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In der physiologisch-chemischen Analytik ergéinzen sich spezifische
Reaktionen und Gruppenreaktionen. Spezifische Bestimmungsmethoden
erlauben die Verfolgung des Stoffwechsels bestimmter Substanzen, sagen
aber nichts iiber das Verhalten einer Substanzgruppe aus, mit Gruppen-
reaktionen wird die Konzentration ganzer Stoffklassen erfalit, ohne dafl
im allgemeinen Riickschliissse auf einzelne Substanzen moglich wiren.
In der Klinischen Chemie sind beide Arten von Bestimmungen unent-
behrlich, kein Kliniker mochte z. B. auf eine moglichst spezifische Me-
thode fiir Glucose und eine moglichst umfassende fir Gesamteiweill ver-
zichten.

In der Biochemie der Lipoide ist eine all diesen Stoffen gemeinsame
Bestimmungsmethode besonders wiinschenswert und zwar sowohl fiir
rasche orientierende Untersuchungen vieler Proben, wie sie z. B. bei der
sdulenchromatographischen Trennung anfallen kénnen, als auch zur Er-
génzung der bisherigen Analytik der Serumlipoide. Bei gewissen klinisch-
chemischen Fragen ist eine Bestimmung der Gesamtlipoide der heute
meist geiibten Cholesterinbestimmung vorzuziehen (z.B. beim Diabetes),
im Zusammenhang mit einer Cholesterin-(und Phosphatid-)Bestimmung
ermoglicht die Gesamtlipoidbestimmung eine Schitzung der Neutral-
fette.

Die Lipoide, wohl die heterogenste Stoffklasse der physiologischen
Chemie, haben wenig chemische Gemeinsamkeiten ; in ihrer Gesamtheit
werden sie am besten durch Extraktion, Reinigung des Extraktes, Trock-
nung und Wigung bestimmt. Die Methodik ist schwierig, setzt groBere
Mengen biologischen Ausgangsmaterials voraus und liefert nur in getibten

* Mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft,
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Hinden zuverlissige Ergebnisse. Ahnliche Einwinde gelten gegen Me-
thoden, die durch Bichromatoxydation der Doppelbindungen in Lipoid-
extrakten die Lipoidmenge bestimmen ; auBlerdem ist bei der Auswertung
der Ergebnisse die Annahme noétig, daB die Zahl der Doppelbindungen
der Lipoidmenge annihernd proportional ist. Diese Annahme ist fiir die
natiirlichen Lipoide berechtigt, und in der frithen Erforschung des Stoff-
wechsels der Lipoide war die Bichromatmethode ein wichtiges Hilfsmittel.

In letzter Zeit ist wiederholt versucht worden, den apparativen, per-
sonellen und zeitlichen Aufwand, den diese Methoden bedeuten, durch
die Entwicklung einfacherer zu umgehen, meist durch quantitative Aus-
wertung der Anfirbung von Lipoidproben auf Filterpapier. Alle diese
Methoden haben einer Nachpriifung nicht standgehalten, und es bestand
deshalb nach. wie vor die Notwendigkeit fiir eine technisch einfache, gut
reproduzierbare, moglichst auch im UltramikromaBstab anwendbare Me-
thode fiir die Gesamtlipoidbestimmung.

Wir haben die von CHABROL u. CHARONNAT* angegebene und von
CHABROL, BOSzORMANYI u. Farror® niher untersuchte ,,Sulfophospho-
vanillin-Reaktion® (SPV-Reaktion) auf ihre Brauchbarkeit zur Bestim-
mung kleinster Lipoidmengen gepriift und geben im Folgenden eine etwas
einfachere Modifikation, nebst Versuchen zur Methodik und Spezifitit
sowie Anwendungsbeispiele an.

Methodik

Reagentien, Konzentrierte Schwefelsiure p.a., Dichte 1,84 ; Phosphorsdure p.a.,
Dichte 1,7; Vanillin (Merck DAB 6) 0,69%, in destilliertem Wasser (die Loslichkeit
des Vanillins in Wasser betréigt bei 25° 19. Vanillinkonzentrationen oberhalb von
0,5%, ergeben gleiche Farbreaktionen); Phosphorséure-Vanillin-Reagens, bestehend
aus 4 Teilen Phosphorsdure und 1 Teil Vanillinlésung (sorgfiltig mischen!), be-
grenzt (in dunkler Flasche bei Zimmertemperatur mindestens 2 Wochen) haltbar.

Bestimmung. In ein 10-ml-Reagensglas gibt man eine Lipoidlosung, die (im
Falle des Trioleins vgl. auch unten) 10—120 ug Lipoid enthélt. Das Losungsmittel
wird im Wasserbad restlos verjagt, die letzten Tropfen am besten unter Stickstoff.
Die vollstindige Entfernung der Losungsmittel ist notwendig, da ohne Entfernung
des Losungsmittels die Farbreaktion ausbleibt (gepriift an alkoholischen Losungen)
und da einige Losungsmittel (Aceton, Diisobutylketon, Athylmethylketon, Heptan,
Propanol, Butanol, Octanol, Isopropylalkohol, Isopropyldther, Petrolither) die
SPV-Reaktion ebenfalls geben. Die Verwendung nicht zu hoch siedender Losungs-
mittel ist deshalb zweckmiBig. Es werden 0,2 ml konzentrierter Schwefelsdure zu-
gegeben, und die Winde des Glases werden bis etwas iiber den vorausgegangenen
Stand des Lipoidlésungsmittels sehr sorgfiltig mit ihr benetzt. Die Gliser werden
10 min ins kochende Wasserbad gestellt, anschlieBend wird in einem Wasserbad
von Zimmertemperatur gekiihlt. Nun werden 5 ml des Phosphorsiure-Vanillin-
Reagens, am besten aus einer Biirette, zugegeben. (Auf den Nachlauf des zihen
Reagens achten!) Mit einem am Ende breitgedriickten Glasstab wird sofort ge-
mischt, der Glasstab wird aus dem Glas genommen. (Dieser zweite Schritt wird im
weiteren gelegentlich als eigentliche Farbreaktion bezeichnet.) Es bildet sich ein
rosa Farbton aus, der nach 30—50 min bei 530 my in der 1-cm-Kiivette photome-
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triert wird (Ablesung gegen Wasser). Ein Losungsmittelleerwert wird durch die ge-
samte Bestimmung mitgefithrt und seine Extinktion wird von den Ablesungswerten
abgezogen. (Bei genauen Bestimmungen ist die Durchfithrung des Leerwertes im
Triplikat und Mittelung der Ergebnisse zu empfehlen; in Routineanalysen kann
gegen den Leerwert abgelesen werden.) Im allgemeinen liegen die Extinktionswerte
der Farbreaktion mit dem Riickstand von 1 ml Losungsmittel unter 0,012, meist
unter 0,009. (Bei hoheren Losungsmittelleerwerten sind reinere Losungsmittel zu
verwenden bzw. die Sauberkeit der Glaswaren nachzupriifen.)

