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Uber die quantitative Bestimmung yon Lipoiden 
(Mikromethode) mittels der vielen natiirliehen Lipoiden 

(allen bekannten Plasmalipoiden) 
gemeinsamen Sulfophosphovanillin-Reaktion* 

Von 

~EPOMUK ZOLLNER uIld KATHARINA KIRS@H 

Mit 10 Textabbildungen 

(Eingegangen am 27. Dezember 1961) 

In der physiologisch-chemischen Analytik ergi~nzen sich spezifische 
Reaktionen und Gruppenreaktionen. Spezifische Bestimmungsmethoden 
erlauben die Verfolgung des Stoffwechsels bestimmter Substanzen, sagen 
aber nichts fiber das Verhalten einer Substanzgruppe aus, mit Gruppen- 
reaktioaen wird die Konzentration ganzer Stoffklassen errant, ohne da[3 
im allgemeinen Riickschlfissse auf einzelne Substanzen mSglieh w~ren. 
In der klinischen Chemie sind beide Arten yon Bestimmungea unent- 
behrlich, keia Kliniker mSchte z. B. auf eiae mSglichst spezifische Me- 
thode ffir Glucose und eine mSglichst umfassende ffir Gesamteiwefl3 vcr- 
zichten. 

In der Biochemie der Lipoide ist eine all diesen Stoffen gemeinsame 
Bestimmungsmethode besonders wfinsehenswcrt und zwar sowohl ffir 
rasche orientierende Untersuchungen vieler Proben, wie sie z. B. bei der 
s~ulenchromatographischen Trennung anfallen kSnnen, als auch zur Er- 
gi~nzung der bisherigen Analytik der Serumlipoide. Bei gewissen klinisch- 
chemisehen Fragen ist eine Bestimmung der Gesamtlipoide der heute 
meist ge/ibten Cholesterinbestimmung vorzuziehen (z. B. beim Diabetes), 
im Zus~mmenhang mit einer Cholesterin-(und Phosphatid-)Bestimmung 
ermSglicht die Gesamtlipoidbestimmung eine Sch~tzung der Neutral- 
fette. 

Die Lipoide, wohl die heterogenste Stoffklasse der physiologischen 
Chemie, habea wenig chemische Gemeinsamkeiten; in ihrer Gesamtheit 
werden sie am besten durch Extraktion, l~einigung des Extraktes,  Trock- 
nung und W~gung bestimmt. Die Methodik ist schwierig, setzt grS~cre 
Meagen biologischen Ausgangsmaterials voraus und liefert nur in gefibten 

* Hit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinsch~ft. 
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t t s  zuverl/~ssige Ergebnisse.  J~hnliche Einw/~nde gel ten  gegen Me- 
thoden,  die dureh  B i e h r o m a t o x y d a t i o n  der  Doppe lb indungen  in Lipoid-  
e x t r a k t e n  die L ipo idmenge  bes t immen;  auge rdem is t  bei  der  Auswer tung  
der  Ergebnisse  die Armahme  nStig, dal3 die Zahl  der  Doppe lb indungen  
der  L ipo idmenge  ann/ ihernd p ropor t iona l  ist. Diese A n n a h m e  is t  ftir die 
na t t i r l ichen Lipoide  berecht ig t ,  und  in  der  fr i ihen Erforsehung des Stoff- 
wechsels der  Lipoide  war  die B i c h r o m a t m e t h o d e  ein wichtiges Hi l fsmi t te l .  

I n  le tz te r  Zei t  i s t  wiederhol t  ve rsueh t  worden,  den appa ra t i ven ,  per- 
sonellen u n d  zei t l iehen Aufwand ,  den  diese Methoden  bedeuten ,  dureh  
die En twiek lung  e infaeherer  zu umgehen,  meis t  du tch  q u a n t i t a t i v e  Aus- 
wer tung  der  Anf/~rbung yon  L ipo idp roben  auf  F i l t e rpap ie r .  A]le diese 
Methoden  haben  einer Nachpr / i fung  n ieh t  s tandgeha l ten ,  und  es be s t a nd  
deshalb  naeh  wie vor  die No twend igke i t  fi ir  eine teehniseh einfaehe, gu t  
reproduzierbare ,  mSgl iehst  auch im Ul t ramikromal3s tab  anwendba re  Me- 
rhode  ftir die Gesamt l ipo idbes t immung .  

W i r  haben  die yon  C~ABROL U. C~IARO~NAT 4 angegebene und  yon  
CHABROL, BSSZ6~MgXrI u. FALLOr ~ n~her  un te r such te  , ,Sulfophospho-  
van i ] l in -Reak t ion"  (SPV-Reak t ion)  au f  ihre B r a u e h b a r k e i t  zur  Best im- 
mung  k le ins ter  L ipo idmengen  gepr / i f t  und  geben im Fo lgenden  eine e twas  
einfaehere Modif ikat ion,  nebs t  Versuehen zur  Methodik  und  Spezif i tgt  
sowie Anwendungsbeisp ie le  an. 

Methodik 

Reagentien. Konzentrierte Schwefels~iure p.a., Dichte 1,84; Phosphors~ure p. a., 
Dichte 1,7; Vanillin (Merck DAB 6) 0,6~o in destilliertem Wasser (die LOslichkeit 
des Vanillins in Wasser betr~gt bei 25 ~ 1% . Vanillinkonzentrationen oberhalb von 
0,5~o ergeben gleiche Farbreaktionen) ; PhosphorsKure-Vanillin-Reagens, bestehend 
aus 4 Teflen Phosphors~ure und 1 Tefl VanillinlSsung (sorgf~ltig mischen!), be- 
grcnzt (in dunkler Flasche bei Zimmertemperatur mindestens 2 Wochen) haltbar. 

