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Beitrag zur gaschromatographischen Untersuchung
von Fetten und Oelen

2. Mitteilung

Methoden zur Herstellung der Fettsidure-ester

H. Hadorn und K. Ziircher

Aus dem Laboratorium des Verbandes Schweiz. Konsumvereine (VSK), Basel

1. Einleitung

Wir haben in einer 1. Mitteilung (1) die apparativen Bedingungen zur gas-
chromatographischen Trennung der Fettsiureester beschrieben und einige Aus-
wertungsverfahren diskutiert.

Vor der eigentlichen gaschromatographischen Analyse miissen aus den zu unter-
suchenden Fetten und Oelen zunichst die Methylester hergestellt werden. In der
Literatur findet man eine ganze Reihe verschiedenster Methylierungs- und Um-
esterungs-Methoden. Aus der Vielzahl der Arbeitsvorschriften und Varianten
kann man bereits ableiten, dafl die meisten Methoden nicht in allen Fillen be-
friedigende Resultate liefern. Besonders bei Fetten, die niedrige Fettsiuren ent-
halten, ergeben sich Schwierigkeiten, weil die Methylester leicht fliichtig sind und
daher bei jeder Manipulation, wie Ausschiitteln im Scheidetrichter, oder beim Ab-
destillieren des Losungsmittels, Verluste an Buttersiure-methylester und anderen
kurzkettigen Fettsiure-estern entstehen. Jedes der in der Literatur angegebenen
Methylierungs- oder Umesterungs-Verfahren hat seine Vor- und Nachteile. Es ist
nicht ganz einfach, die beste und zuverlissigste Methode auszuwihlen, die zudem
noch fiir jedes beliebige Oel- und Fettgemisch anwendbar sein sollte. Vorbeck,
Mattick, Lee und Pederson (2) tiberpriiften 4 verschiedene Methoden zur Herstel-
lung der Methylester. Sie gingen bei ihren Versuchen von reinsten Fettsiuren aus,
von denen sie Mischungen genau bekannter Zusammensetzung herstellten und
diese mit Diazomethan, mit Methanol-Salzsiure, an Ionenaustauschern und schliefi-
lich mit Methanol-Bortrifluorid methylierten.

Fir unsere Zwecke mufl eine Methode gewihlt werden, bei der die Tri-
glyceride direkt und moglichst vollstindig umgeestert werden, oder ein Verfahren,
das die verlustfreie Isolierung der Fettsiuren erlaubt, wobei letztere anschlieflend
durch eine Methylierung quantitativ in ihre Methylester iibergefiihrt werden.

Um uns ein Urteil tiber einige der gebriuchlichsten Methoden zu bilden, haben
wir zundchst 6 der in der Literatur beschriebenen Umesterungs- und Methylie-
rungsverfahren Uberpriift und miteinander verglichen. Schliefilich haben wir ein-
fache Umesterungsmethoden zur Herstellung der Methylester und der Propylester
ausgearbeitet, bei denen keine Verluste an niederen Fettsiuren entstehen. Die
Propylester erwiesen sich bei der Gaschromatographie vor allem bei Fetten mit
niedrigen Fettsiuren (Cg bis Cys) als vorteilhafter, weil sie sich besser trennen und
sauberer vom LOsungsmittel abtrennen lassen. Das im umgeesterten Gemisch
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enthaltene Glycerin, sowie das Unverseifbare storen bei der gaschromatographi-
schen Trennung der Fettsiure-ester nicht. Durch zahlreiche Analysen an verschie-
denen Fetten und Oelen wird die Brauchbarkeit der vereinfachten eigenen Metho-
den belegt.

2. Ueberpriifung einiger Umesterungs- und Methylierungs-Verfahren
der Literatur

Alle Methoden wurden zunichst am gleichen Testgemisch, bestehend aus je
/s Kokosfett, Kakaobutter und Leinsl ausprobiert. Dieses Gemisch enthilt die
wichtigsten gesdttigten und ungesittigten Fettsiuren von Cg bis Cyg in betricht-
lichen Mengen.

Die Herstellung der Metylester geschah genau nach den in der Literatur an-
gegebenen Vorschriften. Das Estergemisch trennten wir isotherm unter den in der
1. Mitteilung beschriebenen apparativen Bedingungen (1). Nach jeder Methode
wurden jeweils 2 Proben unabhingig voneinander umgeestert oder methyliert.
Von jeder dieser Esterldsungen haben wir 2 Chromatogramme aufgenommen und
diese nach der Methode Hohe mal Gesamtretentionszeit ausgewertet. Die gefun-
denen Resultate sind in der Tabelle 1 zusammengestellt.

Im Folgenden wird das Prinzip der von uns iiberpriiften Methoden kurz be-
sprochen und die Arbeitsvorschrift, nach der wir unsere Versuche durchfiihrten,
mitgeteilt. Die erhaltenen Resultate werden diskutiert, auf Vor- und Nachteile
der einzelnen Methoden wird hingewiesen.

a) Umesterung nach Mason

Mason und Mitarbeiter (3) haben ein Umesterungsverfahren beschrieben, das
durch seine Einfachheit bestechend wirkt. Es erfordert keinen apparativen Auf-
wand und alle Reaktionen erfolgen bei Zimmertemperatur in einem verschlos-
senen Erlenmeyerkolbchen. Die Umesterung soll nahezu quantitativ verlaufen.

Die untenstehende Arbeitsvorschrift ist bereits eine Modifikation eines friither
beschriebenen Umesterungsverfahrens (4). Zunichst wird bei Gegenwart von Di-
methoxypropan und Natriummethylat als Katalysator in der Kilte umgeestert.
Dann wird die Lésung mit wasserfreier methanolischer Salzsiure angesduert, und
die Reaktion zu Ende gefiithrt. Das Glycerin wird in Isopropylidenglycerin iiber-
gefilhrt. Der Peak dieser Verbindung kann als Bezugssubstanz im Chromato-
gramm dienen.

Arbeitsvorschrift

200 mg der Fett- oder Oelprobe werden in einem 25 ml-Erlenmeyerkolbchen mit
Schliffstopfen der Reihe nach mit folgenden Reagenzien versetzt: 10,0 ml Benzol, 4,0 ml
Dimethoxypropan, 5,0 ml Methanol und 1,0 ml 2,0-n Natriummethylat-Losung (Her-
stellung der Natriummethylat-Losung: 5,4 g metallisches Natrium werden unter Kiih-
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Tabelle 1  Ueberpriifung wverschiedener Umesterungs- und Methylierungsver-
U t
nach Mason mit ot Rvatoin s Wort i
P Dimz;ﬁfxygrzpan mit Na-methylat Methanol-HC1
1 2. 1. 2. 1. 2.
Versuch Versuch Versuch Versuch Versuch Versuch
/o /0 /p %o 0/p 9o
Cq — — 33 0,3 Spur
—_ — 3,5 03 Spur
Cio 2,8 2,7 2 2.7 1,4 0,6
2,8 2,8 = 2,6 1,3 0,6
P
i
Cyo 22,9 21,7 £ 17,5 16,4 13,4
22,5 22,6 B 18,1 15,7 12,5
g
[=Ts]
Cyy 5,9 6,0 5 5,9 6,3 6,2
5,7 6,0 S 6,2 5,8 6,3
<
o
Cis 12,1 12,4 -3 12,4 157 14,0
12,3 12,4 o 12,7 132 14,1
B
~4
Cis 12,2 12,4 g 12,2 13,4 14,3
12,6 12,4 i 12,4 13,7 14,5
J .
&g 17,5 17,5 o 18,2 19,5 20,9
17,7 17,4 5 17,8 19,8 >t
E
2
Cig:9 7,0 7,6 P 7,4 8,0 8,4
7.2 7,5 o 7,3 8,3 8,5
=
Cig:s 18,8 19,4 19,9 21,0 221
19,2 19,1 19,5 21,6 22,6
Coy Spur Spur 0,4 Spur Spur
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fabren an einem Gemisch von gleichen Teilen Kokosfett, Kakaobutter und Leindl

