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Nachweis und anndhernde Bestimmung des Olivendles
auil Grund seines Squalen-Gehaltes

von /. Hadorn und Rob. Jungkunz
(Laboratorium V.S.K., Basel)

Linleitung

Vor einiger Zeit haben wir 1)3) iber Versuche berichtet, bei welchen das
Unverseifbare des Olivendles und des Teesamendles durch chromatographische
Adsorptionsanalyse in verschiedene Bestandteile getrennt wurde. Damals inter-
essierten uns hauptsachlich bestimmte Stoffe, die von Al20s adsorbiert werden.
Wir haben aber bereits darauf hingewiesen, dass bei jedem Ul ein gewisser,
ziemlich konstanter Anteil (Durchlauf) des Unverseifbaren mit dem Losungs-
mittel durch die Al:0s-Sdule hindurchfliesst. Der Durchlauf des Olivendles
betragt zirka 0,4 %o, der des Teesamendles nur 0,03 %0 des Oles. Er stellt
eine farblose, olige Fliussigkeit dar, aus welcher sich eine geringe Menge farb-
loser Kristalle abscheidet. Wie wir zeigen konnten, besteht beim Olivenol der
Durchlauf zum grossten Teil aus Squalen. In der entsprechenden Fraktion des
Teesamendles und auch anderer Ole wurde cbenfalls Squalen nachgewiesen,
jedoch in viel geringerer Menge als beim Olivendl. Einige Vorversuche ergaben
nun, dass sich in dieser Beziehung die meisten Speisedle ahnlich verhalten wie
das Teesamenol und sich durch ihren niedrigen Kohlenwasserstoff- und Squalen-
gehalt deutlich von Olivendl unterscheiden.

Wir setzten uns daher zum Ziel, diese Verhaltnisse genauer zu studieren,
und zunichst beschaftigten wir uns mit dem qualitativen Nachweis des Squalens
in verschiedenen Olen. Zur Abscheidung und Identifizierung dieses ungesattig-
ten Kohlenwasserstoffs soll sich nach 7 dufel und Mitarbeitern ?) am besten sein
Hexahydrochlorid eignen. Wie wir noch zeigen werden, ist dieser Nachweis
aber mit gewissen Schwierigkeiten verbunden.

Grossfeld und Timm ®) haben frither schon eine Methode zur Unterschei-
dung des Olivenéles von andern Olen beschrieben, welcher der Squalengehalt
des Olivendles zugrunde liegt und welcher sich aus der Jodzahl des Unverseif-
baren errechnen lasst.

Phalippe und Henz: *) haben dann die Grossfeld’sche Methode ibernommen,
um mit deren Hilfe den Nachweis von Olivenol in Speisedl zu fithren. Wie wir
noch zeigen werden, ist sie jedoch nicht sehr zuverlassig, da im Unverseitbaren
einiger Ole Stoffe vorkommen, welche an und fiir sich schon eine hohe Jodzahl
besitzen und dadurch betrdchtliche Mengen Squalen vortiuschen kénnen. So
enthalt z.B. das Teesamenol eine ungesattigte, sauerstoffhaltige Verbindung, das
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Theasin (Bruttoformel C20Hs40), ein ungesattigtes Diterpen-Derivat ®), welches
einen betrachtlichen Teil des Unverseifbaren ausmacht. Nach der Methode von
Philippe und Henzi gelangt dasselbe ebenfalls als «Kohlenwasserstoff» zur
Wigung. Aus dem Jodverbrauch des Unverseifbaren wiirde sich der «Squalen-
gehalt» des Teesamendles zu 0,17 %o berechnen, ein Wert, der aber viel zu hoch
ist. In Wirklichkeit enthilt Teesamend6l nur Spuren von Squalen.

Im Verlaufe unserer Arbeiten ist es uns schliesslich gelungen, die Kohlen-
wasserstoffe durch chromatographische Adsorptionsanalyse von den andern Be-
standteilen des Unverseifbaren zu trennen und so in der Kohlenwasserstoff-
I'raktion den Squalengehalt durch die Jodzahlbestimmung zu ermitteln. Diese
neue Methode erlaubt eine Unterscheidung des Olivendles von den tbrigen
Olen und ermoglicht eine angenaherte Bestimmung des Olivendles in beliebigen
Ol-Fett-Mischungen. Uber weitere Anwendungsmoglichkeiten soll spater in
einem andern Zusammenhang noch berichtet werden.

1. Methoden zur Isolierung des Unverseifbaren

Fir das Unverseifbare erhdlt man recht unterschiedliche Werte, je nach-
dem, ob die alkoholische Seifenlésung mit Ather oder Petrolather ausgeschuttelt
wird, weil die Loslichkeit der Sterine in den genannten Losungsmitteln sehr
verschieden ist.

Grossfeld und Mitarbeiter ®) haben eine Methode zur Bestimmung des sog.
sterinarmen Unverseifbaren ausgearbeitet, welches die Kohlenwasserstoffe quan-
titativ enthalt und von den Sterinen nur einen geringen Anteil. Darnach werden
5 g Ol verseift, die alkoholische Seifenlosung wird mit genau 50 cm? Petrol-
ather versetzt und dann mit Wasser verdiinnt. Hernach erfolgt dann Schichten-
trennung. Von der Petrolatherschicht werden 25 cm?® abpipettiert, das Losungs-
mittel abdestilliert und der Rickstand (= Unverseifbares) gewogen.

Philippe und Henzi (loc. cit.) benutzten die Methode von Grossfeld. In
Abanderung derselben trennten sie jedoch die gesamte Petroldtherschicht im
Scheidetrichter ab und wogen das von 5 g Ol herstammende Unverseifbare.
Bei der Berechnung der Prozente an Unverseifbarem gebrauchen sie in irrtim-
licher Weise den von Grossfeld angegebenen und auch begrindeten Faktor 17,6,
anstatt den Abdampfrickstand mit 20 zu multiplizieren.

Wie aus der Arbeit von Grossfeld und Holl (loc. cit.) hervorgeht, muss dann
ein empirisch zu ermittelnder Faktor bentitzt werden, wenn ein aliquoter Teil
der Petrolatherlosung verwendet wird, weil ein Teil des zugesetzten Petrolathers
in der alkoholischen Seifenlosung gelost bleibt. Die Petrolatherschicht macht
daher nach dem Ausschiitteln nicht mehr ganz 50 ¢cm? aus.
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Wir verwendeten bei unseren Versuchen in gleicher Weise wie Philippe
und Henzi immer die gesamte Petrolatherlosung, welche dann durch Ausschiit-
teln mit 50 vol. proz. Alkohol von suspendierten Seifentropfchen und Alkali
befreit wurde. Die Kohlenwasserstoffe gehen dabei quantitativ in die Petrol-
atherschicht. Dass die Verwendung des von Grossfeld fiir seine Zwecke brauch-
baren «empirischen Faktors» in unserem Falle unrichtig gewesen wire, soll
folgender Versuch zeigen:

5 g Olivenol wurden vorschriftsgemass verseift (siehe Methodik am Schluss
dieser Arbeit) und das Unverseifbare mit 50 cm?® Petrolather ausgeschiittelt. In
4 verschiedenen Bestimmungen wurden so folgende Mengen Unverseifbares (in
mg) erhalten: 34,0, 34,0, 33,7, 35,3 im Mittel, somit = 34,3 mg.

Zu 5 g dieses gleichen Ols wurden 31,7 mg festes Paraffin zugesetzt. Hierauf
wurde nochmals das Unverseifbare in gleicher Weise bestimmt. Jetzt wurden
66,0 mg Unverseifbares gefunden, und dieser Wert entspricht genau der theo-
retischen Menge, wie aus nachstehender Bilanz hervorgeht.

Unverseifbares in 5 g Olivenol (Mittel) = 34,3 mg
Zu 5 g Olivenol wurden zugesetzt festes Paraffin = 31,7 mg
Summe = 66,0 mg
Gefunden = 66,0 mg

Damit dirfte die Richtigkeit unseres Vorgehens bewiesen sein.

2. Qualitativer Nadiweis des Squalens — Absdheidung und
Identifizierung als Hexahydrodilorid

Wir beschaftigten uns zunichst mit dem qualitativen Nachweis des Squalens
in verschiedenen Olen und Fetten, um uns iber die Verbreitung dieses inter-
essanten Kohlenwasserstoffs zu orientieren.

Squalen, mit der Bruttoformel CsoHso, ist ein aus 6 Isoprenresten symme-
trisch aufgebauter ungesattigter Kohlenwasserstoff mit 6 isolierten Doppel-
bindungen.

Tsujimoto?), Chapman®) und Heilbron ?) erhielten durch Einleiten von
trockenem Chlorwasserstoff in die Ather- oder Acetonlésung von Squalen kri-
stallisierte Niederschldge von Squalenhexahydrochlorid (Schmelzpunkt 112 bis
125° unscharf). 7dufel und Mitarbeiter 1°) haben versucht, diese Methode zur
quantitativen Squalenbestimmung heranzuziehen und geben dafiir folgende
Arbeitsvorschrift an:
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Die Substanz wird in einem Schliffkolben mit der dreifachen Menge eines bei —5°
mit Chlorwasserstoff gesattigten Acetons versetzt und in einer Kaltemischung stark ab-
gekihlt. Dann leitete man durch ein eingeschliffenes Gaseinleitungsrohr, das bis zum
Boden des Kolbens reichte, 3 Stunden lang trockenes Chlorwasserstoffgas ein. Der Nie-
derschlag von Squalenhexahydrochlorid wird dann dreimal mit bei —5° mit Chlor-
wasserstoff gesattigtem Aceton dekantiert, quantitativ auf ein Glasfilter gebracht und
mit kaltem Ather ausgewaschen. Weiteres Einleiten von Chlorwasserstoff in die Mutter-
lauge lieferte im allgemeinen nur noch geringfiigige Niederschldge.

Bei Kontrollversuchen mit reinem Squalen in Mengen von 0,3 bis 1 g betrug
die Ausbeute 77—81 %0 der Theorie. Zur Ermittlung der Erfassungsgrenze
stellten Taufel und Mitarbeiter folgende Versuche an: Wechselnde Mengen
Squalen wurden in je 3 g mit Chlorwasserstoff gesattigtem Aceton gelost und
wihrend 3 Stunden unter starker Kihlung mit Chlorwasserstoff behandelt. Es
ergaben sich folgende Resultate:

2 mg Squalen = Rotfarbung

4 mg » = Dunkelrotfarbung
10 mg » = Schwarzfarbung
20 mg » = Trubung

30 mg » = starke Tribung

Beim letzten Versuch setzte sich der Niederschlag beim Zentrifugieren ab
und konnte durch seinen Mikroschmelzpunkt von 119° als Squalenhexahydro-
chlorid erkannt werden. Die Erfassungsgrenze liegt demnach bei 30 mg.

Zum Nachweis des Squalens in Olen verwendeten 7dufel und Mitarbeiter
je 2 g des Unverseifbaren. Dieses wurde in 6 g Aceton gelost und in der an-
gegebenen Weise mit Chlorwasserstoff behandelt. Bei Anwesenheit von Squalen
bildeten sich innert 3 Stunden Kristalle von Squalenhexahydrochlorid. 7dufel
und Mitarbeiter ')'?) haben auf diese Weise ausser im Olivenol auch in einigen
andern Olen Squalen nachgewiesen. Angaben tiber die Ausbeute an Hexahydro-
chlorid oder iber den ungefdhren Squalengehalt der gepriiften Ole werden
nicht gemacht.

Eigene Uersuche

In Anlehnung an die Vorschrift von 7dufel versuchten wir zundchst in
verschiedenen Olivenélen den Squalengehalt durch Abscheidung des Hexahydro-
chlorids zu bestimmen. Wir verarbeiteten allerdings geringere Mengen Ol, in
der Regel 25 g, wahrend T dufel und Mitarbeiter pro Bestimmung 2 g Unverseif-
bares angewendet haben, was ungefahr 300 g Ol entspricht.