Bestimmuag. In tin 10-ml-Reagensglas gibt man eine LipoidlSsung, die (ira 
Falle des Trioleins vgl. auch unten) 10--120/~g Lipoid enth~lt. Das LSsungsmittel 
wird ira Wasserbad restlos verjagt, die letzten Tropfen am besten unter Sticks~off. 
Die vollst~ndige Entfernung der LSsungsmittel ist notwendig, da ohne Entfernung 
des LSsungsmittels die Farbreaktion ausbleibt (geprfift an alkoholischen L5sungen) 
und da einige LSsungsmittel (Aeeton, Diisobutylketon, Athylmethylketon, Heptan, 
Propanol, Butanol, Octano], Isopropylalkohol, Isopropyl~ther, Pctrol~ther) die 
SPV-t~eaktion ebenfalls gcben. Die Verwendung nicht zu hoch siedender L5sungs- 
mittel ist deshalb zweekmiil3ig. Es werden 0,2 ml konzentrierter Schwefels~ure zu- 
gegeben, und die W/~nde des Glases werden bis etwas fiber den vorausgegangenen 
Stand des LipoidlSsungsmittels sehr sorgf~ltig mit ihr benetzt. Die Gl~ser werden 
10 rain ins kochende Wasserbad gestellt, ansehlieBend wird in einem Wasserbad 
yon Zimmertemperatur gekfihlt. Nun werden 5 ml des Phosphors~ure-Vanillin- 
Reagens, am besten aus einer Biirctte, zugegeben. (Auf den Nachlauf des z~ihen 
Reagens achten!) Mit einem am Ende breitgedrfickten Glasstab wird sofort ge- 
mischt, der Glasstab wird aus dem Glas genommen. (Dieser zweite Schritt wird im 
weiteren ge]egentlieh a]s eigentliche Farbreaktion bezeichnet.) Es bildet sich ein 
rosa Farbton aus, der naeh 30--50 min bei 530 m# in der 1-em-Kiivette photome- 
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trier~ wird (Ablesung gegen Wasser). Ein LSsungsmittelleerwert wird durch die ge- 
samte Bestimmung mitgefiihrt und seine Extinktion wird yon den Ab]esungswerten 
abgezogen. (Bei genauen Bestimmungen ist die Durehfiihrung des Leerwertes im 
Triplikat und Mittelung der Ergebnisse zu empfeh]en; in l~outinean~lysen kann 
gegen den Leerwert abgelesen werden.) Im allgemeinen liegen die Extinktionswerte 
der Farbreaktion mit dem l~iickstand yon 1 ml LSsungsmittel tinter 0,012, meist 
unter 0,009. (Bei hSheren LSsungsmittelleerwerten sind reinere LSsungsmittel zu 
verwenden bzw. die Sauberkeit der Glaswaren nachzupriifen.) 
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Ergebnisse 

Zur ~Iethodik. Abb. 1 gibt die Spektren der in der Sulfophospho- 
vanillin-Reaktion aus Triolein, Linolsgnre, Cholesterin und Phosphatiden 
gebildeten Farbstoffe an und zeigt in Besti~tigung der Angaben der Erst- 
besehreiber a, dab die Absorptionsmaxima bei der gleichen Wellenls 
]iegen und in keiner Knrve  Nebengipfel auftreten. Die Abb. 1 zeigt weiter- 

hin, dal3 gleiche Mengen verschiedener Li- 

t t f/ihren; hierauf wird under ,,Spezifitgt 
noeh einmal Bezug genommen. 

0"#001 

"0 /0 20 30 ~0 50 6"0 80 70 90 I00 Wellenlaz}c /r/olc/n ~t~ 
Abb.  1 Abb. 2 

Abb. 1. Absorp t ionsspekt ren  tier in der SPV-l~eaktion gebi ldeten Farbstoffe  aus Triolein, 
Linolsaure,  Cholesterin, Phospha t iden  und  Steai.insi~m,e bei Einsa tz  gleicher B/[engen (40/~g). 

Ordinate :  Ex t ink t ionswer te  der  Fa rb reak t ion .  Abszisse: ~Vellenl~nge in m/~ 

Abb.  2. Eichgerade  fiir Triolein. Ordinate :  Ex t ink t ionswer te  tier Farbreak t ion .  Abszisse: 
Eingesetz te  Mengen in /~g 

Ffir alle von uns geprfiften Lipoide is~ die Farbentwicklung der ein- 
gesetzten Menge proportional (Triolein, Liaolsikure, Stearinsiiure, Cho- 
lesterin und eine saulenehromatographisch gewonnene is Phosph~tid- 
fraktion aus dem Serum}, und zwar win'den, je nach Lipoid, Mengen bis 
zu 200 #g bzw. Extinktionswerte bis zu 0,88 geprfift. Abb. 2 gibt die 
Ergebnisse emes Versuehes mit  Triolein wieder. Bei genau eingehaltenen 
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Versuehsbedingungen ist die Reproduzierbarkeit der Eiehkurve gut. Be- 
zieht man die Ergebnisse yon Versuehen im Triplikat jeweils auf ihr 
Mittel, so betrggt die Streuung der Einzelwerte zwisehen E 0,730 und 
0,075 1,86 ~ (berechnet aus 50 Einzelwerten). Die Abweiehung der Punkte 
bei 87 ~g (in Abb. 2) erweist sieh dadureh als nieht dureh die Farbreaktion 
sondern durch andere, allen Mikrolipoidbestimmungen eigene Fehler- 
qnellen bedingt; auf diese ~ehlerquellen haben Bmt~T~ 2, TtIANNIIAUSER 15 

Zei'trLvurn 
#er Ablesung 

I I . . . . . .  gholester/n J I I I 
o, q l  f 1 r I i I , I I I , I I 
" "  O 2 0  4 0  6 0  8 0  100  1 2 0  fdO 

i"]inufen zuch Reagenszuyabe 
J b b .  3. E n t w i e k l u n g  u n d  StabJ] i t~t  des geb i ]de ten  
Fa rbs to f f e s  a m  Beispiel  ~on  Triolein %lnd Ohole- 
s ter i  n (Linols~ure,  P h o s p h a t i d e  u n d  S t ea r in shu re  
v e r h a l t e n  s ich  ebenso) .  O r d i n a t e  : Ans t i eg  und2kb-  
fall der  F a r b i n t e n s i t a t  in  P r o z e n t e n  des hSehs t en  
F a r b w e r t e s .  Abszisse �9 Zei t  in  1Viinuten n a e h  Z u g a b e  

des Phos  p ho vani] l in  - t l e a g e n s  

und aueh wir 17 wiederholt hin- 
gewiesen. 

Abb. 3 gibt Entwieklung 
und Stabilit~t des gebildeten 
Farbstoffes an und begriindet 
die Wahl des Zeitpunktes der 
photometrisehen Ablesung. 

Um festzustellen, ob grS- 
13ere Probenreihen ohne Ver- 
lust an Genauigkeit gMchzei- 
rig analysiert werden kSnnen, 
wurden zwisehen Abkiihlen 

und Zusatz yon Phosphors/~ure und Vanfllin Pausen bis zu 20 min ein- 
gelegt, ohne dab die Ergebnisse sieh megbar/~nderten. Es k6nnen also 
soviele Proben behandelt werden, wie innerhalb yon 20 rain mit Phos- 
phorsgure-Vanillin-Reagens versetzt und gemiseht werden kSnnen; ein 
1/~ngeres Intervall wurde nieht geprfift, da aueh ftir die Ablesung nur eine 
begrenzte Zeit zur Verfiigung steht. Unserer Erfahrung naeh kSnnen 
Reihen mit bis zu 30 oder 36 Glgsern parallel sorgf/~ltig untersueht wer- 
den. (An die Regel, geringe Lipoidmengen nieht lange troeken stehen zu 
lassen, d. h. vor Sehwefels/~urezusatz, sei erinnert!) 

