IV.

Peak Nr. (nach Abb. 6) Komponente

Peak Nr. (nach Abb.7) Komponente

1 5.6.9.10-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-
6.7.10.11-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

2 8.9.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

3 9.10.13.14-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

4 9.10.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

5 11.12.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

6 9.10.11.12.13-Penta-OTMS-Octa-

decansduremethylester

9.10.11.12.13-Penta- OTMS - Octadecansduremethyl-
ester. Es ist der uns bisher erste bekannte Fall, daf}
man ein Autoxidationsprodukt einer Fettsdure bei
intakter C-Kette zuordnen konnte 2727, Nach 27 ist
fur die Bildung von Hydroperoxiden eine 1.4-Penta-
dienstruktur erforderlich, so daf} bei nicht methylen-
unterbrochenen Octadecadiensduren keine Oxida-
tionsprodukte zu erwarten sind, und bisher auch
nicht gefunden wurden. In der Fraktion IV ist die
Mengenverteilung sehr viel giinstiger, so dal} hier
eine gute Trennung als OTMS-Derivate erreicht wer-
den konnte.

Cig:2

_-17 v

9
32
4
-1
7
6 g

8 LJ\/-

150 140 130 120 10 100 90 min

<250°C/3°C/minf<«220°C

Abb. 7. Gaschromatogramm der Fettsduremethylester aus

Fraktion IV nach Derivatisierung. Die mit Nummern gekenn-

zeichneten Peaks sind in Tab. V aufgefiihrt. GC-Bedingungen
wie in der Legende zu Abb. 3.

Die Interpretation der Massenspektren der Poly-
OTMS-Octadecansduremethyester war nach den
grundlegenden Untersuchungen an synthetischen
Substanzen einfach *. Das Fragmentierungsschema

1 8.9.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-
9.10.13.14-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

2 9.10.13.14-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-
8.9.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

3 9.10.13.14-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

4 9.10.13.14-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

5 7.8.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

6 6.7.12.13-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

7 9.10.14.15-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

8 10.11.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

9 9.10.15.16-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

10 9.10.16.17-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

11 6.7.9.10.12.13-Hexa-OTMS-Octa-
decansdure-

12 6.7.9.10.12.13-Hexa-OTMS-Octa-
decansédure-

13 9.10.17.18-Tetra-OTMS-Octadecan-
sdure-

14/15 8.9.11.12.14.15-Hexa-OTMS-Octa-
decansdure

16 nicht identifiziert

17 9.10.12.13.15.16-Hexa-OTMS-Octa-

decansduremethylester

ist grundsitzlich bei allen Typen von OTMS-Octa-
decansduremethylester dhnlich, aber die Intensitit
der gebildeten Bruchstiicke ist von der Lage der Dop-
pelbindung abhingig.

e 1
N\ 1
\c4cnzh-an$H-szb-QHLgH4CHﬁfCH3

CH,40 010 010

| |
TMSITMS
I

11
TMSITMS
]

A/\B C/\D
TMS =Trimethylsilyl

Abb. 8. Fragmentierungsschema von OTMS-Octadecansiure-
methylestern.

In den Massenspekiren von methylenunterbroche-
nen OTMS-Octadecansdauremethylestern wird der
Basispeak, abhéangig von der Entfernung der ersten

* Die Massenspektren der nicht methylenunterbrochenen
Octadecadiensdurenmethylester als OTMS-Derivat konnen
in tabellarischer Form angefordert werden.
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Abb. 9. Massenspektrum des 9.10.12.13-Tetra-OTMS-Octadecansiduremethylesters (Peak Nr. 4/Fraktion III). Nicht vorhanden
sind in diesem Massenspektrum die Fragmente m/e = 129 und m/e 191 3, die nicht direkt in das Fragmentierungsschema
passen, deren Auftreten und Intensitdt aber abhéngig sind vom Abstand der beiden TMS-Glycolgruppen.
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Abb. 10. Massenspektrum des 9.10.14.15-Tetra-OTMS-Octadecansduremethylesters.

Doppelbindung vom Carboxylende, von dem Frag-
ment (B-90) (Abspaltung von TMSOH) bzw. (C-90)
gebildet. Alle anderen Fragmente wie A, A+ 73,
(Anlagerung von TMS an den Carbonyl-Sauerstoff
von A), B, C, D und Folgebruchstiicke sind vorhan-
den.

Beim Ubergang von 9.10.13.14-Tetra-OTMS-
Octadecansduremethylester auf 9.10.14.15-Tetra-
OTMS-Octadecansduremethylester wechselt der Ba-

100
b °/°

A

Cie2  a916

I
u
o

Relative Intensitdt —

(B-90)-90

150

200 250

sispeak von (B-90) auf das Fragment A iiber, da of-
fenbar durch die drei Methylengruppen zwischen den
urspriinglichen Doppelbindungen die Stabilitat des
Bruchstiicks (B-90) bzw. (C-90) stark herabgesetzt
wird, erkennbar an der relativen Erhéhung der ent-
sprechenden (B-180) bzw. (C-180) Bruchstiicke. In-
folge der Erhohung des Bruchsticks A werden
natirlich auch die von A abhingigen Fragmente
groBer. Die oben erwiihnten Fragmente m/e =129