Wir l6sten das nach' Grossfeld isolierte (sterinarme) Unverseifbare nach
den Angaben von Tdufel in 1—2 cm?® gekiihlten und mit Chlorwasserstoff ge-
sattigten Acetons. Unter starker Kiithlung wurde weiter Chlorwasserstoff ein-
geleitet. Die Losung féarbte sich allmahlich dunkelbraun, dann schwarz, aber es
erfolgte keine Abscheidung von Squalenhexahydrochlorid-Kristallen. Nach 12-
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stiindigem Stehen in der Kalte war das Reaktionsgemisch so verharzt, dass die
Bildung von Kristallen aussichtslos erschien. Durch Variieren der Versuchs-
bedingungen wurde schliesslich herausgefunden, dass die Kristallisation ver-
hiltnismassig rasch erfolgt, wenn trockener Chlorwasserstoff bis zur Sattigung
ohne zu starke Kihlung in die Acetonlosung des Unverseifbaren eingeleitet
wird. Dabei farbt sich die Losung nur schwach braun. Durch intensive Kithlung
in einer Kaltemischung wollten 7 @ufel und Mitarbeiter wahrscheinlich die Bil-
dung von Verharzungsprodukten verhindern. Die Kristallisation des Hexahydro-
chlorids wird aber durch die starke Kithlung verzogert und bei kleinen Substanz-
mengen vollstandig verhindert.

Folgende Methode hat sich dann als gut brauchbar erwiesen:

Das sterinarme Unverseifbare aus 25 g Olivenol wird mit wenig Cloroform
quantitativ in ein kleines Reagensglas gespiilt, ein Siedesteinchen hineingegeben
und das Chloroform auf einem Wasserbad wieder abgedampft. Da das Unver-
seifbare sich in Aceton schlecht lost, wurde zum Einbringen in das Reagensglas
Chloroform benutzt. Den Trockenriickstand 16st man in 1—2 cm?® wasserfreiem
Aceton, stellt das Reagensglaschen in ein Becherglas mit kaltem Wasser zum
Kiihlen, wobei meistens eine Triibung eintritt, und leitet hierauf trockenen Chlor-
wasserstoff bis zur Sattigung der Acetonlésung ein. Nach 3—4 Minuten wurde
das Gldschen verkorkt und bei Zimmertemperatur im Dunkeln aufbewahrt. Ge-
legentliches Schiitteln beschleunigt die Kristallabscheidung, die meistens schon
nach wenigen Minuten einsetzt. Nach etwa 4 Stunden ist die Kristallisation be-
endet. Zu langes Stehen fiihrt zu Verharzungsprodukten und ist nicht empfehlens-
wert. Der Niederschlag wird durch ein gewogenes Allihnréhrchen oder einen
kleinen Glassintertiegel filtriert, mit wenig Wasser quantitativ aufs Filter ge-
bracht und hierauf zunachst mit etwas Aceton und dann mit Ather ausgewaschen.
Nach Entfernung des Siedesteinchens kann der Niederschlag bei 105° getrocknet
und gewogen werden. Das Squalenhexahydrochlorid stellt weiss glanzende Blatt-
chen dar, deren Geruch angenehm an Veilchen erinnert. Sein Schmelzpunkt ist
unscharf zwischen 110—125°, weil ein isomenes Gemisch vorliegt. 1 g Squalen-
hexahydrochlorid entspricht 0,652 g Squalen.

Nach dieser Methode wurden eine Reihe von Olen gepriift. Die betreffenden
Werte sind in der letzten Spalte der Tabellen 1 und 2 aufgefiihrt. Bei den unter-
suchten Olivenolen schwankt der aus dem gefundenen Hexahydrochlorid berech-
nete Squalengehalt von 0,07 bis 0,29 /0. Alle tibrigen Speisedle, mit Ausnahme
des Paranussols, enthalten nur Spuren von Squalen. Wie schon aus den Literatur-
angaben hervorgeht, ist die Methode nicht quantitativ. Karrer 13) erhielt aus 1 g
reinem Squalen 0,5 g Hexahydrochlorid, Schmitt1*) aus 5 g Squalen 2,4 g
Hexahydrochlorid, was einer Ausbeute von 32,6 bzw. 31,3 %0 der Theorie ent-
spricht. 7 dufel und Mitarbeiter (loc. cit.) erhielten, wie bereits erwahnt, Aus-
beuten bis zu 80 /o der Theorie und konnen Squalenmengen von 30 mg an mit
Sicherheit nachweisen.
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Unsere etwas vereinfachte Methode ist ebenso empfindlich. Im Unverseif-
baren von 5 g eines Olivendls, worin ca. 18 mg Squalen enthalten waren, wurde
eine geringe Menge von Squalenhexahydrochlorid-Kristallen erhalten, die mittels
Mikreschmelzpunktbestimmung identifiziert werden konnte,

Die Ermittelung der Squalenausbeute als Hexahydrochlorid aus dem Un-
verseifbaren eines Oles stosst auf Schwierigkeiten, weil keine quantitative Me-
thode fiir die Squalenbestimmung existiert.

Die von uns ausgearbeitete und spater beschriebene Methode zur Bestim-
mung der sog. Squalenzahl erlaubt nun, die Summe aller in einem Ol vorhan-
denen ungesattigten Kohlenwasserstoffe quantitativ zu erfassen. Wenn ausser
Squalen keine andern ungesattigten Kohlenwasserstoffe vorhanden sind, so gibt
die Squalenzahl den Squalengehalt eines Ols in mg®o an. Nach Marcelet 19)
kommen aber im Olivenol neben Squalen noch geringe Mengen anderer un-
gesattigter Kohlenwasserstoffe vor. Der wirkliche Squalengehalt des Olivenols
wird daher etwas niedriger sein, als es die Squalenzahl angibt. Vergleicht man
die aus dem gefundenen Hexahydrochlorid berechneten Squalengehalte mit den
entsprechenden Squalenzahlen in Tabelle 6, so erkennt man, dass die Ausbeute
an Hexahydrochlorid nur zirka 50—70 °/o der Theorie ausmacht. Mogliche Ver-
luste sind einerseits unvollstandige Umsetzung des Squalens mit Chlorwasserstoff,
anderseits eine gewisse Loslichkeit des Squalenhexahydrochlorids in den Lo-
sungsmitteln Aceton und Ather.

Wir versuchten, die Loslichkeit des Hexahydrochlorids in Aceton und in
Ather zu bestimmen, um die «Losungsverluste» einigermassen abschatzen zu
konnen. Dabei ergab sich gleich eine neue Komplikation: Heilbron (loc. cit.) hat
die interessante Beobachtung gemacht, dass beim Einleiten von Chlorwasserstoff
in eine Squalenlosung 2 isomere Squalenhexahydrochloride entstehen, die sich
durch verschiedene Loslichkeiten und Schmelzpunkte unterscheiden. Nach Karrer
(loc. cit.) ist das eine Hexahydrochlorid, welches etwa /1 bis /5 der Gesamt-
menge ausmacht, in heissem Aceton so gut wie unloslich und schmilzt aus Essig-
ester umkristallisiert bei 143—145° Das andere Hexahydrochlorid 16st sich in
warmem Aceton leichter und kann daraus umkristallisiert werden. Es zeigt den
Schmelzpunkt 108—110° Zu unserer Orientierung tber die ungefahren Loslich-
keitsverhdltnisse gingen wir folgendermassen vor: Wir trennten das aus dem
Unverseifbaren von Olivenol erhaltene Squalenhexahydrochlorid durch fraktio-
niertes Losen mit kaltem Aceton in zwei Fraktionen.

Diese unterschieden sich deutlich durch ihre Loslichkeit in kaltem Ather
und Aceton, sowie durch die Schmelzpunkte. Wir fanden nachstehende Werte:
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Leichter Schwerer

l6sliche l6sliche
Fraktion I Fraktion II
1. Loslichkeit bei 15°C
in 100 Teilen wasserfreiem Aceton 0,55 g 0,15 g
2. Loslichkeit bei 15°C
in 100 Teilen Ather — 0,16 g
3. Loslichkeit in mit Chlorwasserstoff
gesattigtem Aceton — 0,16 g
Schmelzpunkt (unschart) 959 1269

Infolge der Loslichkeit des Hexahydrochlorids in Aceton und Ather ent-
stehen, vor allem bei geringen Squalenmengen, recht erhebliche Verluste. In der
Regel verwendeten wir zum Auswaschen der Niederschlage 10—15 cm? Losungs-
mittel. Von der loslicheren Modifikation, die nach Karrer vorherrscht, konnten
demnach etwa 50—80 mg in Lésung gehen. Fir die Squalenbestimmung wurden
jeweils 25 g Olivenol (mittlerer Squalengehalt zirka 0,3 %) verarbeitet, die
theoretisch etwa 115 mg Hexahydrochlorid ergeben sollten. Man erkennt also,
dass bei diesem Verfahren Verluste bis zur Halfte des vorhandenen Squalens
moglich sind. Die Methode wiirde genauere Werte ergeben, aber auch unhand-
licher werden, wenn man von grosseren Olmengen ausginge. Bei Olen mit ge-
ringen Squalengehalten wiirde sie aber auch in diesem Falle nur qualitative
Resultate liefern oder bei negativem Ausfall der Probe die Abwesenheit geringer
Squalenmengen noch keineswegs beweisen.

Wir haben auch versucht, das Squalen als Hexahydrobromid abzuscheiden
und zu bestimmen. Das betr. Unverseifbare wurde in moglichst wenig Aceton
gelost und in die eisgekuhlte Losung wasserfreier Bromwasserstoff eingeleitet.
Das Squalenhexahydrobromid kristallisierte sehr schon und in grossen Mengen
aus. Beim Abfiltrieren und Auswaschen zeigte sich aber, dass diese Verbindung
in Ather und in andern Losungsmitteln noch leichter 16slich ist als das Hexa-
hydrochlorid, wodurch grosse Verluste entstanden. Die Methode wurde daher
wieder verlassen.

Bedeutend empfindlicher konnte die Squalenhexahydrochlorid-Methode da-
durch gestaltet werden, dass der Chlorwasserstoff nicht direkt in die Losung des
Unverseifbaren, sondern in die durch chromatographische Adsorptionsanalyse
gereinigte Kohlenwasserstoff-Fraktion eingeleitet wurde (siehe Abschnitt 6). Die
Kohlenwasserstoffe wurden in Chloroform gelést und in ein kleines Reagenzglas
gespiilt. Das Chloroform wurde hierauf auf dem Wasserbad abgedampft, der
Rickstand in wenig Aceton gelost und Chlorwasserstoff eingeleitet. Das Hexa-
hydrochlorid kristallisierte nach einiger Zeit aus, ohne dass gleichzeitig dunkel
gefarbte Verharzungsprodukte entstanden.
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Beispiel:

100 g Erdnussol ergaben 165 mg Unverseifbares

darin 62,1 mg Kohlenwasserstoffe

nach dem Einleiten von HCI 20,4 mg Squalenhexahydrochlorid
entsprechend 13,3 mg Squalen.

Unsere Versuche haben ergeben, dass das Squalen namentlich in pflanz-
lichen Olen weit verbreitet ist. Tdufel und Heimann (loc. cit.) priften 23 ver-
schiedene Ole auf Squalen, und nach ihren Untersuchungen findet es sich mit
Sicherheit in folgenden 7 Olen: Olivenol, Weizenkeimling6l, Soyaél, Leindl,
Erdnussol, Walél (frisch), Dorschlebertran (roh) und im Hefefett. Wir konnten
Squalen ausserdem auch in Paranussol, Teesamenol, Haselnussol und in Baum-
wollsamenol nachweisen und als Squalenhexahydrochlorid identifizieren. Ver-
mutlich sind Spuren von Squalen in allen pflanzlichen Olen enthalten, worauf
die Kohlenwasserstotfgehalte und besonders die Squalenzahlen hindeuten. Die
Besprechung dieser Resultate erfolgt spater.

3. Bestimmung der Kohlenwasserstoffe und des Rohsqualens

Nach der Methode von Grossfeld, die spater von Philippe und Henzi tiber-
nommen worden ist, wird zunachst das sterinarme Unverseifbare isoliert. Aus
dem Halogenverbrauch des Unverseifbaren berechnet sich dann der Squalen-
gehalt. Grossfeld bezeichnet den so erhaltenen Wert vorsichtigerweise als «Roh-
squalen», wihrend Philippe und Henzi stets von Squalen schreiben. Es ist ohne
weiteres einleuchtend, dass andere im Unverseifbaren vorkommende Stoffe, die
ebenfalls Halogen verbrauchen, den Rohsqualengehalt erhéhen miissen.

Wir haben zunachst nach der von Philippe und Henzi modifizierten Gross-
feld’schen Methode gearbeitet und in zahlreichen Olen das Unverseifbare, sowie
die Jodzahl des Unverseifbaren einerseits nach Hanus, andererseits nach Mar-
gosches bestimmt. Die so erhaltenen Werte fiir zahlreiche Olivendle und ver-
schiedene andere Ole sind in den Tabellen 1 und 2 zusammengestellt. Der Roh-
squalengehalt wurde in Ubereinstimmung mit Grossfeld aus dem Jodverbrauch
nach Margosches berechnet.

