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Eine vereinfachte Differenz-UV-Absorptions-Analyse
- fiir die Beurteilung von Speisedlen

H. Hadorn und K. Ziircher

Laboratorium des Verbandes schweiz. Konsumvereine (VSK), Basel

1. Problemstellung

Die UV-Absorptionsspektroskopie dient seit einigen Jahren als wichtiges
Hilfsmittel zum Nachweis von Verinderungen der Speisedle, wie sie durch Alte-
rung (Autoxydation) und durch die Raffination verursacht werden (1,2, 3, 4).
Ganz frische, naturbelassene Speisedle zeigen in der Regel recht einfache UV-
Absorptionsspeltren. Im kurzwelligen UV besitzen sie eine stark ausgeprigte Ab-
sorptionsbande, die von den gesittigten und den Isolenfettsiuren herriihrt. Das
Maximum dieser Bande liegt unter 200 nm und kann mit den iblichen UV-
Spektralphotometern nicht mehr gemessen werden, weil in diesem Bereich die
Sauerstoftbande bereits stort.

Der Spektralbereich unter 220 nm ist tibrigens fiir die Beurteilung der Speise-
ole in unserem Zusammenhang ohne Bedeutung. Gegen das langerwellige UV fillt
die Absorptionskurve der naturbelassenen Speisedle zunichst steil ab, sie biegt
bei ca. 250 nm um und verliuft dann sehr flach. Bei nativen, ganz frischen
Olen ist im lingerwelligen UV die Absorption gering und es sind keine weiteren
Absorptionsbanden oder hochstens Andeutungen gewisser Banden erkennbar (siehe
Figur 1).

Bei der Alterung der Speisedle (Autoxydation) entstehen Hydroperoxide und
konjugierte Dienfettsiuren, mit einer Absorptionsbande bei ca. 230 am. Wihrend
der Raffination, hauptsichlich beim Behandeln der Ole mit Bleicherde, entstehen
durch intramolekulare Verschiebung von Doppelbindungen konjugierte Trienfett-
sauren und gelegentlich auch Tetraenfettsiuren. Diese Konjuenfettsiuren machen
sich im UV-Absorptions-Spektrum durch neue, meistens deutlich ausgeprigte
Absorptionsbanden bemerkbar (siche Figur 2). Die Maxima der Trienbanden liegen
bei 250—280 nm, die Maxima der Tetraenbanden bei 290—310 nm. Bei diesen
hoher ungesittigten konjugierten Systemen ist die UV-Absorptionskurve meistens
in 3 oder mehrere Teilbanden aufgespalten, die von verschiedenen Isomeren her-
rithren. Die Hauptabsorptionsbande der Trienfettsauren liegt bei 267 nm.

Die verschiedenen Absorptionsbanden (Diene, Triene und Tetraene) lassen sich
in der Regel nicht in einer einzigen Losung bestimmter Konzentration ausmessen
und in einer kontinuierlichen Absorptionskurve im gleichen Diagramm darstellen.
Die Trien- und Tetraenbanden sind in 0,25 bis 1%iger Losung deutlich erkenn-
bar (Extinktion 0,2 bis 1,0). Die Dienbande dagegen kann bei dieser relativ hohen
Konzentration nicht beobachtet werden, weil die UV-Absorption des Oles bei 230
nm bereits viel zu stark ist. Wird das Ol entsprechend verdiinnt (auf ca. 0,1 %),
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so dafl die Absorptionskurve innerhalb des mefibaren Bereichs fillt (Extinktion 0,1
bis 1,0), so erscheinen meistens die Trien- und Tetraenbanden nur noch sehr
schwach ausgeprigt (siche Figur 2). Die Dienbande dagegen macht sich durch eine
schwache, oft nur angedeutete Ausbuchtung der Absorptionskurve bei ca. 230 nm
bemerkbar, weil sie von der Absorptionsbande der Isolenfettsiuren iiberlagert
und weitgehend verdeckt wird. Will man sowohl die Dienbande als auch die
Trien- und Tetraenbanden auf dem gleichen Blatt darstellen, so miissen mehrere
Absorptionskurven fiir verschieden konzentrierte Losungen abgebildet werden.
In der Regel werden die Trien-Banden in 10fach konzentrierter Losung ausgemes-
sen als die Diene. Dieses Verfahren ist etwas umstindlich und bei der Auswer-
tung und Beurteilung wirken die Absorptionskurven verschiedener Konzentration
meistens uniibersichtlich. Um diese Nachteile der gewthnlichen UV-Spektroskopie
zu umgehen, arbeitet man zweckmaflig nach einer Methode der Differenz-Absorp-
tionsspektrophotometrie.

