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5. Mitteilung: Untersuchung von Korperfetten der Versuchstiere auf
dimere Triglyceride, dimere Fettsiiuren und polare Anteile nach Fiitterung
mit Bratfetten

Von H-J. Strauf und G. Billek
Mit 8 Abbildungen und 1 Tabelle

(Eingegangen am 9. Mirz 1974)

In einem Langzeitfiitterungsversuch mit Ratten konnte gezeigt werden,
daBl bei Aufnahme von stark belasteten Bratfetten weder das Wachstum
und die Protein-Efficiency (1) noch die Fortpflanzung der Versuchstiere
und die Aufzucht der Jungen (2) negativ beeinfluit werden. Dariiber hin-
aus war die Gesamtlebensdauer der Versuchstiere bei Fiitterung von er-
hitzten und nichterhitzten Fetten praktisch identisch (3). Die beiden zur
Futterung verwendeten Bratfettarten, partiell hydriertes Erdnuf3sél und
Sojadl, wurden bereits frither vor und nach der Belastung durch Bestim-
mung einer groflen Zahl von Kenndaten genau charakterisiert (4). Mit der
spiteren Anwendung der Gelpermeationschromatographie (GPC) auf Fette
ergab sich eine schnelle und schonende Methode zur Untersuchung der
verfiitterten Fette hinsichtlich ihrer MolekiilgréBe (5). Der Anteil der di-
meren und héher molekularen Triglyceride (TG) konnte damit genau be-
stimmt werden.

Nach Fiitterung von unbelastetem und belastetem Sojadl an Wistar-
Ratten haben wir Nieren-, Subkutan- und Leberfett!) ochne vorhergehende
Verseifung mittels GPC auf dimere Triglyceride untersucht. Dariiber
hinaus wurden die Nieren- und Subkutanfette in ihre Methylester iiber-
geflihrt und diese mittels GPC und Diinnschichtchromatographie (DC)
auf dimere Fettsduremethylester untersucht, da die GPC der unverseiften
Triglyceride eventuell vorhandene intramolekular vernetzte Triglyceride
nicht erkennen 143t.

Schliefillich wurden die Nieren- und Subkutanfette noch liquid- und
diinnschichtchromatographisch auf polare Komponenten untersucht.

Experimentelles und Ergebnisse
1. Durchfiihrung der Fiitterung und Gewinnung der Tierfette
Folgende Fette wurden zu 20 Gew.-%s im Tierfutter angeboten:
BR 4 Sojadl, nicht kiichentechnisch eingesetzt

1) Es bedeuten: Nierenfett; aus dem anhaftenden Fettgewebe der Niere isoliert
Subkutanfett: aus dem Subkutanfettgewebe isoliert
Leberfett: aus der Leber isoliert
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BR 7 Sojadl, mittelstark belastet, etwa 56 Std. bei etwa 175°C mit Bratgut
BR 8 Sojadl, stark belastet, etwa 72 Std. bei etwa 175 °C mit Bratgut

Die Kennzahlen (1) dieser Fetie sowie die Ergebnisse der gelpermea-
tionschromatographischen (5) und liquidchromatographischen (6) Unter-
suchungen wurden bereits mitgeteilt.

Es wurden 18 etwa 4 Monate alte weifle Ratten, 9 Mannchen und
9 Weibchen, vom SPF-Wistar-Stamm eingesetzt. Mdnnchen und Weibchen
wurden in je 3 Versuchsgruppen eingeteilt, wobei eine Versuchsgruppe
immer aus 3 Tieren bestand. Jeweils eine ménnliche und eine weibliche
Gruppe wurden mit einem Futter, das eines der oben angefithrten Fette
enthielt, 2 Monate lang ad libitum gefiittert. Nach Tétung wurde den Tie-
ren Nieren- und Subkutanfettgewebe sowie die Leber entnommen. Wih-
rend das Fettgewebe der Nieren von jedem der Versuchstiere separat auf-
gearbeitet wurde, wurden Subkutanfett und Leber jeweils von den Tieren
einer Versuchsgruppe vereinigt und dann gemeinsam aufgearbeitet. In
Tab. 1 ist diese Versuchsdurchfihrung zusammengefafit.

