JOURNAL OF CHROMATOGRAPHY e N 537
'CHROM. 4303

ﬁNTERSUCHUNG DER AUS MUSKELGEWEBE UND :
FLEISCHERZEUGNISSEN EXTRAHIERBAREN NICHTFETT- UND
‘FETTSAUREN MITTELS DUNN SCHICHT- UND GASCHROMATOGRAPHIE

U.STOLL*
Institut fiv Lebensmitielkunde, Hannovey (B R.D.)
(Emgegangen am 30. Mai 1969. gednderte Fassung am 24. Juli 1969)

SUMMARY
Examination of non-jatty and fatly acids extyactable jrom muscle tissue and meat products
by thin-layer and gas chromatography

- This paper presents a procedure for extraction and chromatography of the
non-esterified acids occurring in meat and meat products. Thin-layer (TLC) and gas—
liquid chromatography (GLC) are used for qualitative and quantltatwe evaluations
of aliphatic and fatty acids. Only the aliphatic acids (e.g. lactic, succinic, pyruvic,
fumaric etc.) could be separated and identified by thin-layer chromatography. Two
solvents were used for the separations on cellulose layers and another for. those on
the Kieselguhr-silica gel layer. The acids were detected with benzidine NaJO,. The
-stained spots gave a bluish-violet or yellow colour, depending on the nature of the
acid. The gas chromatographic separations of methyl esters were performed on Reo-’
‘plex 400 (x0 %) and on Apiezon M (15 %). The separations on Reoplex were obtained
by programming the temperature at 3°/min from 60° to 170°. Methyl esters of fatty
acids could easily be assayed at an isothermal temperature (235°) on Apiezon M.
Known and previously unknown aliphatic acids could be detected.

EINLEITUNG

~ Bisher durchgefiihrte Siureuntersuchungen an Fleisch und Fleischwaren konzen-
trierten sich vor allem auf die Bestimmung der Verinderungen im Milchsiuregehaltl.2,
In einzelnen Muskelfleisch-extrakten konnte neben Milchsiure auch Glykol- und
‘Bernsteinstiure aufgefunden werden3.4, In verschiedenen tierischen Geweben wurden
‘Wweitere Siiuren papierchromatographisch® nachgewiesen, jedoch nicht identifiziert.
In Rohwiirsten konnte mittels chemischer Methoden neben Milchsiure auch
‘Brenztraubensiure$ bestimmt werden, ausserdem wurden gaschromatographisch?
-einige wihrend der Reifung geblldeten freien Fettsiuren nachgewiesen. Die wihrend
| der Lagerung von Fleisch®?, wie. auch der Reifung von Wurs.terzeugmss,enm entstan-
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denen freien IFettsiuren werden fiir die Beurteilung der Qualitit derartiger Erzeug-
nisse in immer grosserem Umfange herangezogen.

Es wurde deshalb eine Methode erarbeitet, bei welcher die in Fleisch und
Fleischerzeugnissen vorkommenden nicht veresterten Siduren mittels Diinnschicht-
und Gaschromatographie nachgewiesen und bestimmt werden kénnen.

METHODIK

Aufarbeitung der Extrakte

Die zur Extraktion von Siuren aus Muskelgewebe geeigneten Verfahren mit
96 %igem Athanol, bzw. 0.6 IV HCIO,, wurden zunichst miteinander verglichen und
an die spezielle Iragestellung angepasst (Analysenschema s. IFig. 1). Bei der Extrak-
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Fig. 1. Vergleich der Aufarbeitung von Siuren bcx Extraktion aus Muskelgewebe mit g6 % igem
Athanol bzw. 0.6 N Perchlorsiiure.

tion mit heissem Alkohol wurde die Menge so bemessen, dass das portionsweise zu-
gegebene zerkleinerte Gewebe (roo g) damit vollstindig bedeckt war. Nach dem Ab-
kiihlen verblieben die mit Alkohol versetzten Proben fiir eine Nacht im Kiihlschrank.
Die am Rotavapor eingeengten, und mit halbgesidttigter Sodaldésung alkalisch ge-
machten Extrakte wurden anschliessend zur Entfernung von Begleitstoffen mit Ather
ausgeschiittelt. Nach dem Ansduern mit HCI konnten die aus dem Gewebe stammen-
den Siuren in Ather iiberfiihrt werden. Die mit Na,SO, getrocknete dtherische Losung
wurde nun eingedampft und der in wenig Essigester aufgenommene Riickstand ab-
filtriert. Der erneut eingeengte Extrakt konnte zur Chromatographie in r ml Methanol
gelost werden.