Die Werte fiir das sterinarme Unverseifbare, bei einmaliger Verseifung,
schwanken bei Olivendl zwischen 0,47 und 0,78 °/. (Die entsprechenden Zahlen
in den Tabellen 6 und 7 sind in der Regel etwas niedriger, weil dort das nach
zweimaliger Verseifung gefundene sterinarme Unverseifbare angegeben wird.)
Die meisten andern Ole enthalten weniger Unverseifbares. Nur Traubenkernol,
Rapsol, Sesamol und Paranussol geben ungefahr gleiche Zahlen wie Olivendle.

Die Jodzahl des Unverseifbaren liegt bei Olivendl durchwegs hoher als bei
den tbrigen Olen (232—299). Das Unverseifbare des Palmols, des Teesamen-
und des Erdnussols weist ebenfalls ziemlich hohe Jodzahlen auf, die nahe an
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Tabelle 1

Sterin- UJodzah‘lfbdes Roll'l- quualen
£ Besechaung de S T T
selnf!l;. ) ng:hrg;- Harnds Gro:/.:feld chL?;;d
Franzésische:
3 vierge 0,78 232 258 0,49 0,29
4 vierge décantée 0,56 | 244 - 0,37 | 0,18
6 naturelle 0,47 281 — 0,36 0:11
[talienische:
7 ohne nahere Bezeichnung 0,63 256 245 0,44 0,07
8 ohne nahere Bezeichg. C—P | 0,49 269 268 0,35 0,13
10 filtriert 0,_68 255 267 0,47 0,14
11 extrafein 0,53 262 299 0,37 0,18
12 ohne nahere Bezeichnung 0,61 236 267 0,39 | 0,12
Marokkanische:
15 vierge Type Nice 0,47 | 270 298 | 0,34 | 0,08
17 Mischung div. Provenienzen 0,68 272 270 0,50 0,16
do. 14 Tage an der Sonne
belichtet 0,60 267 258 0,43 0,12
18 Ohne Provenienzangabe (M) 0,55 | ‘255 266 | 0,38 | 041
21 Griechische:
ohne nahere Bezeichnung 0,51 292 — | 040 | 011

*) nach einmaliger Verseifung
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Tabelle 2

Sterin- Jodzahl des Roh- Squalen

N A e e Saver- | mach | e | oech o
p Si}:b. ﬂig}:'g:- s Gro:;ife’d chg?;td

1 Baumwollsamenol 0,23 174 159 0,11 | 0,019
2 Erdnussol 0,20 153 169 0,08 | Spur
3 Erdnussol, selbst extrahiert 0,15 176 — 0,07 s
5 Haselnussol _ 0,15 =, 152 0,06 | Spur
6 Leinol 0,42 163 — 0,18 —_—
i Mohnol 0,18 86 - 0,04 —
8 Palmol, roh 0,27 190 e 0,14 —
9 Palmol, gebleicht 0,10 214 — 0,06 o
10 Paranussol 0,40 164 — 0,18 | 0,094
12 | Rapsol 054 | 68 | — | 010 | —
13 Sesamol 0,79 72 e 0,15 —
15 Sonnenblumenkernol 0,20 136 L 0,07 —

16 Soyaol 0,25 143 168 0,10 | 0,0090

17 Teesamenol 0,38 156 181 0,16 | 0,0077

18 Teesamenol 0,46 144 197 0,18 | 0,0068
19 Traubenkernol 0,55 73 — 0,08 =
20 Walnussol 0,09 168 o 0,04 =
21 Walnussol 0,10 110 — 0,03 =

diejenigen des Olivenols herankommen, wahrend die Jodzahlen des Unverseif-
baren des Mohn-, Raps-, Traubenkernéls und Sesamols unter 100 liegen. Die
nach zwei ganz verschiedenen Methoden gefundenen Jodzahlen stimmen im
grossen und ganzen befriedigend tiberein. Wie wir im nachsten Abschnitt zeigen
werden, sind die nach den beschriebenen Methoden erhaltenen Werte recht
unsicher, weil die Jodzahl des Unverseifbaren sehr stark vom angewendeten
Halogentiberschuss abhdngt. Bei dem gleichen Unverseifbaren sind, je nach Ein-
waage und Halogenzusatz, Unterschiede bis zu 30 Einheiten moglich.

Der Gehalt an Rohsqualen schwankt bei den untersuchten Olivendlen zwi-
schen 0,34 und 0,50 °/0. Alle tbrigen Speiseole besitzen, wie bereits Grossfeld
und Mitarbeiter festgestellt und Philippe und Henzi bestatigt haben, niedrigere
Rohsqualenwerte. In der Tabelle 8 sind die von den genannten Autoren und
die von uns gefundenen Werte zusammengestellt. Die Ubereinstimmung ist
durchwegs recht gut.

Vergleicht man die Werte fiir Rohsqualen mit den aus dem Hexahydro-
chlorid berechneten Squalengehalt (Tabelle 1 und 2 letzte Spalte), so fallen
sofort die grossen Unterschiede zwischen den beiden Resultaten auf. Der aus dem
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Tabelle 3
Rohsqualengehalt verschiedener Ole

R N
Olivenole, unverdorben 0,41--0,54 0,32—0,45 0,34—0,50
Ribol 0,05 — -
Erdnussol 0,05—0,07 0,04—0,09 0,08
Sesamol 0,10 0,07 0,15
Leinol 0,08 - 0,18
Aprikosenol 0,02 — —
Buchnussol = 0,03—0,04 —
Baumwollsamenol N 0,07 0,11
Haselnussol i 0,05—0,06 0,06
Mohnol - 0,03 0,04
Nussol — 0,04 0,04
Palmol e 0,14 0,06—0,14
Rapsol — 0,05 0,10
Soyaol s 0,06 0,10
Sonnenblumenkernol b 0,07—0,09 0,07
Traubenkernol 5 0,10 0,08
Paranussol =t — 0,18
Teesamenol s = 0,16—0,18

Hexahydrochlorid berechnete Wert macht nur 26—62 %o des Rohsqualens aus.
Diese Zahlen sind aus den frither mitgeteilten Griinden zu niedrig. Der Roh-
squalenwert dagegen ist eher zu hoch, weil ausser Squalen, wie gesagt, noch
andere Verbindungen im Unverseifbaren ebenfalls Jod verbrauchen.

Die Unterschiede im Rohsqualengehalt zwischen Olivendl einerseits und
den Ubrigen Speisedlen anderseits sind nicht immer derart gross, dass auf Grund
dieser Kennzahl entschieden werden konnte, ob in einem beliebigen Olgemisch
Olivenol enthalten ist oder nicht. Die Rohsqualengehalte des Palmols, Raps-,
Soya-, Baumwollsamendls und vor allem des Teesamenols sind recht betracht-
lich. Im Teesamenol wird beispielsweise etwa halb so viel Rohsqualen gefunden
wie im Olivendl. In einer Mischung wiirde daher jedes Prozent Teesamenol
zirka 0,5 %0 Olivenol vortauschen.

Wie bereits in der Einleitung erwahnt wurde, wird die Jodzahl des Tee-
samenol-Unverseifbaren durch andere Stoffe (Theasin), die dem Squalen nicht
verwandt sind, stark erhoht. Durch chromatographische Adsorptionsanalyse
gelingt es nun, die Kohlenwasserstoffe von den iibrigen Bestandteilen des Un-
verseifbaren zu trennen. Die Jodzahlbestimmung in der Kohlenwasserstoff-
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['raktion liefert so bei allen Speisedlen viel niedrigere Squalenwerte, die sich
stark von denjenigen des Olivendls unterscheiden.

Bevor wir die Versuche iiber die chromatographische Trennung beschreiben,
mochten wir einige theoretische Erorterungen tber die Jodzahlbestimmung im
Unverseifbaren anbringen. Dies erscheint uns deshalb notwendig, weil sich die
Literaturangaben hieriiber teilweise widersprechen. Auch fur die spater be-
schriebene Squalenbestimmung in der Kohlenwasserstoff-Fraktion ist es not-
wendig, die Grundlagen der Methode und die Fehlermoglichkeiten zu kennen.

4. Theorie der Jodzahlbestimmung

Eine heute nicht mehr wegzudenkende Kennzahl auf dem Gebiete der Fette
und Ole ist die Jodzahl, welche gemass ihrer Definition angibt, wieviel Halogen,
ausgedruckt in %o Jod, ein Fett oder eine Fettsdure aufzunehmen vermag. Da-
durch wird ihre Anwendung eindeutig auf Glycerinester oder Fettsauren fest-
gelegt. Obgleich bei dieser begrenzten Moglichkeit heute noch nicht alle Vor-
ginge abgeklart sind, ist immer wieder versucht worden, das Jodadditionsver-
mogen allgemein zur weiteren Kenntnis organischer ungesattigter Verbindungen
heranzuziehen.

In der bald hundertjahrigen Geschichte der «Halogenzahlbestimmung» (im
Jahre 1854 erstmalig von Knop mit Brom benutzt) haben sich zahlreiche Forscher
sowohl mit der rein praktischen Arbeitsweise, als auch mit der Ergriindung der
sich dabei theoretisch abspielenden Vorginge befasst. Es mogen hier zunichst
nur einige derartige Arbeiten erwahnt sein. Es waren vor allem tWijs 19), Ingle 17)
und Margosches und Baru 18), welche sich in dieser Beziehung hervorgetan haben.

W1ijs stellte u. a. den Grundsatz auf, dass sich in den Fallen, wo sich unter-
jodige Saure bilden kann, neben der Addition von Chlorjod auch eine Addition
von unterjodiger Saure einhergeht. Frither hatten Schweizer und Lungwitz 1)
angenommen, das Entstehen von Saure sei auf eine nebenherlaufende Substi-
tution durch Jod zuriickzufithren, welche neben der Addition stattfinde. Auch
Margosches und Baru haben festgestellt, dass bei Beniitzung einer Losung von
Jodmonochlorid in Tetrachlorkohlenstoff ausser einer Addition eine Substitution
von Halogen stattfindet.

Neben diesen Moglichkeiten scheint aber auch die Struktur gewisser un-
gesattigter Fettsauren bei der Jodzahlbestimmung eine Rolle zu spielen. So haben
Ponzio und Gastaldi®®) gezeigt, dass je weiter die Doppelbindung von der
Carboxylgruppe entfernt ist, um so mehr ndhert sich die Jodzahl dem theoreti-
schen Wert. Wéhrend z.B. bei der gewéhnlichen Olsdaure CHs—(CHz)7—CH =
CH—(CHz2)7—COOH sofort die richtige Jodzahl nach Wijs gefunden wurde
(89,96), erhielten sie bei der 2,3-Olsaure zunachst nur JZ = 18,0, die aber nach
70stindiger Einwirkung auf 86,8 anstieg.
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Als weiterer wichtiger Umstand bei der Jodzahlbestimmung wurde der
Halogeniiberschuss erkannt. Wihrend derselbe bei der Hiibl’schen Methode
immer etwa das Doppelte der theoretisch erforderlichen Menge Jod betragen
soll, muss bei der Wijs’schen Methode die Menge so gewahlt werden, dass etwa
70 9/0 der zugesetzten Halogenmenge im Uberschuss verbleiben und nur etwa
30 %/o zur Addition verbraucht werden. Bei der Hanus’'schen Methode genugt
ein Halogeniiberschuss von 20 °/o des Gesamthalogens.

Noch ein Punkt, der bei Jodzahlbestimmungen zu beriicksichtigen ware, ist
die Vermeidung jeglicher Lichteinwirkung, weil dabei Substitutionserscheinun-
gen beobachtet worden sind.

Alle die oben beschriebenen Moglichkeiten und Einflisse beziehen sich auf
das Gebiet der Fette und Ole. Wie weit grossere Schwierigkeiten miissen erwartet
werden, wenn Jodzahlbestimmungen ausserhalb dieses meist hinreichend be-
kannten Gebietes zu irgendwelchen quantitativen Bestimmungen herangezogen
werden.

In seinen «Methoden der Massanalyse» schreibt Beckhurts ®') hieriiber fol-
gendes:

«Die Jodzahlen anderer ungesattigter Verbindungen sind bei weitem nicht
so konstant, und die relative Unabhangigkeit von der Art der angewendeten
Losung und den Versuchsbedingungen ist viel geringer als bei den Fetten
und Olen. Manche geben Zahlen, welche ziemlich der Theorie entsprechen,
andere lagern nur sehr wenig Halogen an.»

