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Aus der Unilever Forschungsgesellschaft Hamburg 

~ e r  die ern~ihrungsphysiologischen Eigenschaften yon 
Fisch-Fritierfetten, 3. Mitt. ~) 

Gelpermeationschromatographie yon Fisch-Fritierfetten 

Von M. U n b e h e n d  und H. S c h a r m a n n  

Mit 8 Abbildungen und 3 Tabellen 

(Eingegangen am 27. Dezember 1972) 

In den beiden ersten Mitteilungen konnte gezeigt werden, daft durch 
Verffit terung yon fiber das fibliche Mal~ hinaus oxydierten Bratfet ten we- 
der das Wachstum und die Protein-Efficiency noch die Fortpflanzung yon 
Wistar-Ratten negativ beeinflu~t wurde. Die beiden Bratfettsorten, teil- 
weise hydriertes ErdnuBS1 und Soja61, wurden bereits friiher 1) vor und 
nach der Belastung mittels S~ure- und Jodzahl, Alkalif~rbung nach Wur- 
ziger (zur Charakteris ierung des Gehaltes an Oxycarbons~uren und Lac- 
tonen) und durch die Best immung des Gehaltes an oxydierten Fetts~uren 
charakterisiert. Wir haben nun mit Hilfe der ursprfinglich fiir Hochpolymere 
entwickelten Gelpermeationschromatographie (GPC) die Konzentrat ionen 
an dimeren und hSher oligomeren Triglyceriden in diesen Fetten bestimmt. 
Methodische Einzelheiten werden an anderer  Stelle ausffihrlich behandelt2). 

J 
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I 

~ S J  

Abb. 1. Fliel3s~hema des Gelpermeationschromatographen. 

*) 1. Mi t t e i lung :  Lang, K., E. H. yon Jan und  J. Henschel, Z. Ern~hrungswiss .  
9, 363 (1969). 

2. Mi t t e i lung :  Lanp,  K. und  J.  Henschel, Z. Ern~hrungswiss .  10, 234 (1971). 
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M i t  d iese r  M e t h o d e  k o n n t e n  d ie  in Bra tS l en  e n t h a l t e n e n  O x y d a t i o n s -  
und  P o l y m e r i s a t i o n s p r o d u k t e  z u m  ers ten  Mal  o h n e  V e r s e i f u n g  oder  U m -  
e s t e r u n g  der  b e l a s t e t e n  F e t t e  d i r ek t  erfaBt w e r d e n .  

Experimentelles 
Prinzip der GPC und Eichung 

Ffir die GP-Analyse  stand der Chromatograph, Modell 200, der Fa. Waters 
zur Verffigung. Der Aufbau des Ger~tes ist in Abb. 1 wiedergegeben.  Das 
LSsungs- oder Elutionsmittel  (in diesem Fall Tetrahydrofuran) wird aus einem 
Tank (1) fiber einen Entgaser  (2), dessen Temperatur  mindestens 10 ~ C fiber 
der Betr iebstemperatur  liegt, und fiber einen Drucktank (3) mit  Hilfe einer  
MUton-Roy-Dosierpumpe (4) auf zwei S~ulens~itze (5) ffir Proben-  und Referenz-  
seite im S~iulenofen (6) gepumpt. Vor dem S~ulensatz befindet sich noch die Pro-  
beneingabeeinheit  (7), bestehend aus einer 2 ml fassenden Kapillare, die fiber 
ein Ventil  mit  dem LSsungsmittelstrom verbunden werden kann. Die Sfiulen 
enthal ten die eigentliche Trennmatr ix  oder station~re Phase, bestehend a u s  
dicht gepackten vernetzten Polystyrol-Mikroperlen (Styragel) mit  40 bis 80 ~m 
Durchmesser. Diese Perlen besitzen Poren, die je  nach Gelsorte in gequollenem 
Zustand mit t lere  Durchmesser zwischen 40 nm und 1,3 �9 103 nm aufweisen. Das 
TrennvermSgen dieser Matrix beruht  nicht auf Oberfl~chenadsorption, sondern 
auf dem Ausschlul3 der Molekfile oder ihrer  Diffusion in die Poren. Bei der GPC 
verwendet  man stets mehrere  hintereinander  geschaltete Trennstiulen, die - je 
nach Trenns~ulentyp - mit  Polystyrol-Mikroperlen mit  Porendurchmessern de- 
flnierter GrSI3e geffillt sind. Dadurch wird eine optimale Trennwirkung im in- 
teressierenden Molekulargewichtsbereich erreicht. Die Konzentrationsmessung 
hinter  den Trenns~ulen erfolgt meist  mit  Hilfe eines hochempfindlichen Diffe- 
rent ia l refraktometers  (8)a). Das Elut ionsvolumen wird durch einen sich selbst- 
tfitig ent leerenden Syphon (9) gemessen, der 5 ml fal3t. Bei Ent leerung werden 
dutch den Schreiber riO) auf dem Chromatogramm Markierungen (sogenannte 
Counts) eingezeichnet. 

