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Untersuchungen iiber die papierchromatographische
Bestimmung niedriger fliichtiger Fettsduren der Fische

Von J. Wierzchowski und H. Witkowski
Mitteilung aus dem Lehrstuhl fiir Lebensmittelchemie der Med. Akademie in Gdansk

Einfiihrung

Die wihrend der Zersetzung des Fischfleisches auftretenden Verinderungen
sind sehr verschieden und von vielen Faktoren abhingig. Thr Ursprung sind di-
verse chemische Reaktionen wie z. B. die auf hydrolytische Prozesse und Mole-
kiilabbau zuriickzufiihrende Verinderungen der Eiweifflsubstanzen, die Oxydation
ciniger Bestandteile, sowie enzymatische Verinderungen. Aus diesem Grunde
ist das Kriterium des Fischverderbs fiir die einzelnen Fischgattungen sehr ver-
schieden. Es ist bis heute noch nicht gelungen, eine Untersuchungsmethode so-
wie einen objektiven Frischetest fiir alle Fischarten auszuarbeiten (1, 2, 3, 4). Die
vorhandenen Methoden beruhen entweder auf einer qualitativen bzw. quantita-
tiven Bestimmung verschiedener Verbindungen oder einer Bestimmung der phy-
sikalisch-chemischen Daten die parallel zum Frischegrad einer Verinderung unter-
liegen.

Die aus dem Fischfleisch von verschiedenem Verderbsgrad isolierten Stoffe
konnen einen sauren oder alkalischen Charakter haben. Die Hauptbestandteile der
sauren Stoffe sind die niedrigen Fettsiuren. Nach Collins (5) entsteht die Essig-
sdure aus der Milchsdure unter Mitwirkung eines noch nicht bekannten Voriiufers.
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Watson (6) erklirt die Entstehung der Essigsdure nach folgender Gleichung:

CHsCOOH + 2(CHjs)sN + CO; + Hz0

In der Zusammenfassung weitlaufiger Untersuchungen iiber die Giitebeurtei-
lung der Garnelen stellten Collins, Seagran und Iverson (7) fest, dafl sowohl
Trimethylamin wie auch die fliichtigen Siuren einen Anhaltspunkt fiir die
Bakterieneinwirkung sein konnen. Ritter (8), der das Vorkommen der fliichtigen
Sduren im Kise untersuchte, kommt zur Annahme, daf} die Art und Menge der
entstehenden Sdure von den im Kise vorhandenen Mikroorganismen abhingig ist.
Hirsch (9) fithrt die Entstehung folgender Sduren auf die mikrobiologische Zer-
setzung einiger Aminosduren zuriick:

Aminosdure Fettsdure

Histidin, L-Asparaginsdure, D-Glutaminsiure Ameisensdure
Alanin, L-Serin, D-Glutaminsiure, Glykokoll, u. a. Essigsaure
Threonin, L-Aminobuttersiure, Asparagin Propionsaure
Norvalin, L-Leucin, Asparagin, D-Glutaminsiure n-Buttersdure
Valin, L-Leucin Isobuttersaure
Isoleucin 1-Methylbuttersdure
Norleucin, L-Leucin _ n-Valeriansidure
Leucin Isovaleriansdure

In dem zuginglichen Schrifttum sind nur wenige Arbeiten den niedrigen
Fettsduren im Fischgewebe als evtl. Faktor seiner Frischebeurteilung gewidmet. Die
Aufmerksamkeit der Forscher konzentriert sich hauptsichlich auf die gesamte

Sdurefraktion und nicht auf die einzelnen Sauren. Es wird allgemein behauptet,
~ dafl die fliichtige Sdurefraktion mit dem Fischverderb wichst. Die Zusammenset-
zung dieser Fraktion jedoch ist immer noch diskutabel und oft kontrovers. Ge-
nannt seien hier die Arbeiten von Hughes (10), Charuley (11), Uchiyama und
Y okoyama (12), Amano und Tomiya (13), Suzuki (3, 14), Hillig (15) sowie Wier-
zchowski und Sewverin (16). Das genaue Studium der obengenannten Arbeiten
fihrt zur Schlufifolgerung, dafl die quantitative Bestimmung der fliichtigen
Fettsduren in Nahrungsprodukten von wesentlicher Bedeutung fiir die sanitits-
hygienische Bewertung dieser Produkte sein kann. Die Ausarbeitung einer ge-
eigneten analytischen Methodik sowie die genaue Erfassung der in frischen und
verdorbenen Fischen auftretenden Fettsiuren kann zu einer eingehenden Be-
trachtung des ganzen Problems sowie zur Schaffung eines objektiven Frische-
testes und damit zur Genufltauglichkeitsbestimmung ausgewertet werden. Fiir die
Untersuchungen wihlte man Stiflwasserfische, da in der Fachliteratur keine An-
haltspunkte tiber die Bestimmung der niedrigen fliichtigen Fettsiuren im Zu-
sammenhang mit dem Verderb dieser Art von Fischen gefunden werden konnten.
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I. Die chromatographische Analyse

1. Vorbandene Methoden

Lugg und Owerell (17) bewiesen im Jahre 1947, dafl mittels Papierchromato-
graphie organische Siuren analysiert werden konnen. In der Fachliteratur fand
man ungefihr 20 Arbeiten iber die papierchromatographische Trennung von
niedrigen fliichtigen Fettsiuren. Diese Arbeiten konnen wie folgt charakterisiert
werden:

1. Die fliichtigen Fettsiuren konnen ihrer physikalischen Eigenschaften wegen
nicht ohne Verluste in freiem Zustand auf das Papier aufgetragen werden. Das
" Auftragen erfolgte in Form von Hydroxamverbindungen (12, 18, 19), Na oder
K-Salzen (20, 21, 22, 23, 24, 25, 26), NHa-Salzen (24, 27, 28, 29, 30, 31), Aecthyl-
oder Diithylaminoverbindungen (8, 32, 33, 34, 35, 36) bzw. in Form von Morpho-
lin-Salzen (10, 37). Zu diesem Zweck wurden die Losungen der fliichtigen Fett-
siuren mit den entsprechenden alkalischen Losungen auf pH 7,5—9,0 gebracht
und dann bis zu einer Konzentration, die das Auftragen ermdoglichte, verdiinnt
oder eingeengt (0,1—1 %),

2. Als mobile Phase bei dem Chromatographieren wendete man stark alka-
lische Losungsmittel, wie z. B. mit Ammoniak gesittigtes Butanol (20, 21, 23, 24,
25, 30, 31) und Propanol (28) sowie Aethylamin (8, 34, 36) an. Nur in Ausnahme-
fillen wurden Losungsmittelgemische (10, 37) verwendet, wobei zugleich festge-
stellt werden konnte, daf} die Zunahme der Alkoholmenge den Rf-Wert sinken
und umgekehrt die Zunahme der Wassermenge den Rf-Wert wachsen lief3.
Lindquist und Storgdrds (38) verwandten mit Erfolg Butanol, das mit Wasser
gesattigt war in einer 0,1-n Aethylaminlosung gesittigten Kammer.