Wertvolle Beitrage in dieser Beziehung lieferten Ingle '7) und Fahrion 22).
Ingle hat festgestellt, dass die Jodzahl ungesattigter Verbindungen abhangig ist
von der Gegenwart aromatischer und negativer Gruppen, welche der Athylen-
bindung benachbart sind. Die Geschwindigkeit der Halogenanlagerung wird mit
zunehmendem negativen Charakter der Gruppen vermindert. Fahrion berichtet
uber ein auffallendes Verhalten der Phenole, speziell des Fugenols bei der Jod-
zahlbestimmung. Wihrend dasselbe mit Hiibl’scher Jodlosung 6 Aquivalente Jod
verbraucht, bei welcher der Ring an der Addition teilnimmt, werden mit
Waller’scher Losung (Hiibl’'sche Jodlosung mit Zusatz einer gewissen Menge
konz. HCl) 2 Aquivalente unter alleiniger Reaktion der Seitenkette aufgenom-
men. Nach Fahrion scheinen freie Phenole wie ungesattigte cyclische Ketone,
ihre Ester wie gesattigte Verbindungen zu reagieren. Ferner hat Marcusson 3)
gefunden, dass Cholesterin und Wollfettprodukte bei dem TUijs’schen Verfahren
auffallend hohe Jodzahlen ergeben.

Einen interessanten Einblick in die Schwierigkeiten, welche Jodzahlbestim-
mungen in Anwesenheit unbekannter Stoffe ergeben, bekommen wir aus der
folgenden Gegeniiberstellung von Jodzahlen im Unverseifbaren des Olivenoles,
wie sie von verschiedenen Autoren gefunden wurden.
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Jodzahl des Unverseifbaren
von Olivendl

Bolton und Williams>7)  (1930) 197 — 206
Loew 2%) (1931) 125 — 168
Ricca und Lamonica ) (1932) 60 — 134
Grossfeld und Timm (1939) 188 — 242
Philippe und Henzi (1944) 240 — 284

Wie wir heute wissen, enthdlt das Unverseifbare des Olivendls, zum Unter-
schiede von anderen Olen und Fetten, bis zu 70 °/0 des ungesattigten Kohlen-
wasserstoffes Squalen, welcher 12 Atome Jod anzulagern vermag. Im Jahre 1935
wurde er zum ersten Male von T horbjarnarson und Drummond *¢) im Olivenol
nachgewiesen. Aber schon frither war es besonders Bolton und Whlliams *7) auf-
gefallen, dass das Unverseifbare des Olivenols hohere Jodzahlen ergab als das
Unverseifbare anderer Ole, was auch von andern Forschern bestatigt worden
war. Auffallend an diesen Jodzahlen ist nun, dass sie, je nach Methode, ausser-
ordentlich grosse Schwankungen aufweisen, weshalb man sie zur Charakterisie-
rung des Olivendls zunachst wieder fallen liess. Ahnliche Erfahrungen machte
Grossfeld, als er fiir seine «Neue Kennzahl fiir Olivendl» vor die Wahl gestellt
war, sich entweder fiur die Methode Hanus oder diejenige von Margosches zu
entscheiden. Grossfeld gelangt dann zu der Feststellung: «Die Erhohung der
Jodzahl nach Hanus gegentiber Margosches ist auch hier deutlich und stark.» Er
fand fir diese und andere Unstimmigkeiten selbst keinen plausiblen Grund und
gibt daher dem Wunsche Ausdruck: «In theoretischer Hinsicht ware es inter-
essant, der Ursache dieser Unterschiede nachzugehen.» Es mag ihm wohl auf-
gefallen sein, dass die Frage des Jodiberschusses von einer gewissen Bedeutung
sein konnte, weil er in einer Fussnote anregt: «bei einem grosseren Riickstand
als 30 mg ist die Jodzahlbestimmung mit entsprechend grosseren Reagenzien-
mengen auszufithren». Auch Tdaufel, Thaler und Widmann (loc. cit.) haben bei
thren Versuchen zur quantitativen Bestimmung des Squalens mittelst der Jodzahl
beachtliche Unstimmigkeiten festgestellt, zu welchen sie sich wie folgt dussern:

«Aus diesen Versuchen geht hervor, dass Ergosterin, wie auch F. Reindel
und E. Walter *%) gezeigt haben, durch Jod stark substituiert wird. Bei einer
Einwaage, die der theoretischen Einwaage von Squalen etwa entsprechen wirde,
erhalt man bei Ergosterin eine héhere Jodzahl, als bei Squalen selbst. Man kann
also auf diese Weise Squalen neben Ergosterin nicht erkennen. Ahnlich ver-
halten sich auch andere Sterine.»

Alle die hier aufgezahlten Beobachtungen und die Ausserungen Grossfelds
veranlassten uns, fiir die Squalenbestimmung in Olivenél auf Grund der Jodzahl
die Versuchsbedingungen eingehender zu priifen und genau festzulegen.
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|
5. Bestimmung der Jodzahl im Unverseifbaren
nach verschiedenen Methoden

Um die Brauchbarkeit einiger Jodzahlmethoden fir die Bestimmung des
Squalens zu iiberprifen und um den Einfluss des Halogentiberschusses auf die
Resultate kennen zu lernen, stellten wir 3 Versuchsreihen an. Wir benutzten
dazu nicht das Unverseifbare, welches ein Gemisch verschiedenartiger Stoffe
darstellt, sondern eine durch chromatographische Adsorptionsanalyse gereinigte
Kohlenwasserstoff-Fraktion aus dem Unverseifbaren eines Olivenols. Diese be-
stand zur Hauptsache aus Squalen, neben wenig festen, gesittigten und geringen
Mengen anderer, ungesittigter Kohlenwasserstoffe. Um bei allen Versuchen
genau gleiche Substanzmengen zur Reaktion zu bringen, wurden aliquote Teile
einer Stammlosung der Kohlenwasserstoffe verwendet. Diese enthielten in je
5 em?® 32,1 mg Kohlenwasserstoffe und entsprachen je 10,0 g Olivenol. Wir priif-
ten 3 ganz verschiedene Jodzahlmethoden, die sich sowohl durch das verwendete
Fettlosungsmittel als auch durch die Zusammensetzung der Halogenlosung unter-
scheiden. Es waren die Methoden von Hanus, von Margosches und von Whnkler.

Je 5 cm?® obiger Stammlosung wurden mit wechselnden Mengen Halogen-
l6sung versetzt und nach der angegebenen Reaktionszeit das tberschiissige Halo-
gen zurucktitriert. Aus dem Halogenverbrauch wurde die Squalenzahl des
Olivenols berechnet. Squalenzahl = mg Squalen in 100 g Ol. 1 cm? 0,1n-] ent-
spricht 3,42 mg Squalen. (Siehe Arbeitsvorschrift am Schluss dieser Arbeit.)

Bei den einzelnen Methoden wurde folgendermassen vorgegangen:

a) Methode Hanus (Reagenslosung = Jodmonobromid in Eisessig)

Zu der in 5 cm® Chloroform gelosten Substanz wurden steigende Mengen (5,5 bis
15 cm?) 0,2n-]Jodmonobromidlésung zugegeben und die gut verschlossenen Kolben
15 Minuten im Dunkeln aufbewahrt. Nun wurden 5 c¢m?® 10 %oige KJ-Loésung und
50 cm® Wasser zugegeben und das ausgeschiedene Jod mit 0.1n-Na2S203-Losung
unter Verwendung von Stdrke als Indikator titriert.

b) Methode Margosches (Reagenslosung = alkoholische Jodlosung)

Die Substanz wurde in 5 cm® absolutem Alkohol gelost und aus einer Birette lang-
sam 0,2n-alkoholische Jodlosung zugegeben (5,5 bis 20 c¢m?®). Der Kolben wurde gut
umgeschwenkt, dann wurden 50 cm® Wasser zugesetzt, wiederum gut umgeschwenkt
und 5 Minuten im Dunkeln stehen gelassen. Hierauf wurde der Jodiberschuss mit
0,1n-Na2S203 zuriicktitriert.

¢) Methode Winkler (Reagenslosung = 0,2n-KBrOs bzw. freies Brom)

Die Substanz wurde in 5 cm® Tetrachlorkohlenstoff gelost, mit 0,2n-KBrOs-Losung
(5 bis 15 c¢cm®) und 0,5 bis 1 g KBr versetzt und hierauf mit 10 cm® 10 %oiger HCI
angesduert, wodurch eine dem Bromat dquivalente Menge Brom in Freiheit gesetzt
wird. Die gut verschlossenen Kolben wurden wihrend 2 '/2 Stunden im Dunkeln
stehen gelassen, dann 5 c¢m® 10 %oige K]J-Losung zugesetat und das ausgeschiedene
Jod mit 0,1n-Na2S203 titriert.
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Die nach diesen 3 Methoden gefundenen Resultate sind in der Tabelle 4
aufgefithrt und in der Fig. 1 graphisch dargestellt. Die Jodzahl, bzw. Squalen-
zahl, nimmt mit steigendem Halogeniiberschuss bei allen 8 Methoden stetig,

Tabelle 4

Einwaage: 32,1 mg Kohlenwasserstoffe, entsprechend 10,0 g Olivendl,
gelost in 5 em® Losungsmittel

Methode Hanus Methode Margosches Methode Winkler
Halogen- | Halogen- Halogen- | Halogen- Halogen- | Halogen- !
Zusatz Verbrauch Squalen- Zusatz |Verbrauch Squalen- Zusatz Verbrauch Squalen
> Zahl Zahl ; Zahl
cm® 0,1n cm? 0,1n cm?® 0,1n cm® 0,Iin cm® 0,In cm?® 0,in

10,73 6,72 230 9,78 5,88 201 10,10 8,57 293
15,60 7,60 260 12,78 6,82 233 14,14 9,19 314
19,50 8,00 273 19,85 8,30 284 20,19 9,71 332
29,25 8,93 306 29,78 10,28 351 30,29 10,55 361
39,70 11,85 405

Squalenzahl

400 e,

o]

Winkler

/ Margosches
300 ), - o

/] e

NG

200
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3
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Figur 1

wenn auch etwas verschieden stark zu. Wo der theoretische Wert der Squalen-
zahl liegt, lasst sich nicht genau feststellen, da wir fiir unsere Versuche leider
kein reines Squalen zur Verfigung hatten. Die verwendete Kohlenwasserstoff-
Fraktion (32,1 mg entsprechend 10 g Ol) bestand zwar zum grossten Teil,
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schatzungsweise zu 80—90 °/o, aus Squalen. Wenn sie 100 %o reines Squalen
enthielte, wiirde die theoretische Squalenzahl 321 betragen (mg Squalen in 100 g
Ol). Hohere Werte als 321 sind demnach sicher unrichtig. Bei allen Methoden
werden bei entsprechend grossem Halogenzusatz noch betrachtlich hohere Werte
erhalten. Daraus miissen wir schliessen, dass neben der Halogen-Addition an
die Doppelbindungen stets auch noch Substitution erfolgt. Dieselbe ist beim
Bromierungsverfahren nach Winkler schon bei einem relativ geringen Halogen-
Uberschuss recht betrachtlich. Die Kurve biegt aber dann ab und steigt nahezu
linear, aber nicht sehr steil weiterhin an.

Ungtinstiger liegen die Verhaltnisse bei der von Grossfeld empfohlenen und
auch von Philippe angewandten Methode Margosches. Die Kurve steigt mit zu-
nehmendem Halogeniiberschuss sehr steil an. Ein etwas grosserer oder geringerer
Uberschuss verdandert die Squalenzahl so stark, dass die Methode fiir unsere
Zwecke unbrauchbar ist. Am besten geeignet schien uns die Methode Hanus.
Aus der Kurve in der Fig. | ist ersichtlich, dass die Squalenzahl auch hier merk-
lich vom Halogentiiberschuss abhangig ist. Wird aber die Reagensmenge der
Einwaage angepasst, so erhalt man gut reproduzierbare Werte.

Wir haben bei unseren Versuchen den Halogenzusatz willkirlich immer so
bemessen, dass fir jedes mg Substanz 0,3 cm?® 0,2n- Jodmonobromidlésung zu-
gesetzt wurde. Der Reagensiiberschuss betrdagt fir den Fall, dass reines Squalen
vorliegt, 105 %o. In unserem Beispiel, wo 32,1 mg Substanz verwendet wurden,
musste demnach die zugesetzte Halogenmenge 9,63 cm?® 0,2n = 19,26 cm? 0,1n
betragen. Diese Stelle ist in Fig. 1 mit einem Pfeil markiert. Die entsprechende
Squalenzahl betragt nach der Kurve = 272.