Bei der Extraktion von Sduren mit 0.6 N HCIO, wurde das Gewebe (100 g)
zusammen mit dem Extraktionsmittel homogenisiert und die abfiltrierte sdurehaltige
Losung mit Ather ausgeschiittelt. Bei der weiteren Aufarbeitung konnte entsprechend
der oben beschriebenen Methode verfahren werden (vgl. I'ig. x).
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Chromatographie der Sciuren

Diinnschichtchromatographie. Die Diinnschichtchromatographie der Siduren er-
folgte auf Trennschichten, bei welchen Kieselgur und Kieselgel im Verhidltnis 1:1
gemischt wurde. Zur Trennung der aufgetragenen Siduren wurde das Laufmittel Ben-
zol-Athanol-Ammoniak (25 %) (10:20:5) eingesetzt!!. Ausserdem wurden die extra-
hierten Siduren auf Celluloseschichten mit den hierfiir zusammengestellten Laufmit-
teln: n-Butanol-Ameisensiure—Wasser (10:7:1) (obere Phase) und Athanol-Ammo-
niak (25 %)-Wasser (35:7:2) chromatographiert.

Zum Nachweis der Sduren wurde bei silikathaltigem Beschichtungsmatecerial mit
Bromkresolgriin bespriiht und zur speziellen Erkennung der Fettsduren mit Jod be-
dampft. Auf Celluloseschichten konnten Sduren durch aufeinander folgendes Be-
sprithen mit (a) 0.5 %iger édthanolischer Benzidinlésung und (b) o.r 9 iger wissriger
Na]O,-Losung sichtbar gemacht werden. Wichtig ist, dass die angegebene Reihen-
folge beim Aufspriithen eingehalten wird. Nach dem Besprihen von (a) lisst man
kurze Zeit antrocknen. Ketosiuren konnten mit Dinitrophenylhydrazin (DNPH),
gelost in 3 N H,S0,, nachgewiesen werden. I7iir Celluloseschichten war der Nachweis
bei Verwendung einer o.05 %igen DNPH-Losung und fiir silikathaltige Platten bei
0.3 %iger DNPH-Lésung am empfindlichsten.

Gaschromatographie. Die Veresterung der extrahierten Sduren erfolgte mit
Methanol und Bortrifluorid als Katalysator. Bortrifluorid wurde in 14 %iger methano-
lischer Loésung von der Firma Serva (Heidelberg) bezogen. Die Methylierung der
extrahierten Siduren erfolgte jeweils durch Vermischen von einem Teil Sdureextrakt
mit einem Teil des Methylierungsreagenzes. Die Proben blieben eine Nacht bei Zim-
mertemperatur verschlossen stehen und wurden dann nach MAZLIAK UND SALSAC!2
ohne weitere Aufarbeitung der Gaschromatographie unterworfen. I7iir Referenzunter-
suchungen und zur Erstellung von Eichkurven mussten die in Methanol gelosten
Siduren entsprechend verestert werden. An Stelle von Milchsdure wurde deren: Cal-
zium-Salz methyliert. Eine vorherige Entfernung des Kations durch [onenaustauscher
erwies sich als nicht erforderlich.

Die gaschromatographischen Trennungen wurden mit einem IFFraktometer I’ 20
der IFirma Perkin-Elmer durchgefiithrt. Die Methylester der aliphatischen Nichtfett-
siuren, wie auch der IFettsiuren, liessen sich auf der polaren Sdule Reoplex 4o00!3
(10% auf Chromosorb W) trennen. Zur Identifizierung der extrahierten Fettsduren
wurden deren Methylester auch auf der apolaren Sdule Apiezon M (15 9% auf Kieselgur)
chromatographiert. Die Trennungen auf Reoplex 400 erfolgten bei Temperaturpro-
grammierung zwischen 60 und 170°, bei einer Anstiegsrate von 3°/min. Die Methylester
der Fettsiuren mit mehr als 16 C-Atomen erschienen im isothermen Nachlauf bei
170°. Auf Apiezon M wurde isotherm bei 235° gefahren. Die Identifizierung wurde
neben dem Vergleich mit Reinsubstanzchromatogrammen durch Mitchromatogra-
phieren der vermuteten Methylester (Peakerhohung) durchgefiihrt. Das Trédgergas
Stickstoff hatte eine Stromungsgeschwindigkeit von 35 ml/min. Die Strémungsge-
schwindigkeit fiir Wasserstoff betrug 33 ml/min und fir synthetische Luft 350
ml/min. Bei Apiezon M wurde mit einer Stickstoffstrémung von 25 ml/min gear-
beitet.

