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SUMMARY

Awnalysis of polyene fatty acids. I1. A standavdized micvomethod for the separation and
oxidative cleavage of polyene fatty acids by thin-layer chromatography and gas chrvomato-
graphy

A simple standardised micromethod is described for the separation of polyene
fatty acids and the elucidation of their structures.

Fatty acid methyl esters are separated by thin-layer chromatography of their
mercury adducts and oxidatively cleaved into mono- and dicarboxylic acids by
potassium permanganate in glacial acetic acid. Identification of their methylated
cleavage products is achieved by programmed gas chromatography. The method
needs no elaborate apparatus and the time required is short.

EINLEITUNG

Die Isolierung von ungesittigten Fettsiuren im Mikromassstab stellt heute kein
grosses Problem mehr dar. Man benutzt hierfiir in der Regel die préparative Gas-
chromatographie und die Diinnschichtchromatographie. Dagegen bereitet die Struk-
turaufklirung der einzelnen Fettsiuren im Mikromassstab immer noch grosse Schwie-
rigkeiten. Meistens verwendet man hierfiir die Methode der oxidativen Spaltung mit
KMnO, bzw. KMnO, und Na JO,1-2 oder die Ozonolyse*-%. Eine ausfiihrliche Ubersicht
hiertiber geben die Arbeiten von STEIN? und PRIVETT UND NICKELLS.

Von den angegebenen Methoden erwies sich bei unseren Versuchen die Ozonolyse
aber als wenig geeignet, da wir stets eine Vielzahl von nicht identifizierbaren Spalt-
produkten erhielten. Versuche mit den bisher gebriuchlicheren Verfahren der oxida-
tiven Spaltung mit KMnO, und NaJO, in verschiedenen L&sungsmitteln ergaben
ebenfalls zahlreiche unbekannte Bruchstiicke, die einen relativ hohen Anteil der
Spaltprodukte ausmachten und beim Arbeiten im Mikromassstab nicht identifiziert
werden konnten. Man konnte deshalb nicht mit Sicherheit auf das Vorkommen iso-
merer Fettsiuren sciiiessern. '
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Wir berichten daher im Folgenden iiber eine einfache Mikromethode, bei der
unter Verwendung von KMnO, in Eisessig die Versuchsbedingungen soweit standardi-
siert wurden, dass bei der oxidativen Spaltung nur noch die fiir die jeweilige Doppel-
bindungs-Anordnung charakteristischen Mono- und Dicarbonsiduren gebildet werden.
Diese Methode gestattet es, in Verbindung mit einer frither? von uns beschriebenen
und hier verbesserten diinnschichtchromatographischen Auftrennung der Queck-
silberaddukte, Polyen-Fettsiuregemische in Mengen von weniger als 1o mg in die
Einzelfettsiuren aufzutrennen und die Struktur dieser Fettsduren zu bestimmen. Sie
erfordert nur geringen apparativen und zeitlichen Aufwand.

METHODIK

Da bei der Analyse von Fettsiuren aus pflanzlichem Material als erschwerender
Faktor noch der Farbstoffgehalt von Pflanzen hinzukommt, wéhlten wir als Modell
fiir die Auftrennung der ungesittigten Fettsduren die Meeresalge Halimeda Tuna
(Ellis et Solander) Lamour, (Chlorophyta). Sie hat einen hohen Farbstoffgehalt und
enthilt zudem als héchst-ungeséttigte aller Polyen-Fettsiduren die Cy5(6=)-Fettsédure,
Uber die Fettsduren dieser Alge ist bereits von uns berichtet worden!0:11,

Die Gesamtlipoide wurden auf die iibliche Weise mit Chloroform—Methanol (2:1)
extrahiert und mit methanolischer 1 N KOH verseift. Die Entfernung der Farbstoffe
gelang auf einfache Weise durch Ausschiitteln der mit Wasser verdiinnten verseiften
Lipoid-Extrakte mit Ather bis zur Farblosigkeit des Athers. Dann wurden nach dem
Ansiuern die Fettsduren mit Petroldther ausgeschiittelt, methyliert und auf bekannie
Weise in ihre Quecksilber(1I)-Acetat-Addukte tiberfithrt. Die Auftrennung der Ad-
dukte erfolgte wie bisher diitnnschichtchromatographisch auf Kieselgel-Kieselgur (3:7)
Platten im Laufmittel Isobutanol-Ameisensiure—Wasser (100:0.5:15.7) unter zu-
sitzlicher Verwendung des Laufmittels Petrolither—Ather (2:1) zur Entfernung der
gesiittigten Fettsidure-Ester.