Die bei der Geriiteeichung und den Bratfe t tuntersuchungen gew~hlten Ver-  
suchsbedingungen sind in Tab. 1 zusammengefaBt. 

Die Eichung erfolgt mit einer Reihe yon definierten mono- und polymeren 
Verbindungen, die entweder  in Fet ten vorkommen oder gelpermeationschromato- 
graphisch ein ~hnliches Elut ionsverhal ten wie die Fet te  zeigen (s. Tab. 2). Abb. 2 

Tab. 1. Untersuchungsbedingungen ffir die GPC-Analyse  yon Bratfe t ten 

Gerfit: 

L~sungsmittel:  
Sfiulensatz: 

Temperaturen:  

Konzentrat ion der 
ProbenlSsungen: 
Eingegebene Menge: 
Eingabedauer:  
DurchfluI3geschwindigkeit: 
1 Count: 
Fi l t ra t ion vor  Eingabe: 

GP-Chromatograph,  Modell 200, der Fa. Waters Ass., 
Framingham, Mass., USA 
Tetrahydrofuran deat. (THF), rein, BASF 
Mittlere Porendurchmesser  des Styragels 1,3. l0 s A; 
120 A (5 Sfiulen); 80 A (2 Sfiulen); 60 A; 40 A 
Im S~iulenofen: 45 ~ C 
Im Refraktometer :  44 ~ C 

0,5 g/100 ml TH'F 
2 m i  
2 min 
1 mYmin 
Entspricht 5,0 ml Elut ionsvolumen 
Durch HAK-I-Krueger-Cel lu lose-Asbes t -Fi l te r  unter  
Stickstoff 
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Tab. 2.5Iolekulargewichte und Elutionsvolumina von GPC-Eichsubstanzen 

Verbindung Molekular- Elutionsvolumen 
gewieht (Counts) 

1. Triglyceride 
Tributyrin 302,3 67,5 
Tricaproin 386,5 65,9 
Trioenanthin 428,6 64,85 
Tricaprylin 470,7 63,85 
Tripelargonin 512,7 63,0 
Tricaprin 554,8 62,6 
Trlundecanin 596,9 61,85 
Trilaurin 638,9 61,1 
Tristearin 891,8 59,1 

2. Diglyceride 
Dicaprylin 326,5 65,6 
Dicaprin 383,5 64,3 
Dipalmitin 568,9 61,0 

3. Monoglyceride 
Monopalmitia 330,5 65,2 
Monostearin 358,6 64,25 

4. Fetts~uren 
Caprins/~ure 172,3 71,65 
Laurins~ure 200,3 69,9 
Myristins~ure 228,4 68,8 
l~almitins/iure 256,4 67,7 
Stearins~ure 284,5 66,3 

5. Polyathylenglykole (BDH Chemicals) 

6. 