Der Nachweis der abgetrennten Substanzen erfolgte im FID-Detektor. Die
Temperatur des Einspritzblocks betrug 250°. Injiziert wurden FIliissigkeitsmengen
von 0.2-2.0 yl. Die Konzentration der verwendeten Referenzlosungen lag zwischen
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0.15 und 2.0%, je nach Empfindlichkeit des Detektors fiir den injizierten Siure-
methylester. Der Papiervorschub des Schreibers betrug o.5 cm/min.

ERGEBNISSE UND DEREN INTERPRETATION

Vergleich der Extraktionsmethoden mit Athanol baw. 0.6 N HCIO,

Bei der dthanolischen Aufarbeitung der Sduren war der Anteil mitextrahierter
Begleitstoffe, die auf Ninhydrin und diazotierte Sulfanilsiure positiv reagierten,
grosser als im HCIO-Extrakt. Perchlorsdureextrakte enthielten dagegen mehr durch
Jodadsorption nachweisbare Verunreinigungen. Obwohl beide Verfahren zur Aufar-
beitung von Siduren aus tierischem Gewebe eingesetzt werden konnen, war die Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse bei dthanolischer Extraktion besser und die Aufarbeitung
schonender, so dass wir diesem Verfahren den Vorzug gaben.

Sdurenachweis mit Benzidin-NajJO,

Die beim Sdurenachweis mit Benzidin und NaJO, erzielte Ifarbtonung erwies
sich fiir einzelne Siduren. -bzw. Sduregruppen als spezifisch und variierte hinsichtlich
des IFarbtons zwischen violett, blau und gelb bis weiss. Eine violette bis blau-violette
Farbe ergab sich bei der auf den Nachweis sehr empfindlich reagierenden Siure-
gruppe: Malein-, Bernstein-, Fumar-, Citronen-, Aconit-, Malon-, und Adipinséure.
Eine blaue bis blassblaue Farbe wurde bei: Glykol-, Milch-, f-Hydroxybutter- und
3-Hydroxybuttersédure erhalten. Zwischen den beiden genannten Gruppen lagen hin-
sichtlich ihres IFarbtons Oxal- und Glutarsiure. Eine gelbliche Ténung konnte fiir die
Ketosduren: Oxalessig-, Brenztrauben-, Glyoxyl-, und Ketoglutarséure erzielt werden.
Ketoglutar- und Livulinsiure erschienen manchmal zunidchst auch mit blauer,
spédter verblassender Farbe. Fettsduren prisentierten sich als gelblich-weisse Flecken.
Palmitolein- und Olsiure erschienen ebenfalls manchmal zunichst mit hellblauem,
spiiter verblassendem IFarbton.

Die erzielte Anfirbung diirfte darauf beruhen, dass das zundchst aufgespriihte
Benzidin an sdurefreien Stellen bis zu gelblich-braunlichen Produkten oxidiert wird,
an sidurehaltigen Stellen jedoch unter Mitwirkung der Sduren gefdarbte Oxidations-
produkte ergibt. NaJO, ist anderen Oxidationsmitteln vorzuziehen. Die Absorptions-
maxima der mit Sduren erzielten IFarbkomponenten liegen zwischen 500 und 650 nm
(s. Fig. 2). Einzelne Séduren lassen sich schon ab 10 ¢ Substanz auf der Platte damit
nachweisen. Dieser IFarbnachweis fiir Siuren eignet sich nicht fiir silikathaltige Tréger-
schichten, da hier offenbar die Kieselsdure die Oxidation des Benzidins stort. Da die
IFarbreaktion spezifisch ist, kann sie neben dem Rp-Wert einen wichtigen Hinweis bei
der Identifizierung von Séduren darstellen. Das Reagenz wurde weder bei FERRAZ UND
RELvAs! noch bei STAHL! zum Nachweis von Siduren benannt, so dass angenommen
wird, dass es bisher hierfiir nicht beschrieben wurde.