Tab. 1. Einteilung der Versuchsgruppen und Gewinnung der Fette

Verfiittertes Geschlecht Zahl der untersuchten Tiere und Art
Fett der Tiere der Fettaufarbeitung?)
Fettgewebe Subkutanes Leberfett
der Niere Fettgewebe
3 3 (3) 3
BR 4
R 9 3 @) —
a 3 @) @)
BR 7 Q 3 @) o
3 3 3 3)
BR 8 9 3 @) i
1y Es bedeuten: Zahl ochne Klammer = getrennte Aufarbeitung pro Tier.

Zahl in Klammer = gemeinsame Aufarbeitung pro Versuchsgruppe.

Die Gewinnung der Fette erfolgte nach dem Verfahren von Folch und
Mitarb. (7).

2. Untersuchung der Tierfette

2.1. Untersuchung der Leber-, Subkutan- und Nierenfette auf dimere TG
mittels GPC

Zur GPC-Untersuchung (5), bei der polare und apolare dimere TG ge-
meinsam erfaBt werden, wurden die Leber- und Subkutanfette der Tiere
gruppenweise, das Nierenfett jeweils von einem Tier/Gruppe eingesetzt
(siehe Tab. 1). Zum Vergleich wurden die verfiitterten Fette auf dimere
und héher molekulare TG untersucht. Diese TG waren in BR 4 zu 0,8 %,
in BR 7 zu 17,2 % und in BR 8 zu 18,3 % enthalten (Abb. 1). Im GPC zeig-
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Abb. 1. GPC der verfiitterten Fette BR 4 und BR 8.

ten die Leberfette der 3 minnlichen Tiergruppen gleichermaflen etwa
0,5% dimere TG. Neben den monomeren TG als Hauptpeak war ein erheb-
licher Anteil an Diglyceriden, freien Fettsduren und Sterinen nachweisbar.
Alle drei Chromatogramme waren weitgehend dhnlich, so daf3 hier nur ein
Beispiel wiedergegeben wird (Abb. 2). Unterschiede nach Fiitterung mit
nichterhitzten und erhitzten Fetten waren nicht erkennbar. Die Leberfette
der drei weiblichen Tiergruppen konnten aus technischen Griinden nicht
untersucht werden.

Die mittels GPC untersuchten 6 Subkutan- und 6 Nierenfette waren frei
von dimeren und hdher molekularen TG und bestanden fast ausschliefilich
aus monomeren TG. Aus den 12 praktisch identischen Chromatogrammen
werden hier nur zwei (Abb. 3 und 4) gezeigt.
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Abb, 2. GPC von Leberfett 3 nach Fiitterung mit BR 7.
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Abb. 3. GPC von Subkutanfett ¢ nach Fiitterung mit BR 8.

2.2. Untersuchung der Subkutan- und Nierenfette auf polare Anteile mit-
tels DC und Liquidchromatographie (LC)

Zur DC wurden Kieselgel-Fertigplatten von 0,25 mm Schichtdicke ver-
wendet (Merck). Die Platten wurden zuvor 30 min bei 120 °C aktiviert, als
FlieBmittel diente Petrolidther (Siedebereich 40-60 °C) : Didthylédther : Eis-
essig 70:30:2. Die Anfirbung erfolgte durch Besprithen mit 10%oiger dtha-
nolischer Molybdatophosphorsidure-Losung und anschlieBendes, etwa 3min.
Erwidrmen auf 120 °C.

Es wurden die Nierenfette aller Versuchstiere (18 Proben) sowie die
Subkutanfette aller Tiergruppen (6 Proben) untersucht. Zum Vergleich
wurden die Fette BR 4, BR 7 und BR 8 mit aufgetragen. Wihrend die er-
hitzten Fette BR 7 und BR 8 sehr stark polare Anteile zeigten, waren diese
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Abb. 4. GPC von Nierenfett 3 nach Fiitterung mit BR 8.
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Abb. 5. Dlinnschichtchromatographie von Nieren- und Subkutanfetten.

im nichterhitzten BR 4 und in den Tierfetten kaum vorhanden. Ausge-
wihlte Beispiele der Tierfette, die im DC alle gleich aussahen und polare
Substanzen fast nur im Sterin- und Fettsdurebereich enthielten, zeigt
Abb. 5.