Glykol 62,1 76,6 
Polyathylenglykol 400 4001) 65,2 
Polygthylenglykol 600 6001) 62,6 
Polyiithylenglykol 1000 10001) 58,7 
Poly~tthylenglykol 1500 15001) 56,7 
Polyiithylenglykol 6000 60001) 50,5 
Polypropylenglykole (Waters) 
Polypropylenglykol 790 7901) 59,9 
Polypropylenglykol 1220 12201) 57,8 
Polypropylenglykol 2020 20201) 55,0 

x) Zahlenmittel.Molekulargewichte naeh Herstoller-Angaben. 

gibt die ermittelten Eichkurven (Auftragung des Logarithmus des Molekular- 
gewichts gegen das Elutionsvolumen) wieder. Man erkennt, dab das Elutions- 
volumen derartige Verbindungen im wesentlichen yon ihrem Molekulargewicht 
abh~ingt. Der Einflufl der Polarit~it der Eichsubstanzen (Anzahl der Hydroxyl-, 
Keto- oder Carboxylgruppen, bez. auf die Molekulargewichtseinheit) ist jedoch 
deutlich erkennbar - vergleiche z.B. Tributyrin (MW 302,3) mit Monopalmitin 
(MW 330,5)2). 

Proben  

Fiir die fiber einen l~ngeren Zeitraum laufenden Ffitterungsversuche wurden 
im Zentrallaboratorium der ,,Nordsee" Deutsche Hochseefischerei GmbH, Bre- 
merhaven, ein teilweise gehfirtetes ErdnuBiil und ein SojaS1 in drei getrennten 
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IV/: 

I 02: 
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oPo/yafhylenq/yl<o/e 
oPo/ypropy/enplykole 
�9 Triglycer/de ~ .  
AOiptyceride 
u~4onoqlyceride 
AFett5 duren 

5O 55 50 65 7O 75 80 
Elutionsvolumen m Count5 

Abb. 2. GPC-Eichkurve fllr Fetts~luren, Glyceride und Polyglykole. 

Serien (vgl. Tab. 3, Serienbezeichnung: I, II und III) im Laborbrater 72 h und 
96 h bei 175 ~ C • 5 ~ C mit und ohne Bratgut erhitzt. Die genauen Versuchs- 
bedingungen wurden in der ersten Mitteilung bereits eingehend beschrieben. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

a) Interpretat ion der Chromatogramme und Fehlerquellen bei der quanti-  
tat iven Auswertung.  
Die Abb. 3-8 geben einige ffir die untersuchten Bratfet te  typischen 

Chromatogramme wieder. Am Beispiel der Abb. 4 soll zun~chst das Wich- 
tigste erl~utert werden:  

Registriert  werden das Elutionsvolumen in Counts und die Brechungs- 
indexdifferenz An zwischen Elutionsmittel und Eluat. Die beiden Peaks 
bei 53,8 und 55,5 Counts sind den grSBten vorkommenden Molekularge- 
wichten zuzuordnen. Der Eichkurve zufolge besitzen diese Verbindungen 
das ungef~hre Molekulargewicht 2600 bzw. 1800, sind also sehr wahr-  
scheinlich tr imere und dimere Triglyceride. Auf die Anwesenheit  von 
h6her oligomeren Triglyceriden kann aus der Verbrei terung des Peaks bei 
53,8 Counts zu h6heren Molekulargewichten geschlossen werden (vgl. z.B. 
Abb. 4, 6 und 8). Die Verbindungen, die den beiden Peaks bei 53,8 und 
55,5 Counts entsprechen, konnten durch prepara t ive  GPC von den iibrigen 
Bestandteilen des Bratfettes abgetrennt werden. Die Frakt ion wurde mit 
Methanol umgeester t  und gaschromatographisch sowie massenspektrome- 
trisch untersucht. Dabei konnten dimere und t r imere Fetts~uremethylester  
nachgewiesen werden~). 

Bei 59,0 Counts werden in Obereinst immung mit der Eichkurve die 
Triglyceride der C1s-Fetts~iuren eluiert. Es ist jedoch zu erwarten, dall 
diese Fraktion neben unver~nderten auch oxydierte  Triglyeeride mit einer 
oder mehreren Keto-, Epoxy-, Hydroxy-  oder Peroxygruppen  enth~ilt. Es 
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Abb. 3. BR 1/I. Serie; te i lweise  geh~irtetes ErdnuBS1, unbelastet. 
Abb. 4. BR 2/II. Serie; teilweise geh~rtetes Erdnu~51, 72 h belastet, ohne Bratgut.  