3. In der Entwicklungstechnik fanden folgende Farbstoffe Anwendung,
welche in den Grenzen von pH 4—9 sich verindern, um dem Einflufl des
pH-Wechsels auf die Farbfleck-Papiere Rechnung zu tragen:

Bromphenolblau pH 3,1— 4,4
Bromkresolgriin pH 4,0— 5,6
Methylrot pH 4,2— 6,3
Bromkresolpurpur pH 5,2— 6,8
Bromthymolblau pH 6,0— 7,6
Phenolrot pH 6,8— 8,4
Kresolrot pH 7,2— 8,8
Thymolblau pH 8,0— 9,6
Phenolphthalein pH 8,3—10,5
Thymolphthalein pH 9,3—10,5

Einzelne Farbstoffe wurden in 0,04%iger alkoholischer Losung, Farbstoffge-
mische in einer alkoholischen Losung von 0,02 % eines jeden Farbstoffes ange-
wandt. Auf diese Weise erhohte sich die Zahl der zur Entwicklung geeigneten
Indikatoren auf {iber 20. Die entwickelten Farbflecke waren stets unbestindig.
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4. Die in der Fachliteratur angegebenen Entwicklungsmethoden lassen sich
wie folgt systematisieren:

a) Bespriithen mit Farblosungen von niedrigem pH — mit Zitronensdure ange-
siuerte Bromphenolblauldsung (17, 22, 39, 40). Die chromatographierten Siuren
binden Ammoniak auf der Hohe ihrer Farbflecke (41). Diese Farbflecke sind also
alkalisch, wihrend die Grundlage, das Papier, sauer ist. Bei dem Verdampfen des
Ammoniaks schwinden jedoch die Farbflecke rapide.

b) Besprithen mit Farblosungen von hohem pH — angewandt wurden ein-
zelne Farbstoffe (8, 22, 23, 25, 28, 31, 34, 36) bzw. alkalische Farbstoffgemische
(24, 26) von pH 7,5—10 oder auch mit 0,1-n NaOH genau neutralisierte Ge-
mische. Auch in diesem Falle sind die Farbflecke sehr unbestindig, da sie dem .
Einflufl des CO. der Luft unterliegen. Isherwood und Hanes (28) wandten eine
Besprithung in COs-freier Atmosphiare an und Reid und Lederer (31) sowie
Schwartzman (26) eine Bespriihung mit Farbstofflosungen, denen Formaldehyd
zugesetzt war sowie eine Entwicklung der Chromatogramme mit Ammoniak-
dampfen. ‘

¢) Anwendung anderer chemischer Reaktionen — ammoniakalische Silber-
nitratldsung (28). Die naturgemifl im Papier auftretenden Substanzen firbten
den Grund dunkelbraun, wihrend die Flecke weifl blieben. Dieser Kontrast kann
durch eine Glukosebenetzung des Papiers vertieft werden. In diesem Falle er-
scheint die Ameisensdure, ihrer reduktiven Eigenschaften wegen, sofort. Auch
Chloroform-Ninhydrinlésungen wurden mit Erfolg angewandt. Der Ninhydrin-
test ist jedoch nicht spezifisch, da einige ninhydrinpositive Verbindungen, wie
z. B. Peptide, Amine, Aminosduren und deren Derivate, ebenfalls Farbverbindun-
gen geben.

d) Bemerkt sei, dafl verschiedene Salze derselben Sdure bei gleicher Ent-
wicklung verschiedene Farbflecke ergeben, wie z. B. Na-Salze, die bei der Be-
sprithung mit einer schwach sauren Bromphenolblaulosung gelbe Farbflecke auf
blauem Grund, wihrend NHi- und Aethylamino-Salze umgekehrt blaue Farb-
flecke auf gelbem Grund ergeben.

5. Von Papiersorten fanden vor allem Whatman Nr. 1, ausnahmsweise
Whatman Nr. 3 (37) und Nr. 54 (24) sowie Schleicher-Schiill Nr. 2043 (23) An-
wendung. Das Papier wurde vor dem Gebrauch nicht besonders vorbereitet,
Einige Autoren (19, 24, 28, 29) halten es fiir notig, das Papier vor Gebrauch,
hauptsiachlich bei quantitativen Bestimmungen, zu waschen, um die im Papier
enthaltenen Kationen, welche mit den Sduren reagieren und auf die Trennung
ungiinstig einwirken, zu entfernen.

6. Vorwiegend wurde die absteigende eindimensionale, seltener die aufstei-
gende und ausnahmsweise die horizontale Chromatographie angewandt. Die
Laufzeit betrug in der Regel 24 und mehr Stunden.

7. Die Mehrzahl der Methoden (8,21, 22, 26, 27, 28, 29, 32, 33) wurden zu
qualitativen Bestimmungen der niedrigen fliichtigen Fettsiuren angewandt. Einige
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Autoren (23, 24, 25, 31, 34, 36) halten jedoch die planimetrische, quantitative
Auswertung der Farbflecke fiir moglich.

8. Die obengenannten Methoden haben ohne Hinweis auf eine praktische
Anwendung vorwiegend theoretischen Wert. Nur vereinzelte betreffen bestimmte
Produkte wie z. B.

a) Untersuchung von Kise — Hiscox, Merrson (40) sowie Lindquist, Stor-
gards, Garansson (36), _

b) Untersuchung von Tabakrauch — Buyske, Wilder, Hobs (42),

c) Untersuchung von Silage — Virtanen und Miettinen (35),

d) Untersuchung von Girfliissigkeit — Janicki, Niewiarowicz, Skorupski(25),

e) Untersuchung von Bakterien — Aleksandrowicz (20),

f) Untersuchung von Seefischen Suzuki (3, 14), Uchiyama und Yokoya-
ma (12), Hillig (15), Hughes (10),

g) Untersuchung von Walfischen — Amano und Tomiya (13).

2. Eigene Untersuchungen

Die verhiltnismiflig grofle Anzahl verschiedener analytischer Methoden er-
schwerten die richtige Auswahl. Notwendigerweise mufiten sie im Laboratorium ge-
priift werden. Alle Versuche wurden mit einem Sdauregemisch der Siauren Cy-Cs, die
mit den entsprechenden Alkalien auf pH-9 titriert die Na, NHa, Aethylamino- und
Morpholin-Salze ergaben, durchgefiihrt. Das angewandte Papier Whatman Nr. 1
wurde vor Gebrauch nicht gewaschen. Auch andere Papiersorten wurden aus-
probiert. Den Ausgangspunkt einer jeden Versuchsreihe stellte eine der Methoden
dar, die genau nach den Vorschriften des Schrifttums angewandt, im weiteren
Verlauf modifiziert wurde. Die gesamten durchgefithrten Untersuchungen sind
in der Tabelle 1 zusammengestellt.

Nach der Trocknung bei Zimmertemperatur bis zur volligen Verdampfung des
Losungsmittels wurden die Chromatogramme mit nachfolgenden Entwicklern be-
spriiht:

1. 0,04%ige wifirige, mit 0,1-n NaOH (22) auf pH 7,5 gebrachte Bromthy-
molblaulGsung.

2. 0,04%ige, in einer Mischung von Formaldehyd und Aethylalkohol (1 :5)
mit 0,1-n NaOH (31) auf pH = 5 gebrachte Bromkresolpurpurlosung.

3. 0,25%ige willrige Bromkresolgriinlosung (36).

4. 0,04%ige Mischung von Bromthymolblau und Methylrotlosung (24).

5. 1%ige, mit 0,1-n NaOH (25) auf pH = 7,5 gebrachte Bromkresolpurpur-
16sung in 20%igem Aethanol.

6. 0,2%ige Phenolrotlosung in 95%igem Aethanol (34).

7. Losung von 0,2 g Kresolrot in 15 ml Wasser und 70 ml 96%vigem Aethanol,
dem 0,3 ml 1-n Na OH zugesetzt war und der vor dem Gebrauch mit Veronal ge-
puffert wurde.
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Tabelle 1 Zusammenstellung der durchgefiihrten Untersuchungen
B - = E o
¢ i i &8 z Z "E x %
Losungsmittel Salz g— j: g 'gé gg g‘g %E ; % o ég
=8 |'%3= = =) 3= S @ ) 258
S8 | 338 | 358 | 5E8 | A8 | 483 | 38 | 22 | &5¢
Mit 1,5 n NH,OH gesittigtes Na = + ++ + - + + -+ o 2
Butanol (22) NH, 5 4 =+ + ++ o s + -
Aethyl-
amin =t -+ + + I + o + -+
Morpho-
lin e = =4 = -+ “+ . . C s
Mit 1,5 n NH,OH gesittigtes Na 2t = -+ = - + -+ + -+
Propanol (28) e ER I REH N i T M T ISR g S A b
Aethyl-
amin =t + 4 4 A3 + E + .
Morpho-
lin =+ + I+ + + -+ + + o
Butanol, Cyclohexan Na e S g + =+ S5 o= <= 5 -+
Propylenglykol NH, =+ =y + + + + + + +
Ammonium, Morpholin (41) Aethyl-
amin L . T2 e o = + 42
Morpho- |
lin + + i s X + 4 + + oA £
Aethylamingesirttigtes
Butanol (38) =2 +- + 4= + ++ + + +

-+ Eigene Modifikation

++ Wiederholung nach Literaturangaben

+ -+ Ausgearbeitete Methode




8. Losung von je 0,2 g Methylrot und Bromthymolblau in 500 ml einer Mi-
schung von Formaldehyd und Aethanol (1 : 4), die mit 0,1-n NaOH (26) auf pH
= 5,2 gebracht wurde.