Um-
. Umesterung esteruhng
Methylierung M"tﬁﬁfﬁ;‘ e nach Peisker im einzgen
nach Woidich Lindt & Spriingli Einschlufirohr mit Methoden
mit Diazomethan sit Diasoisethan fgf;?gc%ﬂr-e?‘g}:;g;e (;46}??;?_
Tabelle 4)
1. 2. 1. 2. 1. 2. Mittel-
Versuch Versuch Versuch Versuch Versuch Versuch wer;ﬁ
% /g /0 % /o %o A?llﬂl-siysen
4.1 3,0 1,6 2,4 3,6 3,5 3,3+0.2
3,0 1,6 2,4 3,6 3,4
2,6 2.9 2,0 2.3 2T 3,1 2.3E0:1
2,8 2,0 2,2 2,6 3,0
15,6 18,3 16,2 17,0 177 18,8 16,5%0,4
18,0 16,3 16,8 1749 18,0
6,1 6,1 6,3 6,2 5.9 6,4 6,0+0,1
6,3 6,1 6,1 6,1 S
13,0 127 131 12,9 12,6 12,6 12,8 0.2
13,2 13,2 12,9 13,0 12,0
12,4 12,6 13,3 13,0 k2.7 12.7 12,5+0,4
11.7 13,7 13,0 12,5 12.2
18,6 18,2 19,2 18,5 19.5 17,6 18,5+0,4
18,6 19,6 18,6 18,5 18,3
77 7.4 759 7,6 7,1 7,0 7,6:20,2
7,6 8,0 i 7,0 6,7
19,4 18,2 20,3 20,2 18,1 18,2 20,4+0,4
18,3 19,5 20,4 18,8 19.5
0,4 0,5 Spur Spur Spur Spur —
0,5
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lung in 50 ml Methanol geldst). Das Reaktionsgemisch wird gut durchgemischt und
wihrend 5 Minuten stehen gelassen. Nun fiigt man soviel wasserfreie methanolische
Salzsiure zu, daf} in der Mischung ein Ueberschuff von 0,3 mmol HCI entsteht. Die er-
forderliche Salzsiure-Menge wird vorher durch Titration eines Leerversuches ermittelt.
Das salzsaure Reaktionsgemisch wird gut umgeschwenkt und wihrend 50 Minuten ste-
hen gelassen. Anschlieflend fiigt man 1,5 g festen Neutralisator zu und schwenkt das
Reaktionsgemisch innert 30 Minuten von Zeit zu Zeit um. (Zusammensetzung des Neu-
tralisators: 2 Teile NaHCO,, 1 Teil Na,CO; wasserfrei, 2 Teile Na,SO, wasserfrei).
Man wartet bis sich der Neutralisator abgesetzt hat und giefit die iiberstechende klare
Losung in ein 25 ml-Meffkélbchen ab. Der Riickstand wird zweimal mit je 2 ml Metha-
nol nachgewaschen und die Fliissigkeit ebenfalls in das Meffkolbchen abdekantiert. Man
fiillt schlieflich mit Methanol bis zur 25 ml-Marke auf. Die Lésung wird direkt in den
Gaschromatographen eingespritzt.

Die Methode ist einfach auszufiihren, Verluste an niederen Fettsduren infolge
von Verdunstung sind ausgeschlossen. Der Peak des Isopropyliden-glycerins er-
schien auf unsern Chromatogrammen (Lac-4-R-886-Siule) zwischen den Cg-
und Cyp-Methylestern. Nachteilig wirkt der hohe Benzol-Gehalt der Losung.
Benzol stort auf der von uns benutzten Siule die quantitative Auswertung, da der
langsam auslaufende Losungsmittel-Peak die Peaks der niederen Fettsiuren (Cg
und Cg) derart iiberlagert, dafl sie nicht mehr erkennbar sind.

Fiir die Laurinsiure (Cyo) fanden wir nach der Methode Mason aus niche
abgeklirten Griinden in unserem Testgemisch durchwegs viel hohere Werte als
nach allen anderen Methoden (siehe Tabelle 1). Es scheinen wahrend der Umeste-
rung Nebenreaktionen abzulaufen, die Stérungen im Chromatogramm verursa-
chen. In der Arbeit von Mason, Eager und Waller (3) konnten diese Stdrungen
nicht erkannt werden, da kein Fett mit niedrigen Fettsiuren untersucht wurde.
Die Autoren haben lediglich die Fettsauren von Cy4 bis Coq ausgewertet. Fiir Fette,
wie Kokos- oder Palmkernfett, die Laurinsiure enthalten, sowie Mischungen
derselben mit anderen Fetten, ist die Methode Mason nicht brauchbar. Der unrich-
tige, zu hohe Wert fiir die Laurinsdure wirkt sich bei der Berechnung der Fett-
sduren-Verteilung auch auf die anderen Siuren aus.

b) Umesterung nach Kaufmann und Mankel mit Natrium-methylat

Kaufmann und Mankel (5) haben verschiedene Methoden zur Herstellung der
Methylester tiberpriift. Sie empfehlen folgendes Verfahren:

Arbeitsvorschrift

1 g der Oelmischung wird in 10 ml Methanol mit Natriummethylat (1 Spatelspitze)
als Katalysator unter peinlichstem Ausschluff von Feuchtigkeit (CaCl,-Rohr) 1 Stunde
gekocht. Nach ca. 10 Minuten erhilt man eine klare Losung. Nach dem Ueberfiihren
in einen Scheidetrichter wird mit 2 ml gesittigter Kaliumbisulfat-Lésung und 5 ml
Wasser versetzt. Die Esterschicht wird mit einer bei Zimmertemperatur an Docosan
gesittigten Petroldtherldsung (18 g Docosan in 50 ml) extrahiert, moglichst schnell ab-
gezogen, zur Entfernung geringer Wassermengen filtriert und sofort gaschromatogra-
phisch analysiert.
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Kaufmann und Mankel haben gefunden, dafl beim Ausschiitteln der kurz-
kettigen Methylester mit Pentan aus wasserhaltigen Mischungen grofle Verluste
entstehen. Wird zum Ausschiitteln ein Gemisch von Petrolither und Docosan
verwendet, so lassen sich die Verluste stark verringern. Das Docosan wirkt hier
ahnlich wie die «Fixierungsmittel» oder «Trdgersubstanzen» in der Kosmetik bei
Parfiims.

Bei eigenen Versuchen hat sich diese Methode wenig bewidhrt. Sie ist um-
standlich und beim Zusatz von Kaliumbisulfat-Losung nach der Umesterung tritt
eine starke Fillung ein. Beim Ausschiitteln mit Docosan-Petrolather bilden sich
leicht Emulsionen, die sich schlecht trennen lassen.

Die Docosan-Petrolither-Losung eignet sich zur gaschromatographischen
Trennung in der von uns benutzten Siule (Lac-4-R-886) nicht. Der Peak des
Myristinsdure-methylesters wird vom Docosan-Peak (Losungsmittel) verdeckt. Die
Methode ist somit fiir unsere Zwecke nicht brauchbar, die Fettsiureverteilung
konnte nicht berechnet werden. Versuchsweise haben wir die alkalische, natrium-
methylat-haltige Losung, wie sie nach der Umesterung anfallt, direkt in den
Gaschromatographen eingespritzt., Das Chromatogramm war brauchbar, die Re-
sultate stimmten (siche Tabelle 1).

Fiir serienmiflige Untersuchungen schien uns ein direktes Einspritzen des
natriumhaltigen Reaktionsgemisches wenig glinstig, da die Gefahr besteht, daf}
durch die stark alkalische Losung die Saule geschidigt wird.

Durch eine Modifikation lie sich die Umesterungsmethode mit Methanol-
Natriummethylat wesentlich verbessern. Wir entfernten das Alkali mit Hilfe eines
Ionenaustauschers (siehe eigene Methode Abschnitt 3 ¢).

c) Umesterung nach Woidich mit methanolischer Salzsiure

Woidich (6) beschreibt eine Umesterungs-Methode, bei welcher die Methyl-
ester zur Reinigung im Vakuum sublimiert und daher besonders rein erhalten
werden.

Arbeitsvorschrift

20—30 mg der filtrierten, wasserfreien Oelprobe werden in einem entsprechend di-
mensionierten Schliffrundkolben in 2 ml Benzol gelost und nach Zugabe von 3 ml
5%iger wasserfreier methanolischer Salzsiure 1 Stunde auf einem siedenden Wasserbad
unter Riickfluff mit aufgesetztem Calciumchlorid-Rohr gekocht. Darauf werden Metha-
nol und Benzol im Vakuum entfernt. Herstellen der 5%sigen methanolischen Salzsiure:
Chlorwasserstoffgas wird getrocknet und in wasserfreies Methanol bis zu einer Siure-
konzentration von mindestens 5 %o eingeleitet. Durch Verdiinnen mit Methanol wird die
richtige Konzentration eingestellt. Diese Losung ist 2—3 Wochen verwendbar.