Die Anfidrbung der aufgetrennten Addukte wurde gegeniiber unserer fritheren
Methode veridndert und vor allem hinsichtlich der Empfindlichkeit wesentlich ver-
bessert. Sie erfolgt jetzt mit HCl-Na,S. Diese Anfirbung hat ausserdem den Vorteil,
dass sie den weiteren Analysengang in keiner Weise stort (siehe Fig. 1).

Die einzelnen Fettsidure-Methylester wurden dann wie bisher aus den Addukt-
zonen regeneriert und mit Hilfe von Gaschromatographie und Mikrohydrierung iden-
tifiziert. Die von uns entwickelte oxidative Spaltung der regenerierten Einzelester
wurde mit KMnO, in Eisessig im Reagenzglas durchgefiihrt. Sie lieferte die fiir die
jeweilige Doppelbindungslage charakteristischen Mono- und Dicarbonsduren. Diese
Spaltprodukte wurden nach Methylierung direkt durch programmierte Gaschromato-
graphie identifiziert. :

Bei der oxidativen Spaltung kann die Malonsédure nicht erfasst werden, da sie
vollstindig oxidiert wird. Diese Erfahrung machten wir auch bei anderen Methoden
der oxidativen Spaltung. Sie stellt aber keinen Nachteil dar. Die Malonsédure tritt als
Spaltprodukt bei denjenigen Fettsduren auf, deren Doppelbindungen im sogenannten
“Divinylmethanrhythmus’ angeordnet sind (R,-CH,~CH=CH-CH;~-CH=CH-CH,~
CH=CH-CH,-R,). Diese Konfiguration tritt bei der Mehrzahl aller Fettsiuren auf.
Jede Abweichung von dieser Anordnung wiirde sich entweder durch eine spezifische
U.V.-Absorption (bei der Anordnung R,~CH,~CH==CH-CH==CH-CH,-R,; konju-
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gierte Doppelbindungen) oder durch das Auftreten von grésseren Spaltprodukten als
Malonsidure bemerkbar machen. ‘

Wegen seiner grossen Fliichtigkeit ist es u.U. schwierig, bei den Spaltprodukten
den Propionsiure-Methylester gaschromatographisch zu erfassen, da er im Gas-
chromatogramm unrnittelbar nach den Lésungsmitteln Ather und Methanol er-

scheint. In diesen Fillen lisst sich die Struktur aus dem zugehérigen Dicarbonsiure-
Methylester ableiten.

EXPERIMENTELLER TEIL

Isolievung dev Fettsduren

Um bei der GLC der Fettsdure-Ester-Spaltprodukte das Auftreten nicht identi-
fizierbarer Peaks zu vermeiden, miissen hochgereinigte Lésungsmittel verwendet
werden. Die Lésungsmittel Ather, Chloroform, Methanol und Petrolither wurden
daher vor Gebrauch tiiber eine 120 cm-Kolonne destilliert. Die Schliffe der Schiittel-
trichter mussten ausserdem mit Silikon-Hochvakuum-Fett eingefettet werden.