In jedem Fall wurden verschiedene Arten der Besprithung angewandt. Um
die Vorziige und Nachteile der einzelnen chromatographischen Methoden zu prii-
fen, wurde eine Reihe von Versuchen unter Anwendung folgender Verfahren
durchgefiihrt: absteigende, aufsteigende, horizontale und Rundfilterchromato-
graphie. Das Ergebnis dieser Versuche fiihrte zu nachstehenden Schlufifolgerungen:

1. Die Anwendung von groflen Kammern erschwert die Erhaltung gleicher
Versuchsbedingungen, was unglinstig auf die Reproduzierbarkeit der Rf-Werte
und auf die Grofle der Farbflecke wirkt.

2. Die erhaltenen Farbflecke waren nicht immer auf dem farbigen Grund des
Papiers geniigend deutlich zu erkennen und schwanden schnell. Die Entwicklung
mit Ninhydrinlosung ergab bestindige Farbflecke, jedoch die Empfindlichkeit
dieser Farbungsmethode ist unzureichend.

3. Bei der Trennung der NHa- und Aethylaminosalze sind die Verluste bedeu-
tend, wihrend bei Na-Salzen das Na die Farbflecke der Essigsiure und sogar
Propionsiure teilweise verdeckt.

4. Die besten Ergebnisse wurden mit Morpholinsalzen erzielt. Die Anwendung
von Morpholinsalzen hat folgende Vorteile:

a) Nach dem Auftragen der Losungen auf das Papier werden keine quanti-
tativen Verianderungen, auch bei langanhaltender Trocknung, beobachtet.
b) Der Morpholiniiberschufy stért die Identifizierung der Sduren nicht, da

er auf der Startlinie zuriickbleibt und keine Farbreaktion mit dem Sidureentwick-
ler ergibt.

¢) Ein kleiner Uberschuff von Morpholin verhindert die Oxydation der Siu-
ren. Die Standard-Losungen der Sduren sowie aus dem Versuchsmaterial erhaltene
Saurelosungen sind unbegrenzt haltbar. Bei mehr als 3jihriger Aufbewahrung bei
Zimmertemperatur wurden keinerlei Verdnderungen festgestellt.

5. Die Ameisensidure konnte nicht von der Essigsiure und Iso-Formen nicht
von den N-Formen getrennt werden.

6. Als beste Form der Trocknung wird die Trocknung bei Zimmertemperatur
(18—20 ° C) ohne mechanischen Luftstrom angesehen. Die Trocknung ist nach
10—15 Minuten beendet. Der Raum, in dem die Chromatogramme getrocknet
werden, mufl gut geliiftet werden, da die Laboratoriumsluft einen merklichen
Einflufl auf die Chromatogramme hat. Eine Beschleunigung der Trocknung durch
Erhitzen und Luftstrom hat deutliche Sidureverluste zur Folge.

7. Die besten Ergebnisse wurden mit den Farbstoffen von pH = 7,5—9 er-
halten, wobei Kresolrot, mit Veronal gepuffert, als bestgeeignet angesehen werden
kann. Mit Phosphatpuffern waren die Ergebnisse weniger gut.

8. Die besten Ergebnisse wurden mit dem Chromatographiepapier Whatman
Nr. 1 erzielt.
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9. Das Durchziehen der Streifen durch den Entwickler war ungiinstiger als
die Bespriihung, da es die Farbflecke verwischte, obgleich ihre Haltbarkeit grofer
war.

Auf Grund der durchgefiithrten Versuche konnte man einen Arbeitsgang vor-
schlagen, der die in der Fachliteratur beschriebenen Nachteile beseitigte. Die
eigene Methode wird in groflerem Mafle den Anforderungen der modernen Ana-
lyse gerecht: Bedeutende Vereinfachung, Zeitersparnis, Wirtschaftlichkeit, Mog-
lichkeit der Anwendung in Serienuntersuchungen und groflere Genauigkeit.

Die eingehende analytische und statistische Bearbeitung erforderte folgenden
Arbeitsgang:

Apparatur:

Runde Chromatographickammer vom Durchmesser 10 cm und einer Hohe von
20 cm, die mit einem geschliffenen Deckel, der zusitzlich mit einem Gummiring
abgedichtet wurde, versehen war. Am Boden der Kammer war ein Behilter, in den
mittels eines mit dem Deckel verbundenen Glasrohres das Losungsmittel, nach
der Sittigung der Kammer, gebracht wurde.

Ein Thermostat, der die konstante Temperatur von 50—60 © C wihrend des
Chromatographierens erhielt.

Vorrichtung zum Trocknen und Besprithen der Chromatogramme (Stative
zum Trocknen, Rotationspumpen, Zerstiuber usw.).

Kalibrierte Pipetten von 0,1 ml mit einer 0,01 ml Skala, zum Auftragen der
untersuchten Losungen, sowie Pipetten mit einem Ansatz nach Czerepka (44)
zu quantitativen Bestimmungen.

Reagenzien:
niedrige fliichtige Fettsiuren C;—Cs chem. rein p. A.*
Morpholin chem. rein p. A.*
n-Butanol, bei 116—118 © C redestilliert.
Aethanol, chem. rein p. A.
1,5-n Ammoniak, mit frischem redestilliertem Wasser zubereitet.

Farblosungen zur Entwicklung:

a) 0,2 g Kresolrot aufgelost in 15 ml Wasser, dem 0,3 ml 1-n NaOH zuge-
geben war und nach der Auflosung 70 ml 96%iger Aethanol zugesetzt wurde.

b) 10 g Veronalnatrium wurden in 100 ml Wasser und 150 ml Aethanol ge-
16st. |

Vor dem Gebrauch wurden 3 Teile der Farblosung (a) mit 1 Teil Farblosung
(b) gemischt.

Das Chromatographiepapier Whatman Nr. 1 wurde ohne Waschen in Bogen
von 17X24 c¢cm in die runde Kammer gebracht.

* Zur Verfiigung gestellt vom Leiter des Lehrstuhles fiir Organische Chemie der Med.
Akademie in Léds, Prof. Dr. Z. Jerzmanowska.
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Arbeitsgang:

Vorbereiten der Standard-Losungen der Sduren: Die entsprechenden Saure-
mengen werden in einer kleinen Menge 50%oigen Aethanols gelost, mit Morpholin
auf pH = 9 gebracht und dann zur 1%igen Losung mit 50°%igem Aethanol aufge-
fillt. Von dieser Stammlosung wurden durch Verdiinnen mit 50%igem Aethanol
weitere Standard-Losungen erhalten.

Vorbereiten der Losungsmittel: Das redestillierte n-Butanol wird mit 1,5-n
Ammoniak gesdttigt, die obere Schicht wird als Losungsmittel und die untere als
Kammersattigungsmittel verwandt.

Vorbereiten des Papiers: Aus groflen Papierbogen wurden kleinere vom Format
17X24 cm geschnitten und in einer Entfernung von 2 cm vom Rande der linge-
ren Seite die Startlinie markiert. Dann wurden mit einer Mikropipette 1—10 pll,
meistens 5 pl, der Sdurelosungen aufgetragen. Nach der Trocknung wurde das
Papier in Form eines Zylinders zusammengenaht und in die vorbereitete Chro-
matographiekammer gebracht.

Das Chromatographieren: Unmittelbar vor dem Versuch wurden auf den
Boden der Kammer ca. 5—10 ml mit n-Butanol gesdttigte 1,5-n Ammoniakldsung
gebracht und die Petrischale aufgestellt. In die so vorbereitete Kammer brachte
man nun das in Form eines Zylinders zusammengenihte Papier mit den aufgetra-
genen Sdurelosungen. Nach dem Abdichten wurde die Kammer fiir 10—20 Minu-
ten in den Thermostat von 50—55 © C gestellt. Nach der Sittigung der Kammer
wurden ca. 20 ml mit 1,5-n Ammoniak gesittigtes Butanol mittels der Glasréhre
in die Petrischale gegossen und bei 50—55 © C, bis die Losungsmittelfront den

Chromatogramm 1
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oberen Rand des Bogens in einer Entfernung von 1—2 cm erreichte, weiter
chromatographiert. Die Laufzeit betrug 1,5—2 Stunden.