Ergebnisse

Zur Methodik. Abb. 1 gibt die Spektren der in der Sulfophospho-
vanillin-Reaktion aus Triolein, Linolsdure, Cholesterin und Phosphatiden
gebildeten Farbstoffe an und zeigt in Bestdtigung der Angaben der Erst-
beschreiber?, dal die Absorptionsmaxima bei der gleichen Wellenldnge
liegen und in keiner Kurve Nebengipfel auftreten. Die Abb. 1 zeigt weiter-

hin, daB gleiche Mengen verschiedener Li-
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ADbb. 1. Absorptionsspektren der in der SPV-Reaktion gebildeten Farbstoffe aus Triolein,
Linolséure, Cholesterin, Phosphatiden und Stearinsidure bei Einsatz gleicher Mengen (40 ug).
Ordinate: Extinktionswerte der Farbreaktion. Abszisse: Wellenldnge in mu

Abb. 2. Eichgerade fiir Triolein. Ordinate: Extinktionswerte der Farbreaktion. Abszisse:
Eingesetzte Mengen in ug

Fiir alle von uns gepriiften Lipoide ist die Farbentwicklung der ein-
gesetzten Menge proportional (Triolein, Linolsdure, Stearinsiure, Cho-
lesterin und eine siulenchromatographisch gewonnene!® Phosphatid-
fraktion aus dem Serum), und zwar wurden, je nach Lipoid, Mengen bis
zu 200 ug bzw. Extinktionswerte bis zu 0,88 gepriift. Abb. 2 gibt die
Ergebnisse eines Versuches mit Triolein wieder. Bei genau eingehaltenen
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Versuchsbedingungen ist die Reproduzierbarkeit der Eichkurve gut. Be-
zieht man die Ergebnisse von Versuchen im Triplikat jeweils auf ihr
Mittel, so betrégt die Streuung der Einzelwerte zwischen E 0,730 und
0,075 1,86%, (berechnet aus 50 Einzelwerten). Die Abweichung der Punkte
bei 87 ug (in Abb. 2) erweist sich dadurch als nicht durch die Farbreaktion
sondern durch andere, allen Mikrolipoidbestimmungen eigene Fehler-
quellen bedingt; auf diese Fehlerquellen haben BRANTE?, THANNHAUSER 1S

Jertraum und auch wir!? wiederholt hin-
der Ablesung gewiesen.
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Abb. 3. Entwicklung und Stabilitét des gebildeten Um festzustellen, ob gro-

Farbstoffes am Beigpiel von Triolein und Chole- .
sterin (Linolsiure, Phosphatide und Stearinséure Bere Probenreihen ohne Ver-

verhalten sich ebenso). Ordinate: Anstieg und Ab- s : : .
fall dor Farbintensitst, in Prozenten des hochsten  1USt an Genauigkeit gleichzei-

Farbwertes. Abszisse: Zeitin Minuten nach Zugabe : : s
des Phosphovanillin-Reagens tlg analySIert werden konnen’

wurden zwischen Abkiithlen
und Zusatz von Phosphorsdure und Vanillin Pausen bis zu 20 min ein-
gelegt, ohne dafl die Ergebnisse sich meBbar dnderten. Es kénnen also
soviele Proben behandelt werden, wie innerhalb von 20 min mit Phos-
phorsdure-Vanillin-Reagens versetzt und gemischt werden koénnen; ein
lingeres Intervall wurde nicht gepriift, da auch fiir die Ablesung nur eine
begrenzte Zeit zur Verfiigung steht. Unserer Erfahrung nach kénnen
Reihen mit bis zu 30 oder 36 Glisern parallel sorgfiltig untersucht wer-
den. (An die Regel, geringe Lipoidmengen nicht lange trocken stehen zu
lassen, d. h. vor Schwefelsiurezusatz, sei erinnert!)

Zur Spezifitiit. Bei Einsatz gleicher Mengen liefern Cholesterin 91,29,
Linolsdure 77,5%,, Phosphatide 53,79, und Stearinsdure 199, der Ex-
tinktion von Triolein. GréBenordnungsméafig entspricht also die Farb-
entwicklung der Zah! der einfachen Doppelbindungen im Molekiil, eine
Ansicht, die CuaBroL und Mitarbeiter® auf Grund von Jodzahlbestim-
mungen ebenfalls geduBert hatten. Mehrfach ungesittigte Fettsiuren
bilden weniger Farbstoff, vermutlich weil sie unter der Einwirkung der
konzentrierten Schwefelsiure auch zu kleinen Bruchstiicken abgebaut
werden.