Woidich schreibt anschlieffend zur weiteren Reinigung der Fettsiuremethyl-
ester eine Sublimation im Vakuum bei 0,05—0,01 Torr und 90 ° C vor.

Wir haben auf die Vakuum-Sublimation verzichtet und direkt 0,1 pl des Ester-
gemisches, wie es nach dem Abdestillieren des Losungsmittels im Vakuum (Rota-
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tionsverdampfer) erhalten wurde, in den Chromatographen eingespritzt. Wie aus
den Resultaten in Tabelle 1 ersichtlich ist, erhielten wir fiir die niedrigen Fett-
sauren (Cg bis Cyg) viel zu niedrige Werte, Da die Methylester dieser Fettsduren
im Vakuum fliichtig sind, entstehen beim Abdestillieren des Losungsmittels im Va-
kuum erhebliche Verluste. Der Caprylsauremethylester hatte sich in einem Ver-
such zu 90 %0 oder mehr verfliichtigt. Auch fiir Caprin- und Laurinsdure (Cyqg, Cig)
fanden wir zu niedrige Werte. Bei der Berechnung der Fettsiuren-Verteilung wer-
den selbstverstindlich auch die Werte der anderen Fettsduren verfilscht. Die Me-
thode ist somit nur fiir Fette und Oele mit langkettigen Fettsiuren, ab Cy;
brauchbar, worauf bereits Woidich hingewiesen hat.

d) Methylierung der Fettsiuren mit Diazomethan nach Woidich

Woidich (6) gibt eine prizise Arbeitsvorschrift, wonach zunichst die freien
Fettsduren isoliert und diese mit Diazomethan methyliert werden.

Arbeitsvorschrift

Zur Isolierung der Fettsiuren werden ungefihr 100 mg Fett mit 5 ml alkoholischer
2-n KOH versetzt und 1 Stunde unter Riickfluffl auf dem Wasserbad gekocht. Nach der
Verseifung wird mit 5 ml Wasser verdiinnt und im Scheidetrichter 1mal mit 10 ml
Petroliather (40—60 °) ausgeschiittelt. Die Seifenldsung wird nun mit 1-n Schwefelsiure
angesduert und anschlieflend 3mal mit je 20 ml Petrolither ausgeschiittelt. Die vereini-
ten Petrolitherausziige werden zur Entfernung der Schwefelsiure 2mal mit je 10 ml
Wasser ausgewaschen. Die Petrolitherlsung wird mit entwissertem Natriumsulfat einige
Stunden getrocknet, filtriert und anschliefend bis auf ein Volumen von 5 bis 6 ml
eingeengt.

Methylierung: Der petrolitherischen Losung der Fettsiuren wird 1 ml Methanol pro
analysi zugesetzt. Das aus N-Nitroso-p-toluolsulfomethylamid und Kaliumhydroxid
erhaltene Diazomethan wird in eine trockenen Aether enthaltende Vorlage destilliert.
Diese Diazomethanlosung wirt tropfenweise der Fettsiureldsung bis zur bleibenden
Gelbfirbung zugesetzt. Nach 10 Minuten werden Diazomethan und Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das zuriickbleibende Estergemisch wird im Vakuum-Exsiccator tiber
Silicagel 2 Stunden getrocknet.

Wir haben genau nach dieser Methode gearbeitet. Sie sollte sehr reine Methyl-
ester liefern. Unverseifbares und Glycerin sind abgetrennt. Die Methode ist jedoch
etwas umstiandlich, weil zuerst die freien Fettsiuren isoliert werden miissen. Bel
der Methylierung mit dem giftigen Diazomethan konnen nach Kaufmann (7)
auch Nebenprodukte durch Anlagerung an die Doppelbindung entstehen. Wir
beobachteten beim Zusatz von Diazomethan-Losung zu den Fettsiuren unseres
Testgemisches das Auftreten einer Triibung. Nach dem Abdestillieren des Lo-
sungsmittels und des iiberschiissigen Diazomethans hinterblieb eine zihfliissige
Masse, die sich schlecht einspritzen 1ifit. Die erhaltenen Methylester waren in
Petroldther nicht vollstandig 16slich, was auf die Entstehung von Nebenprodukten
hindeutet. Wir fanden in unserem Testgemisch etwas zu niedrige Werte fiir die
Linolensdure (sieche Tabelle 1). Beim Abdestillieren des Lsungsmittels konnen
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selbstverstindlich auch Verluste an Estern der niedrigen Fettsauren auftreten. Aus
diesen Griinden ist auch diese Methode nicht auf beliebige Fett- und Oel-Mischun-
gen anwendbar.

e) Methylierung der Fettsduren nach Methode Lindt & Spriingli (8)
mit Diazomethan

Wir arbeiteten nach der Methode Lindt & Spriingli (8), die sich bei der gas-
chromatographischen Untersuchung von Kakaobutter anscheinend gut bewzhrt hat.

Arbeitsvorschrift

Zur Darstellung der Fettsiuren werden 1 g Fett mit 20 ml 7,5%iger methanolischer
KOH versetzt und 15 Minuten lang am Riickflulkiihler gekocht. Mit 50 ml dest. Wasser
wird die Seifenldsung quantitativ in einen 200 ml-Schiitteltrichter iibergefiihrt. Die klare
Losung wird mit 5 ml 25%oiger Salzsdure angesiuert und zweimal mit 20 ml Aether
kriftig wihrend 1 Minute ausgeschiittelt. Die Atherischen Phasen werden vereinigt und
zweimal mit 25 ml 0,5%ciger Natriumchlorid-Lésung wihrend 30 Sekunden ausgeschiit-
telt. Die Aetherldsung wird in einen 100 ml-Erlenmeyerkolben abgelassen, in welchen ca.
10 g Na,SO, vorgelegt worden sind. Nach kriftigem Schiitteln 12t man die Losung
15 Minuten stehen, anschliefend wird durch ein Faltenfilter in einen 100 ml-
Erlenmeyerkolben filtriert, der zugleich als Reaktionsgefiafl fiir die Veresterung ver-
wendet wird. Die freien Fettsduren liegen nun in wasserfreier und reiner Form gelGst
in der dtherischen Phase vor.

Zur Veresterung der Fettsiuren mit Diazomethan wird in einer speziellen Apparatur,
bestehend aus Rundkolben mit seitlichem Gasableitungsrohr, das in einen absteigenden
Kiihler -miindet, Diazomethan entwickelt und direkt in die Losung der Fettsiuren
destilliert.

2,1 g Diaklin (N-Nitroso-p-toluolsulfomethylamid) werden in ca. 30 ml Aether im
250 ml-Destillierkolben gelst. Durch einen Tropftrichter lifit man sorgfiltig eine
Losung von 0,4 g Kaliumhydroxid in 10 ml 96 Vol.%igem Alkohol, unter leichtem Er-
warmen (Wasserbad 40—50 © C) zutropfen. Es entsteht langsam gelbes Diazomethangas,
das mit dem entweichenden Aether im Erlenmeyer aufgefangen wird, welcher die Fett-
siure-Aetherlosung enthilt. Es entwickelt sich anfinglich rege gasférmiger Stickstoff.
Allmdhlich wird die Losung zitronengelb und die Gasentwicklung lifit nach, was die
Beendigung der Reaktion bedeutet. Mit einem Rotationsverdampfer werden iiberschiis-
siges Diazomethan und Aether abdestilliert. Die Probe wird im Vakuum bei 50° C
2 Stunden belassen. Die Fettsiuremethylester werden in der so erhaltenen, reinen Form
gaschromatographisch bestimmt.

1 g Diaklin ergeben 0,3—0,35 g Diazomethan was einem ca. 50%oigen Ueberschufl des
beschriebenen Ansatzes entspricht.

Nach Kaufmann (7) entstehen bei dieser Arbeitsweise Verluste an niedrigen
Fettsiuren. Je nach Vakuum konnen sich beim Abdestillieren des Losungsmittels
wechselnde Mengen Methylester der kurzkettigen Fettsiuren verfliichtigen.