Das Trocknen und Besprithen des Papiers: Nach Beendigung des Chromato-
graphierens wurde der Bogen aus der Kammer genommen und an der Luft bis
zur volligen Verdampfung des n-Butanols getrocknet. Das trockene Papier wurde
mit einer frisch zubereiteten gepufferten Kresolrotlosung bespritht. Die Luft
zum Zerstauben wurde aus der Rotationspumpe zugefiihrt, was eine gleichmiflige
Geschwindigkeit des Besprithens zur Folge hatte. Das Papier muff immer genau
auf dieselbe Art und Weise bespritht werden, um reproduzierbare Werte bei der

quantitativen Bestimmung zu erhalten. Die entwickelten Farbflecke sind gelb auf
rotviolettem Grund.

Auf dem Chromatogramm 1 fanden folgende Bezeichnungen Anwendung:

1 = Essigsdure 6 = Ameisensiure
2 = Propionsdure 7 = Isobuttersiure
3 = Buttersiure 8 = Isovaleriansiure
4 = Valeriansdure 13 U e o e e i e o
5 = Capronsdure M =61+7+8

Da die Farbflecke sehr unbestindig sind, wurden sie sofort mit einem Blei-
stift umrissen und zu Dokumentationszwecken photographiert. Bei Schwarz-weif-
aufnahmen sind die gelben Flecke schwarz und der rotviolette Grund weifl.

Die gelben Farbflecke werden schnell grofler und in kurzer Zeit ist das ganze
Papier gelb.

Eine weitere Erhohung der Temperatur im Thermostat fiihrt zur schnelleren
Trennung der Siuren, hat aber eine bedeutende Kondensation der Dampfe an
den Winden der Kammer zur Folge und die herabfallenden Tropfen beschidigen
das Chromatogramm. :

Es wurden auch Versuche iiber die Anwendungsmoglichkeit der Methode zu
Serienanalysen durchgefithrt. Hierbei wurden bei gleichen Versuchbedingungen
Kammern von 20 cm Durchmesser und gleicher Hohe angewendet. Einige Papier-
rollen, in Zylinderform zusammengeniht, wurden zugleich, eine in die andere, in
die Kammer gebracht und somit bei gleicher Laufzeit bis zu 200 Ergebnisse erzielt.

Die Identifizierung der Sduren C;—GCs
Es wurden iiber 800 chromatographische Analysen der Siuren Ci—Cs durch-

gefiihrt, indem man Mengen von 10—50 p.g der Siuren auftrug und den Rf-Wert
ermittelte. Die statistische Bewertung der Rf-Bestimmungen zeigt die Tabelle 2.
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Tabelle 2 Statistische Auswertung der Rf-Werte

¥ & = % &
ir | 15 : 3 g 0 2z | 5.
Min. Max. ﬂé:?i 0@% ‘% e 5 E% S.Q
Séure | Mes- | Mes- | S73 g g.‘.’: = B 'g T8 SE 54
o= ¢ 3 a () @
i il 1 a5 & e 53 > 2 @ A
x-min | x-max [X X = (x—x)? n S=V£(x_i)2 E VE -2 V=S .EOO % 28
n n— n(n-1) =
Cy 9,15 | 11,89 | 10,86 | 46,3758 100 0,68 0,068 6,2 1,36
C, 10,63 | 13,90 | 11,84 | 66,4906 100 0,81 0,081 6,7 1,62
C; 20,98 | 23,94 | 22,19 | 24,5181 100 0,49 0,049 2.2 0,98
Cu 32,86 | 35,80 ( 33,78 | 39,4119 100 0,62 0,062 1,8 1,24
Caiso| 31,46 | 34,72 | 33,48 | 42,4210 100 0,65 0,065 2,0 1,30
Cs 44,36 | 47,91 | 45,60 | 63,1976 100 0,79 0,079 1.7 1,58
Csiso| 43,05 | 47,16 | 44,48 | 64,5870 100 0,81 0,081 1,8 1,62
Cs 58,86 | 62,88 | 60,87 | 68,1685 100 0,82 0,082 1,3 1,64

Die erhaltenen Ergebnisse wurden durch die Chromatogramme der einzelnen
Saure-Standardlosungen und deren Mischungen verschiedener Konzentration be-
statigt.

Folgende Mengen wurden aufgetragen: 25 p.g (Cromatogramm 2), 30 pg, 35 u.g,
40 p.g und 45 pg (Chromatogramm 3).

Chromatogramm 2
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1 2 3 4 b Mi 6 7 8 M
Chromatogramm 3

Quantitative Bestimmung der Siuren C—Cg

Eine Reihe von Standard-Losungen einer Mischung der fliichtigen Fettsiuren
wurde durch Verdiinnung der StammlSsung so vorbereitet, dafl 1 ml der Losung
5 mg, 6 mg, 7 mg, 8 mg, 9 mg einer jeden Siure enthielt, was auf die aufgetragenen

5 pl Sduremenge umgerechnet 25, 30, 35, 40, 45 pg betrug. Dieses wurde bei den
unten abgebildeten Chromatogrammen gekennzeichnet,

" ‘

AL 1

8 957" 300" 40 45" ‘ug

Chromatogramm 4 Chromatogramm &

Der Farbfleckvergleich zeigt deutliche Groflenverinderung welche von der
aufgetragenen Siuremenge abhingig ist. Um die beobachteten Effekte zahlen-
miflig und statistisch zu erfassen, wurden tiber 50 Chromatogramme von Sdure-
mischungen verschiedener Konzentration (25, 30, 35, 40 und 45 pg) angefertigt.
Es wurden iiber 2000 Bestimmungen durchgefiihrt, die der statistischen Ana-
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lyse (45) durch Bestimmung der Standard-Abweichung unterworfen wurden. Die
Ergebnisse sind in der Tabelle 3 zusammengefafit.

Diagramm 1 zeigt das Verhiltnis von Fleckfliche in mm? zum Konzentra-
tionslogarithmus (23, 24, 25, 31, 36).

200 A Ameisensaure

100 1

"
Ll T

25 30 35 40 45
log C
Diagramm 1

Entsprechend #hnliche Diagramme wurden fiir folgende Siuren aufgenommen: Ameisen-, Essig-,
Propion-, Butter-, Isobutter-, Valerian-, Isovalerian- und Capronsiure.

Wie bei der Identifikation der Siuren wurden die Ergebnisse durch Chroma-
togramme der einzelnen Siure-Standard-Losungen und deren Mischungen von
verschiedener Konzentration bestdtigt.

1 2 3 4 5 25 30 35 40 45

Chromatogramm 6
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Tabelle 3  Statistische Auswertung der quantitativen Bestimmungen

g ; - 5

'§ © ] % E &0 :3 o gu
58 SZ29 2 t5 ? =5 2 g
Siure Menge Min. Max. £E 2= 3 25 o 8N g2
ing Messung Messung <] E g% = B 25 '233 B=g
R g 323 3 22 8% 53 gs
<= m< o = n'= n > M 8
X —min. X —max. X = 2—)—{ 2 (x—X)* n S=[|/E(xX)* Si:]/ Z(x—Xx)* V-S '100 /g 25

n (n—1) n(n-1) X

25 71 85 79 1045 50 4.6 0,65 5,8 92
30 115 125 121 462 31 0,43 2.5 6,2
Cy 35 152 165 160 826 4.1 0,57 2,6 8,2
40 185 197 191 850 42 0,58 2,2 8,4
45 219 229 22 288 25 0,34 1.1 5,0
250 3,7 0,51 2.9 7,4
22 £1 86 79 * 877 50 4,2 0,59 5,3 8,4
30 114 123 22 = 649 3,6 @:51 2.9 72
&1 35 155 169 160 601 33 0,48 2.1 6,6
40 185 207 188 5396 10,5 1,47 5.5 2930
45 208 227 218 199> 6,4 0,89 2.9 12,8
250 5,6 0,79 3.7 H.2
25 .. 73 84 78 464 50 3.1 0,43 3,9 6,2
30 108 124 116 1185 39 0,69 3.3 7,8
Cs 95 143 154 148 292 2,4 0,34 1,6 4,8
40 167 185 178 1398 5,3 0,75 3,0 10,6
45 202 213 207 461 3.1 0,43 1,5 6,2
; 250 35 0,53 2,6 7,0
25 64 76 68 767 50 3.9 0,55 5.7 7,8
30 98 112 107 1225 5,0 0,70 4.7 10,0
B 35 E3i 146 141 931 473 0,61 3,0 8,6
40 166 175 169 398 2,7 0,39 1,6 3.4
45 185 216 193 2945 7AW 1,08 4,0 15,4
250 4,7 0,66 3,8 9.4