Die Untersuchung im LC, die eine quantitative Aussage iiber die pola-
ren Anteile ergibt, erfolgte nach (8). Als Detektor wurde ein Pye UNICAM
LCM-2 (Methanumwandlung) verwendet; Triagermaterial der Sdule war
Merckogel S 150, 26-75 um. Das Elutionsprogramm wurde so gestaltet, daf}
nur 2 Peaks auftraten: Im 1. Peak sind Sterinester und unpolare monomere
TG enthalten, im 2. Peak dagegen alle Substanzen mit héherer Polaritit,
wie z. B. unpolare dimere und hdéhere molekulare TG, oxidierte monomere,
dimere und héher molekulare TG, Fettsduren, Sterine, Mono- und Diglyce-

Subcutanfett
W --~- BRS8

<——— steigende Polaritdt
Abb. 6. LC von BR 8 und Subkutanfett ¢ nach Fiitterung mit BR 8.
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ride usw. Die Auswertung erfolgte durch Ausscheiden der Peaks und
Wigung.

Es wurden jeweils das Nierenfett von einem Tier/Versuchsgruppe (glei-
ches Tier wie GPC-Untersuchung auf dimere TG) sowie die Subkutanfette
aller Tiergruppen untersucht. Bei den Nierenfetten betrug der Flidchenan-
teil der polaren Anteile 0,6-0,9%, bei den Subkutanfetten 2-3%s. Darin
eingeschlossen sind natiirlich Mono- und Diglyceride, freie Fettsduren und
Sterine, die auch die GPC's, insbesondere bei Subkutanfett (Abb. 3), zei-
gen. Dementsprechend waren auch die Werte fiir polare Anteile im Sub-
kutanfett héher. Vergleichsweise enthielten die verfiitterten Fette an
polaren Anteilen: BR 4 6,2 %o, BR 7 26,8 %/o, BR 8 31,4 % (Abb. 6).

Diese DC- und LC-Untersuchungen zeigen, da3 die 1t. GPC praktisch
ausschliefllich aus monomeren TG bestehenden Subkutan- und Nieren-
fette im Gegensatz zu den verfiitterten Fetten BR 7 und BR 8 auch weit-
gehend frei von polaren Anteilen sind. Eine gleiche Untersuchung der
Leberfette unterblieb, da die 1t. GPC (Abb. 2) in sehr erheblicher Menge
vorhandenen Diglyceride und freien TFettsduren infolge ihrer hohen
Polaritdt stéren wiirden.

2.3. Uberfiithrung der Subkutan- und Nierenfette in ihre Fettsduremethyl-
ester und Untersuchung der Methylester auf dimere Fettsiuremethylester
mittels DC und GPC

Ca. 300 mg des Tierfettes wurden mit 0,8 ml 0.025 n Natriummethylat-
Lésung in einer Ampulle 2 Std. bei 60 °C geschiittelt. AnschlieBend wurde
in wenig 29%.ige NaCl-Losung gegeben und 3mal mit Petroldther ausge-
schiittelt. Die vereinigten Petrolidtherphasen wurden einmal mit Wasser
gewaschen, iiber Na,SO, getrocknet und vom Ld&sungsmittel befreit. Es
wurden die Methylester aus den Nierenfetten (jeweils von einem Tier je

monom!
Cr
Methyl=

ester

g 3
| '
3 4

dimere

1 2

5

1= Methylester aus BR &

2= Methylester aus Nierenfett o getiittert mit BR8
3 = Methylester aus Nierenfett Q gefuttert mit BR 8

4 = Methyl aus Subc fett o gefiittert mit BRE
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Abb. 7. Diinnschichtchromatographie der Fettsduremethylester.
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Abb. 8. GPC von Methylester aus BR 8 und von Methylester aus Nierenfett @ nach
Fiitterung mit BR 8.

Versuchsgruppe; gleiches Tier wie unter 2.1 und 2.2), den Subkutanfetten
sowie aus BR 8 hergestellt. Die Ausbeuten an Methylester lagen bei den
13 untersuchten Proben zwischen 95 und 99 %b.