Zur Spezifit~it. Bei Einsatz gleicher Mengen liefern Cholesterin 91,29/o, 
Linolss 77,5%, Phosphatide 53,7% und Stearins/~ure 19% der Ex- 
tinktion yon Triolein. GrSgenordnungsm~gig entspricht also die Farb- 
entwicklung der Zahl der einfaehen Doppelbindungen im Molek/il, eine 
Ansieht, die C~AB~OL und Mitarbeiter a auf Grund yon Jodzahlbestim- 
mungen ebenfalls geguBert hatten. Mehrfach unges~ttigte Fetts~uren 
bilden weniger Farbstoff, vermutlich weil sie unter der Einwirkung der 
konzentrierten Schwefels~ure aueh zu kleinen Bruehstiieken abgebaut 
werden. 

Ges~ttigte Fetts/~uren haben bei CHAB~OL und Mitarbeitern keine 
Farbreaktion gegeben. Wir finden mit eiaer kommerziellen Stearins/~ure 
(Stearinss reinst., Merck, Charge Nr. 912671) die oben angegebene 
Farbbildung. Gasehromatographische Nachpriifung* ergab jedoeh eine 

* F i i r  d i e  D u r c h f i i h r u n g  d i e s e r  U n t e r s u c h u n g  s i n d  w i r  F r a u  I ) r .  H .  D ~ . B u e ~ ,  

Physiologiseh-chemisches Institut KSln, zu D~nk verpflichtet. 
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Verunreinigung durch Palmitoleins/iure yon etwa 8%. Rechnet man 
andererseits auf/~quimolare Mengen um und unterstellt man, dal] das Tri- 
olein keine gr6Beren Mengen ges~ttigter S/iuren enth/~lt, so wfirde sich (aus 
mehreren Versuchen) unter der Annahme, dab ges/ittigte S~uren nicht 
reagieren, eine Verunreinigung des Stearins~urepr/iparates mit  10--18% 
Monoensauren ergeben. Bis zur Prfifung mit  hochgereinigten Pri~paraten 

Tabelle 1. Oxysi~uren, Mono- und Dicarbongiuren, Zucker usw. 

Vorversuch, Einsatz : 4 mg Vorkomrnen*Einsatz: m6gliches• 10 
Substrat unbekannte Menge H~PO4 und FIsPO~ until 1%PO4 und HsPO~ und 

I Vanillin Wasser Vanillin Wasser 

dunkelrot dunkelrot dunkelrot fl- Sitosterin 
Heparin 
Glucose 
Fructose 
Glucurons~iure 
Glycerin 
a -Ketoglutars~iure 
Oxalessigs~ure 
Ka-Na-tartrat 
Milehs~ure 
Brenztraubens~ure 
Bernsteins~ure 
Fumars~ure 
Apfels~ure 
d, 1- Serin 
Harns~ure 

schwarz 
schwarz 
braun 
braun 
hell gelbgriin 
braungriin 
gelb 

braun 
farb]os 
farblos 
farblos 
farblos 
farblos 

schwarz schwarz 
schwarz schwarz 
braun braun 

0,032 0,020 
0,058 0,025 
0,280 0,130 
1,100 0,207 
0,042 0,018 

braun braun 

~0,990 
0,074 
0,023 
0,043 
0,021 
0,011 

0,038 
0,014 
0,008 

~0,181 
0,048** 
0,016 
0,019 
0,017 
0,005 

0,005 
0,004 

* Erl~uterung s. Text. 
** Fiir viele organische Substanzen ist ohne Vanillin diese geringe Extinktion 

festzustellen; sie entspricht einer Brgunung durch die Schwefels~ure, keiner Farb- 
bildung. 

kann nicht entschieden werden, ob ges~ttigte Fettss in der SPV- 
Reaktion keine oder eine geringe Fiirbung ergeben. Ffir praktischc 
Zweeke kann man an der bei weitem bevorzugten Reaktion der unge- 
ss Fettss festhalten. 

Eine Pr/ifuug yon nichtlipoiden SubstaDzen, die im Plasma vorkom- 
men oder vorkommen k6nnen, gibt Tabe]le 1 wieder. Bei Einsatz yon 
4 mg in die Farbreakt ion geben einige Substanzen eine Br/iunungsreak- 
tion, die die Farbreakt ion stSrt. (Neben den in der Tabelle 1 aufgef/ihrten 
Verbindungen wurden Apfels~ure, Bernsteins/iure, Fumarss Serin 
und I-Iarns~ure geprfift und gaben keinerlei Fs Setzt man das 
Zehnfache der in 10/zl m6glicherweise vorkommenden Substanzmenge 
ein (bei einer welter unten zu besehreibenden Anwendung der Methode 
werden bis zu 10/zl Serum oder eine entspreehende Menge Serumextrakt  
eingesetzt), so ergeben nur noch Sitosterin, Heparin und Fructose eine 
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nennenswerte Farbung; die eingesetzten Mengen dieser im normalen 
Serum nichf vorkommenden Substanzen betrugen 200/*g Sitosterin (ent- 
spreehend einem Plasmaspiegel yon 2000 mg-~o), 400 teg tleparin (ent- 
sprechend einem Plasmaspiegel yon 4000 rag-%, d. h. 4000 IE ml) und 