Bei eigenen Versuchen an unserem Testgemisch betrugen die Verluste an Capryl-
saure (Cg) bis zu 50 %. Auch fiir die Caprinsiure (Cyg) fanden wir zum Teil zu
niedrige Werte.
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Wihrend des Einleitens des Diazomethans in die Losung der Fettsiuren in
Aether beobachteten wir eine Triibung. Nach dem Abdestillieren des Losungs-
mittels hinterblieb eine zdhfliissige, trilbbe Losung, die sich nur schwierig ein-
spritzen lief. Vermutlich haben sich infolge von Nebenreaktionen, wie bei der
Methode von Woidich, storende Stoffe gebildet. Diese Methode, die sich fiir
Kakaobutter gut bewahrt hat, ist fiir Fette und Oele, die niedrige Fettsduren,
oder grofle Mengen mehrfach ungesittigter Fettsauren enthalten, weniger geeignet.

f) Umesterung nach Peisker im Einschlufirobr

Peisker (9) beschreibt eine Schnellmethode zur Umesterung von Oelen. Das
Oel wird mit einem Reaktionsgemisch, bestehend aus Methanol-Chloroform-
Schwefelsaure im Einschlufirohr wihrend 5 Minuten auf 170 °© C erhitzt. Nach
dem Neutralisieren der Schwefelsdure und Verdiinnen mit Pentan oder Petrol-
ather, kann die Losung direkt in den Gaschromatographen eingespritzt werden,

Wir benutzten die Methode in etwas modifizierter Form, wie sie von der 2.
Subkommission der Lebensmittelbuch-Kommission vorgeschlagen wurde. Der Un-
terschied gegeniiber der Originalvorschrift von Peisker besteht lediglich im Neutra-
lisieren. Peisker entfernt die Schwefelsiure durch metallisches Zink und Ausschiit-
teln mit Wasser. Nach der neuen Vorschrift wird mit Natriumbikarbonat neu-
tralisiert.

Arbeitsvorschrift

3 Tropfen Fett oder Oel und 0,75 ml Umesterungsgemisch bestehend aus 50 m! Chloro-
form p.a., 50 ml Methanol p. a. und 0,5 ml konz. Schwefelsaure werden moglichst ohne
Benetzung des oberen Teils der Wandung in ein dickwandiges, unten zugeschmolzenes Py-
rexrohr gefiillt. (Auflendurchmesser 10 mm, Wandstiarke 1,2—1,4 mm, Linge 200—250 mm).
Der untere Teil des Rohres wird gekiihlt (z.B. Trockeneis) wihrenddessen oben mittels einem
Sauerstoff-Leuchtgasgebliase zugeschmolzen wird. Nach dem Erkalten wird das Rohr in
ein Schutzrohr aus Stahl eingefiilhrt und im Oelbad wihrend 5 Minuten auf 175°C
erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das Rohr gedffnet, dann fiigt man 0,1 g Natrium-
bikarbonat und ca. 0,3—0,5 g wasserfreies Natriumsulfat zu, schiittelt und versetzt das
Gemisch mit 5 ml n-Pentan und mischt gut durch.

Nach dem Abdekantieren der iiberstehenden Losung kann diese direkt zur gaschro-
matographischen Bestimmung verwendet werden; bei Abwesenheit niederer Fettsduren
kann sie vor dem Einspritzen vorsichtig eingeengt werden.

Bei der Analyse unseres Testgemisches, bestehend aus Kokosfett, Kakaofett
und Leindl fanden wir fiir die mehrfach ungesittigten Fettsiuren (Linol- und
Linolensdure) um etwa 5—10 % zu niedrige Werte. Die Resultate der kurzketti-
gen gesittigten Fettsduren fielen dagegen zu hoch aus. Nach 4 verschiedenen
eigenen Umesterungsverfahren erhielten wir fiir das gleiche Test-Gemisch gut
tibereinstimmende Werte (siche Tabelle 4), die sich im Linol- und Linolensiure-
Gehalt wesentlich von den Werten nach Methode Peisker unterscheiden. Zur
Kontrolle, ob unser Testgemisch noch die gleiche Zusammensetzung wie bei den
fritheren Versuchen aufwies, haben wir eine Probe des Testgemisches noch ein-
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mal nach der Natrium-methylat-Methode umgeestert und die Methylester unmit-
telbar im Anschlufl an die Versuchsserie nach Peisker eingespritzt. Vorher wurde
der stark verschmutzte Glaseinsatz im Injektorblock ausgewechselt. Die erhaltenen
Werte decken sich mit den 3 Monate frither gefundenen Resultaten in Tabelle 4.
Die Methode Peisker gibt somit eindeutig zu niedrige Werte fiir Linol- und Lino-
lensiure, aber zu hohe Werte fiir die Laurinsiure.

Kaufmann (7) weist darauf hin, dafl Schwefelsdure als Katalysator bei der
Umesterung eine Verdnderung ungesittigter Substanzen, insbesondere von Polyen-

Tabelle 2

Umesterung nach Methode Peisker im Einschlufirobr

mit Methanol - Chloroform - Schwefelsiure

1. Versuch 2. Versuch 3. Versuch 4. Versuch Kontrolle
Feottsi Reaktionszeit | Reaktionszeit | Reaktionszeit | Reaktionszeit | Na-methylat-
sLalle 5 Minuten 5 Minuten 15 Minuten 30 Minuten Methode VSK

/g % /g /o /g

5 3,6 3,5 4,2 3,9 3,1

3,6 3.4 4,0 4,0 3.4

Gl 2,7 3,1 2,7 2,6 2,2

26 3,0 2,7 2,7 2

e 1727 18,8 17,7 18,0 16,2

17.9 18,0 18,3 171 15,8

G 5,9 6,4 5,8 6,1 6,0

6,1 5,9 6,1 6,0 59

&l 12,6 12,6 12,7 12,7 13,0

13,0 12,0 12,6 12,6 12,8

Cig 12,7 12,7 13,3 12(9 12,7

12,5 12,2 12,9 12,9 12,3

Cig:1 19,5 17,6 18,0 18,0 19,5

18,5 18,3 14,3 1746 19,0

Cig.2 7,1 7,0 7.0 7 7,9

7’0 6,7 7)0 8,1 7)9

2 18,1 18,2 18,5 18,8 20,8

18,8 19.5 19.2 18,7 21,0

Ca Spur Spur Spur Spur Spur
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Fettsiuren bewirken kann. Die von uns beobachteten zu niedrigen Werte fiir
Linol- und Linolensiure nach der Methode Peisker lassen auf derartige Neben-
reaktionen schlieflen.

Um zu priifen, ob bei der Methode Peisker die Reaktionszeit einen Einflufl auf
die Resultate hat, haben wir die Erhitzungszeit im Einschlufirohr von 5 auf 15
bzw. 30 Minuten erhoht. Von jedem Umesterungsversuch wurden 2 Chromato-
gramme aufgenommen. Wie aus den Ergebnissen der Tabelle 2 hervorgeht, ist
eine Erhitzungszeit zwischen 5 und 30 Minuten ohne Einflufl auf die Fettsduren-
verteilung.

Wir erhielten nach der Methode Peisker ziemlich stark schwankende Werte.
Nach 8 Analysen wurde der vorher tadellos gereinigte Glaseinsatz aus dem In-
jektorblock entfernt. Er war durch verkohlte organische Substanzen stark ge-
schwirzt. Bei dieser Umesterungs-Methode mit Schwefelsdure entstehen anschei-
nend Nebenprodukte (Sulfurierungsprodukte), die im Injektorblock zersetzt
werden und zu Storungen Anlafl geben. Die ziemlich groflen Streuungen sind
zweifellos auf die verkohlten Nebenprodukte im Injektorblock zuriickzufiihren.
Es besteht auch die Gefahr, daf} die Siule verschmutzt und vorzeitig unbrauch-
bar wird. Aus allen diesen Griinden ist die Methode Peisker fiir Serienuntersu-
chungen nicht zu empfehlen.

3. Ausarbeitung eigener verbesserter Umesterungsverfahren

Die von uns iiberpriiften Methylierungs- und Umesterungsverfahren besitzen
alle gewisse Mingel. Einige sind nicht auf beliebige Fettmischungen anwendbar,
weil Verluste an leichtfliichtigen Methylestern der niedrigen Fettsduren entstehen.
Bei anderen Methoden ergeben sich Stérungen infolge von Nebenreaktionen mit
mehrfach ungesittigten Fettsauren.

