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SUMMARY

Application of the sulpho-phospho-vanillin reaction to the determination of lipids sepa-
rated by thin-layer chromatography

The “sulpho-phospho-vanillin® reaction has shown to be a simple and rapid
routine method for quantitative determination of neutral lipids on thin-layer chroma-
tograms. The technique also works well after visualization of the lipids by heating
with sulphuric acid under UV light.

EINLEITUNG

Die Sulfophosphovanillin-Methode (SPV-Methode) ist erstmals von Chabrol
und Charonnat! zur Bestimmung der Serumgesamtlipide verwendet worden. Nach
mehrfacher Modifizierung und Verbesserung2-4 stellt sie heute ein einfaches, schnelles
und gut reproduzierbares Verfahren zur Bestimmung der Gesamtlipide dar. Zéllner
und Kirsch? wiesen bereits auf die Méglichkeit der Anwendung der SPV-Methode
zur Bestimmung diinnschichtchromatographisch getrennter Lipide hin, ohne sie noch
konsequent anzuwenden. Jage und Mitarbeiter® zeigten dann die vorteilhafte Brauch-
barkeit der Methode in Verbindung mit der Diinnschichtchromatographie.

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass diese Reaktion auch anwendbar
ist, wenn die Lipidzonen durch vorheriges Besprithen mit Schwefelsiure und Erhitzen
sichtbar gemacht werden, wodurch die bekannten Schwierigkeiten einer genauen
Markierung der Lipidzonen umgangen werden kénnen,

EXPERIMENTELLES

Material

Phosphovanillinreagenz. Man 16st 0.6 g Vanillin (Merck, Darmstadt, B.R.D.) in
Wasser und fiillt bis zur 100 ml Marke des Messkolbens auf. Das Reagenz ist bei
Raumtemperatur bis zwei Monate haltbar, sofern es in einer braunen Flasche auf-
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bewahrt wird. Diese Lésung wird unter stindigem Riihren mit 400 ml konzentrierter
Orthophosphorsiure (85 %ig; Merck) vermischt. In einer dunklen Flasche bleibt das
Phosphovanillinreagenz fiir drei Wochen stabil®. Triolein, Diolein, Monoolein,
Cholesterin und Cholesterinpalmitat wurden von der Fa. Sigma (St. Louis, Mo.,
U.S.A)) zur Verfiigung gestellt.

Srandardlisung. 1 ml eines Gemisches aus Chloroform und Methanol im Ver-
hiltnis 2:1 enthdlt | M Triolein, 2 uM Diolein, 3 wM Monoolein, 2.5 uM Cholesterin
und 2.5 uM Cholesterinpalmitat. Di-rerz.-butyl-p-kresol wurde als Antioxidans
in einer Konzentration von 0.1 9 (bezogen auf das Lipidgewicht) zugegeben.

Methode

Die diinnschichtichromatographische Auftrennung erfolgte auf einer mit dem
Laufmitte! Petrolither—Ather—Essigsiure (90:10:1) vorgereinigten, mit Kieselgel G
beschichteten Platte. Von der Standardlsung wurden 20, 40, 60 und 80 ul in einer
Punktreihe unter Stickstoff aufgetragen. Nach dem Lufttrocknen der Platten wurden
sie mit 50 %iger Schwefelsiure nur wenig und moglichst gleichmissig bespriiht, darauf
im Trockenschrank bei 150° 74 min lang auf einem Gestell erhitzt. Nach diesem Zeit-
raum treten Cholesterin und Cholesterinester durch ihre violette Firbung deutlich
zutage, wihrend Tri-, Di- und Monoglyceride nach dieser Behandlung bei der Be-
trachtung unter UV-Licht bei 366 nm eine gelbgriine Fluoreszenz zeigen®?. Die ent-
sprechenden Lipidzonen wurden in verschraubbare Sovirel-Zentrifugengliser iiberge-
fithrt und mit 1 ml konzentrierter Schwefelsiure versetzt, die Gefisse gut verschlossen
und mit einem Heidolph-Reax I Eprouvettenschiittelgerit sorgfiltig durchgemischt.
Danach wurden sie 20 min lang in ein kochendes Wasserbad gestellt und anschliessend
in einem Wasserbad mit Zimmertemperatur abgekiihit, Nach Zugabe von 6 ml Phos-
phovanillinreagenz wurden die Zentrifugengliiser sofort wieder verschlossen und gut
durchgeschiittelt, 30 min spéter bei 4500 g 15 min lang zentrifugiert und der rosa Farb-
komplex bei 530 nm gegen einen in gleicher Weise behandelten Leerwert vermessen.