<It

25 68 79 73 861 50 42 0,58 5,7 8,4

30 105 116 110 410 2,9 0,40 2,6 3,8

Cyiso 35 132 146 142 716 3.8 0,55 2,7 7,6
40 163 174 169 192 4,0 0,56 2,4 8,0

45 187 200 195 1053 4,6 0,65 2,4 9,2

| 250 9,9 0,55 3,2 7.8

25 60 70 63 342 50 2,6 0,35 4,1 5,2

30 98 108 102 573 3,4 0,47 3,3 6,8

& 35 130 142 134 329 2,6 0,36 2,0 5,2
40 160 171 165 806 4,1 0,56 2,5 8,2

45 185 195 188 310 2,5 0,35 153 5,0

250 3,0 0,42 2,6 6,0

25 61 72 64 159 50 1,8 0,25 1,1 2,6

30 100 111 106 418 2,9 0,41 057 5,8

Csiso 35 135 145 140 504 3,2 0,45 2,3 6,4
40 160 176 171 942 4,4 0,61 2,6 8,8

45 190 203 197 731 4,0 0,54 2,0 8,0

250 3,3 0,45 24 6,6

25 55 64 59 310 50 2,6 0,35 4,4 5,2

30 95 117 101 2381 6,9 0,93 6,8 13,8

Cq 35 136 141 138 98 1,4 0,19 1,0 2,8
40 165 178 169 707 3,6 0,53 2,1 7,2

45 190 199 195 451 3,0 0,42 1,5 6,0

250 3,5 0,48 3,2 7,0

25 55 86 70 4825 400 3.4 0,47 45 6,8

30 95 125 111 7303 4,0 0,57 3.6 8,0

Cy—~Cs 35 130 169 145 4297 3,1 0,44 2,1 6,2
40 160 207 175 11289 4.8 0,68 2.7 9,6

45 185 229 202 8234 4,2 0,60 ‘2.1 8,4

2000 4,0 0,55 3,0 8,0




Die Absonderung der freien, niedrigen, fliichtigen Fettsiuren
aus dem Fischfleischgewebe

Die nichste Arbeitsstufe bestand in der Ausarbeitung einer Absonderungs-
methode der niedrigen fliichtigen Fettsiuren aus dem Fischfleischgewebe. Die Ab-
sonderung dieser Sduren aus biologischem Material ist mit vielen Schwierigkeiten
verbunden. Am haufigsten wird die Wasserdampfdestillation aus saurem Medium
angewandt (8, 15, 25, 26, 31, 34, 37, 38, 40, 42, 46, 47, 48, 49, 50). Cawler (27), De
Costa und andere (51) wandten eine Destillation mit vermindertem Druck an.
Eigene Versuche zeigten ebenfalls grofle Schwierigkeiten bei der unter verminder-
tem Druck gefiihrten Destillation der fliichtigen Fettsdauren aus dem Fischfleischge-
webe. Die Losungen neigten zur starken Schaumbildung, die eine schnelle und
wirksame Destillation vollig verhinderte. Ein Zusatz von Stearinsiure gab keine
positiven Resultate. Die Schwierigkeiten der vollstindigen quantitativen Destilla-
tion der fliichtigen Siuren bestdtigten auch Janicki (25), Eschmann (52) und
Schweppe (53). Von ausschlaggebender Bedeutung sind hier die Wasserdampf-
Durchflufigeschwindigkeit sowie der Dampfdruck iiber der destillierten Fliis-
sigkeit, Parameter, die in der Laboratoriumspraxis unverindert schwer zu er-
reichen sind. Darum ist eine Standard-Apparatur und die genaue Einhaltung aller
Destillationsbedingungen sowie bei sehr kleinen Sduremengen in biologischem
Material die Destillation in Gegenwart neutraler Gase unerlafilich (36, 49).

Der Auswahl einer geeigneten Absonderungsmethode wegen wurde eine Reihe
von Versuchen durchgefiihrt, in denen die zugesetzten Sduren Co—Cq (ohne Iso-
Form) in besonders vorbereitete Fischfleischgewebe ermittelt wurden. Zu diesem
Zwecke wurde das Fischfleisch von frischen Schleien (Tinca vulgaris) in einer
Fleischmaschine zerkleinert, auf ein Sieb gebracht und einige Stunden mit flie-
fendem Wasser gespiilt. Nach der Spiilung wurde das zerkleinerte und gespiilte
Fischfleisch gut ausgcdriickt und in Portionen zu 100 g aufgeteilt. Zu jeder Por-
tion wurde 1 ml 0,8%ige Sdurelosung der Sduren Co—Cs zugegeben, gut vermischt
und der Reihe nach mittels Wasserdampfdestillation, Wasserextraktion sowie Ex-
traktion mit organischen Losungsmitteln der Sauregehalt bestimmt.

Bei der Dampfdestillation wurde mit Phosphorséiure bis zum pH = 2 oder mit
der Mlschung von Osteux (37) angcsauert Das in 30 Minuten aufgefangene De-
stillat in der Menge von 400 ml wurde mit Morpholin bis zum pH = 9 alkalisiert
und auf dem Wasserbad zur Trockne eingedampft. Der Riickstand wurde in 1 ml
50%igem Alkohol geldst und chromatographiert.

Die Wasserextraktion wurde in einem 1000 ml Meflkolben, in den die Mi-
schung gebracht und mit Wasser aufgefiillt wurde, durchgefiithrt. Nach kriftigem
Schiitteln lieff man bis zur Trennung der wifirigen Schicht absetzen. Da die ge-
naue Abtrennung der wafirigen Schicht vom Satz schwer zu erreichen war, wurde
eine Zentrifuge angewandt. Die erhaltene Losung wurde mit Morpholin auf pH =9
alkalisiert und auf dem Wasserbad abgedampft. Der schmierige Riickstand wurde
in 50%igem Alkohol gelost und die erhaltene triibe Losung erneut zentrifugiert.
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Beim Chromatographieren einiger Tropfen der klaren Fliissigkeit wurden
keine positiven Resultate erhalten.

Die Butanol-Extraktion wurde nach den Arbeiten von Hiscox und Marri-
son (40), sowie Lindquist, Storgdrds und Céranson (36) durchgefiihrt, jedoch auch
in diesem Falle wurden keine positiven Ergebnisse erzielt.

Die Aethanol-Extraktion wurde nach Hughes (10) und die Aether-Extraktion
auf folgende Weise durchgefiithrt: 100 g einer vorbereiteten Mischung wurden in
einem Homogenisator mit Aethylither extrahiert, die gesammelten Extrakte in
einen Scheidetrichter gebracht, 25 ml 5%iger NaOH zugegeben und ausgeschiit-
telt. Die untere alkalische Schicht wurde nach der Trennung in den nichsten
Scheidetrichter gebracht. Die Aetherschicht wurde wiederholt mit 25 ml Wasser
ausgeschiittelt und die wifirige Schicht zu der alkalischen zugegeben. Diese Lo-
sung wurde dann in einem Scheidetrichter mit Schwefelsiure (1 :4) angesduert
und mit Aether extrahiert, der Aetherextrakt mit 10 ml einer 10%igen Morpho-
linlésung ausgeschiittelt und die wafirige Schicht in einer Abdampfschale bei
50 © C und pH-Kontrolle abgedampft, der Trockenriickstand in 1 ml 50%vigem
Aethanol geldst und chromatographiert.

Die Benzin- und Petrolitherextraktion erfolgte auf gleiche Weise. Alle Ex-
traktionsstufen wurden auf Anwesenheit der fliichtigen Sduren kontrolliert.