Diinschichtchvomatographie der Sciuren

Die verwendeten Laufmittel und Beschichtungsmaterialien erméglichten eine
diinnschichtchromatographische Trennung der nicht zur IFettsiurereihe gehérenden
Sduren. Bei Chromatographie auf Celluloseschichten wurde das verwendete Lauf-
mittel Athanol-Ammoniak-Wasser (35:7:2) giinstig durch das saure Laufmittel
n-Butanol-Ameisensdure-Wasser (10:7:1) (obere Phase) ergiinzt (vgl. Fig. 3 und 4).
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Beide Laufmittel entsprechen in ihrer Zusammensetzung den bei der Diinnschicht-
chromatographie von Tricarbonsidurecyclussubstraten eingesetzten Laufmittellf,

Die aus Fleisch und Fleischerzeugnissen extrahierbaren Siuren konnten im oben
erwihnten alkalischen Laufmittel in vier Hauptfraktionen aufgetrennt werden, die
als IFraktion A-D bezeichnet wurden (vgl. Fig. 3). Fraktion A enthilt Spuren von
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Fig. 2. Extinktionskurven der Reaktionsprodukte, die bei der Umsetzung von Carbonsduren mit
Benzidin und anschliessender Oxidation mit NaJO, entstchen.

Fumars.
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Bernsteins
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IFig. 3. Dinnschichtchromatographische Trennung von Carbonsduren aus gerducherter Mettwurst
(dthanolischer Extrakt). Beschichtungsmaterial: Cellulose. Laufmittel: Athanol-Ammoniak-
Wasser (35:7:2). Sprithmittel: Benzidin/NaJO,. Fraktion A: Citronensiure sowie nicht identifi-
zierte Verbindungen; Fraktion B: Bernsteinsdure + Fumarsiure; Fraktion C: Milchsdure + Gly-
kolsiure (Spuren); Fraktion D: Fettsiuren -+ 3-Hydroxybuttersiure - Lactylmilchsidure.

Fig. 4. Dinnschichtchromatographische Trennung von Carbonsiduren aus Muskelgewebe. Links:

dthanolischer Extrakt, rechts: Reinsubstanzen. Beschichtungsmaterial: Cellulose. Laufxpittel:
21-Butanol-Ameisensiure—~Wasser (10:7:1) (obere Phase). Sprithmittel: Benzidin/NaJO,.
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Citronensdure und eventuell noch weitere Verbindungen. Fraktion B besteht aus
Bernstein- und Fumarsiure. IFraktion C enthilt als Hauptbestandteil Milchsidure.
Spuren von Glykolsiure konnen hier ausserdem vorhanden sein. In IFraktion D
kénnen ausser den héheren Fettsduren auch Lactylmilchsdure und 3-Hydroxybutter-
sdure anwesend sein.

Zur Trennung der in Muskelgewebe und Ifleischerzeugnissen vorkommenden
Hydroxysiduren: Milch-, Glykol- und 3-Hydroxybuttersiure eigneten sich besonders
Mischschichten aus Kieselgur und Kieselgel im Verhiltnis 1:1, bei Verwendung von
Benzol-Athanol-Ammoniak (10:20:5) als Fliessmittel. Hiermit konnten die héheren

TABELLIE I
Rp-WERTE VON CARBONSAUREN AUS MUSKELGEWEBE UND FLEISCHERZEUGNISSEN
Trigerschicht: Cellulose.