Die eben beschriebenen Versuche zeigen, wie stark die Jodzahlen des Un-
verseifbaren je nach Methode und Reagenstiberschuss schwanken konnen. Die
grossen Unterschiede zwischen den von verschiedenen Autoren gefundenen
Werten werden dadurch erklart.

O. Aufteilung des Unverseifbaren
durch diromatographische Adsorptionsanalyse

Das Unverseifbare der Ole stellt ein Substanzgemisch dar, welches durch
die Ublichen praparativen Methoden nicht quantitativ in die einzelnen Bestand-
teile getrennt werden kann. In solchen Fallen leistet meistens die chromatogra-
phische Adsorptionsanalyse als Trennungsmethode besonders gute Dienste. Das
Verfahren ermoglicht die Erfassung auch sehr kleiner Substanzmengen neben
grossen Mengen anderer Stoffe.

T horbjarnarson und Drummond *°) wandten das Verfahren zum ersten
Male zur Zerlegung des Unverseifbaren des Olivendles an. Sie teilten das
Unverseitbare zunachst mit Methylalkohol in vier verschieden schwer lésliche
Fraktinnen. Der am leichtesten l6sliche Anteil wurde in einer Mischung aus 90 %
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Petrolather und 10 °/0 Benzol aufgenommen und durch Al20s filtriert. Das Fil-
trat hinterliess nach dem Abdampfen des Losungsmittels ein farbloses, geruch-
loses Ol, bestehend aus Squalen, vermischt mit wenig sauerstoffhaltigen Ver-
unreinigungen und etwas gesattigten Kohlenwasserstoffen.

Spater wandten Drummond, Santos Ruiz und T horbjarnarson 3') das Ver-
fahren auf die Untersuchung des Unverseifbaren verschiedener Fischole an.

Nach den angestellten Versuchen gehen bei Verwendung von Al:0s als
Adsorbens und Petrolather als Losungsmittel gesattigte Kohlenwasserstoffe,
schwach ungesittigte Kohlenwasserstoffe und ein Teil der Kohlenwasserstoffe
vom Typus des Squalens schnell ins Filtrat (Durchlauf). Ungesattigte Alkohole
suchen die untersten Schichten der Saule auf. Sterine finden sich meist weiter
oben in einem gut ausgepragten Ring. Mit den Sterinen zusammen oder in ihrer
Niahe werden die Lipochrome vom Xanthophyltypus adsorbiert. Gesattigte Alko-
hole sammeln sich am obern Ende der Saule an. Das Verhalten der einzelnen
Bestandteile hiangt jedoch stark von der chemischen Art der gleichzeitig an-
wesenden Substanzen ab.

Taufel, Thaler und Widman (loc. cit.) haben diese Versuche mit dem
Unverseifbaren des Hefefettes wiederholt, kamen jedoch zu keinen befriedi-
genden Resultaten. Sie haben hierauf die Versuchsbedingungen stark variiert.
Als Adsorptionsmittel wurden neben Al2Os auch Tierkohle, Carbo medicinalis
und Bleicherde verwendet. Als Losungsmittel wurden Benzol, Hexan, Ather
und Ather + Benzol 1:1 ausprobiert. Diese Versuche fiihrten ebenfalls nicht
zum Ziel. Die Filtrate enthielten entweder nur einen Teil des Squalens oder
waren stark mit Sterin verunreinigt. 7daufel und Mitarbeiter kommen zum
Schluss, dass eine anndhernd quantitative Trennung des Squalens und verwandter
Kohlenwasserstoffe von Sterinen und den tibrigen Verbindungen des Unverseif-
baren mittels der chromatographischen Adsorptionsanalyse nicht moglich ist, Im
Modellversuch liess sich zwar reines Squalen nach obiger Methode annahernd
quantitativ von reinem Phytosterin trennen. Im Unverseifbaren sollen aber Stoffe
vorkommen, die den Adsorptionsvorgang storen.

Wir haben bereits friher ®) ein Verfahren beschrieben, wonach eine prak-
tisch quantitative Trennung der Kohlenwasserstoffe von den Sterinen und tibri-
gen Bestandteilen des Unverseifbaren im Oliven- und Teesamenol gelingt.

Wichtig sind dabei zwei Punkte, welche unbedingt beachtet werden miissen:

1. Vor der chromatographischen Adsorption muss das Unverseifbare ein
zweites Mal mit alkoholischer Kalilauge verseift, dann in Petrolather auf-
genommen und vollstindig alkalifrei ausgewaschen werden. Spuren von
unverseiften Fettstoffen oder Seife storen ndmlich den Adsorptionsvorgang.

2. Als Adsorbens muss ein speziell «aktiviertes» Al2Os mit besonders gutem
Adsorptionsvermégen verwendet werden.
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Die nachstehenden Versuche geben Aufschluss iber diese Verhaltnisse:

Storender Einfluss von unverseiften Fettstoffen

Das von Alkali und Seife befreite Unverseifbare von je 50 g Teesamenol
wurde im ersten Versuch nach einmaliger, im zweiten Versuch nach zweimaliger
Verseifung in Benzol gelost und durch eine Saule von 15 g Aluminiumoxyd
filtriert. Alle Versuchsbedingungen, wie Adsorbens- und Losungsmittelmenge,
wurden konstant gehalten. Wie aus nachstehender Tabelle hervorgeht, ist die
Trennung im ersten Versuch sehr mangelhaft. Ein Teil des Theasins und der
gelben Farbstoffe waren durch die Saule hindurchgeflossen. Beim weitern Nach-
waschen der Saule mit Benzol (total 60 cm?) gelangte immer mehr des adsor-
bierten Theasins ins Filtrat, wahrend im zweiten Versuch keine wagbaren
fremden Substanzmengen mehr ins Filtrat gelangten. Die chromatographische
Trennung ist somit nach zweimaliger Verseifung quantitativ; die Werte sind
gut reproduzierbar.

Einmalige Verseifung Zweimalige Verseifung
Abdampfrickstand des Filtrats 55 9o 10,3 %/
(Durchlauf) in /0 des Unverseifbaren
Farbe und Aussehen des Abdampf- gelb, harzartig farblos, flussig
ruckstandes mit wenig farb-

losen Kristallen
Prifung des Durchlaufs auf Theasin stark positiv negativ

Um zu prifen, ob das nach Grossfeld isolierte sterinarme Unverseifbare
noch geringe Mengen unverseifter Fettstoffe enthalt, wurde die «Verseifungs-
zahl» des «unverseifbaren» Riickstandes bestimmt. 100 g Teesamenél wurden
vorschriftsgemass wahrend einer Stunde verseift, das Unverseifbare nach Gross-
feld isoliert und mit 50 °oigem Alkohol vollstindig alkalifrei ausgewaschen.
Der erhaltene Rickstand (477,8 mg Unverseifbares) wurde mit 25 cm? 0,1n-
alkoholischer Kalilauge wahrend 1 Stunde am Riickflusskihler gekocht und der
Verbrauch an Lauge titrimetrisch bestimmt. Zur zweiten Verseifung wurden noch
1,58 em?® 0,1n-KOH verbraucht. Die titrierte neutrale Losung wurde nun stark
alkalisch gemacht, mit dem gleichen Volumen Wasser verdinnt, das Unverseif-
bare mit Petrolather ausgeschuttelt und weiter verwendet. Die alkoholische
Seifenlosung wurde zur Abscheidung der Fettsduren angesauert und mit Ather
ausgeschiittelt. Nach dem Abdampfen des Athers wurden 53 mg Fettsauren
erhalten, die bei Zimmertemperatur erstarrten. Sie verbrauchten zur Neutrali-
sation 1,60 cm?® 0,1n-KOH. Bei der ersten Verseifung blieben demnach 0,06 °/o.
Fettstoffe unverseift.
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Diese Versuche zeigen, dass das nach den tblichen Methoden erhaltene
Unverseifbare noch geringe Mengen verseifbarer Fettstoffe enthalt, die, wie
bereits gesagt, den Adsorptionsvorgang storen. Eine zweimalige Verseifung ist
daher unbedingt notwendig.

Adsorptionseigenschaften verschiedener Aluminiumoxydsorten

Wir haben bereits friher darauf hingewiesen, dass wir zur chromatographi-
schen Trennung des Unverseifbaren ein besonders aktiviertes Al:Os verwenden.
Aluminiumoxyd zur Adsorptions analyse ist stark hygroskopisch. Die Praparate
des Handels enthalten alle betrachtliche Mengen Wasser, das erst beim Glithen
entweicht., Trautner und Roberts ) haben iber Versuche berichtet zur chromato-
graphischen Trennung von Hyoscin und Hyoscyamin an Silicagel. Sie haben
beobachtet, dass wasserhaltige Praparate fur diese Versuche, bei welchen mit
organischen Losungsmitteln gearbeitet wird, ungeeignet sind. Die Praparate
wurden vorerst durch 12stiindiges Glithen entwéssert und dadurch aktiviert.

Der eine von uns %) hat bei fritheren Untersuchungen beobachtet, dass bei
gebrauchten Al:Os-Praparaten, die durch Waschen mit verdiinnter Salpetersaure
und anschliessendem Glithen regeneriert worden sind, das Adsorptionsvermogen
merklich zunahm. Dieses Verhalten kann folgendermassen erklart werden: Durch
die verdiinnte Salpetersaure wird das Al2Os oberflachlich angegriffen. Es ent-
steht Aluminiumnitrat, welches zum Teil adsorbiert wird, sich beim Glihen
wieder zersetzt und fein verteiltes Al2Os zuriicklasst. Durch diese Operation wird
die aktive innere Oberflache des Praparates vergrossert, was sich durch ein
grosseres Adsorptionsvermogen bemerkbar macht. Es wurde nun ferner beobach-
tet, dass frisch gegliihtes Al=Os aktiver ist als ein gleiches Praparat, das langere
Zeit aufbewahrt wurde. Das stark hygroskopische Al:Os nimmt selbst in ver-
schlossenen Flaschen nach einiger Zeit etwas Feuchtigkeit auf. Dadurch wird ein
Teil der «aktiven Zentren» mit Wassermolekilen abgesattigt, das Praparat
verliert an Wirksamkeit. Wir begegneten diesem Ubelstand, indem wir das frisch
gegliihte Al2Os sofort nach dem Abkiihlen im Exsikkator mit Benzol befeuch-
teten. Das Benzol verhindert, dass ein Teil der aktiven Oberflache durch Wasser-
molekile besetzt wird.

Die Versuche in Tabelle 5 zeigen die Unterschiede in der Wirksamkeit ver-
schiedener Al:Os-Priparate. Aus 100 g Olivenél wurde das sterinarme Unver-
seifbare isoliert (nach zweimaliger Verseifung = 701,9 mg Unverseifbares).
Dieses wurde in 25 cm?® Benzol gelost und fiir jedes Chromatogramm 5 cm?
dieser Stammlosung, entsprechend 20 g Ol oder 140,4 mg Unverseifbarem, ver-
wendet. 10 g Al20s wurden in ein unten verengtes und mit Wattebausch ver-
schlossenes Glasrohr von 1 c¢cm Durchmesser eingefillt und mit Benzol durch-
trankt. Die Saule hatte eine Hohe von 13 cm. Nun wurden 5 cm® der Stamm-
losung unter schwachem Saugen hindurchfiltriert und die Saule mit 50 cm?
Benzol nachgewaschen. Das Filtrat (1. Fraktion) wurde in ein gewogenes Schliff-
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Tabelle 5

Chromatographische Adsorptionsanalyse

701,9 mg aus 10 g Olivenol wurden in 25 cm® Benzol gelost
und davon fir je 1 Chromatogramm 5 ecm® = 1404 mg Unverseifbares verwendet

(Saule: 13 cm hoch, 1 cm Durchmesser, 10 g Al20s)

Ausdeh-

e Nicht adsorbierte Jod-
M KWSt verbrauch
Bezeichn der d. fluoresz. 5
Alumienziet:ril-oux‘;gd-seorten (Z:ong il’:l [Durchla-tuf) Durcﬁfaufs J u:}llfn
tromm | me | et | oms 010
1. Al2O3 nach Brockmann
neues Merck-Praparat
1. Fraktion *) 9 cm | 100,5 73 20,38} 348
2. Fraktion **) 55 + 1,39
Total: 106,0 Vi 21,77 372
2. Al:0s nach.Brockmann
obiges Praparat frisch
aktiviert und mit Benzol
befeuchtet
1. Fraktion 35cm | 858 63 18,96 324
2. Fraktion 0 0 0
3. Altes, mehrfach gebrauchtes
und mehrmals regeneriertes
Al203 Merck, aber nicht so-
fort mit Benzol befeuchtet
1. Fraktion 5 cm| 909 | 66 |} g
2. Fraktion 0,6 0,4 0
4. Englisches Praparat «Al20s
activated» (Hopkin, Lond.),
vor Gebrauch «aktiviert»
und mit Benzol befeuchtet
1. Fraktion 4 cm 89,4 63,6 :‘} %g";g ggg
2. Fraktion 0,7 0,5 0

*) 1. Fraktion mit 50 cm® Benzol ausgewaschen
**) 2. Fraktion mit 25 cm?® Benzol ausgewaschen
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kolbchen gebracht, das Benzol abdestilliert, der Rickstand bei 100° getrocknet
und gewogen. Hierauf wurden die ungesattigten Kohlenwasserstoffe jodometrisch
nach Margosches bestimmt. Die Al:0s-Saule wurde nun nochmals mit 25 cm?
Benzol nachgewaschen und trocken gesaugt. Dieses zweite Filtrat (2. Fraktion)
wurde in gleicher Weise weiter behandelt. Mit Ausnahme des ersten Versuches
mit unbehandeltem Al:0s waren im zweiten Filtrat nur noch Spuren von Sub-
stanz vorhanden.

