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Identity test and qualtity control of fats 

1. Identitiitspriifung 

Trotz ihres chemisch einfachen Aufbaus aus Triacylglycerinen 
und geringen Beimengungen natfirlicher Begleitstoffe bereitet 
die Identifizierung individueller Fette oder besonders von Fett- 
gemischen erhebliche Schwierigkeiten. Die heute noch wichtig- 
sten Methoden basieren auf der Analyse der am Aufbau der 
Fette beteiligten Fetts/iuren mittels Gas-Chromatographic. 

Zur Gewinnung der Fetts/iuremethylester und zur Durch- 
ffihrung der Trennungen gibt es nationale und internationale 
Standard-Methoden, die bestens erprobt sind [1]. Sowohl in 
gepackten als auch in Capillar-S~iulen haben sich die sehr stabi- 
len, polaren Polysiliconphasen bew~ihrt. Bei Benutzung des 
Flammen-Ionisations-Detektors sind allerdings fiir die Um- 
wandlung der durch Integration des Chromatogramms ermittel- 
ten Fl~ichen- in Massen-Prozente Eichungen erforderlich. Ffir 
die gesfittigten Fettsiiuren unterschiedlicher Kettenlfinge sind 
die quasi theoretischen Faktoren yon Ackman und Sipos [2] zur 
Umrechnung geeignet. Das Verhalten der unges~ittigten Fetts/iu- 
ten ist so unterschiedlich, dab ffir diese stets Umrechnungsfakto- 
ten durch Eichung zu ermitteln sind [3]. Die Eichgemische soil- 
ten dabei in der Zusammensetzung den zu analysierenden Gemi- 
schen m6glichst ~hnlich sein. 

F fir Speise- und technische Zwecke werden etwa 40 Samen- 
und 3 Fruchtfleischfette sowie die K6rperfette yon Schlachttie- 
ren und Fischen benutzt. Die Pflanzenfette unterscheiden sich 
lediglich durch das Mischungsverhfiltnis yon 5 - 6  Hauptfett- 
s~iuren. Hinzu kommen noch 4 nur in einigen Fetten enthaltene 
S/iuren sowie eine unterschiedliche Anzahl von Minorfettsfiu- 
ren, so dab Pflanzenfette durchschnittlich 26 verschiedene Fett- 
s/iuren enthalten. 

Als Produkte landwirtschaftlicher Erzeugung unterliegen 
die individuellen Pflanzenfette in der quantitativen Zusammen- 
setzung noch Schwankungen, die dureh Standort, Klima und 
Reifegrad bei der Ernte bedingt sind. 

Ffir die am meisten benutzten Fette existieren Tabellen fiber 
die mittlere Zusammensetzung, mit deren Hilfe die Identit/it 
unvermischter Fette fiberprfift werden kann [4]. Nach Erfahrun- 
gen von Spencer u.a. [5] bleibt die Summe aller positiven und 
negativen Abweichungen bei ca 97% aller authentischen Fette 
unter 2%. 

Zus~itzliche Identifizierungshilfen kann man durch Analyse 
der Sterin- und der Tocopherol-Gemische der Fette erhalten. 
Ffir die Trennung der Sterine wird fiberwiegend die Gas-Chro- 
matographic unter Verwendung polarer Trennphasen benutzt 
[6]. Da die erforderlichen Temperaturen bei 2 7 0 -  300 ~ C liegen, 
werden an die Temperaturbest/indigkeit der stationfiren Phasen 
sehr hohe Ansprfiche gestellt. Der Einsatz polarer Phasen ist 
notwendig, um eine vollstfindige Trennung der Sterine zu errei- 
chen. Ftir die neuerdings zur Sterinanalyse eingesetzte HPLC- 
Technik [7] gibt es noch keine Trennphasen, die diese Forderung 
erffillen. 

Gfinstiger sind die Verhfiltnisse fiir die Trennung von Toco- 
pherol- und Tocotrienol-Gemischen, wie sic in den Pflanzen61en 
vorkommen. Hier gelingt es, alle 2 • 4Verbindungen in einem 

Analysenlauf zu trennen [8]. Die Bestimmung ist mit einem UV- 
Detektor m6glich, erfolgt aber besser mittels Fluorescenz. 