e r f o l g t  i m  a l l g e m e i n e n  k e i n e  T r e n n u n g  d e r  o x y d i e r t e n  y o n  den  u n v e r a n -  
d e r t e n  T r i g l y c e r i d e n ,  d a  du rch  d iese  G r u p p e n  das  M o l e k u l a r g e w i c h t  n ich t  
wes en t l i ch  v e r ~ n d e r t  w i rd .  Da  d ie  f ib r igen  k l e i n e n  u n d  seh r  k l e i n e n  P e a k s  
m i t  d e r  g rSBtmSgl ichen  E m p f i n d l i c h k e i t  des  D i f f e r e n t i a l r e f r a k t o m e t e r s  r e -  
g i s t r i e r t  w u r d e n ,  e r sche in t  d e r  T r i g l y c e r i d - P e a k  n u r  m i t  s e i n e m  u n t e r e n  
Tei l .  D e s h a l b  h a b e n  w i r  j e d e s  C h r o m a t o g r a m m  be i  g e n i i g e n d  g e r i n g e r  
E m p f i n d l i c h k e i t  e r n e u t  gemessen ,  u m  m i t  H i l f e  d e r  Gesamt f l~che  d i e  F I~-  
c h e n p r o z e n t e  d e r  v e r s c h i e d e n e n  B r a t f e t t b e s t a n d t e i l e  e r r e c h n e n  zu kSnnen .  

D ie  l i n k e  F l a n k e  des  T r i g l y c e r i d - P e a k s  ze ig t  be i  e t w a  61-62 Coun t s  in  
a l l en  C h r o m a t o g r a m m e n  e ine  Schu l t e r ,  d i e  offensicht l ich von  D i g l y c e r i d e n  
( ~  5-Fl~chen-~ herr f ihr t*) .  

*) Wegen der  sehr  s ta rken  Uber lagerung durch den Tr ig lycer id-Peak  ist  eine 
genauere quant i ta t ive  Auswer tung nicht mSglich, so dab Tr iglycer ide  und Di-  
glycer ide als Summe angegeben wurden.  
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Abb. 5. BR 4/L Serie; SoJaSl, unbelastet. 
Abb. 6. BR 5]:[. Serte; SojaSl, 72 h belastet, ohne Bratgut. 

Z u l e t z t  t r i t t  b e i  66,8-67,2 Counts  e in  k l e i n e r  P e a k  auf ,  d e r  f r e i e n  F e t t -  
s~uren  z u z u o r d n e n  ist .  A b e r  auch U n v e r s e i f b a r e s  - z. B. p f lanz l iche  S te r ine ,  
F e t t a l k o h o l e  - w i r d  h i e r  e lu ie r t .  

Die  I n t e r p r e t a t i o n  y o n  Peakp ro f i l en ,  d i e  w i e  be i  o x y d i e r t e n  T r i g l y c e r i -  
d e n  y o n  S u b s t a n z g e m i s c h e n  he r r f ih ren ,  b i e t e t  e r h e b l i c h e  S c h w i e r i g k e i t e n .  
Die  in  d e n  A b b i l d u n g e n  e ingeze i chne ten  g e s t r i c h e l t e n  T r e n n l i n i e n  e n t s p r e -  
chen e i n e r  s chema t i s chen  F l ~ c h e n t r e n n u n g  du rch  e ine  i m  M i n i m u m  ode r  i m  
W e n d e p u n k t  zwischen  zwe i  P e a k s  auf  d ie  A b s z i s s e  h e r u n t e r g e z o g e n e  S e n k -  
r ech t e  ( a n g e d e u t e t  in  Abb .  4). W i e  m a n  a b e r  d u r c h  e ine  m a t h e m a t i s c h e  
A n a l y s e  le icht  absch~ tzen  kann ,  s ind  be i  d i e s e m  e in fachen  V e r f a h r e n  r e -  
l a t i v e  F e h l e r  bis  zu  20 % mSglich.  Die  F l ~ c h e n p r o z e n t a n g a b e n  k S n n e n  ganz  
a l l g e m e i n  n ich t  m i t  G e w i c h t s p r o z e n t w e r t e n  g l e i chgese t z t  w e r d e n .  So s ind  
z. B. be i  e i n e m  Mono- ,  Di -  u n d  T r i p a l m i t i n - G e m i s c h  d ie  F a k t o r e n  zur  U m -  
r e c h n u n g  y o n  F l~chen -  in  G e w i c h t s p r o z e n t e :  0,850, 1,002 u n d  1,040. 
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Abb.  ?. BR 4/II. Ser ie ;  Soja61, unbe la s t e t .  
Abb.  8. BR 5/II. Ser le ;  Soja01, 72 h belas te t ,  ohne  B r a t g u t .  