RESULTATE UND DISKUSSION

Wihrend des Erhitzens mit Schwefelsiure bespriihter Platten entwickeln
lipide Substanzen eine charakteristische Farbe oder eine Fluoreszenz®?. Auch
Cholesterin und seine Ester zeigen dieses Verhalten und entwickeln zunichst eine
Fluoreszenz, die allerdings bald durch eine rote, dann violette Farbe {iberdeckt wird
(sogenannte Salkowski-Reaktion).

Bei den Glyceriden dagegen steigt die gelbgriine Fluoreszenz bis zu einem
Maximalwert an und sinkt dann mit fortschreitender Veraschung wieder ab. Durch
Ausniitzung der Fluoreszenz der Glyceride bzw. der Rotviolettfarbungder Cholesterine
kann man eine der hauptsichlichen Fehlerquellen der quantitativen Diinnschicht-
chromatographie, nimlich die Schwierigkeit einer prizisen Markierung der Lipid-
zonen, umgehen. Die Markierung erfolgt bekanntlich meistens entweder indirekt
durch Anfiarben eines mitentwickelten Leitchromatogramms oder aber direkt durch
Bedampfen mit Jod. Beim indirekten Verfahren kann es leicht vorkommen, dass
entweder zuwenig von einer Fraktion oder aber Teile anderer Fraktionen mitabge-
schabt werden. Aber auch durch das rasche Ausblassen der Jodfirbung, besonders
bei mengenmissig kleinen Fraktionen, kann es zu dem gleichen Fehler kommen. Wie
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wir nun zeigen konnten, stért diese Art der Sichtbarmachung die Bestimmung der
Triglyceride, Di- und Monoglyceride, sowie des Cholesterins und seiner Ester nach
der SPV-Methode nicht und es kdnnen Eichgeraden fiir die oben angefiihrten Lipide
erhalten werden (Fig. 1).
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Fig. 1. Verhiltnis zwischen Extinction (£) und Konzentration (C) in #Mol je Einsatz nach der SPV-
Reaktion bei einer Erhitzungsdauer von 74 min. A = Triolein; B = Diolein; C = Estercholesterin;
D = Monoolein; E = freies Cholesterin. Die Eichkurve verbindet Mittelwerte aus acht Bestimmun-
gen. Der mittlere Fehler der Mittelwerte ausgedriickt in Prozenten war in allen Fillen kleiner als 4 %4.
Der mittlere Fehler des Mittelwerts (Fay) wurde nach der Formel

E(m — M)?
FA] == e e
n(n —1)
berechnet, wobei # = Anzahl der Einzelmegsungen, m = Einzelwerte und M = Mittelwert.

Ein besonderer Vorteil fiir routinemiissige Anwendungen ist, dass die Lipid-
fraktionen nicht vom Kieselgel eluiert zu werden brauchen und die Reaktion gleich mit
dem Gel zusammen ausgefiihrt werden kann,

Es ist bekannt, dass gesittigte Lipide wie z.B. Tristearin, Tripalmitin, Stearin-
sdure, Palmitinsdure und Glycerin praktisch keine Extinktion ergeben, da die SPV-
Reaktion an das Vorhandensein einer Doppelbindung gekniipft ist®. Aus Fig. | er-
sieht man auch, dass das Verhiltnis der Extinktionen von Tri-, Di- und Monoolein
in direktem Zusammenhang mit der Anzahl der vorhandenen Doppelbindungen
steht. Dass dabei das Molekulargewicht der Verbindung keine besondere Rolle
spielt, sicht man in den ungefidhr gleich grossen Extinktionen von Monoolein und
Cholesterin. Warum sich fiir Diolein nicht eine genaue Verdoppelung und fiir Tri-
olein eine Verdreifachung der Extinktion des Monooleins ergibt, diirfte in einer zu-
nehmenden sterischen Hinderung seine Ursache haben®.

