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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 73, 35—43 (1982)

R. Battaglia und J. Mitiska, Kantonales Laboratorium, Ziirich (Direktor: Dr. E.
Romann)

Enzymatische Bestimmung von mehrfach ungesittigten
Fettsdauren in Lebensmitteln

Enzymatic Determination of Polyunsaturated Fatty Acids in Foods

Einfithrung

Bereits seit geraumer Zeit ist bekannt, daff das Enzym Lipoxigenase
(E.C.1.13.1.13 bzw. E.C.1.13.11.12) die Oxidation von mehrfach ungesittigten Fett-
sauren (PUFA) katalysiert. Das Enzym kommt hauptsichlich in Leguminosen
vor und ist in gereinigter Form im Handel erhiltlich (Fluka, Koch-Light usw.).

Die Stereochemie der lipogenasekatalysierten Umsetzung von Linolsdure mit
Luftsauerstoff wurde eingehend studiert und entspricht dem in Abbildung 1 an-
gegebenen Verlauf (1, 2). Dariiber hinaus wurde bewiesen, dal das Enzym eine
duflerst hohe Substrat-Spezifitit aufweist (1): Lipoxigenase katalysiert ausschlief3-
lich die Oxidation von Fettsduren, welche in w6- und w9-Stellung cis-Doppelbin-
dungen enthalten.

COOH
Abb. 1. Stereochemie der lipoxigenasekatalysierten Oxidation von Linolsiure nach (1)

Das erste Reaktionsprodukt einer PUFA ist dabei immer ein konjugiertes
Dien-hydroperoxid, welches bei 234 nm ein Absorptionsmaximum aufweist. Es
erstaunt somit nicht, daf diese Eigenschaft schon frith dazu fiihrte, die Reaktion
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zur quantitativen Bestimmung von PUFA in Fetten einzusetzen. Eine erste
brauchbare Vorschrift wurde bereits 1959 von J. Mac Gee (3) veroffentlicht. Prak-
tisch simtliche in der Folge publizierten Arbeiten analytischer Art stiitzen sich
auf die Experimente Mac Gees, wobei die jeweiligen methodischen Modifikatio-
nen zum Teil sehr geringfligig waren. Demgegeniiber wurden von den verschie-
denen Autoren oft betrichtlich unterschiedliche e-Werte des Reaktionsproduktes
gemessen (3, 4, 5). Wohl aufgrund dieser Differenzen, welche aus Tabelle 1 er-
sichtlich sind, basieren die von der [IUPAC und AOAC vorgeschlagenen Metho-
den (6, 7) auf Eichkurven.

Tabelle 1. Zusammenstellung der in der zitierten Literatur gefundenen Extink-
tionswerte. LHPO = Linolsaurehydroperoxid
UV-Absorption von LHPO

y max: 234 nm

e-Wert Quelle*

21700 J. Mac Gee, 1959 (Linolsaure)

24 500 H. J. Dutton, 1961 (isolierte Me-ester)
25000 A. ]. Sheppard, 1977 (Trilinolein)

255251485 (n = 6) Diese Arbeit (Linolsiure-Standard 98,7 & 0,4%,
durch on-column-gc*** bestimmt)

[UPAC und AOAC-Methoden: Kein festes e, Bezug auf Eichkurve mit Trilionolein
verlangt.
“* = Glaskapillar-Gaschromatographie

PUFA in reinen Olen und Fetten

Aufgrund der Tatsache, dafy bei der Hydrierung von Fetten komplexe Gemi-
sche entstehen, welche bis heute mit Hilfe der Gaschromatographie an gepackten
Saulen schlecht und auch an Kapillarsiulen nur unvollstindig getrennt werden
konnen, mufl damit gerechnet werden, daf§ Angaben tiber den Linolsiuregehalt
bestimmter Fette zu hoch liegen. Das Gaschromatogramm (Abb. 2) eines teilwei-
se hydrierten Sojadles zeigt deutlich, daf Linolsiuremethylester von entspre-
chenden Cl18:2-Positions- und trans-Isomeren begleitet ist.

Diese, bereits unvollstindige Trennung a8t sich an gepackten Siulen kaum
erreichen (Abb. 3), so daf eine exakte Bestimmung von Linolsdure nicht moglich
ist. Dies wird auch durch die Daten in Tabelle 2 belegt: Je hher der Anteil an hy-
drierten Fetten in der Probe ist, desto grofler wird die Diskrepanz zwischen den
chromatographischen und den enzymatischen Analysenergebnissen. Es ist somit
durchaus zu rechtfertigen, eine gaschromatographische Linolsaurebestimmung in
komplex zusammengesetzten Fetten gelegentlich durch eine enzymatische Be-
stimmung zu iiberpriifen!
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Abb. 2. Gaschromatogramm der Fettsauremethylester eines hydrierten Sojafettes
40 m FFAP, Kapillarsidule 0,3 mm i.d., 2 ml H,/min, 160 °C isotherm.