Gesittigte Fettsduren haben bei CmABROL und Mitarbeitern keine
Farbreaktion gegeben. Wir finden mit einer kommerziellen Stearinséure
(Stearinsdure veinst., Merck, Charge Nr. 912671) die oben angegebene
Farbbildung. Gaschromatographische Nachpriifung* ergab jedoch eine

* Fir die Durchfithrung dieser Untersuchung sind wir Frau Dr. H. DesucH,
Physiologisch-chemisches Institut Kéln, zu Dank verpflichtet.
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Verunreinigung durch Palmitoleinsdure von etwa 89%,. Rechnet man
andererseits auf 4quimolare Mengen um und unterstellt man, daf3 das Tri-
olein keine gréBeren Mengen gesittigter Sduren enthélt, so wiirde sich (aus
mehreren Versuchen) unter der Annahme, dal gesittigte Siuren nicht
reagieren, eine Verunreinigung des Stearinsdurepriparates mit 10—189%,
Monoensiduren ergeben. Bis zur Prifung mit hochgereinigten Praparaten

Tabelle 1. Oxysduren, Mono- und Dicarbonsiuren, Zucker usw.

Tinsatz: 4 mg Einsatz: mogliches

Substrat ' Vorversuch, Vorkommen* x 10
unbekannte Menge| H,PO, und | H,PO, und , H,PO, und ' H,PO, und
Vanillin Wasser \ Vanillin * Wasser
B-Sitosterin dunkelrot ‘ dunkelrot! dunkelroH ~0,990 | ~0,181
Heparin 0,074 | 0,048%*
Glucose schwarz schwarz | schwarz 0,023 0,016
Fructose schwarz schwarz = schwarz 0,043 0,019
Glucuronsiure braun braun braun 0,021 0,017
Glycerin | braun 0,032 | 0,020 0,011 0,005
a-Ketoglutarsiure = hell gelbgriin 0,058 ' 0,025 1
Oxalessigsdure braungriin ¢ 0,280 0,130 |
Ka-Na-tartrat gelb | ~1,100 | 0,207 0,038 |
Milchsiure ‘ 0,042 | 0,018 0,014 0,005
Brenztraubensiure | braun braun braun 0,008 . 0,004
Bernsteinsdure farblos i
Fumarsiure ! farblos ‘
Apfelsiiure farblos ‘
d, 1-Serin . farblos | |
Harnséure | farblos ‘ |

* Erlduterung s. Text.
** Fiir viele organische Substanzen ist ohne Vanillin diese geringe Extinktion
festzustellen ; sie entspricht einer Braunung durch die Schwefelséure, keiner Farb-
bildung.

kann nicht entschieden werden, ob geséttigte Fettsduren in der SPV-
Reaktion keine oder eine geringe Fiarbung ergeben. Fiir praktische
Zwecke kann man an der bei weitem bevorzugten Reaktion der unge-
sittigten Fettséuren festhalten.

Eine Priifung von nichtlipoiden Substanzen, die im Plasma vorkom-
men oder vorkommen koénnen, gibt Tabelle 1 wieder. Bei Einsatz von
4 mg in die Farbreaktion geben einige Substanzen eine Braunungsreak-
tion, die die Farbreaktion stort. (Neben den in der Tabelle 1 aufgefithrten
Verbindungen wurden Apfelsiure, Bernsteinsiure, Fumarsiure, Serin
und Harnsdure gepriift und gaben keinerlei Firbung.) Setzt man das
Zehnfache der in 10 ul moglicherweise vorkommenden Substanzmenge
ein (bei einer weiter unten zu beschreibenden Anwendung der Methode
werden bis zu 10 gl Serum oder eine entsprechende Menge Serumextrakt
eingesetzt), so ergeben nur noch Sitosterin, Heparin und Fructose eine



550 NepoMUk ZOLLNER und Karmarina Kirso:

nennenswerte Féirbung; die eingesetzten Mengen dieser im normalen
Serum nicht vorkommenden, Substanzen betrugen 200 ug Sitosterin (ent-
sprechend einem Plasmaspiegel von 2000 mg-9%,), 400 ug Heparin (ent-
sprechend einem Plasmaspiegel von 4000 mg-%, d. h. 4000 IE ml) und
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ADb. 43 u. b. Absorptionsspektren der in der SPV-Realktion aus Ketonen (4a) bzw. Xohlen-

wasserstoffen, Alkoholen und Ather (4b) gebildeten Farbstoffe. Binsatz: Aceton ~ 14,4 mg;
Athylmethylketon ~ 5,2 mg; Diisobutylketon ~ 114 ug; Propanol ~ 64 ug; Isopropyl

ather ~ 40 ug, bei Petrolather und Heptan unbekannte Mengen. Zum Vergleich eine
Trioleinkurve 40 pg. Ordinate: Extinktionswerte der Farbreaktion. Abszisse: Wellenlidnge

in mpg

100 ug Fructose (entsprechend einem Plasmaspiegel von 100 mg-9%,). Die
Farbreaktion des Sitosterins war zu erwarten, da Sitosterin mit Aus-
nahme der Linge der gesittigten Seitenkette an C-17 strukturell dem
Cholesterin gleicht, also ein Lipoid mit einer Doppelbindung ist. Die Ver-
bindung wurde gepriift, da unter dem Einflu} von Triparanol neuerdings
nicht mit Cholesterin identische Sterine im Serum aufgefunden wurden!4
und bei Anwendung von Substanzen, die in den Cholesterinstoffwechsel
eingreifen, solche Verbindungen hiufiger angetroffen werden diirften.
Alle iibrigen Plasmainhaltstoffe storen die Farbreaktion nicht in nennens-
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wertem MaBe. Dies ist fiir die «-Ketosduren besonders bedeutsam, da
Ketone (s. unten) die Reaktion geben.