430 500 8ZO 5~0 860 580 4~so Duo hwzi h~o ~ o  #~so 
We llen/#n g e We llen l#n # e 

a b 

A b b .  l a  u .  b .  A b s o r p t l o n s s p e k t r e n  d e r  i n  d e r  S P V - R e a k t i o n  a u s  K e t o n e n  (4a )  b z w .  K o h l e n -  
w ~ s e r s t o f f e n ,  A l k o h o l e n  u n d  A t h e r  (4 b)  g e b f l d e t e n  F a r b s t o ~ e .  E i n s a t z  : A e e t o n  ~ 14,4 r a g ;  
~ t h y l a ~ e t t l y l k e t o n  ~ 5,2 r a g ;  D i i s o b u t y l k e t o n  ~ 114 # g ;  P r o p ~ n o l  ~ 64 #xg; I s o p r o p y l -  
~ither ~ 40 ~g, bei Petrol~ther und Heptan unbekannte Mengen. Zum Vergleich eine 
Trioleinkurve 40 ~g. Ordinate: Extinktionswerte der Farbreaktion. Abszisse: Wellenl~nge 

in m~ 

i00 ~g Fructose (entsprechend einem Plasmaspiegel yon 100 rag-%). Die 
Farbreaktion des Sitosterins war zu erwa~en, cla Sitosterin mit Aus- 
nahme der L~inge der gesattigten Seitenkette an C-17 strukturell dem 
Cho]esterin gleicht, also ein Lipoid mit einer Doppelbindung ist. Die Ver- 
bindung wurde gepriift, da unter dem Einflui~ yon Triparano] neuerdings 
nicht mit Cholesterin identische Sterine im Serum aufgefunden wurden 14 
und bei Anwendung yon Substanzen, die in den Cholesterinstoffwechsel 
eingreifen, solehe Verbindungen h/iufiger angetroffen werden diirften. 
Alle iibrigen Plasmainhaltstoffe stSren die Farbreaktion nicht in nennens- 
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wertem Mal~e. Dies ist f/ir die a-Ketosauren besonders bedeutsam, da 
Ketone (s. unten) die Reaktion geben. 

Die Sehlul~folgerung, dab niehtlipoide Plasmainhaltstoffe die Farb- 
reaktion nieht geben, wird dureh die Feststellung bestatigt, dab weder 
in dem bei der Lipoidextraktion auftretenden, vornehmlieh Protein ent- 
haltenden Niederschlag noeh in einem Wasser-Methanol-Extrakt des 
urspr0ngliehen Lipoidextraktes (bei Zimmertemperatur im Exsiccator 
getroeknet) farbgebende Substanzen naehgewiesen werden k6nnen, wenn 
man 10--100 t*l Serum entsprechende Mengen einsetzt. 

Die meisten kurzkettigen LSsungsmittel geben die Reaktion nicht 
(Methanol, Xthanol, Diathyl~ther, Chloroform, Tetraehlorkohlenstoff in 
Mengen yon 0,01 ml), enthalten jedoch Spuren yon farbgebenden Ver- 
unreinigungen, die im L5sungsmittelleerwert (s. oben) ber0cksiehtigt 
werden. Alkohole, beginnend mit Propanol, Isopropylgther, , ,Heptan" 
und Petroleumbenzin geben die Reaktion. Aueh Ketone bilden rote bis 
gelbe Farbstoffe. Abb. 4 a u. b gibt einige der Absorptionsspektren wieder. 
Die Farbbildung nimmt mit der Kettenl~nge raseh zu, der Farbwert fiir 
1 mg betr~gt ftir Aceton (Dimethylketon) 0,014--0,019, for Xthylmethyl- 
keton 0,05f--0,059, for Diisobutylketon 2,69--3,48, doch mug dies mit 
der HShe des Siedepunktes (unterschiedlicher Verlust beim Erhitzen mit 
Sehwefelss zusammenh~tngen. Es empfiehlt sich, bei der Vorbereitung 
zur Sulfophosphovanillin-Reaktion (Lipoidextraktion, Chromatographie) 
auf diese LSsungsmittel zu verzichten, notfalls besonders grfindlich auf 
ihr Verjagen zu aehten. 

Zum Chemismus. Diisobutylketon reagiert mit Phosphovanillin- 
Reagens aueh ohne Zusatz yon Schwefels~ure, wenngleieh sehr langsam. 
Wird vor dem Zusatz yon Phosphovanillin-Reagens Schwefelss zu- 
gesetzt, aber nicht gekoeht, so kommt es rascher zu intensiver Farb- 
bildnng, erfolgt der Schwefels~urezusatz nach dem Zusatz des Farb- 
reagens, so wird Farbstoff langsamer gebildet (Erhitzen mit Sehwefel- 
sgure ffihrt zu wesentlieh intensiverer Farbbildung in der eigentliehen 
Farbreaktion) (Abb. 5). 

Triolein reagiert mit Phosphovanillin-Reagens nur nach Behandlung 
mit konzentrierter Schwefels~ure, mul~ also dadurch in eine reaktions- 
fahige Zwischenstufe iibergeffihrt werden. MSglieherweise bilden Ketone 
solche Zwisehenstufen, nachdem ein Keton (genau eine 9,10-Ketohydroxy- 
sgnre) ein bekanntes Oxydationsprodukt der 01s~ure darstellt 6. Ein ande- 
rer zu einem Keton ffihrender Weg ware die Anhydratisierung der als 
Oxydationsprodukt ebenfalls bekannten 9,10-Dihydroxystearins~ure 5 
durch die Schwefelsgure zu 9- oder 10-Ketostearins~ture. FOr die mSg- 
liche Bedeutung der Ketohydroxyverbindung spricht die Beobachtung 
yon McAL~ER u. KOZLOWSKI ~~ dal3 bestimmte 17-Hydroxy-20-keto- 
steroide mit Vanillin in Phosphors~ure direkt unter Farbbildung reagieren. 
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Die K e t o n e m i i s s e n  offenbar e rs t  dureh  Sehwefelsgure in eine Zwischen- 
stufe f ibergef i ihr t  werden,  die mi t  Vani l l in  in Phosphors~ure  einen F a r b -  
stoff e rg ib t ;  diese R e a k t i o n  seheint  abe r  raseh  abzulaufen.  A ldehyde  
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Abb. 5 a u. b. Farbentwiokhng aus Diisobutylketon (a) und Triolein (b) bei unterschied- 
lieher Behandlung. Die Reihe-afolge tier Aufz~hhmg gibt die Reihenfolge des Zusatzes tier 
l~eagentien an. Ansatz I : Substrat + Phosphors~ure-Vanillin-l%eagens. Ansatz 2 : Substrat 
+ Schwefels~ture + Phosphors~ure-Vanillin-Reag'ens. Ansatz 3: Substrat + Schwefels~ure 
+ 10 rain Kochen + Phosphors~iure-V~nillin-Reagens (iibliehe SPV-Reaktion). A~satz 4: 
Substrat + Phosphors~ure-Vanillin-Reagens + Schwefels~ure. Einsatz jeweils 1 rag. Or- 
dinate: Ext'mktionswerte tier Farbreaktion. _A_bszisse: Zeit in Minuten naoh Zugabe des 

Farbreagens 

/ I I i r I J 
0 60 /zo 150Nin. 

seheinen keine  Zwisehenstufe  darzuste l len,  naehdem N o n , h a l ,  das  alde- 
hyda r t i ge  O x y d a t i o n s p r o d u k t  der  01s/~ure nur  eine ve r sehwindend  ge- 
r inge S P V - R e a k t i o n  gibt .  (Kurzke t t ige  Aldehyde ,  sowie eyelisehe Alde-  
hyde ,  d. h. ]3enzaldehyd,  D i m e t h y l a m i n o b e n z a l d e h y d  und  An i sa ldehyd  
geben die R e a k t i o n  ebenfal ls  nieht .)  