Die Bedingungen der DC waren bis auf das FlieBmittel, das hier zur
Erkennung der Methylester dimerer Fettsduren aus Petroldther : Di-
dthylather 80:20 bestand, die gleichen wie unter 2.2. Alle Subkutan- und
Nierenfettmethylester zeigten im DC im Gegensatz zum Methylester aus
BR 8 keine Methylester dimerer Fettsiduren (Abb. 7).

Fiir die mit BR 8 gefiitterten Tiere wurde dieser Befund noch im GPC
gepriift. Die aus den Nieren- und Subkutanfetten hergestellten Methyl-
ester zeigten eine Molekulargewichtszusammensetzung von 99,3-99,8 %o
C,g-Fettsduremethylester und 0,2-0,7 %0 Fettsduremethylester mit niedri-
gerem Molekulargewicht. Methylester dimerer Fettsduren waren nicht
vorhanden. Der aus BR 8 gewonnene Methylester zeigte 7,3 %/0 Methylester
dimerer Fettsiuren (Abb. 8). Eine analoge Analyse der Leberfette auf
eventuell vorhandene dimere Fettsduren konnte aus Substanzmangel nicht
durchgefithrt werden.
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Zusammenfassung

Zwei belastete sowie ein unbelastetes Sojadl wurden iiber zwei Monate bei
einem Anteil von 20 Gew.-% im Futter an Ratten verfiittert. AnschlieBend wur-
den die Nieren-, Subkutan- und Leberfette der Tiere untersucht. Wihrend die
verfiitterten belasteten Bratfette 1t. Gelpermeationschromatogramm (GPC) 17
und 189%¢ dimere und hoéher molekulare Triglyceride enthielten, waren Sub-
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stanzen dieses Molekulargewichts in den Nieren- und Subkutanfetten nicht und
in den Leberfetten nur mit weniger als 0,5 %o vorhanden. Mittels Liquid-(LC)-
und Diinnschichtchromatographie (DC) wurden Nieren- und Subkutanfette auf
polare Anteile untersucht. Sie waren in den verfiitterten belasteten Bratfetten
zu 27 und 31 % enthalten, im unbelasteten Bratfett zu 6 % und in den Korper-
fetten zu maximal 3 %.

Dimere Fettsiuren lieflen sich auch in den als monomer erkannten Tri-
glyceriden der Nieren- und Subkutanfette nicht nachweisen: Die aus diesen Fet-
ten hergestellten Methylester enthielten 1t. DC und GPC im Gegensatz zu dem
Methylester aus einem belasteten Bratfett keine Methylester dimerer Fett-
sduren. Damit ist auch eine intramolekulare Vernetzung der Fettsduren auszu-
schliefien.

Diese Ergebnisse lassen den Schlufl zu, da3 die in belasteten Bratfetten vor-
handenen Artefakte sich nach dem Verfiittern der Fette nicht in den Kérper-
fetten der Versuchstiere anreichern.

Summary

Two under deep frying conditions heated soyabean oils and the unheated oil
were fed to rats at a concentration of 20% (w/w) in the food for 2 months.
The animals were sacrificed and kidney fat, subcutaneous fat, and fat extracted
from the liver were analysed. Whereas the heated frying fats contained 17 %
and 18°% of dimeric triglycerides, as could be shown by gel permeation chroma-
tography, the kidney as well as the subcutaneous fat was completely free of
dimeric ftriglycerides. Fat isolated from the liver showed small amounts
(< 0.5%0) of these compounds which, as far as we believe, do not originate from
the heated fat fed to the animals since these compounds were present even in
case of the animals which received the unheated oil.

Kidney and subcutaneous fats were analysed by liquid chromatography and
thin-layer chromatography w. r.t. the presence of polar eomponents (total polar
artefacts). The heated fats contained up to 27 % and 31 % of total polar arte-
facts, the unheated soyabean oil 6 %/s, whereas in the body fats isolated only up
to 3% could be detected.

Kidney and subcutaneous fats were interesterified with methanol and the
methylesters analysed by thin-layer and gel permeation chromatography.
Dimeric fatty acid methyl-esters could be detected in the heated fats only but
not in the body fats. This shows that intramolecular links between two fatty
acids do not occur in the body fats.

From all these results it is concluded that artefacts occurring in heated
frying fats do not accumulate in adipose tissue after feeding them to the test
animals.
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