' l l J  

b) Ergebnisse  der GPC-Analyse  der belas te ten Bratfet te .  
In  Tab. 3 sind die Ergebnisse der  GPC-Analysen  ffir die drei Bra t fe t t -  

serien zusammengestel l t ,  wobei  besonders  bei den Angaben  fiber t r imere  
und hShere ol igomere Tr iglycer ide  die eben genannten  Fehlerquel len beo 
achtet  werden  mtissen. 

In  allen Serien steigen die Dimeren-  und Tr imeren-Geha l t e  mi t  der Be- 
lastungszei t  an. Da SojaS1 (BR 4) 80o/0 mehr  Doppelbindung enth~lt  als 
das teilweise geh~rtete  ErdnuBS1, sollte m a n  beim SojaS1 nach dem Bra ten  
einen wesentlich hSheren Ol igomerengehal t  als beim ErnuI~51 erwar ten .  
Der Zuwachs an ol igomeren Triglycer iden bet rggt  beim geh~rteten Erd-  
nu1351 nach 96stdg. Erhitzen im Mittel 18 Fl~chen-% , beim SojaS1 25 Fl~- 
chen-% . Das bedeutet ,  dal3 im SojaS1 nur  rund 40% mehr  ol igomerisierte  
Tr ig lycer ide  gebildet  wurdea  als im geh~rteten ErdnuBS1. Der  Unterschied 
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mfiBte a b e r  au f  G r u n d  des  v e r s c h i e d e n e n  D o p p e l b i n d u n g s g e h a l t e s  8 0 %  
b e t r a g e n .  W i e  aus  ~hn l ichen  G P C - U n t e r s u c h u n g e n  a n  t i e r i s chen  F e t t e n  4) 
h e r v o r g e h t ,  e r fo lg t  d e r  o x y d a t i v e  Angr i f f  n ich t  n u r  in  a - S t e l l u n g  zu e i n e r  
D o p p e l b i n d u n g ,  so dab  d ie  U n t e r s c h i e d e  g e r a d e  u n t e r  d e n  s c h a r f e n  O x y d a -  
t i o n s b e d i n g u n g e n  b e i m  B r a t e n  n ich t  m e h r  so deu t l i ch  in  E r s c h e i n u n g  t r e -  
ten.  

W i e  b e r e i t s  f r f i he r  ver6ffentl icht*) ,  w u r d e n  a n  d e n  B r a t f e t t e n  BR 3/I, 
BR 6/I u n d  BR 8/I  d i e  G e h a l t e  an  a p o l a r e n  d i m e r e n  F e t t s ~ u r e n  nach  H. E. 
Rost 4) zu 1,2; 2,1 u n d  0,9 G e w . - %  b e s t i m m t .  Diese  W e r t e  l i egen  nach  U m -  
r e c h n u n g  in  d ie  e n t s p r e c h e n d e n  T r i g l y c e r i d - K o n z e n t r a t i o n e n  v ie l  n i e d r i -  
g e r  a ls  d i e  m i t t e l s  G P C  b e s t i m m t e n  Wer t e ,  da  m i t  d e r  G P C - M e t h o d e  so-  
w o h l  p o l a r e  a ls  auch a p o l a r e  o l i g o m e r e  T r i g l y c e r i d e  e r faBt  w e r d e n .  