Als Mass fur das Adsorptionsvermogen diente die Schichthohe einer ziem-
lich scharf begrenzten, unter der Quarzlampe oben griun und unten weiss leuch-
tenden Zone. Diese Zone, die bei allen Versuchen die gleiche Menge adsorbierte
Substanz enthilt, variierte in ihrer Ausdehnung stark. Im ersten Versuch, mit
dem unbehandelten Praparat nach Brockmann, ist sie am langsten (9 cm). Die
chromatographische Adsorption war bei diesem Versuch unvollstandig. Die ad-
sorbierbaren Substanzen «schlagen durch», d.h. ein Teil verldsst unten die Saule
und gelangt ins Filtrat. Beim Entwickeln des Chromatogramms wird immer mehr
Substanz ausgewaschen.

Die 3 aktivierten Praparate geben gute Resultate. Die Substanzmenge im
Durchlauf ist iiberall ungefihr gleich, ebenso der Jodverbrauch. Beim weiteren
Auswaschen der Saule gelangt nichts mehr ins Filtrat, und die Trennung ist
somit quantitativ. Die Ausdehnung der fluoreszierenden Zone ist je nach Pra-
parat etwas verschieden. Die beste Adsorptionsfahigkeit besitzt das frisch akti-
vierte Praparat von Versuch 2, das sofort nach dem Glihen mit Benzol befeuchtet
wurde.

Wir verwendeten fur alle unsere Versuche aktiviertes und mit Benzol ge-
tranktes Al2Os. Zur Trennung des Unverseifbaren aus 20 g Ol geniigten in der
Regel 10 g Al:0s. Die ausfithrliche Methode zur Bestimmung der KWSt findet
sich am Schluss dieser Arbeit. Die Menge der ungesattigten Kohlenwasserstoffe
wurde in allen Fallen jodometrisch (nach Methode Hanus) bestimmt.

Wir haben auch versucht, die Kohlenwasserstoff-Fraktion aus verschiedenen
Olen durch den Brechungsindex zu charakterisieren. Mischungen, die reich an
ungesattigten Stoffen sind (Squalen), sollten héhere Brechungsindices geben als
solche mit vorwiegend gesattigten KWSt. Es zeigte sich aber, dass die Unter-
schiede zwischen den verschiedenen Olen nur gering waren. Aus den nach-
stehenden Beispielen ist ersichtlich, dass die Squalenzahl sich eher zur Charak-
terisierung der Kohlenwasserstoff-Fraktion verschiedener Ole eignet als der
Brechungsindex.

Brechungsindex Kohlenwasserstoffe Squalenzahl
Ole: bei 400 (KVSY (SaZ)
Olivenol 19 (max.) 1,4880 434 358
Oliveno6l 7 (min.) 1,4830 347 274
Teesamenol 1,4840 35 15
Paranussol 1,4704 245 143
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7. Kohlenwasserstoff-Gehalt und Squalenzahl versdiiedener Ole und Fette

Tabelle 6
0/o
. sterin-
Bezeichnung der Ein- n4 des armes mg /o
Nr. : ,, waage Durch- Sq-Z
Olivendle g og] Taliion 2.311:‘;3&‘ KWSt i
fung
Algerische:
1 vierge extra 20 14850 | 0459 | 272 |+234, 234
2 ohne nahere Bezeichnung 20 | 1,4842 | 0,537 | 355 | 287,271
Franzosische:
3 vierge 11,08 — 0,780 | 586 | 458
4 vierge non décantée 20 | 1,4860 | 0,553 | 339 | 288,308
5 vierge décantéee 20 | 1,4848 | 0,550 | 347 | 280,293
6 naturelle 20 14842 | 0468. | 262 | 230,229
ltalienische:
7 ohne nahere Bezeichnung 20 | 14830 | 0,629 | 347 | 272,276
i _ 50 0492 | 327 | —
8 ohne nahere Bezeichg. C—P | 50 1,4850 | 0472 | 313 | 266
50 0482 | 321 | 272
9 ohne nahere Bezeichg. C—P
hellfarbig 20 1,4848 | 0,498 | 370 | 318,291
10 filtriert 20 1,4850 | 0,680 | 463 | 389, 387
11 extrafein 20 1,4852 | 0,525 | 360 | 311,336
12 ohne nahere Bezeichnung 20 — 0,486 | 314 | 248
13 Typ Riviera Ia 10 — 0,558 | 326 | 282
14 Pressol 10 — 0,575 | 346 | 291
Marokkanische:
15 vierge Type Nice 20 | 1,4846 | 0,452 | 286 | 245,243
Spanische:
16 ohne nahere Bezeichnung 20 | 1,4852 | 0,684 | 518 | 434,414
17 ohne nahere Bezeichg. C—P | 10 — 0,529 | 424 | 306
18 | Ohne Provemienzangabe (M) 20 | 1,4852 -} 0,517' '} ' 306- | 258,243
19 | Mischung div. Provenienzen 20 | 1,4880 | 0,685 | 434 | 359,357
20 | «Olio Oliva puro» (M) 10 — 0,622 | 425|357
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Tabelle 7

Nr. Bezeichnung Eingwgzi\ge arr?]%rénr;fb. Iil\g,%t Sq-Z
1 Baumwollsamenol 50 0,264 32,4 10,2
2 Erdnussol, raffiniert 50 0,159 65,0 30,6
3 Erdnussol aus leicht gerosteten

Erdntssen selbst extrahiert 50 0,150 42,8 357
4 Erdnussol des Handels 50 0,170 62,1 32,0
5 Haselnussol 100 0,121 42,8 223

6 Leinol 50 0,417 57,8 13,6
7 Mohnol 100 0,181 39,8 8,3
8 Neukol (Niggerol) 25 0,271 36,4 8,9
9 Palmol, ungebleicht 80 0,266 58,0 26,0
10 Palmol, gebleicht 80 0,098 27,9 13,0
11 Paranussol (M) 80 0,395 207,0 155,0
12 Paranussol, selbst extrahiert 50 0,400 245,0 143,0
13 Rapsol 64 0,543 24,5 57
14 Sesamol 50 0,676 40,2 9,9
15 Sesamol des Handels - 50 0,515 31,8 10,9
16 Sonnenblumenkerndl 80 0,200 34,1 12,0
1 Soyaol 50 0,261 46,2 13.2
18 Teesamenol 100 0,360 41,6 18,6

Teesamenol 1. Bestimmung 200 0,400 39,2 15,0

19 Teesamenol 2. Bestimmung 100 0,413 33,9 14,2

Teesamenol 3. Bestimmung 100 0,408 28,6 154

20 Traubenkernol 80 0,551 169,0 16,5
21 Walnussol 80 0,094 20,0 13.3
22 Walnussol 1. Bestimmung [ 50 0,115 20,0 39

2. Bestimmung | | 80 0,104 26,0 34

23 Weizenkeimol (E) | gelbst 17,5 (202 140,5 15,7
24 Weizenkeimoél (B) J extrahiert 13.3 1,51 141,0 14.5
25 Butter, eingesotten 50 0,133 152 11,4
26 Butter, eingesotten (ausldnd.) 50 0,115 13,2 6,8
20 Kokosnussfett 50 0,096 22,8 6,2
28 Rindsfett, selbst ausgelassen 40 0,047 14,2 8,1
29 Schweinefett, selbst ausgelassen 40 0,021 3.5 1
30 Schweineschmalz 50 0,029 3,0 25
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Es wurden 20 reine Olivenole des Handels diverser Provenienzen, dann
zahlreiche andere als Speisedle bekannte pflanzliche Ole und einige Speisefette
nach der am Schluss dieser Arbeit angegebenen Methodik untersucht. Die be-
treffenden Resultate sind in den Tabellen 6 und 7 zusammengestellt.

a) Reine Olivenile des Handels

Die Olivenoéle sind in der Tabelle 6 nach ihrer Herkunft geordnet und geben
zu folgenden Bemerkungen Anlass:

Das sterinarme Unverseifbare schwankt zwischen 0,46 und 0,78 /o und der
(ehalt an Kohlenwasserstoffen zwischen 262 und 586 mg®. Die Squalenzahl,
welche wir als die fir die Beurteilung wichtigste Kennzahl ansehen, bewegt sich
ebenfalls innerhalb ziemlich weiter Grenzen, und zwar von 230 bis 458. Die
Mehrzahl der im Handel befindlichen reinen Olivenole besitzt Squalenzahlen
zwischen 230 und 320. Wesentlich hohere Squalenzahlen, iber 400, wurden
verhaltnismassig selten (2 von 19 Proben) angetroffen.

In einigen Olivenolen, die aus frischen Oliven selbst abgepresst wurden
(Jungfernole) und in selbst gewonnenen Extraktionsélen wurden auffallender-
weise noch betrdachtlich hohere Squalenzahlen gefunden. Unterschiede zwischen
Extraktions- und Pressol waren dabei nicht feststellbar. Versuche zur Abklarung
dieser Unstimmigkeit der Kennzahlen zwischen Handelsolen und selbst her-
gestellten Olivenolen sind im Gange.

Aus den bisherigen Untersuchungen geht hervor, dass reine Olivenodle des
Handels im Mittel Squalenzahlen um zirka 275 (+40) aufweisen. Grossere Ab-
weichungen nach oben wurden nur in vereinzelten Fallen beobachtet, wahrend
unverdorbene Olivenéle mit SqZ unter 230 tiberhaupt nicht angetroffen wurden.
Unterschiede in den Squalenzahlen zwischen Olivendlen verschiedener Prove-
nienzen scheinen ebenfalls nicht zu bestehen.

b) Alte, verdorbene Olivenéle

Grossfeld hat seinerzeit festgestellt, dass altes, verdorbenes Olivenol einen
viel niedrigeren Rohsqualengehalt aufweist, als normales Olivendl. Er vermutete,
dass das Squalen durch Autoxydation zerstort wird.

Zur Uberprifung dieser Verhaltnisse haben wir ein normales Olivenol
(Nr. 19) wahrend 14 Tagen in einer farblosen, nur lose verschlossenen Flasche
der intensiven Sonnenbestrahlung ausgesetzt, bis es vollstindig ausgebleicht und
stark verdorben war (stark positive Kreis-Reaktion). Die chemische Unter-
suchung, welche erst einige Monate nach dieser Sonnenbestrahlung erfolgte,
ergab, dass im belichteten Ol sowohl Unverseifbares, Kohlenwasserstoffgehalt,
wie auch Squalenzahl bedeutend abgenommen hatten. Die Oxydationsprodukte
des Squalens sind vermutlich Aldehyde, Sauren und andere Abbauprodukte, die
bei der Verseifung abgetrennt werden, wodurch auch der Gehalt an Unverseif-
barem und an Kohlenwasserstoffen vermindert wird.
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Aus nachstehender Zusammenstellung ist ersichtlich, dass die Differenz
iiberall nahezu gleich gross ist. Demnach muss durch die Autoxydation im Un-
verseifbaren nur Squalen zerstort worden sein.

mg 0/p mg 0/p

Unverseifbares KWSt Sq-Z
frisches Ol 685 434 358
nach Belichtung - 520 263 195
Verlust (Differenz) 165 171 163

Mit diesem Versuche ist die Beobachtung Grossfelds, wonach Squalen in-
folge Autoxydation zerstort wird, bestatigt worden.