Ca. 100 g Algen-Frischmaterial wurden gefriergetrocknet (Trockengewicht 17 g),
im Multimix zerkleinert und dreimal 6 Std. mit je 150 ml Chloroform-~Methanol (2:1)
unter Stickstoff und unter Schiitteln bei Zimmertemperatur extrahiert. Dann wurde
nochmals 6 Std. am Riickfluss unter Stickstoff ausgezogen. Die vereinigten Extrakte
(Gesamtlipoide) wurde am Vakuum-Rotationsverdampfer bei 45° vom Lésungsmittel
befreit und der Riickstand mit 100 ml methanolischer 1 N KOH (80 ml Methanol -
20 ml 5 N KOH) go Min. unter Stickstoff verseift. Dann wurde mit der fiinffachen
Menge Wasser verdiinnt und nach 2 Std. Stehen bei Zimmertemperatur zur Entfernung
des Unverseifbaren und der stérenden Farbstoffe solange mit Ather im Schiitteltrichter
extrahiert, bis der Ather farblos blieb. Nach schwachem Ansiuern mit 25%,-iger
HCl wurden die Fettsiduren durch zweimalige Extraktion mit Petroldther (Sdp. 35—45°)
isoliert und die vereinigten Petroldtherausziige solange mit Wasser gewaschen, bis sie
farblos waren. Bei diesen Ausschiittelungen mit Wasser traten regelmissig zwischen
den beiden Phasen Farbstoff-Schlieren auf, die sich ausserdem an den Winden des
Schiitteltrichters entlangzogen. Um sie quantitativ zu entfernen, war es ratsam, nach
jeder Ausschiittelung die Unterphase zu entfernen und die Petrolitherphase in einen
sauberen Schiitteltrichter abzudekantieren.

Die farblose Petroldtherphase wurde in einen Erlenmeyerkolben filtriert, im
Stickstoffstrom bei 50° zur Trockne eingeengt, die Fettsiuren in 20 ml Ather aufge-
nommen, in ein Reagenzglas iiberfithrt und nach der Mikromethode von SCHLENK
UND GELLERMANN!? durch Einleiten von Diazomethan methyliert. Eine Probe der
Methylester wurde gaschromatographisch untersucht, um die Zusammensetzung der
Gesamtfettsduren zu bestimmen. Bei der GLC wurde mit zwei verschiedenen Trenn-
phasen gearbeitet, da bei der Vielzahl an ungesittigten Fettsdureestern auf einer
einzigen Phase keine vollstindige Auftrennung erfolgte.

Diinnschichtchromatographische Tvennung der Quecksilber (11 )-Acetat-Addukie und
Isolievung der Einzelester

Darstellung dev Addukte. Die ettsaure~Methylester (170 mg) wurden n’tch der
Methode von JANTZEN UND ANDREAS!? in ihre Quecksilberaddukte iiberfiihrt. Dazu
wurden die Ester in 8o ml einer Mischung von 7.0 g Quecksilber(II)-Acetat, 125 ml
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— Zone 1

- Zone 2
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Fig. 1, Diinnschichtchromatogrammfder Queccksilber(IT)-Acetat-Addukte von Halimeda Tmm
Zone 1, Cyo(1 =); Zone 2, Cg(2 _-) Zone 3, Cys(3 =); Zone 4, Cy(3 =); Zone s, Cyylq4 ==
Zone 6, Cig(4 =) Zone 7, Cyy(5 =); Zone 8, Cyy(6 =

Methanol, 1.25 ml Wasser und 0.5 ml Eisessig gelést und 48 Std. im Dunkeln auf-
bewahrt. Dann wurde das Lésungsmittel bei 27° im Vakuum-Rotationsverdampfer
oder im Stickstoffstrom entfernt, der Riickstand mit 50 ml Chloroform aufgenommen,
in einen Schiitteltrichter filtriert, die Chloroform-Lésung zweimal mit Wasser ge-
waschen und iiber Na,SO, sicc. getrocknet. Dieses Na,SO, sicc. war vorher zur Entfer-
nung aller organischen Verunreinigungen mit Chloroform extrahiert worden.

Diinnschichiplatien. Platten (12 X 20 cm) wurden mit einer Suspension von
3 g Kieselgel G ““Merck’ und 7 g Kieselgur G “Merck’’ in 18 ml Wasser bestrichen und
90 Min. bei 60° getrocknet. Schichtdicke, 250 u. Anschliessend stellten wir die Platten
zur Entfernung aller lipophilen Verunreinigungen in eine Diinnschicht-Kammer mit
Ather und liessen das Lésungsmittel bis zum oberen Plattenrand durchlaufen.