Vani l l in  is t  4 - H y d r o x y - 3 - m e t h o x y b e n z a l d e h y d :  

J \ - -c~o 

O--CH~ 

I n  einem Versueh,  die fiir die R e a k t i o n  no twendigen  Subs t i t uen t en  
zu bes t immen,  wurde  eine Reihe ghnl ieher  Verb indungen  anstel le  des 
Vanil l ins  zur t t e r s t e l lung  des l~eagens verwendet .  Dabe i  zeig~e sieh, d a b  
aueh andere  a romat i sehe  A ldehyde  in Phosphors / iure  ein F a r b r e a g e n s  
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darstellen, Benzaldehyd (I), Dimethylaminobenzaldehyd (II), Anisal- 
dehyd (III) und Salicyl~ldehyd (IV). 

~ I - - C H O  f ~ - - - C H O  

I I I  

 -cHo 
I I I  I V  

Es handelt sich also bei der Sulfophosphovanillin-Reaktion ganz all- 
gemein um eine Reaktion der Abbauprodukte unges/~ttigter Lipoide mit 
aromatischen Aldehydea; Ton und Intensits der gebildeten Farbe sind 

o, soc 

o, ~o~ 

0,?00 

o, zo~ 

0, :'00 

400 ~ 480 ~'20 580 800 
Abb.  6. Absorpt ionsspekt ren  der aus Triolein (38,9~ ttg) gebilde~en Fa rben  bei Verwendung  
verschiedener  a romat i scher  Aldehyde  im Farbreagens .  Vanillln ( . - - . ) ,  Anisa ldehyd 
(o ~), Benza ldehyd ( x - - - x )  und  p -Dime thF laminobenza ldehyd  ( o - - - o ) .  Ordinate :  

Ex t ink t ionswer te  der  Farbreak t ion .  Abszisse: Wellenlttnge in rn/* 

jedoch unterschiedlich (Abb. 6). Oxydation der Carbonylgruppe des 
Reagens hebt die Reaktionsf~higkeit auf (Va~illi~ss reagiert nicht); 
ausschliel~lieh hydroxyl- oder methoxysubstituierte Benzolkerne (Phenol, 
l~esorcin, Anethol) sind keine reaktionsfghigen Verbindungen. (Geringe 
Rotfiirbung mit ihnen ftihren wir auf Verunreinigungen der handels- 
/iblichen Prgparate zurtick.) 

Z. ges. exp.  Med., Bd. 135 37 
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Abb.  7. a S p e k t r m  der R e a k t i o n s p r o d u k t e  u n d  der emzeinen  ~eakfAonspar tner  der  SPV- 
]~.e~ktio~ bei E i n ~ t z  ~i, q u ~ o ] ~ r e r  3Mrengen ~ O ~ u r e  ~lnd Vani]]~n. ~ t z  I (~ ~) ent-  
his 0,658 ~mol 01s~iure (sis Triolein) un(1 0,658 /~mol Vani l l in;  Ans~tz  Is  ( x - - - x )  nut 
0,658 ~mol 01s~ure; Ans~tz III (o---o) nur 0,658 #tool V~nJl]Jn. llle Ans~,tze wurden mit 
0,2 ml  Sehwefels~ure im  koehenden  W a s s e r b ~ d  erhi tz t ,  4 ml  Phosphors~ure  u n d  1 ml  W a s s e r  
wurden  zugegeben,  Vanil l in  m i t  d e m  Wasse r .  Abgelesen  wurde  gegen  einen Leerversueh .  
Zur  Ablesun~ i m  u l t r~vio le t ten  L i eh t  w u r d e n  aJle Ansi~tze i m  Verh~l tnis  1 : 5 m i t  Leera.nsatz 
ve rd i inn t ,  u m  eiIm ablesbare  E x t i n k t i o n  zu  erhal ten.  Ord ina te  : E x t i n k t i o n s w e r t e  der Fa rb -  
reak t ion .  Absz isse :  Wellenl~nge in  In g. b S p e k t r u m  des R e a k t i o n s p r o d u k t e s  u n d  des u  
lins in  a b s o l u t e m  Alkohol.  (Es wva'de ein Ansa t z  m i t  i~quimolaren ) [ e n g e n  an  0]s~ure  und  
V ~ i l l i n  g e m a e h t .  295 m g  Triolein w u r d e n  m i t  2,0 ~al Schwefeist~ure v e r s e t z t  u n d  erhi tz t ,  
dazu  ein Geraiseh aus  40 raI Phosphors~tu 'e  u n d  10 ral  Wasser ,  152 m g  Vanill in en tha l tend ,  
gegeben.  E n t w i c k i n n g  einer seht" i n t ens iven  ro ten  Farbe .  N a e h  30 ra in  Z u g a b e  yon  50 ml  
~vVasser, dabe i  fiel der  rote  Fa rbs to f f  aus.  E r  wurde  n a e h  wiederho l t em W a s c h e n  m i t  der  ver-  
d i inn ten  Phosphors~ure  in  Alkohol gelSst  u n 4  p h o t o m e t r i e r t  ( .  *). Es w u r d e n  zwei Kon-  
zen t r a t ionen  gemessen ,  u m  des  Verha l t en  des S p e k t r u m s  im  u l t r av io le t t en  und  s i eh tba ren  
L ich t  deut l ich  zu zeigen. Die ]~urve  (o . . . .  o) zeigg da~ S p e k t r u m  -con Vanil l in  in  Alkohol,  
5 /~g/ml. Ord ina t e :  E x t i n k t i o n s w e r t e  des R e a k t i o n s p r o d u k t e s  bzw, Vanill ins.  Abszisse :  

Wellenl~inge in m/~ 
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Die eigentliche Farbreaktion entspricht mit groBer Wahrscheinlichkeit 
dem Mechanismus der ,,modifizierten" Farbreaktion nach KXGI-MIE- 
sc I~g  ~. (Die Farbreaktion tr i t t  auch ohne Zusatz yon Phosphors~ure 
ein, das l~eaktionsprodukt entf~rbt sich jedoch rasch und f~llt aus.) 
Dagegen handelt es sich mit grol]er Wahrscheinlichkeit nicht um die 
Bildung eines Chalkons, an die ebenfalls gedacht werden muBte, da dem 
Reaktionsprodukt die ffir Chalkone typischen Banden im Bereich zwi- 
schen 206 und 350 rote ~ fehlen (Abb. 7). 