Sterine und Tocopherole sind Bestandteile des Unverseifba- 
ten der Pflanzenfette. Es hat nicht an Versuchen gefehlt, noch 
weitere Komponenten dieser Fett-Fraktion zur Identifizierung, 
Reinheitskontrolle oder Aufkl~rung yon Mischungen heranzu- 
ziehen. Die 4-.Methylsterine sind geeignet, Kakaobutter von 
Kakaobutter-Aquivalenten zu unterscheiden, auch wenn die Zu- 
sammensetzung der Triacylglycerine sehr ~hnlich ist [9]. 

Die Aufklfirung der Zusammensetzung yon Gemischen aus 
zwei und mehr Fetten ist wegen der weitgehenden qualitativen 
1Jbereinstimmung der am Aufbau beteiligten Fettsfiuren und 
der unzureichenden quantitativen Unterschiede nut unbefriedi- 
gend m6glich. W/ihrend es durchaus gfingig ist, eine gewiinschte 
Mischung aus der bekannten Zusammensetzung individueller 
Fette zu errechnen, macht die umgekehrte Aufgabe, aus der 
Zusammensetzung einer Mischung yon Fetten deren Bestand- 
teile zu errechnen, noch grol3e Schwierigkeiten. Van Niekerk u. 
Burger [10] publizierten ein Rechner-Programm mit dem sic die 
Zusammensetzung bin/irer und ternfirer Fettgemische in 85% 
der Ffille befriedigend ermitteln konnten, wenn nur 7 verschie- 
dene Fette zur Auswahl standen und auBer den Fetts/iuren auch 
die Sterine und Tocopherole analysiert wurden. 

2. Qualitiitskontrolle 

Zur Bestimmung wertgebender Bestandteile der Fette, wie es- 
sentielle Fetts~iuren oder Vitamine, bedient man sich der bereits 
behandelten chromatographischen Methoden. 

Einen bedeutenden Einflul3 auf die Qualit/it der Fette hat 
die Autoxidation [11], bei der sowohl stets im Fett verbleibende 
Produkte als auch durch Desodorisierung entfernbare Geruchs- 
und Geschmacksstoffe entstehen. 

Die Prfifung auf entfernbare Verunreinigungen aus der Urn- 
welt, wie Pesticide, Polycyclen, Sehwermetalle, erfordert wegen 
der geringen Konzentrationen dieser Stoffe subtile Vorberei- 
tungsmafAnahmen, ehe Nachweis und Bestimmung mittels GC/ 
MS-Kopplung, Fluorometrie oder Atomabsorptionsspektro- 
metric erfolgen k6nnen. Die Bedeutung dieser Kontaminanten 
wird teilweise iibersch/itzt. Bei der Raffination der Fette werden 
Pesticide und Polycyclen fast vollstfindig entfernt, Schwerme- 
tallgehalte weitgehend vermindert [12]. 

Andererseits verursacht die Raffination auch geringe Ver/in- 
derungen im Fett [13], wie Bildung kleiner Mengen trans-isome- 
rer, konjugierter sowie dimerer Fetts~uren. Die geringen Men- 
gen trans-Fetts/iuren k6nnen, besonders nach Anreicherung, 
gas-chromatographisch in 50 m langen, mit stark polaren Pha- 
sen belegten Capillaren befriedigend exakt abgetrennt und be- 
stimmt werden. Zum Nachweis geringer Mengen konjugierter 
Fetts/iuren hat sich die Derivativ-Spektrometrie im Ultraviolett 
bew/ihrt. Mittels Gelpermeations-Chromatographie lassen sich 
die dimeren Fetts/iuren erfassen und quantifizieren [14]. 