Auftragsmenge. Die Chloroform-Lésung der Addukte (ca. 700 mg) wurde im
Stickstoffstrom auf etwa 7 ml eingeengt und mit einem weichen Pinsel strichférmig
aufdie Platten aufgetragen. Pro Platte lassen sich etwa 4—-15 mg Addukte entsprechend
1-3 mg Fettsidure-Ester auftragen. Bei der oben angegebenen Konzentration von
700 mg/7 ml geniigt einmaliges Auftragen der Addukte auf die Platte.

Laufmittel. (1) Petrolither (Sdp. 35—45°)—Ather (2:1). Die Addukte wurden zur
quantitativen Entfernung aller geséttigten Fettsiure-Ester zweimal mit diesem Lauf-
mittel chromatographiert und dazwischen vollstindig im kalten Luftstrom getrocknet
Laufzeit, 50 Min. fiir 17 cm.

(II) Isobutanol p.a. (Merck)-Ameisensidure (98-1009%,, Merck)~Wasser (100:
0.5:15.7). Diese L&sungsmittel wurden im Schiitteltrichter bis zur vollstandlgen
Mischung geschiittelt. Laufzeit, 4 Std. 30 Min. fiir 15 cm.

- Fiir die Chromatographie der Addukte hat sich folgende Arbeltswelse bewédhrt:
Die Platten werden 1 cm unter dem oberen Rand (17 cm iiber dem Start) mit einer
Nadel quer gerillt und dann zweimal bis zu dieser Grenze mit dem Laufmittel (I) chro-
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matographiert. Dann wurde eine zweite Querrille 3 cm unter dem oberen Rand an-
gebracht und mit Laufmittel IT bis zu dieser Grenze chromatographiert. Auf diese
Weise wurde verhindert, dass sich die Addukte mit den gesittigten Fettsdure-Estern
an der Front von Laufmittel I mischten.

Awnfarben der Addukte. Die Platten wurden nach der Chromatographie im kalten
Luftstrom getrocknet. Dann wurden sie zuerst mit 109,-iger HCI (in Wasser-Methanol,
1:1) und nach kurzem Trocknen im kalten Luftstrom mit einer 10%-igen NayS-
Losung (in Wasser—-Methanol, 1:1) bespritht. Die Addukte traten als dunkelbraune
Zonen auf weissem Untergrund hervor (siehe Fig. 1).

Isolierung und Identifizierung der Einzelester. Die einzelnen angefirbten Addukt-
zonen von -2 Platten wurden der Platte entnommen, in je ein Reagenzglas iiberfiihrt,
mit 6 ml Methanol und 0.8 ml HCl 379, p.a. versetzt und unter mehrmaligem Schiitteln
1 Std. im Dunkeln aufbewahrt. Es empfiehlt sich, das Diinnschichtmaterial im Rea-
genzglas mit einem Glasstab fein zu verreiben. Die iiberstehende Lésung wurde dann
nach dem Absetzen in einen 250 ml-Schiitteltrichter filtriert und der Riickstand noch
zweimal mit je 5 ml Methanol extrahiert. Die {iberstehenden Lésungen wurden eben-
falls in den Schiitteltrichter filtriert. Dann wurde das Filter mit Petroldther (Sdp.
35—45°) nachgewaschen. Nach Zugabe von 60 ml Wasser wurde zweimal mit Petrol-
dther extrahiert. Die vereinigten Petrolither-Lésungen wurden zweimal mit Wasser
gewaschen, dann in einen Erlenmeyerkolben filtriert, das Lésungsmittel im Stickstoff-
strom bei 50° auf 2 ml eingeengt und in ein kleines Reagenzglas {iberfiihrt.

Ein Teil der so erhaltenen Einzelester wurde gaschromatographisch untersucht,
ein weiterer Teil hydriert und ebenfalls gaschromatographiert.