Wir suchten nach einem Veresterungsverfahren, das bei allen Fetten und
Oelen und beliebigen Fettgemischen, wie beispielsweise Margarinen, brauchbare
Resultate liefert. Um Verluste an leichtfliichtigen Estern zu vermeiden, mufl die
Veresterung in einem geschlossenen System erfolgen. Operationen, wie Ausschiit-
teln im Scheidetrichter oder Abdestillieren von Losungmitteln miissen unbedingt
vermieden werden. Am aussichtsreichsten erschien uns die Umesterung mit metha-
nolischer Salzsiure oder mit Natriummethylat-Losung in Methanol. Nach er-
folgter Umesterung miissen Salzsiure bzw. das Alkali mit einem festen Neutra-
lisator, oder durch Ionenaustauscher entfernt werden.

Zur Verbesserung der Umesterungs-Methoden haben wir zahlreiche systemati-
sche Versuche angestellt. Die Reaktionsmischungen wurden jeweils in einer kleinen
Schliffapparatur mit aufgesetztem Riickfluflkithler und Calciumchlorid-Rohr-
chen auf einem Aluminiumblock in leichtem Sieden erhalten. Nach beendeter Um-
esterung wurde gut abgekiihlt, der Riickflulkiihler entfernt, Neutralisator oder
Ionenaustauscher ins Kolbchen gegeben und dieses sofort wieder verschlossen.
Von der iiberstehenden Losung wurden 0,5—1 pl direkt in den Gaschromatogra-
phen eingespritzt.
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Die in unserer 1. Mitteilung (1) verdffentlichten Versuche ergaben, dafl auf
einer Lac-4-R-886-Sdule die Trennung der Methylester der hoheren Fettsiuren
(C19o—Csy4) sauber gelingt. Gesittigte, einfach und mehrfach ungesittigte Fett-
siuren werden fast zu 100 % voneinander getrennt. Bei den niederen Fettsduren,
wie Buttersiure und Capronsiaure ergaben sich unerwartete Schwierigkeiten. Die
Methylester dieser beiden Sauren lieflen sich auch unter verschiedensten appara-
tiven Bedingungen nicht geniigend scharf vom Ldsungsmittel abtrennen. Benzol
ist als Losungsmittel vollig ungeeignet, weil es den Buttersiure-methylester-Peak
verdeckt. Aber auch von Aceton oder Methanol lieflen sich die Methylester der
Buttersdure und Capronsdure nicht gentigend scharf abtrennen.

Wir haben daher Versuche mit den Propylestern angestellt. Diese sind schwerer
flichtig und lassen sich besser vom Losungsmittel, in diesem Fall von Propanol,
abtrennen. Aus dem gleichen Grund verwendeten bereits Anselm: und Mitarbei-
ter (10) zur Analyse von Butterfett die Aethylester der Fettsiuren, wahrend
Gander und Mitarbeiter (11) Versuche mit den Propylestern auf verschiedenen
Sdulen anstellten.

Durch Versuche sollte zunichst abgeklirt werden, ob fiir ein und dasselbe
Oelgemisch die gleichen Resultate fiir die Fettsaureverteilung erzielt werden,
wenn man mit den Methyl- oder mit den Propylestern arbeitet. Ferner wollten
wir die Vor- und Nachteile der gaschromatographischen Trennung der ver-
schiedenen Ester kennen lernen. Alle Versuche wurden mit dem gleichen Test-
gemisch durchgefiihrt, das wir bereits fiir die Methylierungs- und Umesterungs-
Versuche nach Methoden der Literatur benutzt hatten. Im Folgenden werden 4
Umesterungs-Verfahren, die sich alle bewahrt haben, kurz diskutiert.

a) Umesterung mit Methanol - Salzsidure - Benzol

Wir haben zunichst in dhnlicher Weise wie Woidich (6) mit wasserfreier me-
thanolischer Salzsiure bei Gegenwart von Benzol als Losungmittel umgeestert. Auf
ein Abdestillieren des Losungsmittels, das zu Verlusten an niedrigen Fettsiuren
fiihrt, wurde verzichtet.

Arbeitsvorschrift

0,5 g Oel, 3 ml Benzol und 2 ml wasserfreie methanolische Salzsiure 5 %0 werden
in einem Schliffkdlbchen mit Siedesteinchen wihrend 1 Stunde am Riickfluflkiihler mit
aufgesetztem Calciumchlorid-Rohr gekocht. Nach dem Abkiihlen auf Zimmertempera-
tur werden 0,5 g fester Neutralisator zugesetzt, das Kolbchen sofort verschlossen und
kriftig geschiittelt. (Zusammensetzung des Neutralisators: 2 Teile NaHCO,, 1 Teil
Na,COj, 2 Teile Na,SO, wasserfrei). Eine Probe der Esterlosung soll nach Zusatz von
wenig Wasser und eines Tropfens Methylorange neutral reagieren. Das Gemisch wird
scharf zentrifugiert und von der iiberstehenden klaren Losung direkt in den Gaschroma-
tographen eingespritzt.

Die Methode liefert gute Resultate. Durch das Benzol wird ein langsam aus-
laufender Losungsmittel-Peak verursacht, der den Methylester der Buttersiure,
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vollstindig, den Ester der Capron- und gelegentlich auch der Caprylsiure je
nach Sdulentemperatur mehr oder weniger verdeckt. Fiir Fette mit niedrigen
Fettsauren ist die Methode wenig geeignet.

b) Umesterung mit Propanol-Salzsinre

In analoger Weise haben wir durch Umesterung die Propylester hergestellt.
Da sowohl die Oele als auch die Propylester in Propanol 16slich sind, braucht
man kein weiteres Losungsmittel mehr hinzuzufiigen. Das Reaktionsgemisch,
bestehend aus Oel und Propanol-Salzsiure, wird wahrend etwa 1 Stunde am
Riickflulkiihler gekocht, dann abgekiihlt und die Salzsdure mit einem festen
Neutralisator entfernt.

Arbeitsvorschrift

0,5 g Oel, 5 ml wasserfreie propanolische Salzsiure werden wahrend 1 Stunde am Riick-
fluflkiihler mit aufgesetztem Calciumchlorid-Rohr gekocht, dann auf Zimmertemperatur
abgekiihlt und mit 0,5 g Neutralisator 2—3 Minuten kriftig geschiittelt. (Kontrolle einer
Probe mit Methylorange). Nach dem Neutralisieren wird zentrifugiert und die iiber-
stehende klare Losung in den Gaschromatographen eingespritzt.

In Analogie zur Vorschrift von Woidich (6) haben wir zunichst ein Propanol-
Salzsiure-Gemisch verwendet, das 5% Salzsiure enthielt. Beim Neutralisieren
entwickelt sich ziemlich viel Kohlensiure. Durch das entweichende Gas wird der
Glasstopfen leicht herausgedriickt und es besteht auflerdem die Gefahr, daff mit
der Kohlensdure auch leichtfliichtige Ester entweichen. Wir haben daher versucht,
mit niedrigerer Salzsiurekonzentration umzuestern. Auch die Einwaage an Oel,
sowie die Kochzeit haben wir variiert. Aus den Resultaten in Tabelle 3 geht her-
vor, dafl man die Reaktionsbedingungen innerhalb ziemlich weiter Grenzen va-
riieren darf, ohne daff das Resultat beeinfluflt wird. Die Salzsiure-Konzentration
darf sich zwischen 0,5 und 5 °o bewegen. Eine Kochzeit von 30 Minuten hat bei
unserem Fettgemisch geniigt. Auch nach 60 oder 120 Minuten erhielten wir prak-
tisch die gleichen Resultate. Bei einem Versuch mit nur 10 Minuten Kochzeit er-
gaben sich unrichtige Werte, da das Fett anscheinend noch nicht vollstindig um-
geestert war.