Identifizierte Lawfmittel Bemerkungen
Sduren 1-CyHOH-HCOOH~ C,H,OH-NH,0H (25 %)

H,0 H,0

(ro:7:1) (35:7:2)

- o Gef. Sdure Reinsubst. Gef. Sdure Reinsubst.
— 0.07 — — — Saurenachweis positiv
Citronen- 0.15 o.15 0.09 0.08
Glykol- 0.51 0.58 0.46 0.46 Haufig verdeckt durch
Milchséure

Bernstein- 0.58 0.G66 0.27 0.31 —
Milch- 0.66 0.66 0.51 o.6on —

— 0.81 —_ o.7gh —
Fumar- 0.72 0.77 0.33 0.41 —
Brenztrauben- o.79 0.75 — — Leicht zersetzbar
Hohere Fett- 0.91 0.94 0.92 0.94 Nur als Gruppe nachweisbar

v Hauptfleck.

b 2. Milchsdurefleck (Lactylmilchsédure).
TABELLE 11
Rp-WERTE VON CARBONSAUREN AUS MUSKELGEWEBE UND FLEISCHERZEUGNISSEN
Tragerschicht: Kieselgur und Iieselgel im Verhiiltnis 1:1.

Tdentifizierte CHy—C,HOH-NHOH Bemerkungen
Sduren (25 %) (ro:z0:5)

Gef. Sdure Reinsubst.

Bernstein- 0.10 0.17 Rp-Wert mehrerer Siuren
Glykol- 0.3I 0.29 Hiufig verdeckt durch Milchsiure
Milch- 0.33 0.36n
_— o,sob J—
0.59 0.62¢ —_—
3-Hydroxybutter- 0.49 0.53 —
Hoéhere TFett- 0.75 0.77 Nur als Gruppe nachweisbar
—_ 0.94 —_ Positiv mit J, und DNPH

s Hauptfleck.
b Lactid (sehr schwach).
¢ Lactylmilchsiure (schwach).
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IFettsduren besser und schirfer als auf Celluloseschichten von den iibrigen Saduren
abgetrennt werden. Die diinnschichtchromatographisch identifizierten Sauren wurden

in Tabelle I und II mit den entsprechenden Laufmitteln und Beschichtungsmaterialien
zusammengestellt.

Gaschrvomatographie der Sduren

Methodische Evgebnisse. Bei den durchgefiihrten Untersuchungen wurde ent-
gegen den Angaben von CaNvVIN!3 festgestellt, dass IFumarsiduredimethylester bei
Chromatographie auf Reoplex (400) unmittelbar vor Bernsteinsduredimethylester aus
der Siule austritt. Bei zitiertem Autor erschien IFumarsiduredimethylester auf der
gleichen Sidule wesentlich spidter, und zwar erst nach dem Dimethylester des Iso-
citronensdurelactons. Der letztgenannte Dimethylester wurde seinerseits, bei den
von uns durchgefithrten Untersuchungen, erst nach Linolsiuremethylester (Peak
Nr. 22 in Fig. 5~7) aus der Siule eluiert. Es muss angenommen werden, dass unter
den von CANVIN!® angegebenen Methylierungsbedingungen ein spdt austretendes
Pyrazolin aus Fumarsiduredimethylester entstanden ist, dessen mogliche Entstehung
auch von McKeowN UND READ!? diskutiert wurde.

Die von LANGNER!® beobachtete Zersetzung von Milchsdure beim Methylieren
mit Methanol und Bortrifluorid als Katalysator konnte unter den angegebenen Be-
dingungen nicht festgestellt werden. Die Zersetzung darf nicht auf Bortrifluorid als

Katalysator, sondern muss auf die anschliessende Hitzebehandlung zuriickgefiihrt
werden.

o S'Lf

Rind, Muskulatur vom Bug

22 A2

i
% o % 2t z

Fig. 5. Gaschromatographie der Methylester der aus Bugmuskulatur des Rindes extrahierten
Szuren auf Reoplex 400. Technische Angaben s. Text. Erklirung der durchnummerierten Peaks:
3 = Brenztrauben-; 4 = Milch-; 7b = 3-Hydroxybutter-; 8 = Fumar-; 9 = Bernstein-; 10 =
Laurin-; 1z = unbekannt; 13 = Myristin-; 14b und ¢ unbekannt; 15 = Palmitin-; 16 = Pal-
mitolein-; 20 == Stearin-; 21 = Ol-; 22 = Linolsiuremethylester.
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Fig. 6. Gaschromatographic der Methylester der aus Brustmuskulatur von Hahnchen extrahierten
Sduren auf Reoplex goo. Technische Angaben s. Text. Iirklirung der Peaks, s, Fig. 7.