Ausserdem wurde auch die Abhédngigkeit der Reaktion von den Erhitzungs-
zeiten ermittelt (Fig. 2-4). Man erkennt daraus deutlich die relativ starke Abhéngig-
keit des Trioleins und die relative Unabhingigkeit der Cholesterine von der Erhit-
zungsdauer. Ein Zeitraum von 74 min hat sich als giinstig erwiesen, da die Fluoreszenz
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Fig. 2. Verhiiltnis zwischen Extinktion (£) und Konzentration (C) in Mol je Einsatz fir Triolein
nach der SPV-Reaktion bei verschiedenen Erhitzungszeiten (0, 74, 10, 15, 20 und 25 min). Die Kurve
verbindet Mittelwerte aus finf Messungen,

der Glyceride nach dieser Zeit bereits deutlich sichtbar wird, wobei die Empfindlich-
keit der Reaktion nur geringfiigig abnimmt.

Ein Problem der SPV-Reaktion ist die Verwendung eines richtigen Standards,
denn der Lipidstandard muss in Bezug auf seinen Séttigungsgrad mdglichst der Probe
angepasst werden. Pikaar und Nijhof? haben gezeigt, dass im Serum ungefdhr 30%
der gesamten Fettsiiuren gesittigt und 70 9 ungesiittigt sind. Daraus ergibt sich, dass
ein molares Gemisch von 70 % Olsiure und 30 % Palmitinsiure oder Stearinséiure einen
geeigneten Standard fiir die Serumgesamtlipidbestimmung darstelit.

Auch bei der Bestimmung diinnschichtchromatographisch getrennter Lipide
ergibt sich dieses Problem. Da man jedoch in praktisch allen Fillen die ungefihre Fett-
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Fig. 3. Verhdltnis zwischen Extinktion (£) und Konzentration (C) in #Mol je Einsatz fiir freies Cho-
lesterin nach der SPV-Reaktion bei verschiedenen Erhitzungszeiten. (0, 74, 10, 15, 20 und 25 min).
Die Kurve verbindet Mittelwerte aus fiinf Messungen.
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Fig. 4. Verhiltnis zwischen Extinktion (£) und Konzentration (C) in z£ZMol je Einsatz fiir Estercho-
lesterin nach der SPV-Reaktion bei verschiedenen Erhitzungszeiten. (0, 5, 74, 10, 20 und 25 min).
Die Kurve verbindet Mittelwerte aus fiinf Messungen,

sdurezusammensetzung der Fraktionen aus der Literatur kennt, ist es nicht schwierig,
sich ein entsprechendes Standardgemisch herzustellen. Eine weitere Méglichkeit be-
steht in der Verwendung eines Lipidextraktes als Standard, in welchem man zuvor
mittels anderer Methoden die einzelnen Komponenten bestimmt hat. Auf diese Weise
konnten bei der Bestimmung von Serumlipiden und Rattenleberlipiden mit dem von
Biezenski et al.'® angegebenen Laufmittel sehr gut reproduzierbare Werte erhalten wer-
den, welche mit den aus der Literatur bekannten Konzentrationen iibereinstimmten.
Die Bestimmung der Phospholipide nach Rouser et a/.1! wird durch unser Verfahren
der Sichtbarmachung mittels Schwefelsiiure nicht beeinflusst.

ZUSAMMENFASSUNG

Die Sulfophosphovanillinreaktion hat sich als einfache und schnelle Methode
zur quantitativen Bestimmung der diinnschichtchromatographisch getrennten Neu-
tralfette bewihrt. Es konnte gezeigt werden, dass diese Methode auch noch gut an-
wendbar ist, wenn man die Lipide durch Erhitzen mit Schwefelsiure unter der UV-
Lampe sichtbar macht.
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