Literatur 

1. Deutsche Einheitsmethoden zur Untersuchung von Fetten, 
Fettprodukten und verwandten Stoffen, Wissenschaftliche 
Verlagsgesellschaft, Stuttgart 1950-1985, Methoden C -  
VI 1 0 - 1 1 c  

2. Ackman RG, Sipos JC (1964) J Chromatogr 16:298 
3. Seher A (1966) Fette Seifen Anstrichm 68:255 
4. Pardun H (1976) Analyse der Nahrungsfette. Parey, Berlin, 

S 330f 

215 



Sy pos   

5. Spencer GF, Herb SF, Gormisky PF (1976) J Am Oil Chem 
Soc 53 : 94 

6. Homberg E, Bielefeld B (1985) Fette Seifen Anstrichm 
87:61 

7. Holen B (1985) J Am Oil Chem Soc 62:1344 
8. Arens M, Kroll S, Mfiller-Mulot W (1984) Fette Seifen 

Anstrichm 86:148 
9. Homberg E, Bielefeld B (1982) Dtsch Lebensm-Rundsch 

78:73 

10. Van Niekerk PF, Burger AEC (1985) J Am Oil Chem Soc 
62:531 

11. Grosch W (1986) Fresenius Z Anal Chem 324:217 
12. Thomas A (1982) Fette Seifen Anstrichm 84:133 
13. Eder SR (1982) Fette Seifen Anstrichm 84:136 
14. Umbehend M, Scharmann H, Strauss HJ, Billek G (1973) 

Fette Seifen Anstrichm 75: 689 

Fresenius Z Anal Chem (1986) 324:215-216 
�9 Springer-Verlag 1986 

Hochleistungs-Fliissigkeits-Chromatographie 
von Triglyceriden 

H.-J. Fiebig 
Bundesanstalt ffir Fettforschung, Piusallee 6 8 -  76, 
D-4400 Mfinster, Bundesrepublik Deutschland 

High-performance liquid-chromatography of triglycerides 

Fette und Ole pflanzlicher und tierischer Herkunft sind kom- 
plexe Mischungen von verschiedenen Triglyceriden. Durch qua- 
litative und quantitative Analyse dieser Triglyceride kann also 
die Identit/it eines Fettes oder Oles bestimmt werden. Weiterhin 
lfiBt sich so auch der Zusatz von Fremd- bzw. Ersatzfetten 
zu hochwertigen Fetten (z. B. Beimischung yon Kokos- oder 
Kakaobutterersatzfetten zu Kakaobutter) ermitteln. Die hierbei 
erhaltenen Triglyceridmuster sind n/imlich viel charakteristi- 
scher als die entsprechenden Fettsfiuremuster und liefern eine 
genauere Information fiber die Zusammensetzung des analysier- 
ten Fettes oder Oles; zudem ist eine Derivatisierung nicht erfor- 
derlich. Die Aufkl/irung der Triglyceridmuster natfirlicher Fette 
und Ole konnte jedoch erst mit Einffihrung chromatographi- 
scher Trennverfahren erfolgreich angegangen werden. 

Zur Analyse der Triglyceride wurden bis vor einigen Jahren 
fast ausschliel31ich die Dfinnschicht- und Gas-Chromatographic 
eingesetzt. Bei diesen beiden Verfahren werden die Triglyceride 
entweder nach der Kettenlfinge oder der Anzahl der Doppelbin- 
dungen, also nur in bestimmte Klassen, getrennt. 

Die Kombination verschiedener Methoden, z.B. Silberni- 
trat-DC mit anschliel3ender gas-chromatographischer Bestim- 
mung der einzelnen Fraktionen, ergab zwar schon recht gute 
Ergebnisse bei der Triglyceridbestimmung pflanzlicher Fette 
und Ole, jedoch erforderte diese Methodik erheblichen Zeitauf- 
wand. 