"

Reoplex 400
60-170°C 3%/min

iy 45 43 42 ¥ % 0 XA

Fig. 7. Gaschromatographische Trennung der aus geriucherter Mettwurst extrahierten Sduren
nach Uberftihrung in Methylester auf Reoplex 400, mit Temperaturprogrammicrung. Erklirung
der durchnummerierten Peaks: 1 = Butter- (?); 2 = Capron-; 3 = Brenztrauben-; 4 = Milch-;
7 = Capryl-; 7b = 3-Hydroxybutter-; 9 = Bernstein-; 1z = unbeckannt; 13 == Myristin-; 14 =
Myristclein-; 1g4a, b und c unbckannt; 15 = Palmitin-; 16 = PPalmitolein-; 18 = Heptadecan-;
19 = Heptadecen- (?); 20 = Stearin-; 21 = Ol-; 22 = Linolsiuremethylester.
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Identifizierung von Sduren in Fleisch und Fleischerzeugnissen. Auch bei der gas-
chromatographischen Untersuchung der methylierten Siduren konnte Milchsédure
(Peak Nr. 4) als mengenmissig wichtigste Siure bei Muskelgewebe und daraus her-
gestellten Erzeugnissen nachgewiesen werden (vgl. IFig. 5—7). Bei den Nichtfettsduren
soll auf das Vorkommen von Brenztraubensiure (Peak Nr. 3), 3-Hydroxybuttersidure
(Peak Nr. 7b) und Bernsteinsiure (Peak Nr. g) hingewiesen werden. In geringer
Menge konnte auch Fumarsidure (Peak Nr. 8) in der Muskulatur frisch geschlachteter
Tiere aufgefunden werden. Als die mengenmaissig wichtigsten freien FFettsduren in
Fleisch und Fleischerzeugnissen konnten Palmitinsdure (Peak Nr. 15), Stearinsdure
(Peak Nr. 20), Olséiure (Peak Nr. 21) und Linolsiure (Peak Nr. 22) ermittelt werden.
Diese wurden sowohl auf der polaren Sidule Reoplex 400 (IFig. 5—7) wie auch auf der
apolaren Sidule Apiezon M (Ifig. 8) identifiziert.

1128 I v

ApiezonM
235°

307112) SIS — 3

Iig. 8. Gaschromatographische Trennung der aus gerducherter Mettwurst extrahierten Séuren
nach Uberfiithrung in Methylester aul Apiczon M, isotherm. Erklarung der Peaks, s. Fig. 7.

Die Menge einzelner nichtveresterter Siuren, die in der Muskulatur von ver-
schiedenen Tierarten und in verschiedenen Geweben nachweisbar ist, diirfte grésseren
Schwankungen unterworfen sein. So konnten bei vergleichbaren chromatographischen
Bedingungen fiir die aus der Bugmuskulatur vom Rind (Fig. 5) extrahierten Fett-
sduren wesentlich geringere Anteile als fiir die Gehalte an freien Fettsduren, die aus
der Brustmuskulatur von Hihnchen (Fig. 6) stammten, festgestellt werden.

Im weiteren sollen nun vor allem die quantitativen Verdnderungen der aufge-
fundenen Siduren wihrend der Bearbeitung und Lagerung von Muskelgewebe und
Fleischerzeugnissen bestimmt werden.

ZUSAMMENTASSUNG

Die im Gewebe frisch geschlachteter Tiere, wie auch in FFleischerzcugnissen an-
wesenden kurzkettigen nicht veresterten, aliphatischen Nichtfett- und Fettséduren
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wurden mit Athanol extrahiert und zur Chromatographie aufgearbeitet. Die Identifi-
zierung der Sduren erfolgte mittels Diinnschicht- und Gaschromatographie. IFiir die
Diinnschichtchromatographie von Sduren auf Celluloseschichten wurden zwei Lauf-
mittel und ein spezifisches Sprithmittel beschrieben. Ein weiteres Laufmittel wurde
direkt aus der Literatur iibernommen. Zur Gaschromatographie von aliphatischen
Nichtfett- und Fettsduren eignete sich unter Anwendung der Temperaturprogram-
mierung Reoplex 400 als fliissige Phase. Die IFettsduren wurden ausserdem isotherm
auf Apiezon M chromatographiert. In Muskulatur konnte, neben zahlreichen be-
kannten Sduren, auch die bisher nicht erwiahnte IFumarsidure nachgewiesen werden.
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