As73

c
(C-90)-%0

Cc-90
/—r—lv—ﬂ'rL—v—
300 350 380 400 450 470 530 550
m/e —>

Abb. 11. Massenspektrum des 9.10.16.17-Tetra-OTMS-Octadecansduremethylesters.
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Abb. 12. Massenspektren des 5.6.9.10- und des 6.7.10.11-Tetra-OTMS-Octadecansduremethylesters.

und m/e =191 sind hier deutlich erhoht. Wenn noch
zwei weitere Methylengruppen zwischen den ur-
springlichen Doppelbindungen eintreten, wird die-
ser Trend noch verstarkt: Die Stabilitat der Bruch-
sticke (B-90) und (C-90) sinkt weiter, wahrend
das Fragment A dazu relativ grofler wird und Basis-

peak bleibt.

Auch Mischspektren lassen, sich, sofern nicht zu-
viele Komponenten enthalten sind, eindeutig inter-

pretieren (Abb. 12).

Bei diesem Mischspektrum handelt es sich um das
Spektrum zweier OTMS-Octadecansduremethylester,
ndamlich des 5.6.9.10- 6.7.10.11-Tetra-
OTMS-Octadecansauremethylesters. Da hier eine
Athylengruppe zwischen den TMS-Glycolgruppen
liegt, tritt das Fragment m/e = 129 auf, welches seine
hochste Intensitit bei den Tetra-OTMS-Derivaten
der é&thylenunterbrochenen Diensduremethylestern
erreicht. Der Basispeak ist jedoch bei dieser Gruppe
von Methylestern das (B-90)
(C-90).

Nach Auswertung aller Massenspektren konnten
wir das Vorkommen folgender Octadecadiensiuren
in Frauenmilch nachweisen.

und des

Fragment bzw.

Tab. VI. In Frauenmilch identifizierte Octadecadiensiduren.

Bei der Analyse der isomeren Octadecadiensiu-
ren ist auffallend, daf} abweichend zu den Befunden
bei den Cjg:i-Fettsauren Frauenmilch 2
Kuhmilch 28 kaum Isomere gefunden werden mit
einer Doppelbindung zwischen C-9 und der Carb-
oxylgruppe. Neben moglichen biologischen Ursachen
sind hierfiir wohl zunichst experimentelle Griinde
anzufiihren. Anhand der gefundenen R;-Werte der
Isomeren auf AgNO; imprégnierten Kieselgelplatten
der Tetra-OTMS-Octa-
decansduremethylester auf einer SE-30-S&ule, ist zu
erwarten, dal} solche Isomere, mit Ausnahme eines
2.3.9.10- 3.4.9.10-Tetra-OTMS-Octadecan-
sduremethylesters, sich dhnlich verhalten wie eine
Cig:2 49.12 und deren Derivate. Daher diirfte ihr
massenspektrometrischer Nachweis wegen des gro-
fen Uberschusses an 9.10.12.13-Tetra-OTMS-Octa-
decansduremethylesters scheitern. Daneben ist bei
der Hydroxylierung einer Doppelbindung in 2- oder
3-Stellung (als Fettsdureester) mit OsO, mit experi-
mentellen Schwierigkeiten zu rechnen 9.

aus und

und der Retentionszeiten

oder

Die Biogenese dieser positionsisomeren Fettsdu-
ren ist bisher nicht bekannt. Anhaltspunkte fiir mog-
liche Biosynthesewege ergeben sich, wenn man die
von uns gefundenen Octadecadiensduren anders ord-
net:

Athylen- Propylen- Butylen- Pentylen- Hexylen,
unterbrochene Octadecadiensduren aus Frauenmilch

Cig:2 45.9 A7.12 46.12 49.16 A9.17
46.10 49.14 49.15 (48.15)
A8.12 A10.15
49.13
410.14
41115

(412.16)

Cig:2 Cig:2 Cig:2 Cig:2
Ax.9/49.x Ax12/412.x  Ax.15 A6.x
A5.9 49.12 A49.15 46.10
49.12 48.12 410.15 46.12
A49.13 A47.12 A11.15

49.14 46.12 A12.15

A9.15 A12.15

49.16 A412.16

A49.17




Fir die Serie Cig:2 49.x konnte iiber eine A49-
Desaturase in vorhandene Ax-Octadecensiuren eine
zweite Doppelbindung in 49 eingefiihrt werden 16,
Unter den restlichen Gruppen ist auffallend, daf3, ab-
gesehen von der Cig:2 410.14 alle anderen Fettsiu-
ren eine Doppelbindung an einer ,,normalen® Stelle
tragen. Unter diesen konnte die Serie der Cig:0 46.x
auf eine aktive 46-Desaturase zuriickgefithrt wer-
den 3. Schwierig ist die Erklarung fiir das Auftre-
ten der Serie Ax.12 und 4x.15, da A412- und 15-
Desaturasen nach den klassischen Arbeiten von
Klenk ' und Stumpf3? Doméanen des Pflanzenrei-

* Herrn Dr. Betzing, Nattermann Koln, danken wir fiir die
Uberlassung von reinem Sojalecithin. Diese Arbeit wurde
durch Sachmittel der DFG und des Bundesforschungs-
ministeriums unterstiitzt.
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