Oxidative Spaliung dev Einzelester (siehe Fig. 2)

Etwa 0.2-1 mg Fettsaure-Methylester wurden bei Zlmmertemperatur in einem
10 ml-Réhrchen mit Schliffstopfen und einem kleinen Magnetrithrer mit o.05 ml
Eisessig p.a. gemischt. Dann wurden im Verlauf von 10 Min. unter stindigem Riihren
vorsichtig 5 mg gepulvertes KMnO, p.a..in kleinen Anteilen von etwa 0.3 mg zuge-
geben. Nach Entfirben mit einem Tropfen H,0, (159%,) wurde das Réhrchen in ein
NaCl-Eis-Bad gestellt und 0.3 ml Methanol sowie 0.3 ml Ather zugefiigt. In diese
Lésung wurde, ohne dass der Magnetriihrer entfernt wurde, unter weiterer Kithlung
solange Diazomethan eingeleitet, bis sich die Lésung braun firbte (nach etwa 20 Min.).
Nach Zugabe von 1 ml Petroldther und 3 ml Wasser wurde der Riihrer entfernt, die
Mischung kriftig umgeschiittelt und bei —20° aufbewahrt, bis die Unterphase ge-
froren war (ca. 20 Mln) Die klare Oberphase wurde abgegossen (2—-3 ml), 0.2 ml
Methanol zugegeben, im Stickstoffstrom unter NaCl-Eis-Kiihlung vorsichtig auf
ca. 0.2 ml eingeengt und direkt gaschromatographiert.

Gaschromatographie
Modell Packard; Gasdurchfluss, 65 ml Argon/Min.; Einspritzmenge, 0.01 mg.

Gesami-Estey und vegenevievte Einzel-Estey

Siulenmaterial :

(a) 159% EGSS-X (Polyaethylenglykolsuccinat -+ Silikon) auf Gas-Chrom P
(100~120 mesh); Sidule, 2 m X 5 mm; Sdulentemperatur, 185°; Einlasstemperatur,
210°; Detektortemperatur, 215°; Retentionszeit von Stearinsiure-Methylester, 10 Min.
30 Sec.
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A  Einzel-Ester B Spalt-Produkte

20 min
4

45 67 8 10 12 13 1B8_17
9 M 14 6

12467 910 M12 13 14 1B |1 2 3
35 B8

Fig. 2. Gaschromatogramme der wichtigsten Einzel-Ester, ihrer Spaltprodukte und der Gesamt-
ester von Halimeda Tuna. (A) Fettsiure-Methylester von Halimeda Tuna (Gaschromatographic
aul EGSS-X). 1 == Cyy, 2 = Cy4, 3 = Cyy(1 =), 4 == Cyg(2 =), 5 == Cy4, 6 = Cy4(3 =) + Cya(1 =),
7 = Cyg(2 =), 8 = Cyq, 9 = C,3(3 =), 10 = Cyu(q4 =), 1T = Cyp(3 =), 12 = Cyo(4 =), 13 = Cyo(5 =),
14 = Cp(4 =), 15 = Cy(6 =). Strukturen, Cy(3 =): 47,10,13; Ciz(1 =): Adg; Cy(2 =): Adog,12;
Cys(3 =): 4dg,12,15. (B) Mono- und Dicarbonsiiure-Mcthylester (Test) (Gaschromatographic auf
Apiczon L). 1 = C,s;-Monocarbonséiure (Propions.), 2 == Cz-Dicarbonsdure (Malons.), 3 = C,-
Monocarbonstiure (Caprons.), ¢4 = Cy-Dicarbonsfiurc (Bernsteins.), 5§ = C,-Monocarbonsiiure
(Oenanths.), 6 = Cy-Dicarbonsiiure (Glutars.), 7 = Cy;-Monocarbonsiure (Capryls.), 8 = C4-Di-
carbonsiure (Adipins.), 9 = Cy-Monocarbonsiure (Pelargons.), 10 = C,-Dicarbonsiure (Pimec-
lins.), 11 = C,;,-Monocarbonsiure (Caprins.), 12 = Cy-Dicarbonsiiure (Korks.), 13 = C,-Dicar-
bonsiure (Azelains.), 14 = C,,-Monocarbonsiure (Laurins.), 15 = C,,-Dicarbonsiiure (Sebacins,),
16 = C,y-Monocarbonsiiure (Tridecans.), 17 = C,,-Dicarbonséiure (Undeccandis.). Strukturen,
Cis(q4 ==): 46,9,12,15; Cyp(q4 =): A45,8,11,14; Cpy(5 ==): A5,8,11,14,17: Cygp(6 =): A4,7,10,13,16,10,

(b) 209, Reoplex 400 auf Chromosorb WS (45-60 mesh); Sdule, 3 m X 4 mm;
Sdulentemperatur, 190°; Einlasstemperatur, 215°; Detektortemperatur, 220°.