1 =Cl6:0 2 =(Cl18:0 3 =Cl18:1 4 =Cl18:2

Tabelle 2. PUFA 1in «reinen» Fetten

Produkt GC PUFA A
C18:2+ Cl18:3 enz. rel. %

Speisedl 35,7 36,1 o g 13
Maiskeimol 58,8 573 =246
Margarine 1 ¥75 354 o 16
Margarine 2 22,6 18,7 a1
Frittierfett 44.1 T =415.6
Sojafett 1%.7 13,8 =220
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Abb. 3. Gaschromatogramm desselben Gemisches wie in Abbildung 2
3m DEGS 10% i.d., 2 mm, 1,8 atm He, 180 °C isotherm.

1 =C16:0 2 =C18:0 3 =181 4 =(C18:2

PUFA in Lebensmitteln

Sowohl in der amtlichen Lebensmittelkontrolle als auch in der Produkten-
kontrolle der Lebensmittelindustrie werden oftmals anstelle von aufwendigen
Vollanalysen gezielte Bestimmungen von reprisentativen Einzelparametern
durchgefiihrt. Die Kontrolle des Gehaltes an essentiellen Fettsiuren ist dabei
zweifellos von wesentlicher Bedeutung.

Konventionellerweise wird dazu aus den zu analysierenden Lebensmitteln
das Fett — tiblicherweise nach einem Saureaufschluff — extrahiert, mit Methylat
umgeestert, und die Fettsiuremethylester werden darauf gaschromatographisch
analysiert. Dabei trifft man oft auf die oben bereits dargelegten, jedoch oft nicht
erkannten Schwierigkeiten: Durch das Vorliegen von cis/trans- und Positions-
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[someren der Linolsidure wird das Analysenresultat verfilscht. Die hier vorgestell-
te Methode erlaubt es, mit Hilfe von Lipoxidase PUFA in komplex zusammen-
gesetzten Lebensmitteln zu bestimmen. Dabei wird, im Gegensatz zur konven-
tionellen gaschromatographischen Methode, die Fettextraktion tiberfliissig. Die
Probe wird unter Ausschluff von Licht und Sauerstoff alkalisch hydrolisiert. An-
schlieBend wird das Reaktionsgemisch mit Puffer verdiinnt. Die resultierende Lo6-
sung wird direkt zur enzymatischen Bestimmung eingesetzt.

Resultate

Reproduzierbarkei, Wiederfindungsrate

Anhand eines Kinderniahrmittels (Instant Zwiebackbrei mit Milch, Trocken-
produkt in Pulverform) wurde die Reproduzierbarkeit der Methoden gepriift:

PUFA-Gehalt enzymatisch x= 1,367%
s = 0,052
VK = 3,82 %
n =10

~ Die Wiederfindungsrate wurde mit Hilfe verschiedener Proben ermittelt.
Uber alle Resultate (siehe Tabelle 3) gemittelt, ergibt sich eine Wiederfindung
von 100,9 £ 1,07%.

Tabelle 3. Wiederfindungsraten

PUFA
Probe +Cl18:2 theor. PUFA Ausbeute
Probe % % % % %

[talian Dressing 14,15 1,56 15,71 15,71 100,0

14,15 157 15,72 16,08 102,3
Brotaufstrich 13,24 55,6 68,7 69,31 99.9
Instant Zwiebackbrei 1,36 1,06 2,42 2,46 101,7
mit Milch 1,36 0,77 213 2,14 100,5

x 100,9 $:1:,07

Vergleichbarkeit mit konventioneller Methode

Eine Reihe von Lebensmitteln wurde sowohl enzymatisch als auch konven-
tionell (d. h. wo n6tig Saureaufschluff nach Schweiz. Lebensmittelbuch, Kapitel
22, Fettextraktion, Umesterung und GC) analysiert. Um auch iiber die Richtig-
keit der Methode gleichzeitig ein Bild zu erhalten, wurden fiir diesen Test Le-
bensmittel eingesetzt, welche keine oder nur verschwindende Anteile an hydrier-
ten Fetten enthielten. Somit bestand eine gewisse Gewihr fiir der Wahrheit nahe-

2%
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kommende gaschromatographische Resultate. Die Tabelle 4 zeigt, dafl die Ver-
gleichbarkeit der beiden Methoden recht akzeptabel ist. Somit erweist sich die
hier beschriebene PUFA-Bestimmung als einfache und rationelle Alternativ-
methode gegeniiber den herkémmlichen Verfahren.

Tabelle 4. PUFA-Bestimmungen in diversen Lebensmitteln

GC Enzymatisch
Lebensmittel Cl8:2 ;’Z C18:3 P[g/fA
[talian Dressing 14,6 14,1 *£0,6
French Dressing 13,8 13,5:./4.0,2
Vollkornbiscuits 0,86 0,95 40,03
Biscuits mit Sesam 3,80 3,75+ 0,04
Knickebrot mit Sesam 3,01 2.5 £0,03
Instant Friichtebrei mit Milch 1,23 1,00 £+ 0,04
Instant Gemiisebretr mit Milch 1,48 1,20 = 0,04
Instant Zwiebackbrei mit Milch 1.77 1,36 £0,05
Instant Milchschoppen 4,65 4,39 £0,02
Kalbfleisch, Gemiise, Friichte, Reis 0,64 0,65 % 0,05
Poulet, Nudeln, Gemdiise 0,57 0,80 = 0,07
Kalbfleisch, Gemiise 0,32 0,32 +0,01

Experimenteller Teil

PUFA in reinen Fetten und Oelen

Reagenzien

a)

40

Puffer pH 9,0

— Vorratslosung 0,5 m
30,95 g Borsdure und 12,5 g Natriumhydroxid werden in ca. 800 ml Wasser
gelost, der pH-Wert wird mit Salzsdure 1 n oder Natronlauge 1 n auf 9,0 ein-
gestellt und die Losung mit Wasser zum Liter aufgefiillt.