Die Schlulfolgerung, daB nichtlipoide Plasmainhaltstoffe die Farb-
reaktion nicht geben, wird durch die Feststellung bestatigt, dal weder
in dem bei der Lipoidextraktion auftretenden, vornehmlich Protein ent-
haltenden Niederschlag noch in einem Wasser-Methanol-Extrakt des
urspriinglichen Lipoidextraktes (bei Zimmertemperatur im KExsiccator
getrocknet) farbgebende Substanzen nachgewiesen werden konnen, wenn
man 10-—100 pl Serum entsprechende Mengen einsetzt.

Die meisten kurzkettigen Losungsmittel geben die Reaktion nicht
(Methanol, Athanol, Diathylather, Chloroform, Tetrachlorkohlenstoff in
Mengen von 0,01 ml), enthalten jedoch Spuren von farbgebenden Ver-
unreinigungen, die im Losungsmittelleerwert (s. oben) beriicksichtigt
werden. Alkohole, beginnend mit Propanol, Isopropylither, ,,;Heptan
und Petroleumbenzin geben die Reaktion. Auch Ketone bilden rote bis
gelbe Farbstoffe. Abb. 4a u. b gibt einige der Absorptionsspektren wieder.
Die Farbbildung nimmt mit der Kettenlinge rasch zu, der Farbwert fiir
1 mg betragt fir Aceton (Dimethylketon) 0,014—0,019, fiir Athylmethyl-
keton 0,05(—0,059, fir Diisobutylketon 2,69—3,48, doch mag dies mit
der Hohe des Siedepunktes (unterschiedlicher Verlust beim Erhitzen mit
Schwefelsdure) zusammenhingen. Es empfiehlt sich, bei der Vorbereitung
zur Sulfophosphovanillin-Reaktion (Lipoidextraktion, Chromatographie)
auf diese Losungsmittel zu verzichten, notfalls besonders griindlich auf
ihr Verjagen zu achten.

Zum Chemismus. Diisobutylketon reagiert mit Phosphovanillin-
Reagens auch ohne Zusatz von Schwefelsdure, wenngleich sehr langsam.
Wird vor dem Zusatz von Phosphovanillin-Reagens Schwefelsidure zu-
gesetzt, aber nicht gekocht, so kommt es rascher zu intensiver Farb-
bildung, erfolgt der Schwefelsdurezusatz nach dem Zusatz des Farb-
reagens, so wird Farbstoff langsamer gebildet (Erhitzen mit Schwefel-
sdure fiihrt zu wesentlich intensiverer Farbbildung in der eigentlichen
Farbreaktion) (Abb. 5).

Triolein reagiert mit Phosphovanillin-Reagens nur nach Behandlung
mit konzentrierter Schwefelsdure, mull also dadurch in eine reaktions-
fahige Zwischenstufe tibergefithrt werden. Méglicherweise bilden Ketone
solche Zwischenstufen, nachdem ein Keton (genau eine 9, 10-Ketohydroxy-
sdure) ein bekanntes Oxydationsprodukt der Olsiure darstellt®. Ein ande-
rer zu einem Keton fithrender Weg wiére die Anhydratisierung der als
Oxydationsprodukt ebenfalls bekannten 9,10-Dihydroxystearinsiure®
durch die Schwefelsdure zu 9- oder 10-Ketostearinsiure. Fir die mog-
liche Bedeutung der Ketohydroxyverbindung spricht die Beobachtung
von McALEErR u. Kozrowski'f, dal bestimmte 17-Hydroxy-20-keto-
steroide mit Vanillin in Phosphorsdure direkt unter Farbbildung reagieren.
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Die Ketonemiissen offenbar erst durch Schwefelséure in eine Zwischen-

stufe iibergefiihrt werden, die mit Vanillin in Phosphorséure einen Farb-
stoff ergibt; diese Reaktion scheint aber rasch abzulaufen. Aldehyde
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Abb. 5a u. b. Farbentwicklung aus Diisobutylketon (a) und Triolein (b) bei unterschied-
licher Behandlung. Die Reihenfolge der Aufzéhlung gibt die Reihenfolge des Zusatzes der
Reagentien an. Ansatz 1: Substrat + Phosphorsiure-Vanillin-Reagens. Ansatz 2: Substrat
+ Schwefelsiiure + Phosphorsiure-Vanillin-Reagens. Ansatz 3: Substrat + Schwefelsiure
+ 10 min Kochen + Phosphorsiaure-Vanillin-Reagens (iibliche SPV-Reaktion). Ansatz 4:
Substrat + Phosphorsiure-Vanillin-Reagens + Schwefelsdure. Einsatz jeweils 1 mg. Or-
dinate: Extinktionswerte der Farbreaktion. Abszisse: Zeit in Minuten nach Zugabe des
Farbreagens

scheinen keine Zwischenstufe darzustellen, nachdem Nonanal, das alde-
hydartige Oxydationsprodukt der Olssure nur eine verschwindend ge-
ringe SPV-Reaktion gibt. (Kurzkettige Aldehyde, sowie cyclische Alde-
hyde, d. h. Benzaldehyd, Dimethylaminobenzaldehyd und Anisaldehyd
geben die Reaktion ebenfalls nicht.)

Vanillin ist 4-Hydroxy-3-methoxybenzaldehyd:

7N __CHO
Ho_l\ )‘
$—CH3

In einem Versuch, die fiir die Reaktion notwendigen Substituenten
zu bestimmen, wurde eine Reihe dhnlicher Verbindungen anstelle des
Vanillins zur Herstellung des Reagens verwendet. Dabei zeigte sich, daB
auch andere aromatische Aldehyde in Phosphorséure ein Farbreagens
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darstellen, Benzaldehyd (I), Dimethylaminobenzaldehyd (II), Anisal-
dehyd (IIT) und Salicylaldehyd (IV).