.(a) und (b) Papiervorschub, 1 in./5 Min.; Empfindlichkeit, Schreiber 10-7,
Detektor 3 X 10-8 bei 500 V.

Mono- und Dicarbonsdure-Ester aus der oxidativen Spaltung (siehe Fig. 2)

Sdulenmaterial:

(a) 20% Reoplex 400 auf Chromosorb WS (45-60 mesh); Sdule, 3 m X 4 mm;
Sédulentemperatur, programmiert von 50—-190°, linear; Zuwachsrate, 3°/Min. Beginn
der Programmierung bei Beginn des Luftpeaks.

(b) 109% Apiezon LL auf Anakrom A (70-80 mesh) (Fertigsiule der Fa. Packard);
Sédule, 3 m X 5 mm; Sdulentemperatur, programmiert von 40-180° linear; Zu-
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wachsrate, 2°/Min. Beginn der Programmierung genau 5 Min. nach Beginn des Luft-
peaks.

(a) und (b) Papiervorschub, 1 in./5 Min.; Empfindlichkeit, Schreiber 10~7; De-
tektor 3 X ro—® und hoéher bei 750 V.

Die Injektionsnadeln sind vor Gebrauch mit Methanol, nicht mit Chloroform zu
reinigen.

——— ™\ - Em  e———  p— - -
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Tig. 3. Methylicrungs-Apparatur. Fitir Beschreibung, siche Text.

Methylierung

Die Methylierung erfolgte in Abwandlung der Mikromethode von SCHLENK
UND GELLERMANN!2 mit Hilfe der in Fig. 3 wiedergegebenen Apparatur.

Zu diesem Zweck wurde Zylinder 1 (70 ml) mit 30 ml Ather und Zylinder 2
(70 ml) mit 3 ml KOH (60%,), 3 ml Carbitol (Glykolmonoaethylaether) und 4 ml Ather
beschickt. Die zu methylierende Substanz befand sich in Ather geldst in Reagenzglas 3.
In Zylinder 2 wurde in kleinen Anteilen von 0.2-0.5 g festes MTSN (N-Methyl-N-
toluylsulfonyl-4-nitrosamid) (Merck) zugegeben und ein schwacher Stickstoffstrom
durch die 2 Zylinder zum Uberleiten des sich in Zylinder 2 bildenden Diazomethans
in das Reagenzglas 3 geperlt. Mit dieser Anordnung lassen sich durch Auswechseln
des Reagenzglases 3 und bei Bedarf durch neue Zugabe von MTSN in Zylinder 2 be-
liebig viele Proben in kurzer Zeit methylieren. Das Ende der Methylierung ist jeweils
an der beginnenden Gelbfirbung des Lésungsmittels im Reagenzglas zu erkennen.

Hyadrierung

Die Hydrierungen erfolgten in Aceton p.a. mit PtO, als Katalysator. Hydrie-
rungszeit, 4 Std.
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ZUSAMMENFASSUNG

Eine einfache, standardisierte Mikromethode fiir die Trennung und Struktur-
aufklirung von Polyen-Fettsiuren wird beschrieben. Die Fettsiuren werden diinn-
schichtchromatographisch iiber die Quecksilber(II)-Acetat-Addukte ihrer Methylester
getrennt und oxidativ mit KMnO, in Mono- und Dicarbonsiduren gespalten. Die Iden-
tifizierung der methylierten Spaltprodukte erfolgt durch programmierte Gaschromato-
graphie. Diese Methode erfordert nur einen geringen apparativen und zeitlichen Auf-
wand.
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