Zur Feststellung eventueller Siuremengen im angewandten und gespiilten
Fischfleisch wurden Blindproben ohne Siurezusatz durchgefiihrt. Auch die Ex-
traktionsmittel wurden auf den Sduregehalt gepriift. Es wurden jedoch in ihnen
keine Ci—Cs Sduren gefunden. Die Ergebnisse der wiedergefundenen Sauren mit-
tels verschiedener Extraktionsmethoden (Tabelle 4) zeigen mit Riicksicht auf die
guten Ergebnisse (79 %0 Wiedergewinn), Zeit- und Reagenzienersparnis, das die
Benzinextraktion am besten befriedigt.

Das Auftreten der Ci—Cs Siuren in frischen und verdorbenen Fischen

Nachdem die Methode der Absonderung der C;—Cs Siuren aus dem Fisch-
fleischgewebe, ihre Identifikation und quantitative Bestimmung bearbeitet war,
wurde das Auftreten dieser Sduren in frischem und verdorbenem Fischfleisch unter-
sucht. Die Untersuchungen wurden mit 4 Fischarten unternommen: Brassen
(Abramis brama), Schleien (Tinca vulgaris), Hechten (Esox lucius) und Aalen
(Anguilla vulgaris). Gesamthaft wurden iiber 110 Fischproben untersucht. Zu den
Untersuchungen wurden grofle Exemplare angewandt, so dafl nach dem Entgriten
und Zerkleinern ungefihr 800 g erhalten wurden. Die Untersuchungen umfafiten:
a) fangfrische Fische; b) 24 Stunden bei 20 © C aufbewahrte Fische mit leichten
organoleptischen Verinderungen; c) 48 Stunden bei 20 ° C aufbewahrte Fische
mit deutlichen organoleptischen Verinderungen; d) weitere 24 Stunden bei glei-
cher Temperatur aufbewahrte Fische bis zum Auftreten von starken Fiulnis-
verinderungen. Die organoleptische Beurteilung wurde von 3—4 Personen nach
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Tabelle 4  Die Siureriickgewinnung in den angewandten

Destillation + HsPOs Destillation + Siuremischung eﬁt"‘f;}t‘t‘;g‘n

Cs Cs Cs Cs Ce C: Cs Cs Cs Cs Ca Cs
X 20,151 17,75 12,65 — — | 15,95( 12,65| 17,35| 14,50 20,15 20,75
—_— — — — — |21,75(15,25(11,90| 12,75| 14,25| 21,25| 23,25
10,751 21,10] 20,25(18,75| 12,75 — — — = — | 18,75| 19,55
15,65 — —_ — — |.14,55| 19,25 — il — [ 20,75 18,25
18,751 12,25 — = — | 18,75 14,65( 15,801 13,25 — | 24,25 25,75

— — —= — — 12,75\ 13,45| 12,65| 12,65| 18,25| 25,25| 21,75
20,55| 13,65| 15,90| 17,65 20,15| 15,85| 12,50| 14,75| 21,10| 15,00] 20,25| 23,15
12,75} 15,75 15,75} 20,001 13,65{ 13,25( 17,35} 20,85| 14,25| 12,10/ 20,15|.22,85

16,65 — |13,65(12,15| — |20,25/21,10/12,75| — | — |19,65|24,75
14,85} 20,15| 18,85| 15,90| 14,90( 12,65| 14,80| 13,75| 12,85| 19,75| 18,75| 23,75
X 13,01 10,06| 9,70| 8,44| 6,14|14,57|14,10|11,98|10,13| 7,93|20,92|22,37
% 32,5, [20,5 [v24,25 | 21415, 15,31 :36:4 1:35,;2:1129,9::{* 25.,3: |; 19;8-:52,3 .| 55,9
X min.%0 —
X max.% 0 — 52,8 % 0 — 54,4 9%
X 0/ 9,47 — 25,8 % 11,74 — 29,3 %o

allgemein angewandten organoleptischen Untersuchungsmethoden frischer Fi-
sche (1), sowie nach den polnischen Normen fii:

Brassen '— RN — 55 — M.Z. — 09108
Schleie — RN — 55 — M. Z. — 09116
Hechte — RN — 55 —M.Z. — 09114
Aale — RN — 55 — M. Z. — 04534, durchgefiihrt.

Nach der Bestimmung der organoleptischen Eigenschaften wurde der Fisch
gereinigt, entkdpft, ausgeschlachtet und entgriatet. Die erhaltenen Fischfilets
wurden im Homogenisator zu einer einheitlichen Masse zerkleinert. In dem so
vorbereiteten Versuchsmaterial wurde der Wasser- und Fettgehalt, Siuregrad des
Fettes, Siuregrad des Destillates, Gehalt der im Wasserdampf fliichtigen Stick-
stoffbasen und des Ammoniaks, sowie der Siuregrad des Wasserextraktes be-
stimmt. Mit Riicksicht auf den schnellen Verderb des zerkleinerten Materials
war es notwendig, eine Reihe von Untersuchungen gleichzeitig auszufiihren.

Der Wassergehalt wurde nach der Methodik der polnischen Normen PN —
56/A — 52110 bestimmt. Der Fettgehalt, sein Sduregrad, sowie der Sduregrad
des Wasserextraktes wurden nach der Methode von Krawze, Bozyk und Pie-
karski (56) bestimmt. Den Gesamtgehalt der mit Wasserdampf fliichtigen Siuren
bestimmt man nach der Methode von Wierzchowski und Severin (16), den
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Methoden (Anfangsmengen 40 p.g)

Benzinextraktion
(Petrolither)

Alkohol-

sttaktion Aetherextraktion |

Cs Cs Co C: Cs Ci Cs Cs C: ‘ Cs Cy Cs Cs

18,15| 20,10 21,10 28,75 31,75 | 33,10| 34,75| 31,10| 32,05| 31,52 | 31,52| 27,75 | 27,75
22,25 24,25| 25,10 33,65 | 34,75 28,25 | 30,25 | 34,25 | 30,50 | 31,00 | 32,00 28,25 31,25
24,25 | 18,25 24,75 | 33,25 | 28,25 34,10 31,75 | 32,25 | 33,65 | 30,05 | 35,10 31,52 | 33,10
22,75| 21,90| 22,75 | 32,75 | 31,10 30,25 | 28,25 | 30,10 32,00 | 28,90 | 28,25 | 32,75 | 32,75
19,65 | 22,25| 26,10 31,10 34,25| 27,25 | 32,10| 30,75 | 35,10 | 33,75 | 30,25 30,05 | 32,25
23,65 | 22,35| 21,10 30,25 | 30,25 30,25 | 33,25 | 31,25 | 28,90 | 32,25 | 31,05 33,10 33,75
20,55 | 25,85 25,10 32,75 32,75 35,75 | 32,25 | 33,25 | 32,55 | 31,25 | 33,10| 32,25 28,25
23,85 23,75 22,25 | 33,75 | 30,75 | 28,75 | 35,25 28,25 | 31,25 | 33,10 | 32,75 | 33,10 30,10
24,65| 23,65| 23,75 32,25 32,65 | 33,25 | 30,10| 35,10 33,10 | 32,75 | 30,50 30,50 30,50
22,75 20,75 | 24,00 | 34,25 | 31,25 32,75| 26,75 | 33,75 | 32,75 | 33,75 | 31,00| 32,25 32,75

22,26 22,31 23,60| 32,25] 31,77 | 31,77 | 31,67 | 32,00| 32,18 31,83 | 31,45 | 31,15 | 31,24
55,6 | 55,8 | 50,0 | 80,6 | 79,4 | 78,4 | 79,2 | 80,0 | 80,4 |79,6 | 78,6 |77.8 |78,

45,6 /0—65,2 % 70,6 %/0 — 89,4 %o 70,6 °/o — 87,8 °/o
22,29 =557 Y 31,81 = 79,5 % 31,77 = 79,4 %

Gehalt der freien Stickstoffbasen nach der Methode von Wierzchowski und
Nowak (57) und die quantitative Ammoniakbestimmung wurde nach der Methode
von Wierzchowski, Borowik und Severin (58) in der Modifikation von Podes-
zewski und Kolakowski (41) ausgefiihrt.