2N __CHO 7 N —~OHO
m (CHs)zN—ml
N N

- H—CHO /\”—CHO
H,0—0—_ NP
III IV

Es handelt sich also bei der Sulfophosphovanillin-Reaktion ganz all-
gemein um eine Reaktion der Abbauprodukte ungeséttigter Lipoide mit
aromatischen Aldehyden; Ton und Intensitét der gebildeten Farbe sind
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Abb. 6. Absorptionsspektren der aus Triolein (38,94 ug) gebﬂdeten Fa.rben bei Verwendung

verschiedener aromatischer Aldehyde im Farbreagens. ®), Anisaldehyd

(o s), Benzaldehyd (x---x) und p- Dlmethyla,mmobenza.ldehyd (o—-—o) Ordinate:
Extinktionswerte der Farbreaktion. Abszisse: Wellenlinge in mu

jedoch unterschiedlich (Abb. 6). Oxydation der Carbonylgruppe des
Reagens hebt die Reaktionsfihigkeit auf (Vanillinséure reagiert nicht);
ausschlieBlich hydroxyl- oder methoxysubstituierte Benzolkerne (Phenol,
Resorcin, Anethol) sind keine reaktionsfihigen Verbindungen. (Geringe
Rotfarbung mit ihnen fithren wir auf Verunreinigungen der handels-
iiblichen Praparate zuriick.)

Z. ges. exp. Med., Bd. 135 37
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Abb. 7. a Spektrum der Reaktionsprodukte und der einzelnen Reaktionspartner der SPV-
Reaktion bei Binsatz dquimolarer Mengen an Olsiure und Vanillin. Ansatz I (e e) ent-
hilt 0,658 pmol Olséiure (als Triolein) und 0,658 gmol Vanillin; Ansatz II (x——--x) nur
0,658 umol Olssure; Ansatz I1I (o—~ —o) nur 0,658 wmol Vanillin. Alle Ansétze wurden mit
0,2 ml Sehwefelsiure im kochenden Wasserbad erhitzt, 4 ml Phosphorséure und 1 ml Wasser
wurden zugegeben, Vanillin mit dem Wasser. Abgelesen wurde gegen einen Leerversuch.
Zur Ablesung im ultravioletten Licht wurden alle Ansédtze im Verhéltnis 1:5 mit Leeransatz
verdiinnt, um eine ablesbare Extinktion zu erhalten. Ordinate: Extinktionswerte der Farb-
reaktion. Abszisse: Wellenldnge in mu. b Spektrum des Reaktionsproduktes und des Vanii-
lins in absolutem Alkohol. (Es wurde ein Ansatz mit aAguimolaren Mengen an Olséure und
Vanillin gemacht. 295 mg Triolein wurden mit 2,0 m] Schwefelsdure versetzt und erhitzt,
dazu ein Gemisch aus 40 ml Phosphorséure und 10 ml Wasser, 152 mg Vanillin enthaltend,
gegeben. Entwicklung einer sehr intensiven roten Farbe. Nach 30 min Zugabe von 50 ml
Wasser, dabei fiel der rote Farbstoff aus. Er wurde nach wiederholtem Wagchen mit der ver-
diinnten Phosphorséure in Alkohol gelést und photometriert (e ¢). Es wurden zwei Kon-
zentrationen gemessen, um das Verhalten des Spektrums im ultravioletten und sichtbaren
Licht deutlich zu zeigen. Die Kurve (o- ——o) zeigt das Spektrum von Vanillin in Alkohol,
5 pg/ml. Ordinate: Extinktionswerte des Reaktionsproduktes bzw. Vanillins. Abszisse:
Wellenlange in mu
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Die eigentliche Farbreaktion entspricht mit groer Wahrscheinlichkeit
dem Mechanismus der , modifizierten’ Farbreaktion nach Kici-Mig-
scHER12. (Die Farbreaktion tritt auch ohne Zusatz von Phosphorsiure
ein, das Reaktionsprodukt entfirbt sich jedoch rasch und fillt aus.)
Dagegen handelt es sich mit grofier Wahrscheinlichkeit nicht um die
Bildung eines Chalkons, an die ebenfalls gedacht werden muBlte, da dem
Reaktionsprodukt die fir Chalkone typischen Banden im Bereich zwi-
schen 206 und 350 mu” fehlen (Abb. 7).

Anwendung

Siulenchromatographie. Fiir die Siulenchromatographie der Lipoide
fehlte bislang eine einfache Methode zum Nachweis aller Plasmalipoide,
es war vielmehr notwendig, entweder die Fraktionen einzudampfen, um

7 1 1
e ‘ A .
- ; £ i3
: ) o
B | ’7\; ! 5 ! 1 /‘f
= « I b .
A ol L Py
% T [ A [' | I \
L M [ x| Iovr g
| 1x i 1] 1
H { ¥ ! I T
- Il ¥ ) i I v “
I | ‘l ! : X X
B ol iy ! i i 1
B ! T ! \ ] \
il T Lo ! 1
" i H— — ' 1
I 14 i ! | ! I
- | XX | | |
o il i ! i i L
= i | | | i ! i
'l | ¥ I ) | i
Y A .' v
X !
B P ! b . y [ X .
5 “”’”75;;""""”‘ ,'/Vez/fm/ﬁ:// féb/e&ffr/{/ -umd Honoglycer /A”’Sa ing-LLecithine wiphingomyeline
ester | ) Lo (A i
"~ ! k ‘ b I o \
i o A
i xx| L AN N
- badN | w el W
- NG A ; .\L,V ,“,xxx 2\‘83«&!'- il X
1% L g b S w2, ol Pt 1 wﬁl
J Vi 20 30 40 50 17 70 80 0 700 20 130 HK0

Abb. 8. Die Auswertung eines Siulenchromatogramms mittels spezifischer Reaktionen (3)

(o o) und der SPV-Reaktion (x-—-x). Fiir die Cholesterinester ist der Mafstab bei der