Anwendung 
S~iulenchromatographie. Fiir die Sgnlenchromatographie der Lipoide 

fehlte bislang eine einfache Methode zum Iqachweis aller Plasmalipoide, 
es war vielmehr notwendig, entweder die Fraktionen einzudampfen, um 

II I 

I, I }' , 
I I  k x ~< 

l_ fill ', ~I 

t jilT' I /~i~ 
ill ~'< 

I t P �9 I I I . . .  ' L I- ! , ~ , I  /t , I / i , " , . A  ,~ 
V I ! J,,,,\ Ix u ,It{ ,~ ,~ !~!.-4/ "/"u"..t 

7<~"  k ; "~' i ~ •  / i / I'<,<,< 

O ,+0 20 .~0 4.0 50 #0 70 00 ...~ 100 llO /20 /3@ I,~@ 

Abb. 8. Die A u s w e r t n n g  eines S/~ulenchrom~tolTamms mi t te ls  spezifischer l~eaktionen (3) 
(e . )  und  der  SPV-Reak t ion  ( • 2 1 5  ). Fiir  die Cholesterinester  ist  tier Mafistab bei der 
D a r s t e n u n g  tier SPV-Reak t ion  auf  1/10 rednzier t .  Ordinate :  m g  Lipoid /RShrchen ffir die 
spezifische Reak t ion  bzw. E -Wer t e /RShrchen  ffir die SPV-Reakt ion .  Abszisse: N u m m e r  der 

RShrchen 

~0 

20 

zu priifen, ob Rfickst~nde verbleiben, oder mehrere Reaktionen parallel 
durchzuftihrcn. Abb. 8 zeigt, dab die Sulfophosphovanillin-Reaktion als 
allgemeine Lipoidbestimmungsmethode ffir Eluate yon Chromatographie- 
s~tulen gut brauchbar ist. Selbstverstandlich ist fiir jede Substanzgruppe 
ein eigener Umrechnungsfaktor nStig (das gilt aber z. B. auch ffir 
die Auswertung yon Aminosaurenchromatogrammen mit quantitativer 

37* 
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Ninhydrinmethode). Bei den Cholesterinestern ist der Umreehnungsfaktor 
nicht konstant,  da zunachst vorwiegend die Ester ges~ttigter, sp/iter die 
unges/~ttigtigter Fetts/iuren eluiert werden (dureh Kontrolle tier Frak- 
tionen mit  Hilfe der Dfinnsehichtchromatographie 19 erwiesen), und es 
mag sein, dab/~hnliches aueh ffir andere Fraktionen gilt. 

Bestimmung der Gesamtlipoide im Serum. Zur Bestimmung der Ge- 
samtlipoide im Serum k6nnen wir zwei Modifikationen der Methode an- 
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Abb .  9. B e z i e h u n g  zwischen  G e w i e h t  u n d  F a r b -  
w e r t e n  ( S p e k t r o p h o t o m e t e r  530 m/~) f i i r  37 Se- 
r u m l i p o i d e x t r a k t e  ( b e r e c h n e t  f f i r  1 m l  Se rnm) .  
- -  R e g r e s s i o n s g e r a d e  b e r e c h n e t  n a e h  LINDER, 
- - - - -  E i c h g e r a d e  ff i r  Tr io le in .  O r d i n a t e :  E x -  
t i nk t i o l~swer t e  der  F ~ r b r e a k t i o n .  A b s z i s s e :  m g  

L i p o i d  in  1 m l  S e r u m  

geben. Beide sind leicht durch- 
zuffihren und geben damit  auch 
kleineren Laboratorien die M6g- 
lichkeit,hyperlipi~mischeKrank- 
heiten mit  ttflfe einer Gesamt- 
lipoidmethode anstelle oder in 
Erganzung einer Cholesterin- 
methode zu verfolgen. Aueh eine 
brauehbare Absehi~tzung der 
Neutralfettwerte ist m6glich. 
Damit  wird der Bliek, der bisher 
allzu oft aussehlieBlich auf das 
Cho]esterin gerichtet war, auch 
den anderen Lipoiden zuge- 
w a n d t .  

Abb. 9 gibt ffir 37 Serum- 
lipoidextrakte die Beziehung 
zwischen dem Gewicht und den 
Extinktionen in der Sulfophos- 
phovanillin-Reaktion wieder 
(angegeben fiir die 1 ml Serum 
entspreehende Menge). Ob eine 

Extrapolation in dem Bereich noch grSgerer Lipoidmengen zulassig ist, 
ist noeh nieht gepriift. Abb. 9 enthi~lt auch eine Eiehgerade fiir Trio]ein. 
Sie liegt erwartungsgemaB oberhalb der Geraden fiir die Gesamtlipoid- 
extrakte,  da die natiirlichen Fet te  vor M]em in den Phosphatiden und 
Neutralfet ten eine gr6Bere l~enge ges~ttigter Fettsi~uren enthalten. 

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

Beispiele. a) Bestimmung der Gesamtlipoide im Lipoidextrakt aus Serum. Her- 
stellung des LipoidextrakteslS: F~llung yon 1 m] Serum mit 15 ml Chloroform/ 
Methanol 1 : 1, Erhitzen zum Sieden, Abkfihlen, Auffiillen auf 25 ml mit Chloroform, 
Abfiltrieren oder -zentrifugieren. l~einigung des Lipoidextraktes: 20 ml Extrakt 
im sclfliffverschlossenen MeBzylinder mit 4 m] 0,02~o w~l~riger C~Cl~-L6sung aus- 
schfitteln. Nach Schichttrennung das Volumen der (unteren) Lipoidphase fiir SlO~- 
tere •erechnungen notieren; es entspricht 0,8 ml Serum, gewShnlich betr~igt 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 yon 
der Verdfinnung 1 ml in die Bestimmung einzusetzen. (L5sungsmittel sorgf~ltig 
verjagen, L5sungsmittelleerwert !) 