Die  F l ~ c h e n p r o z e n t w e r t e  d e r  d r e i  S e r i e n  ze igen  u n t e r e i n a n d e r  z u m  Tel l  
groBe Un te r sch i ede ,  d i e  w e l t  a u B e r h a l b  d e r  F e h l e r g r e n z e  d e r  M e t h o d e  
l i egen .  Es  i s t  j edoch  k a u m  zu e r w a r t e n ,  dab  B r a t v e r s u c h e ,  d i e  i m  L a b o r -  
b r a t e r  im A b s t a n d  y o n  v i e r  M o n a t e n  du rchge f f i h r t  w e r d e n ,  in  a l l e n  F ~ l l e n  
zu g le ichen  E r g e b n i s s e n  f i ih ren .  

Es h a t  s ich a lso  gezeigt ,  dab  d ie  G P C  e ine  r a t i o n e l l e  u n d  schne l le  
M e t h o d e  z u r  A n a l y s e  y o n  b e l a s t e t e n  B r a t f e t t e n  ist .  Die  K e n n t n i s s e  d e r -  
a r t i g e r  D a t e n  is t  e in  wich t iges  A r g u m e n t  be i  d e r  D i skus s ion  f iber  d i e  e r -  
n ~ h r u n g s p h y s i o l o g i s c h e n  E i g e n s c h a f t e n  y o n  b e l a s t e t e n  B r a t f e t t e n .  
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ZusammenSassung 

Die Anwendung  der  Gelpermeat ionschromatographie  (GPC) zur  Untersuchung 
yon s ta rk  belaste ten Brat fe t ten  wird beschrieben. An Hand des Chromato-  
gramms eines 96 h bei  175 ~ C im Laborb ra t e r  erhi tzten Fet tes  werden die wich- 
t igsten Einzelheiten der  Methode erl~utert .  

Mit  Hilfe der  GPC ist es grunds~tzlich m~glich, dimere,  t r imere  und hSher  
oligomere Triglycer ide yon unver~inderten monomeren Triglycer iden und yon 
den im Molekulargewicht  nur  wenig ver~nder ten  oxydier ten  monomeren Tr igly-  
eeriden zu trennen.  Fre ie  Fetts~iuren, Monoglyceride und mit  bes t immten  Ein-  
schr~nkungen auch Triglycer ide k~nnen ebenfal ls  ha lbquant i ta t iv  bes t immt  we r -  
den. Die Richtigkeit  der  Zuordnung spezifischer Peaks zu dimeren und t r imeren  
Triglycer iden konnte  durch vergleichende massenspektometr ische und gaschro- 
matographische Untersuchungen an Frak t ionen  dieser  Peaks erh~rte t  werden.  
Die an den i iberdurchschnit t l ich hoch belas te ten  F isch-Fr i t ie r fe t ten  gewon- 
nenen Ergebnisse zeigen, dad z. B. nach 96 h bei 175 ~ C in SojaS1 bis zu 28 o]0 und 
in tei lweise geh~irtetem ErdnuBS1 bis zu 19 ~ oligomere Triglycer ide gebildet  
wurden.  : 

Summary 
The use of gel permeat ion  chromatography (GPC) for  invest igat ion of over-  

t rea ted  f ry ing oils has been described. The most impor tant  detai ls  of the method 
have been discussed on the basis of the chromatogram of an oil heated in a 
l abora tory  f ryer  for 96 h at 175 ~ 

I ts  is pr inc ipa l ly  possible to separa te  with GPC, dimeric,  t r imeric  and 
higher  oligomeric t r iglycerides from the unchanged and oxidised monomeric 
t r ig lycer ides  which have changed only to a small  ex tent  w.r.t, molecular  weight.  
F ree  f a t ty  acids, monoglycerides and with  cer ta in  l imitat ions also t r iglycerides 
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can be also determined semiquantitatively. The correct assignment of specific 
peaks to dimeric and trimeric triglycerides could be confirmed by means of 
comparative mass speetometric and gaschromatographic investigation of frac- 
tions of these peaks. The results obtained from extraordinari ly  over-treated fish 
frying oils show that, e.g. after 96 h at 175 ~ Cj up to 28 ~ oligomeric triglycerides 
are formed in soyabean oil and up to 19 ~ in partially hardened groundnut  oil. 
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