Die Bestimmung der fliichtigen niedrigen Fettsiuren Ci—Cs wurde nach der
oben beschriebenen Methode durchgefiihrt. Es wurden 10 parallele Bestimmun-
gen mit einer Probe ausgefiihrt und dann die Fliche der erhaltenen und ent-
wickelten Farbflecke der Siuren berechnet. Die Siurekonzentration wurde aus
den Diagrammen abgelesen. Die erhaltenen Werte sind in der Tabelle 5 zusam-
mengefaflt und aus den Chromatogrammen 7—9 zu ersehen. Da es mit der aus-
gearbeiteten Methode nicht gelungen war, die Ameisensiure von der Essigsiure
und die Iso-Form der Butter- und Valeriansiure von ihren n-Formen zu trennen,
wurde die Ameisensiure- und Essigsdure-Fraktion als Essigsdure und die Iso- und
n-Form als n-Buttersdure und n-Valeriansiure bezeichnet.

Diskussion der Ergebnisse

Der ausgearbeitete chromatographische Analysengang ergab im Vergleich zu
den Angaben der Fachliteratur eine bedeutende Zeitersparnis bei der Bestimmung
der fliichtigen Fettsiuren Ci—Cs. Der Zeitaufwand der Analyse einer Probe mit
gleichzeitiger Ausfithrung von 10 Bestimmungen betrug ungefihr 2 Stunden.
Bei 10 Serienuntersuchungen mit einer Bestimmung in jeder Probe betrigt der
Zeitaufwand 3—4 Stunden.
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Tabelle 5

Zusammenstellung der chemischen Kennzahlen

Brasse Schleie Hecht Aal
Fischart Abramis brama Tinea vulgaris Esox luciux Anguilla vulgaris
+ + = - + - -+ + e
g ] 2 b} g 3 g g g
=) el ™ o = = i) = b=
g S| 85| & | s | 2| 88| & | 3 | 84| & | S| 85| =
3 Organoleptische Auswertung 2 3'5 SH E . B Y ] o] = '?5 's 2 3';5 ‘33
= & T 5 > s & 25 > B %5 s & %5 5
3
2
.°é’ k> Wasser in /o 75 75 75 79 79 79 79 79 79 49 50 50
B i Fett in %o 1031 1.084 . 1,07 121 1,581 5,73 L7Z2|0,56] 048] 0,55 1316 .1 31,5 | 3L.7
2 E Sauregrad des Fettes
= o in ml 0,01 n NaOH/100 g 12,73 18,82 23,05|30,90| 9,55|13,63|19,80| 4,76| 6,38|13,58| 5,3 |18,3 | 30,1
5 & Wasserdampffliichtige Sdauren '
o > in m! 0,01 n NaOH/100 g 50,62 59,28| 64,13| 77,9 | 55,25| 71,04 77,98 49,45| 61,76( 85,09 25,2 | 34,6 | 47,9
% Ammoniak in mg®o 11,42|16,68|24,02|71,10(34,45|58,77| 58,33| 57,64| 62,12| 79,35
< Sauregrad des Wasserauszuges :
in ml 0,01 n NaOH/100g 8,22| 9,41|10,75| 12,18| 6,45| 7,08 7,81 6,80 7,40|11,04
Essigsdure °
(Fraktion C,—C,) 499| 5,41| 7,12{10,31| 4,43| 5,42 8,32 5,12| 5,66| 7,71| 3,52| 5,70( 9,62
2 Propionsaure —} =~ = | 508 — | — = | —| —1| — e e
%o Buttersdure — 1,33 2,35| 6,84 — 1711245}~ — 1,28] 1,95 — 1,75| 3,83
E Valeriansiure S e T - I ) RO g o F RSl (N Pl RIS RSSO Bt
s Capronsiure — | = | = | 205 — | — — S L e e o i
o
=
L
&
& Zusammen
. (Fraktion C,—C) 499| 6,74\ 9,47|29,37| 4,43| 7,13|10,77| 5,12| 6,94| 9,66| 3,52| 7,45|13,45




Der Aal (Anguilla vulgaris)

]
W , frisch letwasverﬁndert | verandert
|

Chromatogramm 7

(bei Schleie Tinca vulgaris erhalt man ein fast gleiches Chromatogramm)

Der Hecht (Esox Luciux)

.W frisch etwas verandert verandert

Chromatogramm 8

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Standard-Untersuchungen wurden der
statistischen Analyse unterworfen und die Werte in den Tabellen 2 und 3 zu-
sammengefafit. Festzustellen war, ob die ausgearbeitete Methode keine groflen
systematischen Fehler aufzuweisen hat und in welchem Mafle die zufilligen Feh-
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Die Brasse (Abramis brama)

A 3 A A i A 'S s Tl A A

W frisch

etwas verdndert ‘ verandert vefdorben

Chromatogramm 9

ler auf die erhaltenen Ergebnisse einwirken. Um die Grofle dieser Fehler zu be-
werten, wurde die Standard-Abweichung nach folgender Formel berechnet:

und fiir die Rf-Messungen S-Werte erhalten, die zwischen 0,49 und 0,82, riir die
quantitativen Siurebestimmungen der C;—Cs Sduren zwischen 3,0 und 5,6 oszil-
lierten. Die Standard-Abweichung des arithmetischen Mittelwertes wurde nach
der Formel :

Sx =

i3
n

errechnet und fiir die Rf-Messungen Werte erhalten, die zwischen 0,049 und
0,082, sowie fiir die quantitativen Siurebestimmungen der C;—Cs Sduren
zwischen 0,42 und 0,79 oszillierten. Hieraus geht hervor, dafl die ausgearbeitete
Methode mit keinem wesentlichen systematischen Fehler belastet ist. Dies besta-
tigen auch die fiir die quantitativen Bestimmungen angefertigten Diagramme,
in denen die Kurven der Mittelwerte als Gerade mit unmerklicher Abweichung
dargestellt sind.

Die Bestimmungsprizision betrigt fiir die Rf-Werte 2 S = 0,98—1,64 und
ist als sehr hoch anzusehen, im Gegensatz zu den quantitativen Bestimmungen der
einzelnen Sauren mit 2 S = 6,0—11,2, im Mittel 8,0. Dies ist ein Beweis dafiir,

122



daf die Prizision der quantitativen Bestimmungen nicht sehr grof8 ist und -dafl
gute Ergebnisse erhalten werden, wenn gleichzeitig mit einer Probe eine grofiere
Anzahl Bestimmungen ausgefiihrt werden. Das Diagramm 1, in dem mit gestri-
chelter Linie die Streuwerte bezeichnet wurden, bestitigt das.

Wenn man den Umstand, dafl die planimetrische Auswertung mit der Um-
zeichnung der hochst unbestindigen Farbflecke und mit der Flichenmessung
auf Millimeterpapier verbunden ist in Betracht zicht, erscheinen die Fehler-
grenzen begriindet. Diese Meflart kann auch Ursache zufilliger Fehler werden.
Die Berechnung des relativen Standardfehlers fiir die einzelnen quantitativen

5 5100

%
stellung, dafl die ausgearbeitete Methode der chromatographischen Bestimmung
der C,—C;s Siuren fiir die Voraussetzung dieser Arbeit ausreichend ist.

Mit der ausgearbeiteten Methode gelang es nicht, die Ameisensdure von der
Essigsiure und die Iso-Form von der n-Form zu trennen. In den Ergebnissen
wurde also nur Essigsiure angegeben, was als Fraktion der Ameisen- und Essig-
siure anzusehen ist. Genau wie die Butter- und Valeriansdure als Fraktion der
I[so- und n-Form anzuschen ist.

Die Ergebnisse der statistischen Bewertung der eigenen Methoden wurden
mit der von Manganelli und Brofazi (34) durchgefiihrten verglichen und in der
Tabelle 6 zusammengefafit.

Bestimmungen V = — 2,1—3,8, im Mittel V = 3,0 %, gibt Anlafl zur Fest-

Tabelle 6 Vergleich der statistischen Bewertungen

Manganelli Eigene
Sdure und Brofazi (34) Untersuchungen

C; 0,35 0,79

Cin 0,91 0,53

S Cy 0,50 0,66

S, = — Cs 212 0,42

il Ce 0,94 0,48

Mittelwerte 0,96 0,58
Cy 27 3T
. C3 750 2,6
S-100 Ca 3,9 3,8
V = z 0/0 C5 1 1,8 2)6
Ce 6,5 3.2
Mittelwerte 6,4 3,2
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Die erhaltenen Werte geben Anlafl zur Behauptung, dafl die in der Arbeit an-
gewandte Methode der Cy—Cs Sdurebestimmung weit bessere und zufrieden-
stellendere Ergebnisse liefert.