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 fiir die Ab- 
lesung aus der Eichkurve 

E ~ 0,292 �9 10 �9 14,1 �9 1,25 ~ 51,5 

und das Gesamtlipoid betrug 8,8 mg/ml bzw. 880 mg-~ 
b) Bestimmung der Gesamtlipoide bei Verwendung eines Photometers ohne beliebige 

Einstellung der Wellenl~inge. Zum Vergleich der Photometer wird mit einer Probe 
Triolein (etwa 40/~g) (oder eine entspreehende Menge ,eines anderen Lipoids) die 
Farbreaktion durchgefiihrt und in beiden Photometern gemessen; dazu wird im 
Photometer ohne Wellenl~ngenwahl das 530 m/~ n~chstliegende Filter eingesetzt. 
Der Quotient der Extinktionswerte ergibt einen Umrechnungsfaktor, der auch fiir 
die Analyse yon Lipoidextr~kten gilt und zur Berechnung der Eichgeraden fiir das 
zweite Photometer gebraucht werden kann. Betrug z .B.  der E-Wert  fiir 40 #g 
Triolein bet 530 m/, 0,310 und im Eppendorf-Photometer mit  Filter 546 0,260, so 

0,260 
ist die aus Abb. 9 errichtete Eichgerade ffir Gesamtlipoide um ~ zu erniedrigen, 

am einfachsten durch Multiplikation des spektrophotometrischen E-Wertes fiir 
0,260 

10 mg mit 0 , ~  ; aus dem dadureh gewonnenen E-Wert  FLir das zweite Photometer 

wird die Eiehgerade 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, vgh Abb. 1. 

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

23,59 
Der Quotient betr~gt (bereehnet aus den E-Werten ftir 4 rag) ~ ~ 0,7605. 

40 pg Triolein geben im Eppendorf-Photometer (s. oben) eine Extinktion yon 0,260 ; 
die Extinktion f/Jr 4 mg Triolein betr~gt demnach 26,0 und ,die fiir 4 mg Gesamt- 
lipoid 26,0 • 0,76 ~ 19,8; durch Verbindung dieses Punktes mit  dem 0-Punkt und 
Verl~ngerung bis 15 mg kann wiederum die Eichkurve konstruiert werden. Die 
zweite Methode der Umkonstruktion ist weniger verl~Blich, da das zur Kontrolle 
verwendete Triolein unserer Charge (Merck, Beste]lnr. 8361, Charge 640867) in der 
Farbbildung v511ig g]eichen mu~. 

Theoretisch ist eine neue Eichung durch W~gung yon Lipoidextrakten und ihr 
Einsatz in die Farbreaktion vorzuziehen, erfahrungsgem~lt ist dies aber aus appa- 
rativen wie personellen Griinden an vielen Stellen unmhglieh. Andererseits ist der 
durch die Umrechnung eingeffihrte m5gliche Fehler gering. Die dureh Analysen 
bestimmte Eichgerade ffir Serumlipoidextrakte lag sowohl fiir das Photometer 
Eppendorf als aneh f/ir das analog geprfifte Colorimeter yon Beckman (Modell C) 
um nur 4 bzw. 2~o hhher als die berchnete. 

Z u r  B e r e c h n u n g  d e r l ~ e u t r a l f e t t e  i s t  die  K o n z e n t r u t i o n  vor lCho les t e r in ,  

C h o l e s t e r i n e s t e r n  u n d  P h o s p h a t i d e n  y o n  de r  G e s a m t l i p o i d k o n z e n t r a t i o n  
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abzuziehen, kleinere Lipoidfraktionen wie freie Fetts~uren und Caro- 
tinoide kSnnen dabei unberficksichtigt bleiben, da die ffir die Berechnung 
der Gewiehtskonzentrationen der Hauptfraktionen eingesetzten Fak- 
toren ebenfalls nur Mittelwerte darstellen. Die entsprechende Gleichung 
lautet (alle Wer~e in Milligrammprozent): 

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

F/ir die Berechnung ist es am zweckm~igsten,  vom oben angegebenen 
Lipoidextrakt weitere aliquote Teile fiir Lipoidbestimmungen abzupipet- 
tieren, 1 ml ffir Gesamtcholesterin, 2 ml f/it freies Cholesterin (nach ZAK 
und Mitarbei~ern16), 0,5 ml ffir Lipoidphosphor (nach BARTLETT1), doch 
sind auch die Ergebnisse anderer Analysenmethoden verwendbar. 

Ohne wesentlichen Verlust an Genauigkeit ist es, au]~er bei schwersten 
Lebersch~den, mSglich, fiir die Berechnung auf die Bestimmung des 
freien Cholesterins zu verzichten; unter der Annahme eines normalen 
Esterquotienten fiir Cholesterin yon 70% berechnet sich die Gewichts- 
konzentration der Cholesterinfraktion zu 0,3 [Gesamtcholesterin] -~ 1,7 
�9 0,7 [Gesamtcholesterin] --~ 1,5 [Gesamtcholesterin], und die obige 
Gleichung ]autet nun [Neutralfette] = [Gesamtlipoide] - -  (1,5 [Gesamt- 
cholesterin] ~- [Phosphatide]). 

Wo eine Lipoidphosphorbestimmung nicht mSglich ist, gelangt man 
mit ttilfe einer yon MA~ und Mitarbeitern 9 angegebenen Formel, die die 
Beziehung yon Gesamtcholesterin zu Lipoid beschreibt, immer noch zu 
einer groben Bleutralfettabschs Die Formel yon MAN lautet nach 
Umrechnung f/Jr den angegebenen Zweck 

[Phosphatide] = 0,73 [Gesamtcholesterin] -~ 90 

und aus der Gleichung ffir Neutralfette wird 

[Neutralfette] = [Gesamtlipoide] - -  (2,25 [Gesamtcholesterin] -~ 90). 

Diese letzte Gleichung stellt eine sehr grobe Ann~herung dar, zur Ver- 
folgung der Neutralfettbewegung bei hyperlip/~misChen Krankheiten 
(Diabetes, l~ephrose, Pancreatitis usw.) ist sie aber geeignet. 