Darstellung der SPV-Reaktion auf !/,, reduziert. Ordinate: mg Lipoid/Réhrchen fiir die

spezifische Reaktion bzw. E-Werte/Rﬁhr%le}rll fiir die SPV-Reaktion. Abszisse: Nummer der
dhrchen

zu priifen, ob Riickstinde verbleiben, oder mehrere Reaktionen parallel

durchzufiihren. Abb. 8 zeigt, dal die Sulfophosphovanillin-Reaktion als

allgemeine Lipoidbestimmungsmethode fiir Eluate von Chromatographie-

séulen gut brauchbar ist. Selbstverstindlich ist fiir jede Substanzgruppe

ein eigener Umrechnungsfaktor notig (das gilt aber z. B. auch fur

die Auswertung von Aminosdurenchromatogrammen mit quantitativer
37*
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Ninhydrinmethode). Bei den Cholesterinestern. ist der Umrechnungsfaktor
nicht konstant, da zunéchst vorwiegend die Ester gesittigter, spiter die
ungeséttigtigter Fettsduren eluiert werden (durch Kontrolle der Frak-
tionen mit Hilfe der Dinnschichtchromatographiel® erwiesen), und es

mag sein, dal dhnliches auch fiir andere Fraktionen gilt.
Bestimmung der Gesamtlipoide im Serum. Zur Bestimmung der Ge-
samtlipoide im Serum kénnen wir zwei Modifikationen der Methode an-
geben. Beide sind leicht durch-

700 . zufithren und geben damit auch
- J° kleineren Laboratorien die Mog-
@ / J lichkeit,hyperlipamischeKrank-

heiten mit Hilfe einer Gesamt-
lipoidmethode anstelle oder in
Erginzung einer Cholesterin-
methode zu verfolgen. Auch eine
brauchbare Abschitzung der
Neutralfettwerte ist moglich.
Damit wird der Blick, der bisher
allzu oft ausschlieBlich auf das
Cholesterin gerichtet war, auch
den anderen Lipoiden zuge-
wandt.

Abb. 9 gibt fiir 37 Serum-

60

40

20

” L1 1 N I {1 ! i
Y 5 ¥ 75 mg

lipoidextrakte die Beziehung
Abb. 9. Beziehung zwischen Gewicht und Farb-

werten (Spektrlgphotometer 530 mp) fir 37 Se- zwischen dem Gewicht und den
rumlipoidextrakte (berechnet fiir 1 ml Serum). LB W : J ~
—— Regressionsgerade berechnet nach LINDER, Extinktionen in der bulfophos
- —— Nichgerade fiir Triolein. Ordinate: Ex- phovanjllin-Reaktion wieder

tinktionswerte der Farbreaktion. Abszisse: mg
Lipoid in 1 ml Serum (angegeben fiir die 1 ml Serum
entsprechende Menge). Ob eine
Extrapolation in dem Bereich noch grofierer Lipoidmengen zulidssig ist,
ist noch nicht geprift. Abb. 9 enthilt auch eine Eichgerade fiir Triolein.
Sie liegt erwartungsgemal oberhalb der Geraden fiir die Gesamtlipoid-
extrakte, da die natiirlichen Fette vor allem in den Phosphatiden und
Neutralfetten eine groBere Menge geséttigter Fettsduren enthalten.

Die gleichzeitige Bestimmung dieser Geraden an einem Spektrophoto-
meter und einem in der Routine angewandten Photometer erlaubt die
Umrechnung der Eichkurve fiir Gesamtlipoide auf dieses Photometer.

Beispiele. @) Bestimmung der Gesamilipoide ém Lipoidextrakt aus Serum. Her-
stellung des Lipoidextraktes'®: Fallung von 1 ml Serum mit 15 ml Chloroform/
Methanol 1:1, Erhitzen zum Sieden, Abkiihlen, Auffiillen auf 25 ml mit Chloroform,
Abfiltrieren oder -zentrifugieren. Reinigung des Lipoidextraktes: 20 ml Extrakt
im schliffverschlossenen MeBzylinder mit 4 ml 0,029, wafriger CaCl,-Losung aus-
schiitteln. Nach Schichttrennung das Volumen der (unteren) Lipoidphase fiir spi-
tere Berechnungen notieren ; es entspricht 0,8 ml Serum, gewthnlich betriigt es 14 ml.
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Bestimmung der Gesamtlipoide: 0,1 ml vom gereinigten Lipoidextrakt werden
in die Sulfophosphovanillin-Reaktion eingesetzt. Noch genauer ist es, 1 ml gereinig-
ten Extraktes mit Chloroform oder einem Alkohol auf 10 ml zu verdiinnen und von
der Verdiinnung 1 ml in die Bestimmung einzusetzen. (Losungsmittel sorgfiltig
verjagen, Losungsmittelleerwert!)

Berechnung: Der Extinktionswert wird mit 10 zur Umrechnung auf 1 ml ge-
reinigten Extraktes, mit dem Volumen des gereinigten Extraktes, und mit 1,25 zur
Umrechnung auf 1 ml Serum multipliziert. Betrug also der Extinktionswert 0,292
und das Volumen des gereinigten Lipoidextraktes 14,1 ml, so ist E fir die Ab-
lesung aus der Eichkurve

E=0292-10-14,1- 1,25 = 51,5

und das Gesamtlipoid betrug 8,8 mg/ml bzw. 880 mg-9;.

b) Bestimmung der Gesamilipoide bei Verwendung eines Photometers ohne beliebige
Einstellung der Wellenlinge. Zum Vergleich der Photometer wird mit einer Probe
Triolein (etwa 40 ug) (oder eine entsprechende Menge ‘eines anderen Lipoids) die
Farbreaktion durchgefiihrt und in beiden Photometern gemessen; dazu wird im
Photometer ohne Wellenlingenwahl das 530 mu néchstliegende Filter eingesetzt.
Der Quotient der Extinktionswerte ergibt einen Umrechnungsfaktor, der auch fiir
die Analyse von Lipoidextrakten gilt und zur Berechnung der Eichgeraden fiir das
zweite Photometer gebraucht werden kann. Betrug z. B. der E-Wert fiir 40 ug
Triolein bei 530 mu 0,310 und im Eppendorf-Photometer mit Filter 546 0,260, so