Eine gewisse Schwierigkeit ist die Notwendigkeit der Anwendung ziemlich
konzentrierter Losungen zu den chromatographischen Bestimmungen. Die durch-
gefithrten Versuche zeigten, dafl zu den quantitativen Bestimmungen Siurelosun-
gen von niedrigerer Konzentration als 0,1 %0 nicht angewendet werden konnen.
Es ist daher notig, groflere Mengen des Versuchsmaterials und der Losungsmittel
am Versuchsanfang, sowie einen Arbeitsgang anzuwenden, der aus grofien Ex-
traktmengen kleine Fliissigkeitsmengen von geniigender Konzentration ergibt.

Die mit Benzin und Petrolither durchgefiihrten Extraktionsversuche der fliich-
tigen Sauren aus dem Fischfleischgewebe konnten einen Riickgewinn von durch-
schnittlich 79 %o, bei Schwankungen von 70—88 %o, aufweisen. Auch hier konnen
Schwierigkeiten auftreten, indem bei der Extraktion andere im Fisch auftretende
Substanzen mitextrahiert werden. Diese Schwierigkeiten kdnnen mittels der ausge-
arbeiteten Methode, mit dem Losungsmittel und pH-Wechsel, sowie der Ver-
minderung der angewandten Fliissigkeitsmengen behoben werden.

Bei der Diskussion der Ergebnisse von Fischanalysen verschiedener Frische-
grade sei betont, dafl im zuginglichen Schrifttum Arbeiten iiber die Anwendung
dieser Siurebestimmungen zur Frischebeurteilung von Stifiwasserfischen nicht
gefunden wurden. Nur einige Arbeiten behandeln die Bestimmung dieser Sduren
in Seefischen. Die in der Tabelle 5 zusammengefafiten eigenen Untersuchungen
zeigen ein Anwachsen der Sduremenge im Verlaufe des Verderbs. In dem Gewebe
frischer Fische wird eine Essigsauremenge gefunden, die mit dem Frischeabfall
wichst. In der Brasse wurden z. B. folgende Werte gefunden: in organoleptisch
einwandfreiem Fisch 4,99 mg®o, bei leicht verinderten Merkmalen 5,41 mg®/o, bei
deutlichen Verinderungen 7,12 mg®o und beim Fiulniszerfall 10,31 mg®. Auch
Buttersdure erscheint als Zerfallsprodukt in steigender Menge. Wie bei der Essig-
saure fand man in der Brasse folgende Buttersiuremengen: bei leichten organo-
leptischen Verinderungen 1,33 mg®b, bei deutlicher Verinderung 2,35 mg®o und
im Zerfallsstadium 6,84 mg®o. In den im Zerfall befindenden Fischen wurden
auflerdem weitere niedrige, fliichtige Fettsauren wie z. B. Propionsaure, Valerian-
saure und Capronsdure gefunden.

Die von uns bei Siiflwasserfischen gefundenen Werte stimmen mit den von
Uchiyama, Yokoyama (12), Hillig (54) und Hughes (10) bei Seefischen gefun-
denen iiberein, widersprechen aber teilweise den Ergebnissen von Suzuki (3, 14).
Dieser Widerspruch betrifft allerdings nur das Auftreten der Essigsdure in fri-
schem Material, nicht aber die Steigerung der Siuremengen beim Frischeabfall,
die mit den unsrigen iibereinstimmt. Der Vergleich des Verhaltnisses von Siure-
menge und Fettgehalt zeigt, dafl die Sduremenge in mageren Fischen sich anders
gestaltet als bei fettreichen. Dieser Zusammenhang ist in dem Diagramm 2 dar-
gestellt.

Aus dem Diagramm ist zu ersehen, dafl die Sduremenge beim Verderb fett-
reicher Fische schneller wichst als bei fettarmen Fischen. Ahnliche Beobachtun-
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Séuren gen machten Wierzchowsk: und Seve-
in mg %o der Aal, Fettgehalt 31,5 verin (4) bei der Aciditdtsbestimmung
“==aaer Hecht, Fetigohalt 0,64 des Destilates von Heringen von ver-
schiedenem Fettgehalt.
In der Tabelle 5 sind aufler den Be-
stimmungswerten der fliichtigen Fett-
sauren einige bei der Frischebeurteilung
der Fische oft angewandte chemische
Kennzahlen angefithrt. Aus dieser Ta-
belle geht hervor, dafl die richtige
Frischebeurteilung  frischer  Fische
einige Schwierigkeiten bereiten kann.
Auch die quantitative Essigsiurebe-
stimmung 16st dieses Problem nicht.
In zweifelhaften Fillen ist aber der
Buttersdiurenachweis ein geniigender
Beweis fiir die schlechte Qualitit des
B ' . Fischfleisches und fiir die negative
frisch etwas verindert verindert Bewertung ausreichend.

10 4

Diagramm 2

Zusammenfassung

Die chromatographische Bestimmungsmethode der fliichtigen, niedrigen Fettsiuren
wurde modifiziert, indem sie bedeutend vereinfacht wurde, was eine Zeitersparnis zur
Folge hatte. Die Methode eignet sich zur Identifikation der fliichtigen Sauren mittels
Rf-Bestimmung mit einer Prazision von durchschnittlich 2 S = 1,13, sowie zur quantita-
tiven (planimetrischen) Bestimmung dieser Siuren mit einer Prizision von 2 S = 8,0.
In zweifelhaften Fillen, wo die Genufitauglichkeit mit chemischen Untersuchungen nicht
einwandfrei festzustellen ist, kann der schnelle chromatographische Buttersiurenachweis
eine zur negativen Bewertung ausreichende Grundlage sein.

Résumé

Description d’une nouvelle méthode, plus simple et plus rapide, de dosage des acides
gras volatils des poissons par chromatographie sur papier.

Dans les cas douteux dans lesquels les méthodes chimiques ne permettent pas de se
rendre de fagon certaine si le poisson est propre A la consommation la détection chromato-
graphique rapide de I’acide butyrique peut étre une base suffisante pour une appréciation
négative.

Summary

Description of a novel, simpler and quicker paper chromatographic method for the de-
termination of the volatile fatty acids of fish.
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Uber Unstimmigkeiten und Fehlerquellen bei der Bestimmung
der Peroxidzahl und der Oxydationsbereitschaft

Von H. Hadorn und K. Ziircher

Laboratorium des Verbandes Schweiz. Konsumvereine (VSK), Basel

Die Peroxidzahl (POZ) wird seit Jahrzehnten dazu bentitzt, um den
peroxidisch gebundenen Sauerstoff in Fetten und Olen zu bestimmen. Sie ist ein
Maf fiir die mehr oder weniger stark fortgeschrittene autoxydative Veranderung
der Ole und Fette. Uber die Haltbarkeit oder iiber die Lagerfahigkeit der be-
treffenden Ole lassen sich aus der Peroxidzahl allein noch keine sicheren Schliisse
ziehen. Je nach dem Frischezustand der Rohéle, oder nach Art der Raffination ist
der Gehalt an natiirlichen Antioxydantien der Ole und damit ihre Haltbarkeit
sehr verschieden. In stark autoxydierten Rohdlen oder in Rohdlen aus verdorbenen
Saaten sind die natiirlichen Antioxydantien weitgehend zerstért. Durch entspre-
chende Raffination gelingt es, aus solchen Roholen nahezu geschmacklose und
peroxidfreie Raffinate herzustellen. Die Haltbarkeit derartiger Produkte ist
jedoch begrenzt. Sie neigen viel stirker zu autoxydativer Verderbnis als Ole aus
frischen Saaten.

Die Oxydationsbereitschaft und damit die Lagerfahigkeit eines Oles werden
nach Kaufmann (1) analytlsch durch die Dauer der «Induktionsperiode» cha-
rakterisiert. Um dariiber ein Urteil zu gewinnen, ist man auf die Ergebnisse der
«dynamischen» Analyse angewiesen. Diese beruht darauf, dafl man von einem
Olmuster, das unter bestimmten Bedingungen durch Luftsauerstoff oxydiert wird,
in regelmifligen Zeitabstinden Proben entnimmt und den Verlauf der Oxydation
verfolgt, beispielsweise durch Bestimmung der Peroxidzahl.
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