c) Direktbestimmung der gesamten Plasmalipoide ohne vorhergehende Extralction. 
Da nichtlipoide Bestandtefle die SPV-Reaktion nieht st5ren, blieb anschlieBend zu 
priifen, ob es mSglich ist, Serum direkt in die Analysen einzusetzen; die Methode 
yon CHAB~OL, FALLOW u. B5SZ6~M~u ~ war urspriinglieh fiir Serum angegeben. 
Ein Vergleieh yon Analysen, in denen parallel Serum und ein mengenm~Big ent- 
sloreehender Lipoidextrakt untersueht wurden, ergab zun~chst sehleehte Uberein- 
stimmung, die Ergebnisse der Direktanalyse von Serum (Methode s. unten) lagen 
bei Einsatz yon 10/zl tiefer als die der Analysen yon trockenem Lipoidextrakt. Die 
Diskrepanz konnte als Folge des Wassergehaltes des Serums aufgekl~rt werden; die 
Zugabe kleiner Wassermengen hemmt die SPV-Reaktion in mit der Wassermenge 
zunehmendem Ma~ (Tabelle 2) und zwar sowohl gegeniiber Lipoidextrakt als aueh 
gegeniiber Cholesterin und einer chromatographisch gewormenen is Phosphatid- 
fraktion. Die Reaktion mit Linols~ure oder Trio]ein als Substrat wird weniger ge- 
hemmt. Die zus~tzliche Zugabe yon Kochsalz hat keinen wei~eren Einflul3. 
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Wegen des Einflusses des Wassers war es nStig, fiir die Direktanalysen des 
Serums eine neue Eiehgerade zu erstellen (Abb. 10). (Diese Eichgerade schneider die 

Tabelle 2. Der Einflu/3 vou Wasser au/ den Aus]all der Sul/ophosphovanillin-Realction 
eines Serumlipoidextralctes bzw. weits reiner Lipoid/raktionen. Den trockenen 
Lipoiden wurde vor Zugabe der Sehwefels~ure die angegebenen Mengen W~sser 
oder 0,9~o NaC1-LSsung zupipettiert; die Ergebnisse sind in Prozent der Farbbil- 

dung des Versuches ohne Wasserzusatz ausgedriickt 

L i p o i d  

Gesamtlipoidextrakt 
aus Serum 89--93 

Cholesterin 86--88 
Phosphatide 90 
Triolein 88--94 
Linols~ure 94--97 i 

W a s s e r z ~ s a t z ( ~ l )  
1 0  15  

83--88 78--81 
83 74--79 

85--87 84--87 
91--95 94--100 
90--95 93--102 

2 0  

79 
71--72 
83--85 
92--105 
98--105 

Ordinate nicht im Nullpunkt, da die konzentrierte SchwefelsEure mit niehtlipoiden 
Plasmabestandteflen eine wenn auch geringe BrEunung ergibt.) AbsehlieBend wird 
die Methode zur Gesamtlipoidbe- 
stimmung in kleinsten Serum- oder 0,~0 t 
Plasmamengen angegeben. 

5 #1 Serum werden mit einer 
geeigneten Mikropipette* in ein 0,300! 
etwas mehr als 10 ml fassendes | 
Reagensglas gegeben. Es werden 
0,2 ml der konzentrierten Schwefel- 
s~ure so zugesetzt, dai~ durch den 0,200 
Einlauf der S~ure Serumreste, die 
nach Abstreifen der Pipette nicht 
auf den Boden des Glases gelang- 0,/00 
ten, mit heruntergewasehen bzw. 
benetzt werden. Im weiteren wird 
beziiglieh Erhitzen, Abkiihlen, Zu- 
gabe des Farbreagens usw. nach der 0 0 
allgemeinen Arbeitsvorsehrift ver- 
fahren. Abb. 10 enth~lt Eichgeraden 
ffir das Zei]~-Spektralphotometer 
und die Filterphotometer Eppen- 
doff und Colorimeter Beckman, 
Modell C. 

D i innsch i eh t ch roma t  ogra - 
phie. Die SPV-Reakt ion  eignet 
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A b b .  1 0 .  B e z i e h u n g  z w i s c h e n  L i p o i d g e h a l t  ( g r a v i -  
m e t r i s c h )  m a d  F a r b w e r t e n  ( S p e k t r o p h o t o m e t e r  
5 3 0  m ~ )  b e l  E i n s a t z  y o n  S e r u m  i n  d i e  S P V -  
P~eaJ ~ t i o n .  - -  R e g r e s s i o n s g e r a d e  i i i r  d i e  E r -  
g e b n i s s e  y o n  2 8  S e r e n ,  b e r e c h n e t  n a c h  L I N D E R  s, 
- - - E i c h g e r a d e  f i i r  E p p e n d o r i - P h o t o m e t e r  F i l t e r  
5 4 6 ,  - . . . .  E i c h g e r a d e  f i i r  a l a s  C o l o r i m e t e r  B e c k -  
m a n ,  i ~ I o d e l l  C ,  G r i i n f i l t e r .  O r d i n a t e  : E x t i n k t i o n s -  
w e r t e  t i e r  F a r b r e a k t i o n  b e i  E i n s a t z  y o n  5 ~1 S e r u m .  

A b s z i s s e :  L i p o i d g e h a l t  d e s  S e r u m s  i n  r a g - %  

sich durch ihre Empfind]ichkei t  zur  Analyse der Lipoide in  abgekra tz ten  
Diinnschichten.  Auch der Nachweis auf  der P la t te  durch Besprfihen 
mi t  Schwefelss kurzes Erh i tzen  u n d  anschlieBendes Bespri ihen mi t  
Phosphorss  ist mSglich. 0 h n e  Vorbehandlung  mi t  
Schwefelsi~ure wurde ein Phosphors~urevani l l in-Reagens  zum Nachweis 

* Wir verwendeten die Pipette yon Sanz (Beckman Instruments). 
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von Steroiden auf  Pap ie rchromatogrammen bereits yon  McAL~x~ u. 
KOZLOWSKI 1~ u n d  auf  Df innsehichtchromatogrammen yon  METZ n ver- 
wendet.  N~HER U. W ~ T T S T ~  la haben  die ,,modifizierte" Ks 
Reak t ion  n verwendet ,  bei der eine LSsung yon  Anisa ldehyd in  Eisessig/ 
Schwefels/~ure (50:1) aufgesprfiht u n d  anschlieBend erhi tzt  wird. 

Zusammenfassung  

Die Sulfophosphovani l l in-Reakt ion (SPV-Reaktion)  von  CHAB~OL U. 
CHARO~NAT wurde auf  Chemismus u n d  AnwendungsmSgl ichkei ten  unter -  
sucht. Die gebildete Farbe  en ts teh t  dutch  Reak t ion  yon  Vanill in,  aber 
auch anderer  aromatischer Aldehyde mi t  den durch konzentr ier te  
Sehwefels/~ure gebildeten Abbauproduk ten  yon  Lipoiden, vermut l ich  
K e t o n e n  bzw. Ke tonen  mi t  benaehbar te r  Hydroxylgruppe.  

Dureh ihre weitgehende Unspezifit/~t ist die SPV-Reakt ion  zum all- 
gemeinen Lipoidnaehweis gut  geeignet. Beispiele sowie zwei Methoden 
ffir die Bes t immung  der Gesamtlipoide im Serum oder Plasma werden 
angegeben. 
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