¢) Umesterung mit Methanol-Natriummethylat; Dowex

Nach Kaunfmann und Mankel (5) lassen sich Triglyceride in wasserfreiem Me-
thanol bei Gegenwart von Natriummethylat glatt zu den Methylestern umestern.
Die von den Autoren angewandte Methode zur Entfernung des Natriummethylates
durch Zersetzung mit Natriumbisulfat-Losung und Ausschiitteln im Scheide-
trichter hat wenig befriedigt, da sie zu Verlusten an niedrigen Fettsiuren fiihrt.
Durch einen kleinen Kunstgriff konnten wir die Methode wesentlich verein-
fachen. Nach der Umesterung werden die Natriumionen durch einen sauren
Ionenaustauscher entfernt. Da alle Operationen im geschlossenen Kolbchen er-
folgen, sind Verluste infolge Verdunstung niedrig siedender Ester ausgeschlossen.
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Tabelle 3
Variieren der Versuchsbedingungen bei der Umesterung eines Testgemisches
mit Propanol-Salzsinre

HCI-Konz. variiert

Kochzeit variiert

Einwaage variiert

Fettsiure (1 Std. Kochzeit) (1% HCI) (1 oﬁggzlgt)sm_
Her | ma | mG | st | s | ozsw | GRECCH GECH
Cg Spur 0,2 0,1 0,2 0,2 0,2 Spur Spur
0,1 0,2 0,2 0,1
0,1
Cg 3,6 3,5 3,4 3,6 3,4 3,6 3,8 3.9
3,2 3,4 3,7 3,5 3,8 3,7
3,3
Cio 2,4 73 23 2,4 2,4 2,4 2,4 2,4
23 2,4 2.5 2,2 255 2,4
2.3
Ciz 169 | 170 | 168 | 168 | 171 169 | 16,6 | 16,8
16,2 16,8 16,2 17,0 16,9 17,0
17,0
iy 6,3 6,0 6,0 6,1 6,0 6,0 5,9 6,1
6,1 6,1 6,1 6,0 6,1 6,2
6,1
Cig 13,2 12,8 12,6 12,9 1255 12,8 12,9 12,8
13:1 12,9 12,8 13,0 12,8 12,8
13,0
Cig 12,2 11,8 155 11,8 12,0 11,4 13,2 12,2
12,7 BN RNC T T e IR
11.2
Cig:1 178 18,1 18,6 18,0 18,1 18,1 18,1 18,1
18,2 18,3 17,8 18,1 18,4 17,9
18,4
Ciah 7,5 27 7,8 7,6 7,7 7.7 7,3 7,8
7.8 77 7.6 7.6 7.6 7.4
- 7,8
o 202 | 208 | 208 | 207 | 208 | 207 | 199 | 200
20,3 21,1 20,7 2007 20,4 19,6
20,9
Cap Spur Spur Spur Spur Spur Spur Spur Spur

249



06¢

Tabelle 4  Eigene Umesterungsmethoden. Fettsdureverteilung in einem Testgemisch (Siebe S. 237
g g g g
Methylester Propylester Methylester Propylester Mittel-
Umesterung mit Umesterung mit Umesterung mit Umesterung mit wert aus Standard-
Methanol-HC1 1% ; | Propanol-HC1 1% ; Methanol-Na- Propanol, Na- 17 Ana- abweichung
S Neutralisator Neutralisator methylat ; Dowex propylat ; Dowex lysen
1. 2 1. 2. T 2. 3. 1. 2.
Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch | Versuch X s s rel.
0/o /o /o U /o /o /o /g %0
Cg — — Spur Spur — —_ - 0,2 Spur — — -
= — Spur Spur — — — 0,2
Cg 3.2 3.2 3.5 3,8 3 3.5 321 3.4 3.5 3.3 e 0,21 6 %
3,1 A 3,4 37 3.2 3.1 35 3,2
Cio 2.3 2'3 2,4 2.4 2.3 2:3 2,2 2,4 2,4 2.3 + 0,08 | 2,5%
2.3 2.4 2.2 2.4 2.3 2.2 2.2 2.3
Cis 167 | 165 | 167 | 166 | 164 | 162 | 162 | 17,1 | 161 | 165 | £0,39| 2,4%
16,5 16,9 16,2 170 16,3 15,8 17,0 15,9
C14 6,0 6,0 6,0 5.9 5,8 6,4 6,0 6,0 6,0 6,0 + 0,15 | 2,5%
6,0 6,2 59 6,2 5.9 5.9 6,0 6,1
o 127 | 127 | 127 | 129 | 126 | 128 | 13,0 | 125 | 13,0 | 128 | £0,18| 1,4%
12,8 12,8 12,6 12,8 12,9 12,8 13,0 125
Cis 127 12,6 12.5 13,2 12.7 12,4 12,7 12,0 12,1 12.5 + 0,37 | 3,0%
12,9 12,8 12,6 13,0 12.6 12,3 11,7 12,4
G 185 | 185 | 183 | 181 | 186 | 183 | 195 | 181 | 188 | 185 | £ 042| 2,3%
18,9 | 184 | 187 | 17,9 185 | 19,0 | 181 | 19,1
Cig o 7,6 7,5 7,6 7,3 7,6 7.8 7.9 27 7.7 76 | £ 0,16 | 2,1%
774 D 7,8 7,4 Z,7 759 7,6 7,7
ik 202 | 203 | 205 | 199 | 202 | 204 | 208 | 208 | 207 | 20,4 | £0,39| 1,9%
19.9 20,1 20,5 19,6 20,8 21,0 20,7 20,6
Cy Spur Spur Spur Spur 0,4 Spur Spur Spur Spur
Spur Spur Spur Spur Spur Spur Spur




Arbeitsvorschrift

0,5 g Fett oder Qel werden in einem Schliffkélbchen mit 4,5 ml Methanol puriss.
und 0,5 ml 1%iger Natriummethylat-Losung (hergestellt durch Aufldsen von 1 g metal-
lischem Natrium in 100 ml Methanol unter Kiihlung mit Eiswasser) versetzt und wihrend
1 Stunde am Riickfluffkiihler unter Ausschlufl von Feuchtigkeit gekocht. Bei Kakao-
butter, Raps- und Erdnuf3sl, sowie bei andern Oelen und Fetten, die viel feste Fett-
siuren oder Fettsiuren mit iiber 20 C-Atomen enthalten, empfiehlt sich ein Zusatz
von Benzol, weil sonst die Gefahr besteht, dafl beim Abkiihlen schwerldsliche Ester aus-
kristallisieren.

In diesem Fall werden 0,5 g Oel mit 3,5 ml Methanol, 1 ml Benzol und 0,5 ml
Natrium-methylat-Losung 1 Stunde gekocht.

Nach dem Abkiihlen auf Zimmertemperatur wird ca. 1 g mit Methanol ausgewasche-
ner Ionenaustauscher Dowex* zugegeben und das Koélbchen sofort verschlossen. Nun
wird wahrend 1 Minute geschiittelt. Eine Probe der iiberstchenden Lésung soll nach
dem Verdiinnen mit Wasser auf Phenolphthalein neutral reagieren. Andernfalls mufl noch
linger geschiittelt werden. Die iiberstehende Losung wird in den Gaschromatographen
eingespritzt.

d) Umesterung mit Propanol-Natriumpropylat; Dowex

In analoger Weise wie unter c) beschrieben, haben wir durch Umesterung der
Triglyceride mit n-Propanol und Natriumpropylat als Katalysator die Pro-
pylester hergestellt. Die Propylester der von uns untersuchten Fette und Oele
sind in Propanol gut 16slich. Ein Zusatz von Benzol eriibrigt sich.

Arbeitsvorschrift

0,5 g Fett oder Oel werden mit 4,5 ml n-Propanol puriss. wasserfrei und 0,5 ml
Natriumpropylat-Losung (hergestellt durch Losen von 1 g metallischem Natrium in
100 ml Propanol) versetzt und wihrend 1 Stunde am Riickflufl unter Ausschluff von
Feuchtigkeit gekocht. Man kiihlt ab und entfernt die Natrium-Ionen mit ca. 1 g Dowex,
das mit n-Propanol ausgewaschen wurde, indem man wihrend 2—3 Minuten schiittelt.
Die neutrale tiberstehende Losung wird in den Gaschromatographen eingespritzt.

4. Ueberpriifung der eigenen Umesterungsmethoden

Wir haben nun die vier von uns neu ausgearbeiteten Umesterungsvertahren
an dem bereits mehrfach erwihnten Testgemisch aus Kokosfett, Kakaobutter und
Leinol ausprobiert. Nach jeder Vorschrift wurden vollig unabhingig voneinander
2 Ansitze umgeestert. Von jeder der erhaltenen Ester-Losungen haben wir
2 Proben in den Gaschromatographen eingespritzt und die erhaltenen Chromato-
gramme von Hand nach der Methode «Hohe mal Retentionszeit» ausgewertet.