0,260
ist die aus Abb. 9 errichtete Eichgerade fiir Gesamtlipoide um ——— 0310

am einfachsten durch Multiplikation des spektrophotometrischen E-Wertes fir

zu erniedrigen,

o ., 0:260
me WMty 310

wird die Eichgerade durch Verbindung des Punktes (E 49,1; 10 mg) mit dem Null-
punkt konstruiert. Voraussetzung fiir die Berechnung ist die Gleichheit der Absorp-
tionsspektren, die hinreichend gegeben ist, vgl. Abb. 1.

Ohne Vergleich der Photometer ist eine Umeichung durch Bildung des Quotien-
ten aus den spektrophotometrischen E-Werten fiir Lipoidextrakt und Triolein
(Abb. 9) und Bestimmung des E-Wertes fiir Triolein im neuen Photometer moglich.

23,59
Der Quotient betrigt (berechnet aus den E-Werten fiir 4 mg) 31,00 = 0,7605.

40 ug Triolein geben im Eppendorf-Photometer (s. oben) eine Extinktion von 0,260 ;
die Extinktion fiir 4 mg Triolein betrégt demnach 26,0 und die fiir 4 mg Gesamt-
lipoid 26,0 X 0,76 = 19.8; durch Verbindung dieses Punktes mit dem 0-Punkt und
Verlingerung bis 15 mg kann wiederum die Eichkurve konstruiert werden. Die
zweite Methode der Umkonstruktion ist weniger verlidBlich, da das zur Kontrolle
verwendete Triolein unserer Charge (Merck, Bestellnr, 8361, Charge 640867) in der
Farbbildung vollig glemhen muf,

Theoretisch ist eine neue Eichung durch VVagung von Lipoidextrakten und ihr
Einsatz in die Farbreaktion vorzuziehen, erfahrungsgemi8 ist dies aber aus appa-
rativen wie personellen Griinden an vielen Stellen unméglich. Andererseits ist der
durch die Umrechnung eingefithrte mdogliche Fehler gering. Die durch Analysen
bestimmte Eichgerade fiir Serumlipoidextrakte lag sowohl fiir das Photometer
Eppendorf als auch fiir das analog gepriifte Colorimeter von Beckman (Modell C)
um nur 4 bzw. 29 hoher als die berchnete.

aus dem dadurch gewonnenen E-Wert fiir das zweite Photometer

Zur Berechnung derNeutralfette ist die Konzentration von Cholesterin,
Cholesterinestern und Phosphatiden von der Gesamtlipoidkonzentration
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abzuziehen, kleinere Lipoidfraktionen wie freie Fettsiuren und Caro-
tinoide kénnen dabei unberiicksichtigt bleiben, da die fiir die Berechnung
der Gewichtskonzentrationen der Hauptfraktionen eingesetzten Fak-
toren ebenfalls nur Mittelwerte darstellen. Die entsprechende Gleichung
lautet (alle Werte in Milligrammyprozent):

[Neutralfette] = [Gesamtlipoide] — ([Freies Cholesterin] 1- 1,7 - [ver-
estertes Cholesterin] + [Phosphatide]).

Fiir die Berechnung ist es am zweckmdBigsten, vom oben angegebenen
Lipoidextrakt weitere aliquote Teile fiir Lipoidbestimmungen abzupipet-
tieren, 1 ml fiir Gesamtcholesterin, 2 ml fiir freies Cholesterin (nach Zax
und Mitarbeitern'$), 0,5 ml fiir Lipoidphosphor (nach BARTLETT?!), doch
sind auch die Ergebnisse anderer Analysenmethoden verwendbar.

Ohne wesentlichen Verlust an Genauigkeit ist es, auBer bei schwersten
Leberschiden, moglich, fir die Berechnung auf die Bestimmung des
freien Cholesterins zu verzichten; unter der Annahme eines normalen
HEsterquotienten fiir Cholesterin von 709, berechnet sich die Gewichts-
konzentration der Cholesterinfraktion zu 0,3 [Gesamtcholesterin] - 1,7
0,7 [Gesamtcholesterin] = 1,5 [(Gesamtcholesterin], und die obige
Gleichung lautet nun [Neutralfette] = [Gesamtlipoide]— (1,5 [Gesamt-
cholesterin] + [Phosphatide]).

Wo eine Lipoidphosphorbestimmung nicht moglich ist, gelangt man
mit Hilfe einer von MaxN und Mitarbeitern® angegebenen Formel, die die
Beziehung von Gesamtcholesterin zu Lipoid beschreibt, immer noch zu
einer groben Neutralfettabschitzung. Die Formel von Max lautet nach
Umrechnung fiir den angegebenen Zweck
[Phosphatide] = 0,73 [Gesamtcholesterin] + 90
und aus der Gleichung fir Neutralfette wird
[Neutralfette] = [Gesamtlipoide] — (2,25 [Gesamtcholesterin] -+ 90).

Diese letzte Gleichung stellt eine sehr grobe Annéherung dar, zur Ver-
folgung der Neutralfettbewegung bei hyperlipdmischen Krankheiten
(Diabetes, Nephrose, Pancreatitis usw.) ist sie aber geeignet.