Auch bei langerer unsachgemasser Lagerung des Olivendles wurde eine
deutliche Abnahme der Squalenzahl beobachtet. Wie die nachstehenden Unter-
suchungen zeigen, ist diese ebenfalls auf Autoxydation und beginnende Verderb-
nis des Oles zurtckzufiihren.

Ein frisches italienisches Olivenol (Nr.8) wurde wéihrend 5 Monaten in
einer braunen, zu zirka '/s geftllten Flasche im Dunkeln aufbewahrt.

Frisches Ol Gelagertes 01
am 9.Juli 1948 am 2. Dezember 1948
Squalenzahl 266 272 247 248
Kreis-Reaktion negativ positiv
Peroxydzahl 3 18,0
Sinnenprifung normal noch keine Verdorben-
heit wahrnehmbar

Farbe gelb, schwach griin- gelb, schwach grin-

stichig stichig

Die Squalenzahl hatte merklich abgenommen, wahrend die Peroxydzahl
stark angestiegen ist. Bei der Sinnenpriifung fiel die beginnende Fettverderbnis
noch nicht merklich auf. Squalen unterliegt demnach schon im Anfangsstadium
der Autoxydation, ahnlich wie Vitanrin A und stark ungesattigte Fettsauren.

¢) Diverse Fette und Ole

In der Tabelle 5 sind die Werte fur Unverseifbares und Kohlenwasserstoffe,
sowie die Squalenzahl zahlreicher Speisedle und -fette zusammengestellt.

Das Unverseifbare variiert bei den verschiedenen Olen sehr stark. Raps-,
Sesam-, Teesamen- und Traubenkernol besitzen ziemlich hohe Gehalte an sterin-
armem Unverseifbaren (0,5—0,7 °/0), dhnlich wie Olivenol.

Andere Ole, wie Erdnussol, Haselnussdol, Nussol, und die festen Fette da-
gegen enthalten sehr wenig sterinarmes Unverseifbares (0,02 — 0,2 ). Der
Kohlenwasserstoffgehalt ist bei allen Olen und Fetten ebenfalls niedriger als
beim Olivenél, schwankt aber innerhalb weiter Grenzen (3 — 245). Bei den
meisten Speisedlen liegen die Werte etwa zwischen 20 und 60 mg®o. Nur
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Traubenkernél und Paranussol besitzen bedeutend héhere Kohlenwasserstoff-
gehalte (169—245). Die untersuchten festen Fette fallen durch ihre relativ nied-
rigen Zahlen auf. Die Squalenzahl, das wichtigste Charakteristikum des Oliven-
oles ist bei samtlichen gepriiften Speisedlen bedeutend niedriger als bei Olivenél.
Sie bewegt sich bei den verschiedenen Ulen zwischen 4—36 (mittlere Squalen-
zahl von Olivenol zirka 275). Eine Ausnahme macht nur das Paranussol, welches
einen ziemlich hohen Gehalt an Squalen aufweist und eine Squalenzahl von
143—155 besitzt. Paranussol kam aber nur ausnahmsweise wahrend des Krieges
als Speisedl auf den Markt. Zur Falschung von Olivendl kommt es wegen seines
hohen Preises jedoch nicht in Frage. Beim Vergleich unserer Squalenzahlen
(Tabellen 6 und 7) mit den Rohsqualengehalten nach Grossfeld (Tabellen 1 und
2) erkennt man, dass die Grossfeld’sche Methode bei einigen Olen viel zu hohe
Werte liefert. Es wurden beispielsweise gefunden:

mg %0 Rohsqualen Squalenzahl

nach Grossfeld {in mg %)
Sesamol ‘ 150 9.9
Teesamenol 180 15,0
Soyaol 100 13,2
Leinol 180 13,6

Der Grund hierfirr liegt eben, wie bereits frither betont, darin, dass im
Unverseifbaren andere ungesattigte Verbindungen nach Grossfeld mitbestimmt
und nach unserer Methode abgetrennt werden.

8. Nadweis des Olivenols in Ol- oder Fettmischungen

Aus den Zahlen der Tabellen 6 und 7 ist ersichtlich, dass der Nachweis
und die ungefahre Bestimmung des Olivendls in Mischungen beliebiger Ole oder
Fette prinzipiell moglich ist, da Olivenol eine rund 10mal héhere Squalenzahl
besitzt als die tbrigen Ole. In einer Olmischung setzen sich Kohlenwasserstoff-
und Squalengehalte additiv aus den entsprechenden Mischungsanteilen zusam-
men. Diese Tatsache soll durch zwei Beispiele belegt werden. Fir Beispiel 1
wurde eine Mischung, bestehend aus 80 /0 Teesamendl und 20 %/ Olivendl,
benutzt. Es ware durchaus moglich, diese Mischung als reines Olivendél anzu-
sehen, weil sich Teesamenol und Olivenol in ithren Gehaltszahlen kaum unter-
scheiden. Auf Grund der Farbenreaktion nach Fitelson ') ldsst sich zwar fest-
stellen, ob Teesamendl vorhanden ist, dagegen konnte bisher nicht entschieden
werden, ob die Mischung auch Olivenél enthilt. Mittelst der Squalenzahl kann
dieser Nachweis mit Sicherheit gefithrt werden, wobei auch quantitative Schliisse
beztiglich der Olivenélmenge moéglich sind. Die Ergebnisse in der Tabelle 8
zeigen, dass die gefundenen Kennzahlen (KWSt und SqZ) der Mischung gut mit
den theoretisch berechneten tibereinstimmen.
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Tabelle 8

Kennz?hlen | gt K;lnnzi?h!en ;
ichnun der einzelnen O a i i ntei
d?refz\;il:é]l?unggen resp. Fette o Lt bers;cchunnegtsa e
KwWst | SqZ KWst | SqZ
Beispiel 1
Olivenol 20 % 321 266 64,2 532
Teesamenol 80 9% 41,6 18,6 33,3 14,9
ber. Kennzahlen - o 97,5 68,1
gef. Kennzahlen = — 100,6 70,7
Beispiel 11
Olivenol 10 %6 321 266 32,1 26,6
Kokosfett 30 % 23 6 6,9 1,8
Schweinefett 30 %/p 3 25 0,9 0,8
Butterfett 30 9 19.2 11.4 46 3.1
ber. Kennzahlen - — 44,5 32,3
gef. Kennzahlen — — 44,8 35,4

Fir Beispiel Il wurde eine Mischung einiger Speisefette herangezogen. Die
Mischungsverhaltnisse sind aus Tabelle 8 ersichtlich. Die Werte fiir Kohlen-
wasserstoffgehalt und Squalenzahl sind bedeutend hoher als diejenigen der ver-
wendeten Speisefette, was nur auf die Anwesenheit von Olivendl zuriickzufithren
ist. Wie aus der Bilanz in Tabelle 8 hervorgeht, stimmen die gefundenen Zahlen
auch hier recht gut mit den berechneten tiberein.

Berechnung des Gehaltes an Olivenol

Um den Gehalt an Olivenél in einem Ol-Fett-Gemisch zu berechnen, wird
zunachst die Squalenzahl nach der spater angegebenen Methode bestimmt. Als
Grundlage fiir eine solche Berechnung moégen folgende Zahlen dienen. Olivenol
besitzt eine mittlere Squalenzahl von 275. Die Squalenzahl der meisten Speiseole

schwankt zwischen 5 und 35. Im Mittel betrdgt sie bei Olen zirka 20, bei festen
Fetten zirka 10.

Zur Berechnung des Olivenodlgehaltes einer Ul- oder Fettmischung dient
folgende Formel der Mischungsrechnung:

SqZy — SqZs

/o Olivenol = Lo
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Es bedeuten:

SqZ1 = Squalenzahl des Olivendls
SqZe Squalenzahl der olivenolfreien Ol- oder Fettmischung
SqZs = Squalenzahl der Mischung.

ll

Fiar SqZi1 setzen wir die mittlere Squalenzahl von Olivenél = 275 in die Formel
ein. Bet Olmischungen verwenden wir als Mittelwert fur SqZ2 = 20, beir Fett-

mischungen SqZ2 = 10, und erhalten somit folgende 2 Formeln, worin SqZ
die ermittelte Squalenzahl der Mischung bedeutet.
Pt - SqZ— 20 SqZ —20
/o Ol 1 1 = === 1 T
o Olivenol in Speiseo ooy 00 555
PILEE o e by = BgZ-10 SqZ— 10
0/ 1 1 in Speisefett — ———— . 100 =
/o Olivenol in Speisefe 595 10 965

Diese beiden Formeln auf die frither erwahnten Mischungsbeispiele angewendet,
ergeben nachstehende Werte:

Beispiel 1: SqZ der Olmischung gefunden = 70,7
o e TR e Fy
%o Olivenol: = P e 19,9 %
vorhanden 20,0 %%

Beispiel 11: SqZ der Fettmischung gefunden = 35,4
i Olivenol = o = MR e T g

200
vorhanden 10,0 %o
Fehlergrenze

Die Squalenzahlen von Fetten und Olen sind recht genau reproduzierbar.
Bei Olivenolen werden bei Parallelbestimmungen Differenzen von + 5 Einheiten
erhalten, was einem absoluten Fehler von zirka =+ 1,7 o entspricht. Fiur ein
Olivenol wurden z. B. von verschiedenen Analytikern folgende Squalenzahlen
gefunden: SqZ = 244, 245, 248.

Bei der Analyse olivenélhaltiger Mischungen sind in Modellversuchen, bei
welchen die Squalenzahlen der einzelnen Komponenten bekannt waren, an-
nahernd richtige Werte fiir den Olivendlgehalt gefunden worden.

In der Praxis sind der Genauigkeit dieser Berechnungsart jedoch Grenzen
gesetzt durch die nattirlichen, erfahrungsgemass recht erheblichen Schwankungen
der Squalenzahlen verschiedener Olivendle.

Die Methode gestattet mit Sicherheit festzustellen, ob eine Ol- oder Fett-
mischung Olivendl enthalt oder nicht. Ferner lasst sich der ungefahre Olivenol-
gehalt schatzen; genaue quantitative Werte werden jedoch nur dann erhalten,
wenn die Squalenzahl des in der Mischung anwesenden Olivendles bekannt ist,
was wohl nur selten der Fall sein wird.
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Q. Methodik
Prinzip

Die Bestimmung der Kohlenwasserstoffe und der Squalenzahl erfolgt nach
folgenden Operationen:
Verseifen des Ols und Isolierung des Unverseifbaren.
Nochmalige Verseifung und Bestimmung des sterinarmen Unverseifbaren.
Chromatographische Adsorptionsanalyse des Unverseifbaren.
Bestimmung der Kohlenwasserstoffe im Filtrat (KWSt = mg Kohlenwasser-
stoffe in 100 g Ol).
5. Bestimmung des Halogenverbrauchs der Kohlenwasserstoff-Fraktion nach

der Methode Hanus und Berechnung als Squalenzahl (SqZ = mg Squalen
in 100 g Ol).

sl I S

Reagenzien

0,2n-]Br-Losung nach Hanus (20,7 g JBr werden in 1 Liter Eisessig gelost).
Kaliumjodidlésung (10 g in 100 cm?® Wasser).
Al203 zur chromatographischen Adsorptionsanalyse, speziell aktiviert.

Zur Aktivierung wird das nicht zu feinkornige Al2Os mit verdinnter Sal-
petersaure (2—3 %/0) gewaschen. Bereits gebrauchtes Al:Os wird vorher durch
Waschen mit Alkohol und Ather vom grossten Teil der adsorbierten Substanzen
befreit und nachher mit verdinnter Salpetersaure gewaschen. Auf einer Nutsche
wird scharf abgesaugt und das Praparat hierauf an der Luft getrocknet. (INicht
im Trockenschrank wegen der Sduredampfe!) Das luftgetrocknete Praparat wird
in einer Platinschale tber freier Flamme vorsichtig erhitzt. Zuerst entweichen
Wasserdampfe, spiter, bei stairkerem Erhitzen, braune Ddmpfe von Stickoxyden.
Gleichzeitig werden die letzten Reste noch zuriickgebliebener organischer Sub-
stanzen verbrannt. Man gliht nun noch kurze Zeit sehr stark und lasst in einem
- Exsikkator erkalten. Das stark hygroskopische Praparat wird nun mit wenig
reinem Benzol versetzt, damit es nicht nachtraglich Wasser anzieht. Es ist fiir
unsere Zwecke gebrauchsfertig und in gut verschlossener Flasche unbegrenzt

haltbar.