In den letzten Jahren ist f/ir die qualitative und mit Ein- 
schr/inkungen auch quantitative Analyse yon Triglyceriden be- 
sonders die Hochleistungs-Flfissigkeits-Chromatographie an 
Umkehrphasen (RP-HPLC) mit wachsendem Erfolg eingesetzt 
worden. Die Reserved-Phase-HPLC aufmit Ca 8-Ketten modifi- 
ziertem Kieselgel trennt die Triglyceride sowohl nach der An- 
zahl der Kohlenstoffatome (n) als auch nach der Zahl der Dop- 
pelbindungen (m). Die Trennung erfolgt hier also nach der Ver- 
teilungszahl Cw (Cw = n - 2 m), bzw. geht noch darfiber hinaus. 
Mit zunehmender Anzahl der Doppelbindungen werden die 
Triglyceride schneller von der S/iule eluiert. Hierbei treten aller- 
dings unter Umstfinden noch sogenannte ,,kritische Partner", 
d.h. Triglyceride mit gleicher Cw-Zahl, auf. Diese werden auf 
der S/iule nicht ausreichend voneinander getrennt und ergeben 
somit einen gemeinsamen Peak im Chromatogramm. 

Durch die Wahl geeigneterer Eluenten (z. B. Propionitril) 
konnte die HPLC der Triglyceride inzwischen soweit optimiert 
werden, dab auch kritische Triglyceride voneinander getrennt 
werden. In einigen Ffillen gelingt sogar die Fraktionierung von 
Triglyceriden mit isomeren Fettsfiuren (z. B. O1- und Petroselin- 
sfiure). Diese weitergehenden Trennungen erforderten den Er- 
satz der Verteilungszahl Cw dutch ein differenzierteres Identifi- 
zierungssystem. In der Gas-Chromatographic der Fettsfiureme- 
thylester wird schon seit langer Zeit das Prinzip der ECL-Werte 
(Equivalent Chain Length) angewandt. Dieses ECL-System er- 
setzt nun seit einiger Zeit den Cw-Wert bei der HPLC der Trigly- 
ceride und gestattet eine genauere Zuordnung der Triglyceride 
zu den einzelnen Peaks. So liegt beispielsweise ein Triglycerid 
mit dem ECL-Wert 45,5 im Chromatogramm zwischen den 
ges~ittigten Triglyceriden C45 und C~6. Das ECL-System ist 
bei der Identifizierung von Triglyceriden den logarithmierten 
Retentionszeiten v611ig analog und gleichwertig. 

Mit Hilfe der HPLC lassen sich also die Triglyceride eines 
Fettes oder Oles nahezu vollst/indig qualitativ voneinander tren- 
nen und es werden ffir die einzelnen Fette typische Triglycerid- 
muster erhalten. Im Vergleich zur Capillar-Gas-Chromatogra- 
phie sind neben der besseren Auftrennung besonders die scho- 
nenden Trenntemperaturen (20-40 ~ C) als Vorteil zu nennen. 
Darfiber hinaus besteht die M6glichkeit nach der Detektion die 
einzelnen Fraktionen unver/indert aufzufangen und welter zu 
untersuchen. 

Anhand yon Trennbeispielen wird der heutige Stand der 
HPLC von Triglyceriden dargestellt und diskutiert. Kriterien ffir 
den Fortschritt und eine Optimierung der Trennbedingungen 
werden unter den folgenden Gesichtspunkten aufgezeigt: 

Trennmechanismen und Elutionsregeln, hier vor allem Cw- 
und ECL-Werte; Detektion und Detektortypen: UV-, IR- und 
RI-Detektor; Einflul3 der Eluenten und Elutionsgeschwindig- 
keit auf die Trennung ,,kritischer Partner"; Trennmaterialien, 
bier besonders der Einflul3 von 5 und 3 gm bzw. irregul/irem 
und sphfirischem Packungsmaterial; Trenntemperaturen: M6g- 
lichkeit zur Trennung von Fetten mit hohem Anteil an ges/ittig- 
ten Triglyceriden durch temperaturprogrammierte HPLC; 
quantitative Aspekte. 

Ffir die HPLC der Triglyceride hat sich die Trennung auf 
RP-18-Material mit Propionitril als Fliel3mittel und RI-Detek- 
tion als leistungsstarke und fiberlegene Methode erwiesen. Ne- 
ben einer nahezu 100%igen Information fiber diequalitative 
Triglycerid-Zusammensetzung eines Fettes oder Oles liefert 
diese Methode auch quantitativ bessere Ergebnisse als die Gas- 
Chromatographic. 
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