* Tonenaustauscher Dowex 50 W X 8 20/50 mesh Ionenform H, erhiltlich bei der Fa.
Fluka AG, Buchs. Vor Gebrauch werden 20 g Dowex in eine Sdule gegeben mit 100 ml
wasserfreiem Methanol iiberschichtet, worauf man das Methanol langsam durchflieflen

lifle.
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Dabei wurden keine Korrektur-Faktoren benutzt. In der Tabelle 3 sind die Re-
sultate der nach 4 verschiedenen Methoden umgeesterten Proben des gleichen
Testgemisches zusammengestellt. Simtliche Werte sind gut reproduzierbar. Es ist
gleichgiiltig, ob man die Methyl- oder die Propylester chromatographiert. Beide
Estergemische werden auf der von uns benutzten Sdule (Lac-4-R-886) gut ge-
trennt und liefern die gleichen Resultate.

Bei Fetten und Oelen, die nur hohere Fettsauren (ab Cy4 oder Cy4) enthalten,
sind die Methylester glinstiger. Die Trennung ist nach kiirzerer Zeit beendet. Bei
170 ° C isotherm erscheint die Linolsaure nach 1 Stunde. Bei Fetten mit nie-
drigen Fettsiuren erwies sich die Herstellung der Propylester als vorteilhafter,
weil sie weniger fliichtig sind als die Methylester. Nach Kaufmann und Mankel (5)
sollen bereits beim mehrmaligen Oeffnen der Flasche mit dem Estergemisch Ver-
luste an Buttersaure-methylester entstehen. Bei mehreren hintereinander folgen-
den Einspritzungen nimmt der Gehalt an Buttersdure stindig ab.

Infolge der lingeren Retentionszeiten der Propylester werden die niederen
Fettsiuren auch besser getrennt. Capronsdure laflt sich bei 160 ° C isotherm an-
nihernd quantitativ bestimmen, Buttersiure kann im temperaturprogrammierten
Gaschromatogramm als Propylester mit Sicherheit nachgewiesen werden. (Nach-
weisbarkeitsgrenze 0,2—0,4 %o Buttersiure.)

a) Vergleich der Resultate der Methyl- und Propylester

Wir haben von Kokosfett, Kakaobutter und Leindl, sowie von einer Mischung
obiger Komponenten die Methyl- und Propylester nach den Alkoholat-Methoden
hergestellt und gaschromatographiert. In der Tabelle 5 sind die nach den beiden
Methoden erhaltenen Resultate zusammengestellt. Sie stimmen fiir die Einzelkom-
ponenten fast durchwegs gut iiberein. Im Testgemisch, bestehend aus gleichen
Teilen der 3 Komponenten, fanden wir nach der Methylester- und der Propyl-
ester-Methode praktisch die gleichen Werte. Dieselben stimmen mit den aus den
Resultaten die Einzelkomponente theoretisch berechneten Gehalten der Mischung
tiberein.

b) Vorteil der Propylester zum Nachweis der Buttersinre

Um abzukliren, ob eine Fettmischung, etwa das aus einem Gebick oder einem
anderen Lebensmittel isolierte Fett, Butterfett enthilt oder nicht, geniigt es,
die Buttersiure nachzuweisen. Alle iibrigen Speisefette enthalten keine Butter-
siure. Diese Priifung sollte nach Moglichkeit im gleichen Arbeitsgang mit der
gaschromatographischen Fettsiurenverteilung durchgefiihrt werden konnen. Fette,
die keine niederen Fettsiuren, etwa Cg bis Cy2 enthalten, sind von vorn herein frei
von Butterfett und brauchen nicht weiter gepriift zu werden. Fette mit niederen
Fettsiuren dagegen, kénnen neben Kokosfett und Palmkernfett auch Butterfett
enthalten.

Zum sicheren Nachweis von Milchfett muf} der Peak des Buttersidurcesters ge-
niigend scharf vom Losungsmittel-Peak getrennt werden. Dazu sind die Propyl-
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Tabelle 5 Vergleich der Resultate der Methyl- und Propylester
(Alkoholat-Methode)

Mischung aus Kokosfett,
Kokosfett Kakaobutter Leinol Kakaobutter und Leinél
i A
Fettsdure
Methyl-| Propyl-| Methyl- | Propyl- | Methyl-| Propyl- | Methyl-| Propyl- Sollwert
ester ester ester ester ester ester ester ester berechnet aus
/o /s /o %0 0/n 0/y %o /o Mittelwerten
Cg Spur 0,7 — - - - — | Spur 0,1
Cg 8,9 9.5 s — —_— — 3.8 1< 33 3.1
3,8 5,2
Cip Gl ge | e | = | = s 21 | 2,4 2,2
2.2 2.3
C12 44,2 45,4 0,05 0,03 e — 14,9 16,1 15,0
0,05 0,05 £5,1 15,9
Cia 184 [179.|. 609 @1 [i— | — 59 | 6,1 6,1
0,10 05! 5.9 6,0
Cii gk g St 27 47 | 427129 | 13,0 13,5
25.3 26,0 13,0 129
Cig 30 | 2,6 | 32,1 |309 3.5 3,2 | 13,1 | 12,1 127
32,7 31,6 13:1 12,4
Cig 11 77 | 71 1367 37,2 | 13,0 | 12,7 | 184 | 18,8 19,1
37,1 | 37,5 18,3 | 19,1
Cig.2 158 1" 15 | 38 |"B39| 479 | 13 TR0 | 77 7,9
3.9 4,0 1o st
Edin e R = S e W 05 T 0.0l . o 0 20,5
20,8 20,6
Cqp — — 0,8 0,8 — — | Spur | Spur 0,3
0,8 0,9

ester wesentlich glinstiger als die Methylester. Auf der von uns beniitzten
Lac-4-R-886-Siule lief sich der Buttersiure-methylester zu wenig scharf vom
Losungsmittel abtrennen. Auch mit den Aethylestern erhielten wir unbefriedi-
gende Resultate, weil das im Handel erhiltliche Aethanol meistens zahlreiche
Verunreinigung enthilt, die stérende Peaks verursachen. Um sowohl die niederen
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als auch die hoheren Fettsiuren als Propylester sauber auf dem gleichen Chro-
matogramm darzustellen, mufl mit einem Temperatur-Programm gearbeitet wer-
den. Die nachstehenden Gaschromatogramme sind mit folgendem Temperatur-
programm aufgenommen worden: 5 Minuten isotherm bei 90 © C, anschlieffend mit
einer Aufheizrate von 4 ° C pro Minute bis 170 ° C, dann wieder isotherm. Die
Figuren 1—3 zeigen temperaturprogrammierte Gaschromatogramme der Propyl-
ester, die Figur 4 zeigt zum Vergleich ein analoges Gaschromatogramm der
Methylester von reinem Butterfett. Man erkennt, dafl sich der Propylester der
Buttersiure bedeutend besser vom Losungsmittel-Peak abtrennen liflt als der
Methylester.
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Figur 1. Kokosfett (Propylester) Figur 2. 91 %y Kokosfett + 9 9/y Butterfett
(Propylester)
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Min. 40 30 20 10 Min. 40 30

Figur 3. Butterfett (Propylester) Figur 4. Butterfett (Methylester)

Temperatur-Programm fiir die Gaschromatogramme in Figur 1—4
5 Minuten isotherm bei 90 © C, dann Anstiegsrate von 4 ©/min. bis 170 © C, dann wieder isotherm
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In Figur 1 ist ein Gaschromatogramm eines Kokosfettes (Propylester) dar-
gestellt. Von Cg bis Cyg sind alle gesidttigten Fettsauren vorhanden. Buttersdure
fehlt oder ist héchstens als Spur angedeutet.

Figur 2 zeigt das Gaschromatogramm einer Mischung bestehend aus 91 %o Ko-
kosfett und 9 °o Butterfett. Der Buttersiure-Peak ist als Aufsetzer eben noch er-
kennbar. Fiir eine quantitative Bestimmung der Buttersiure ist dieses Chromato-
gramm ungeeignet. Butterfett-Gehalte bis hinunter auf 10 %o lassen sich aber nach
dieser Methode einwandfrei qualitativ nachweisen. Die Peaks aller anderen Fett-
sdauren sind scharf getrennt und fiir eine quantitative Auswertung geeignet. Ver-
nachldssigt man bei der Berechnung der Fettsiuren-Verteilung die Buttersdure,
so entsteht nur ein unbedeutender Fehler. Nach Literaturangaben enthilt Butter-
fett 3—4,5 % Buttersiure. In obiger Mischung sind somit ca. 0,4 %o Buttersdure
vorhanden, eine Menge die auf die Verteilung der iibrigen Fettsiuren keinen nen-
nenswerten Einfluf} hat.