— Gebrauchslésung 0,2 m
Die Vorratslosung wird entsprechend verdiinnt.

EnzymlGsungen

— Vorratslosung
10 mg Lipoxigenase (Fluka oder Koch-Light) werden in 10 ml Puffer 0,2 m
gelost

— Gebrauchslésung
Die Vorratslosung wird mit Puffer 0,2 m fiinffach verdiinnt.
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— Blindl6sung
10 ml Gebrauchslosung werden wihrend 5 min im kochenden Wasserbad
erhitzt.

Ausfiihrung der Bestimmung

a) Hydrolyse
100—200 mg Fett werden in einem 100-ml-Mef3kolben eingewogen und mit
Chloroform zu 100 ml gelost. Davon wird 1,0 ml in einen 100-ml-Meflkolben
pipettiert, und das Losungsmittel wird mit einem Stickstoffstrom entfernt.
Der Riickstand wird mit 10 ml alkoholischer Kalilauge 0,5 n versetzt und wih-
rend 17 h im Dunkeln bei Raumtemperatur unter Stickstoff stehen gelassen.

Das Gemisch wird darauf mit 10 ml Salzsiure 0,5 n neutralisiert und mit Puf-
fer 0,2 m auf 100,0 ml aufgefiillt (= Mefllosung).

b) Messung
Kivetten 1 ¢cm, UV 234 nm

In Kiivette pipettieren Leerwert Probe
Mefl6sung 3,0 ml 3,0 ml
Extinktionsablesung EL, EP,
Enzymblindlosung 0,1 ml =5
Enzymgebrauchslosung = 0,1 ml
Extinktionsablesung nach Reaktionsstillstand EL, EP,

Berechnungsformel, basierend auf e =25 525 (siehe Tabelle 1)
AEP—4 EL
A

wobei A4 = mg Probe in 100 ml Mefl6sung

% PUFA = + 1263

PUFA in Lebensmitteln der in dieser Arbeit besprochenen Art

Reagenzien
wie oben

Ausfithrung

a) Hydrolyse
100 bis 400 mg Probe werden eingewogen und direkt hydrolysiert. Nach der
Neutralisation der Lauge und dem Auffiillen mit Puffer 0,2 m wird so
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mit dem Puffer weiter verdiinnt, dafl die resultierende Mefil6sung zwischen
0,1 mg und 1,2 mg PUFA in 100 ml Mef16sung enthilt. Falls sehr triilbe MeR16-
sungen resultieren, konnen diese zentrifugiert werden (Filtration wird nicht
empfohlen, da diese Verlust verursacht).

b) Messung
wie oben
Bemerkung: Aufgrund der in Tabelle 1 dargestellten verschiedenen e-Werte
wird empfohlen, anfinglich eine kleine Eichreihe mit Hilfe einer Linolsiure
bekannter Reinbeit oder eine Probe bekannten PUFA-Gehaltes durchzumessen.
Unsere Erfahrungen haben allerdings eine in Anbetracht der «Vorgeschichte»
erstaunliche Konstanz des in der Berechnungsformel angegebenen Faktors

von 126,3 gezeigt (gemessene Faktoren iiber einen Zeitraum von 5 Jahren,
verschiedene Personen: 123—126).

Dank

Fiir die Durchfithrung der gaschromatographischen Analysen danken wir der Arbeits-
gruppe von Herrn Dr. K. Grob jun. Fiir die Ausfiihrung zahlreicher Experimente zur Ab-
klirung der Hydrolysebedingungen danken wir Frau U. Stemmer.

Zusammenfassung

In Anlehnung an eine bekannte enzymatische PUFA-Bestimmung in reinen Fetten
wird eine Methode beschrieben, die es erlaubt, PUFA in komplexen Lebensmitteln wie
Backwaren, trockenen und feuchten Kindernihrmitteln unter Umgehung der Fettextrak-
tion direkt zu bestimmen.

Résumé

En partant d’une méthode connue, on a développé une méthode enzymatique simple
pour déterminer les acides gras poly-insaturés (PUFA) dans des denrées de composition
complexe: biscuits, aliments pour bébés. Toute extraction de la graisse est évitée et la pré-
paration de Péchantillon est tres simple.

Summary

Based on a known enzymatic method to determine PUFA in pure fats and oils, a me-
thod is described which allows the direct determination of PUFA in complex foods, such
as biscuits, dry and wet baby-foods. The sample is directly converted into a suitable
form for measurement and no fat extraction is required.
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