¢} Direktbestimmung der gesamiten Plasmalipoide ohne vorhergehende Extraktion.
Da nichtlipoide Bestandteile die SPV-Reaktion nicht stéren, blieb anschlielend zu
priifen, ob es moglich ist, Serum direkt in die Analysen einzusetzen; die Methode
von CHABROL, FALLOT u. B6szO6RMENYI® war urspriinglich fir Serum angegeben.
Ein Vergleich von Analysen, in denen parallel Serum und ein mengenmifBig ent-
sprechender Lipoidextrakt untersucht wurden, ergab zunichst schlechte Uberein-
stimmung, die Ergebnisse der Direktanalyse von Serum (Methode s. unten) lagen
bei Einsatz von 10 yl tiefer als die der Analysen von trockenem Lipoidextrakt. Die
Diskrepanz konnte als Folge des Wassergehaltes des Serums aufgeklirt werden ; die
Zugabe kleiner Wassermengen hemmt die SPV-Reaktion in mit der Wassermenge
zunehmendem MaB (Tabelle 2) und zwar sowohl gegeniiber Lipoidextrakt als auch
gegeniiber Cholesterin und einer chromatographisch gewonnenen'® Phosphatid-
fraktion. Die Reaktion mit Linolséure oder Triolein als Substrat wird weniger ge-.
hemmt. Die zusétzliche Zugabe von Kochsalz hat keinen weiteren EinfluBl.
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Wegen des Einflusses des Wassers war es notig, fir die Direktanalysen des
Serums eine neue Eichgerade zu erstellen (Abb. 10). (Diese Eichgerade schneidet die

Tabelle 2. Der Binfluf von Wasser auf den Ausfall der Sulfophosphovanillin- Reaktion

etnes Serumlipoidextrakies bzw. weityehend reiner Lipoidfraktionen. Den trockenen

Lipoiden wurde vor Zugabe der Schwefelsdure die angegebenen Mengen Wasser

oder 0,99 NaCl-Losung zupipettiert; die Ergebnisse sind in Prozent der Farbbil-
dung des Versuches ohne Wasserzusatz ausgedriickt

Lipoid

Wasserzusatz (ul)

5 | 10 15 ‘ 20
Gesamtlipoidextrakt |
aus Serum 89—93 | 83—88 78—81 79
Cholesterin 86—88 | 83 74—79 71—72
Phosphatide 90 85—87 84—87 | 8385
Triolein 8894 91—95 94—100 : 92—105
Linolsiure 9497 90—95 93—102 | 98—105

Ordinate nicht im Nullpunkt, da die konzentrierte Schwefelssure mit nichtlipoiden
Plasmabestandteilen eine wenn auch geringe Braunung ergibt.) AbschlieBend wird

die Methode zur Gesamtlipoidbe-
stimmung in kleinsten Serum- oder
Plasmamengen angegeben.

5 ul Serum werden mit einer
geeigneten Mikropipette* in ein
etwas mehr als 10 ml fassendes
Reagensglas gegeben. Hs werden
0,2 ml der konzentrierten Schwefel-
sidure so zugesetzt, dafl durch den
Einlauf der Siure Serumreste, die
nach Abstreifen der Pipette nicht
auf den Boden des Glases gelang-
ten, mit heruntergewaschen bzw.
benetzt werden. Im weiteren wird
beziiglich Erhitzen, Abkiihlen, Zu-
gabe des Farbreagens usw. nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift ver-
fahren. Abb.10enthilt Eichgeraden
fir das Zeill-Spektralphotometer
und die Filterphotometer Eppen-
dorf und Colorimeter Beckman,
Modell C.

Piinnsehiehtchromatogra-
phie. Die SPV-Reaktion eignet
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Abb. 10. Beziehung zwischen Lipoidgehalt (gravi-
metrisch) und Farbwerten (Spektrophotometer
530 mu) bei Einsatz von Serum in die SPV-
Reaktion. —— Regressionsgerade fiir die Er-
gebnisse von 28 Seren, berechnet nach LiNDERS,
—— -~ Eichgerade fiir Eppendorf-Photometer Filter
546, Hichgerade fiir das Colorimeter Beck-
man, Modell C, Griinfilter. Ordinate: Extinktions-
werte der Farbreaktion bei Einsatz von 5 ul Serum.
Abszisse: Lipoidgehalt des Serums in mg-9%,

sich durch ihre Empfindlichkeit zur Analyse der Lipoide in abgekratzten
Diinnschichten. Auch der Nachweis auf der Platte durch Bespriihen
mit Schwefelsdure, kurzes Erhitzen und anschlieBendes Besprithen mit
Phosphorssurevanillin-Reagens ist méglich. Ohne Vorbehandlung mit
Schwefelsdure wurde ein Phosphorsédurevanillin-Reagens zum Nachweis

* Wir verwendeten die Pipette von Sanz (Beckman Instruments).
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von Steroiden auf Papierchromatogrammen bereits von MCALEER u.
Kozrowski® und auf Diinnschichtchromatogrammen von MeTz!! ver-
wendet. NEHER u. WETTSTEIN'® haben die ,,modifizierte‘* Kégi-Miescher-
Reaktion'? verwendet, bei der eine Losung von Anisaldehyd in Eisessig/
Schwefelsdure (50:1) aufgespritht und anschlieBend erhitzt wird.

Zusammenfassung

Die Sulfophosphovanillin-Reaktion (SPV-Reaktion) von CHABROL u
CHARONNAT wurde auf Chemismus und Anwendungsmoglichkeiten unter-
sucht. Die gebildete Farbe entsteht durch Reaktion von Vanillin, aber
auch anderer aromatischer Aldehyde mit den durch konzentrierte
Schwefelsdure gebildeten Abbauprodukten von Lipoiden, vermutlich
Ketonen bzw. Ketonen mit benachbarter Hydroxylgruppe.

Durch ihre weitgehende Unspezifitét ist die SPV-Reaktion zum all-
gemeinen Lipoidnachweis gut geeignet. Beispiele sowie zwei Methoden
fir die Bestimmung der Gesamtlipoide im Serum oder Plasma werden
angegeben.
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