In Figur 3 ist das analoge Gaschromatogramm von Butterfett (Propylester)
dargestellt. Der Buttersaure-Peak ist hier deutlich ausgebildet. Mit Hilfe eines
Integrators kann die Buttersiure quantitativ bestimmt werden. Bei entsprechen-
dem Papiervorschub gelingt eine annihernde Berechnung der Buttersiure auch
nach dem Handauswertungsverfahren h - by,

Aus diesen Versuchen folgt, daff fiir quantitative Bestimmungen der niederen
Fettsduren auf Lac-4-R-886-Siule die Methylester ungeeignet sind. Die Propyl-
ester dagegen lassen sich besser vom Losungsmittel abtrennen.

In isothermen Gaschromatogrammen erhilt man ab Cg genaue Resultate. Fiir
Buttersdure und Capronsdure erhidlt man Naherungswerte. Legt man Wert auf eine
exakte Bestimmung der Buttersiure und Capronsdure, so arbeitet man zweck-
mifliger mit den freien Fettsauren. Ueber derartige Trennungen soll in einem ande-
ren Zusammenhang berichtet werden.

c¢) Veresterung von freien Fettsiuren

Speisefette und Oele enthalten normalerweise die Fettsiuren zum grofiten Teil
in veresterter Form als Triglyceride. Gewisse Rohdle, z.B. Olivendle konnen
jedoch merkliche Mengen freie Fettsauren enthalten. Es mufite noch abgeklirt
werden, ob bei unseren Umesterungsverfahren freie Fettsduren ebenfalls in die
Methyl- bzw. die Propylester iibergefiihrt werden.

Zu Olivend! haben wir bekannte Mengen (10 %) reiner Stearinsdure zugesetzt.
Dieses Gemisch wurde einmal nach der Methanol-Salzsiure-Methode, ein ander-
mal nach der Methanol-Natriummethylat-Methode umgeestert, und hierauf die
Methylester eingespritzt. Aus den Chromatogrammen geht klar hervor, dafl nach
der Alkoholat-Methode die freien Fettsiuren nicht verestert werden. Sie bleiben
als Na-Seifen unverindert in der Losung. Durch alkoholische Salzsiure dagegen
werden auch die freien Fettsiuren verestert und somit gaschromatographisch er-

faflt,
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Die Chromatogramme (Figur 5—7) wurden isotherm bei 170 © C aufgenommen

Figur 5 zeigt das Gaschromatogramm der Methylester von Olivendl nach der
Umesterung mit Salzsiure-Methanol. Die Umesterung mit Methanol-Natrium-
methylat gab {ibrigens genau die gleichen Resultate. Der Peak des Sterinsiure-
methylesters (schraffierte Fliche) ist relativ klein. Figur 6 zeigt das Gaschromato-
gramm einer Mischung von 450 mg Olivendl und 50 mg Stearinsiure nach der
Umesterung mit Natriummethylat. Das Chromatogramm ist identisch mit dem-
jenigen des reinen Olivendls in Figur 5. Der Stearinsiure-methylester-Peak wurde
nicht erhoht, freie Stearinsiure wird durch Natriummethylat-Methanol nicht
verestert.

In Figur 7 ist das Gaschromatogramm einer gleichen Mischung von Olivendl
und Stearinsiure nach der Umesterung mit methanolischer Salzsiure wiedergege-
ben. Der Stearinsdure-methylester-Peak erscheint stark erhoht, da die zugesetzte
freie Stearinsaure ebenfalls methyliert wurde.

Aus den Chromatogrammen lieflen sich folgende Werte fiir Stearinsiure be-
rechnen:

a) Olivenol ohne Zusatz nach Natriummethylat-Methode = 2,74 "%
b) Olivenol ohne Zusatz nach Methanol-Salzsiure-Methode = 12,83 %
¢) Olivendl + 10 % Stearinsdure nach Natriummethylat-Methode = 2,83 %

d) Olivendl + 106 Stearinsdure nach Methanol-Salzsiure-Methode = 12,76 %

Unter der Voraussetzung, dafl Olivendl 95 %o Fettsiuren enthilt, berechnet sich
der theoretische Stearinsiure-Gehalt in Versuch d) zu 13,0 %, was gut mit dem
gaschromatographisch gefundenen Wert {ibereinstimmt.
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Aus diesen Versuchen folgt, daff man bei raffinierten Speisedlen und Fetten,
die nur Spuren von freien Fettsiuren enthalten, nach der Alkoholat-Methode
umestern darf. Bei Rohdlen dagegen mufl unbedingt die Salzsiure-Methode be-
nutzt werden, weil man sonst die freien Fettsiuren nicht erfaflt.

Zusammenfassung

1. Verschiedene Methylierungs- und Umesterungs-Verfahren zur Herstellung der Methyl-
ester aus Fetten und Oelen wurden iiberpriift. Es wird auf Fehlermoglichkeiten hin-
gewiesen, wie: Verluste an niederen Fettsdure-estern durch Verdampfung, Neben-
reaktionen beim Methylieren mit Diazomethan, oder beim Umestern mit Schwefelsaure
als Katalysator.

2. 4 eigene Umesterungsverfahren, welche im geschlossenen System und ohne Verluste
arbeiten, werden beschrieben. Fiir Fette mit niederen Fettsiuren, wie Kokosfett, sind
die Propylester giinstiger. Fiir Speisedle beniitzt man zweckmifliger die Methylester.
Als Katalysator fiir die Umesterung dient entweder Alkoholat oder wasserfreie, alko-
holische Salzsiure. Siure oder Alkali werden durch einen festen Neutralisator oder
mit Ionenaustauschern aus der Losung entfernt. Die Brauchbarkeit unserer modifizierten
Vorschriften wird durch zahlreiche Analysen belegt.

Résumé

1. Examen pratique et critique de divers procédés d’estérification pour la préparation
d’esters méthyliques obtenus 2 partir des graisses et des huiles. Diverses causes d’erreur
sont relevées, telles que pertes en esters d’acides gras de faible poids moléculaire au
cours de I’évaporation et réactions secondaires lors de la méthylation par le dia-
zométhane ou lors de Pestérification en présence d’acide sulfurique comme catalyseur.

2. Quatre procédés d’estérification, en systéme clos et sans perte, sont décrits. Pour les
graisses contenant des acides gras de faible poids moléculaire, comme par exemple la
graisse de coco, les esters propyliques sont plus favorables. Pour les huiles comestibles
il est préférable d’utiliser les esters méthyliques. Comme catalyseur d’estérification on
utilise I’alcoolat ou du gaz chlorhydrique en solution alcoolique anhydre. La solution
est ensuite débarrassée de ’acide ou de ’alcali par traitement avec un échangeur d’ions.
De nombreuses analyses démontrent que les modes opératoires modifiés donnent des
résultats satisfaisants.

Summary

L. Practical and critical examination of various procedures for the esterification of fatty
acids (fats and oils). Various possibilities of error are pointed out.

2. Description of 4 procedures of esterification in closed vessel and without loss. For
fats containing fatty acids of low molecular weight it is recommendet to prepare the
propyl esters; for alimentary oils, the methyl esters are preferable. Good results have
been obtained with these procedures.
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Der Polyphosphatgehalt von Blutplasma und von
damit hergestellten Brihwiirsten

O. Wyler

Laboratorium des Eidg. Veteriniramtes, Bern

In der Schweiz und auch in der benachbarten Bundesrepublik Deutschland

ist die Verwendung von kondensierten Phosphaten, sog. Polyphosphaten, als
Hilfsstoffe fiir die Fabrikation von Fleischwaren nicht zugelassen. Es bestehen
verschiedene Griinde dafiir: einmal besitzen die meisten Polyphosphate die Fi-
higkeit, Fett zu emulgieren und damit dieses der Sicht des Verbrauchers zu ent-
ziehen. Dann vermogen sie die Muskelfaser aufzuquellen und damit ein fiir das
Auge glatteres, «schoneres» Brit hervorzurufen, als dies der Natur und Beschaf-
fenheit entsprechen wiirde. Erscheinungen also, welche Anlaff zur Tduschung der
Konsumenten geben kdnnen und auch dem unlauteren Wettbewerb dienen.
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