Arbeitsvorschrift
1. Erste Uerseifung

Von Olivenol werden in der Regel 20 g in Arbeit genommen, im Notfall
gentugen auch 10 g. Bei allen tbrigen Olen miissen mindestens 40 g, bei
Fetten mit sehr niedrigen Squalenzahlen 80—100 g verarbeitet werden. Dabei
erhoht man alle Reagenzienmengen im gleichen Verhiltnis. 20 g Olivenol
werden in einem 250-cm3-Stehkolben abgewogen, mit 6 g Kaliumhydroxyd-
Platzchen und 80 cm?® 96 °/oigem Alkohol versetzt und wihrend einer Stunde
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am Ruckflusskiihler gekocht. Die noch nicht ganz erkaltete Seifenlosung (um
ein Erstarren zu vermeiden) wird in einen zirka !/2 Liter fassenden Scheide-
trichter Ubergefithrt und der Verseifungskolben mit 200 c¢cm?® Petroldather nach-
gespult. Daraufhin wird der Scheidetrichter-Inhalt mit Wasser gekiihlt und her-
nach kraftig geschittelt. Es entsteht eine homogene Losung. Nun erst setzt man
80 cm® Wasser zu und schwenkt mehrmals um, worauf Schichtentrennung erfolgt.
Man lasst mindestens 2 Stunden stehen, bis die alkoholische Seifenlosung vollig
klar erscheint, worauf sie abgelassen werden kann. Der verbleibende Petrol-
ather wird abdestilliert und der Riickstand anschliessend nochmals verseift.

2. Zweite Uerseifung

Das nach Ziffer 1 aus 20 g Ol erhaltene sterinarme Unverseifbare wird
sodann mit 20 c¢cm?® 0,5n-alkoholischer Kalilauge wahrend 20—30 Minuten am
Riickflusskithler nochmals erhitzt. Die alkoholische Losung wird mit 100 cm?
Petroldther in einen Scheidetrichter gespiilt und mit 20 c¢cm?® Wasser versetzt.
Man lasst wiederum etwa 2 Stunden (besser iiber Nacht) stehen, bis die untere
alkoholische Phase véllig klar geworden ist, worauf man sie ablasst. Die Petrol-
atherschicht wird mit 50 %oigem Alkohol, dem eine Spur Phenolphtalin zugesetzt
wurde, alkalifrei ausgewaschen und hierauf mit wasserfreiem Natriumsulfat
getrocknet. Der Petrolather wird aus einem gewogenen Kolbchen abdestilliert,
der Riickstand bei 100° unter 6fterem Durchblasen von Luft getrocknet (zirka
15 Minuten) und gewogen. Dieses sogenannte sterinarme Unverseifbare enthalt
geringe Mengen von Sterinen und alle petrolatherloslichen unverseifbaren Be-
standteile des Ausgangsmaterials.

3. Chromatographische Adsorptionsanalyse

Ein unten verengtes und mit einem kleinen Wattebausch verschlossenes
Glasrohr von 13 mm lichter Weite und zirka 40 cm Lange wird mit 10 g akti-
viertem Al20s beschickt. Um eine gleichmassige Saule zu erhalten, wird das
Al203 durch einen Trichter langsam eingeftillt. Dabei wird das Rohr, stets senk-
recht gehalten, langsam gedreht und damit auf die Tischplatte geklopft. Man
erhalt eine zirka 10 cm hohe Saule, welche unter schwachem Absaugen zunachst
mit Benzol durchtrankt wird. Wenn das Benzol unten abtropft, wird das in 5
bis 10 c¢cm® Benzol geloste Unverseifbare durchfiltriert und mit 50 bis 60 cm?
Benzol nachgewaschen. Es ist darauf zu achten, dass das Al:0s immer mit
Flussigkeit bedeckt ist. Die Sédule, die nicht weiter verwendet wird, kontrolliert
man unter der Quarzlampe. Zu oberst befindet sich eine schmale, gelbbraun
leuchtende Zone mit adsorbierten Farbstoffen, darunter eine graue, nicht fluores-
zierende Schicht mit den Sterinen. Weiter unten folgt eine weiss fluoreszierende
Zone, die jedoch nicht bis zum untern Ende der Saule reichen darf. Die unter-
sten 2—4 cm der Saule sollen keine Substanz enthalten und nicht merklich
fluoreszieren.
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4. Bestimmung der Kohlenwasserstoffe

Das Filtrat (Durchlauf), welches die Kohlenwasserstoffe enthalt, muss farb-
los sein. Andernfalls wird es nochmals durch eine frische Schicht von zirka 5 g
Alz20s filtriert und nachgewaschen. Der farblose Durchlauf wird in ein Jodzahl-
Kolbchen tibergefithrt und das Benzol abdestilliert. Dazu taucht man das Kolb-
chen in ein siedendes Wasserbad. Der Rickstand wird im Trockenschrank bei
100° getrocknet und das Kélbchen zur Entferung der Benzoldampfe ofters aus-
geblasen. Nach dem Erkalten wird gewogen. Um Wagefehler auszuschalten,
wird das leere, sowie das den Ruckstand enthaltende Kélbchen einige Zeit neben
der Waage aufbewahrt. Der Riickstand stellt die Kohlenwasserstoffe dar. Das
Resultat wird in mg Kohlenwasserstoffe in 100 g Ol berechnet (mg®/o).

5. Bestimmung der Squalenzahl

Zur Ermittlung des Halogenverbrauchs der Kohlenwasserstoffe empfiehlt
es sich, wenn moglich Doppelbestimmungen durchzufiihren. Der gewogene Rick-
stand wird dazu in zwei Teile geteilt, z. B. indem ein Teil der geschmolzenen
Kohlenwasserstoffe mittels einer Kapillare entnommen und in einem Glasbecher-
chen genau abgewogen wird. Der im Kolben verbliebene Anteil wird ebenfalls
zuriickgewogen. Etwas rascher kommt man zum Ziel, wenn man die Kohlen-
wasserstoffe in 10 cm® Chloroform l6st und mittels einer Pipette 5 cm?® Losung
entnimmt. Die Pipette wird mit etwas Chloroform in den ersten Kolben aus-
gespiilt. Da der Halogenverbrauch der Kohlenwasserstoffe merklich vom Uber-
schuss an Jodmonobromid abhangt, muss der Reagenszusatz jeweils genau der
Substanzmenge angepasst werden. Man lasst die Jodmonobromidlosung aus einer
Birette langsam zu den in 5 cm?® Chloroform gelosten Kohlenwasserstoffen
fliessen. Fur jedes Milligramm Substanz werden 0,3 cm?® Reagens zugesetzt,
wobei die Reagensmenge auf ganze cm? auf- oder abgerundet wird. Zum Beispiel
zu 36 mg Substanz werden 0,3 . 36 = 10,8 cm?® aufgerundet 11 cm® 0,2n-]Br-
Losung zugesetzt. Man verschliesst nun den Kolben mit Glasstopfen und lasst
15 Minuten im Dunkeln stehen. Eine etwas langere Reaktionszeit ist ohne Ein-
fluss auf das Resultat. Das Reaktionsgemisch wird hierauf mit 5 cm?® 10 %oiger
K]J-Losung und 50 cm® Wasser versetzt und der Jodiiberschuss mit 0,1n-Thio-
sulfatlosung unter Verwendung von Starke als Indikator zurticktitriert. Der Titer
der Hanus-Losung wird in einem Blindversuch unter gleichen Bedingungen
bestimmt.

6. Berechnung

Die bei der Reaktion verbrauchte Halogenmenge wird in Squalen um-
gerechnet. 1 cm® 0,1n-] entspricht 3,42 mg Squalen. Unter Squalenzahl (SqZ)
versteht man die Menge Squalen in mg, die nach obiger Vorschrift in 100 g Ol
gefunden wird.
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Zusammenfassung

1. Eine von 7 dufel und Mitarbeitern ausgearbeitete Methode zum Nachweis
von Squalen in Olen, basierend auf seiner Abscheidung als Squalenhexahydro-
chlorid, wurde modifiziert. Squalen findet sich ausser in Olivenol noch in zahl-
reichen andern pflanzlichen Olen. Wir haben es im Teesamenol, im Paranussol
und im Haselnuss6l zum ersten Mal mit Sicherheit nachweisen konnen. Aus
unseren diesbeziiglichen Befunden darf geschlossen werden, dass alle pflanz-
lichen Ole in wechselnden Mengen Squalen enthalten (Spuren bis 155 mg/o,
Olivendle 230 bis 400 mg®/o).

2. Die von Grossfeld und Timm angegebene und von Philippe und Henzi
etwas modifizierte Methode zur Bestimmung des Rohsqualengehaltes wurde
uberprift. Diese Methode, welche auf der Jodzahl des Unverseifbaren beruht,
gibt zu hohe und bei einigen Olen unrichtige Werte, weil im Unverseifbaren
ausser Squalen noch andere, ungesattigte Verbindungen (Sterine, Theasin usw.)
vorkommen, die ebenfalls Jod verbrauchen.

3. Es wird durch Versuche gezeigt, dass die Jodzahlbestimmung des Un-
verseifbaren unter Umstanden unrichtige Werte liefert, weil sie stark von den
Versuchsbedingungen abhangig ist.

4. Es wird eine neue Methode angefithrt, welche gestattet, sowohl die
Kohlenwasserstoffe als auch das Squalen in Olen und Fetten zu bestimmen. Die
Trennung der Kohlenwasserstoffe von den tibrigen Bestandteilen des Unverseif-
baren erfolgt durch chromatographische Adsorptionsanalyse an Al:0s. Der
Squalengehalt wird aus dem Halogenverbrauch der Kohlenwasserstoff-Fraktion
berechnet.

5. Wir bezeichnen mit Squalenzahl die mg®/o Squalen, ermittelt nach der
dafiir angegebenen Methode. Sie bewegt sich bei Olivendl zwischen 230 und 458,
und bei den iibrigen Speisedlen schwankt sie zwischen 4 und 36. Es werden zwei
Formeln angegeben zur Berechnung des ungefdhren Olivenodlgehaltes in Ol- oder
Fettmischungen. Die Brauchbarkeit der Methode ist an Hand von Beleganalysen
erwiesen worden. ;

93



Résumé

1° On a modifié une méthode mise au point par 7 dufel et ses collaborateurs
pour déceler le squaléne dans les huiles en se basant sur son isolement comme
hexachlorhydrate. Le squaléne se rencontre non seulement dans l'huile d’olive
mais encore dans de nombreuses autres huiles végétales. Nous avons pu montrer
sa présence avec certitude, pour la premicre fois, dans 'huile de graines de the,
dans I'huile de noix de Para et dans 'huile de noisette. Des résultats, que nous
avons obtenus dans ce domaine on peut conclure que toutes les huiles végétales
contiennent du squaléne, en quantité variable (traces a 155 mg®; huile d'olive
230 a 400 mg®/o).

2% On a controlé la méthode de détermination de la teneur en squalene
brut indiquée par Grossfeld et Timm et légérement modifiée par Philippe et
Henzi. Cette méthode, qui repose sur la mesure de l'indice d’iode de l'insa-
ponifiable, donne des valeurs trop ¢levées et fausses pour quelques huiles, parce
que, a part le squaléne, il se trouve encore d’autres substances non saturées dans
I'insaponifiable (Stérines, Théasine, etc.) qui consomment également de l'iode.

8% On montre par des essais que le dosage de l'indice d'iode de l'insa-
ponifiable livre, suivant les circonstances, des valeurs fausses parce qu’il dépend
fortement des conditions expérimentales.

4. On décrit une nouvelle méthode qui permet de doser dans les huiles et
les graisses aussi bien les hydrocarbures que le squaléne. La séparation des hydro-
carbures des autres constituants de l'insaponifiable est faite par adsorption
chromatographique sur Al20s; le squaléne est obtenu par dosage de l'indice
d’iode de la fraction des hydrocarbures.

5% Nous appelons indice de squaléne les mg®/o de squaléne trouvés par la
méthode indiquée dans ce but. Cet indice varie entre 230 et 458 pour 1'huile
d’olive et pour les autres huiles comestibles entre 4 et 36. On donne deux équa-
tions pour le calcul approximatif de la teneur en huile d’olive dans une huile
ou dans des mélanges de graisse. L’applicabilité de la méthode a été démontrée
par des analyses de controle.
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