2. Prinzip der Differenz-Analyse

Bei Differenz-Analysen vergleicht man die zu priifende Losung nicht, wie
sonst iiblich, mit dem reinen Losungsmittel, sondern mit einer Vergleichsidsung
dhnlicher, aber genau bekannter Konzentration. Man mifit also nur den Unter-
schied (in Extinktion oder in %o Durchldssigkeit) zwischen den beiden sehr dhn-
lichen Proben. Kortiim (5) bezeichnet als «differentielle Spektralphotometrie»
ein Verfahren, bei dem man die Extinktionsdifferenz gegeniiber einer Losung des
gleichen Stoffes bekannter Konzentration bestimmt. Die Methode dient nach
Pestemer (6) hauptsachlich zur Erhthung der Genauigkeit bei Konzentrations-
Bestimmungen. Hampel (7) empfiehlt die «Differenzialanalyse» zur Bestimmung
einer einzelnen absorbierenden Substanz in einem Gemisch, das noch andere ab-
sorbierende Komponenten enthilt, oder zur Analyse von Zweikomponenten-Ge-
mischen. Die Methode der Differenz-Analyse ist vorziiglich geeignet, um kleine
Unterschiede zwischen zwei Losungen zu erfassen, oder minime Verinderungen
eines absorbierenden Stoffes spektrophotometrisch zu verfolgen. Kaufmann, Thie-
me und Volbert (8) haben erstmals eine Art der Differenzanalyse bei der Unter-
suchung von Schweinefett angewandt. Sie zeichneten die UV-Absorptionskurve
von frischem, unbehandeltem Schweinefett. Dariiber wurde im gleichen Diagramm
die UV-Absorptionskurve von anoxydiertem oder mit Clarsil behandeltem Schwei-
nefett eingezeichnet. Auf graphisch-rechnerische Art wurde die Differenzkurve
zwischen den beiden Absorptionskurven konstruiert. In der Differenzkurve wer-
den die neu auftretenden Banden der Diene und Triene deutlich sichtbar. Dieses
Verfahren ist ziemlich umstidndlich und fiir Reihenuntersuchungen wenig geeignet.

Viel einfacher und rascher ist die Methode der Differenz-Analyse, wie wir sie
fiir die Untersuchung an Speisedlen in dieser und einer folgenden Arbeit beniitzt
haben. Das Prinzip ist folgendes: In die eine Kiivette fiillt man als Referenz- oder
Vergleichslosung eine Losung des unveranderten Oles (z. B. naturbelassenes, frisch
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geprefites Erdnuf3sl). In die andere Kiivette wird eine Losung von genau gleicher
Konzentration des verinderten Oles (z. B. nach der Raffination) gebracht. Man
mifit nun iiber den ganzen Spektralbereich die Extinktionsdifferenz der beiden
Losungen. Registrierende Instrumente zeichnen direkt die Differenz-Absorptions-
kurve. Bereits kleinste Mengen einer neuen, absorbierenden Verbindung (Diene
und Triene), in der 2. Kiivette machen sich durch eine oder mehrere ausgepragte
Absorptionsbanden bemerkbar. In der Praxis, vorab bei der Untersuchung von
Handelsolen, steht das naturbelassene Ol, wie es vor der Raffination oder vor der
Autoxydation war, meistens nicht zur Verfiigung. Selbst gewonnene, naturbelas-
sene (native) Ole der gleichen Sorten, mit denen man Vergleichslosungen fiir die
Differenzanalyse herstellen konnte, sind nicht haltbar. Nach relativ kurzer Zeit
treten infolge von Autoxydation neue Banden auf. Die Methode der sogenannten
«klassischen UV-Differenz-Absorptionsanalyse» ist bei Speisedlen nur in Aus-
nahmefillen durchfilhrbar. Wir haben daher nach einer Modellsubstanz gesucht,
die anstelle des naturbelassenen Oles in die Vergleichskiivette gegeben wird und die
ein moglichst dhnliches Absorptionsspektrum aufweisen sollte wie die naturbe-
lassenen Ole. Nach zahlreichen systematischen Versuchen wurde schliefflich im
Stearinsaure-methylester (Methyl-stearat) eine nahezu ideale Modellsubstanz
gefunden. Die Verbindung ist sehr rein erhiltlich und gut haltbar. In geeigneter
Konzentration verliuft die Absorptionskurve fast genau wie diejenige eines na-
turreinen Oles ohne Konjuenfettsiuren. Die Prifung der Modellosung und die

Ausarbeitung der optimalen Versuchsbedingungen fiir die Differenzanalyse werden
im Abschnitt 4 behandelt.

3. Vorteile der Differenz-Absorptions-Ana.lyse

Die wesentlichen Vorteile der Differenz-Absorptions-Analyse sollen an einigen
Beispielen erliautert werden.

In Figur 1 sind die normalen UV-Absorptionskurven eines ganz frischen
Olivendls fiir verschiedene Konzentrationen dargestellt. In 1%uger Losung erhilt
man eine im langwelligen UV sehr flach verlaufende Absorptionskurve, die im
kurzwelligen UV zwischen 250 und 260 nm abbiegt und dann steil ansteigt. An-
deutungen von Absorptionsbanden sind kaum erkennbar. In der verdiinnteren,
0,1%oigen Losung verlduft die Kurve dhnlich, sie ist jedoch nach kiirzeren Wellen
verschoben. Diese scheinbare Verschiebung der Absorptionsbande kommt daher,
weil bei jeder beliebigen Wellenlinge die Extinktion nur noch */1¢ der Extinktion
der 1%igen Losung betrigt. In Figur 2 sind in analoger Weise die Absorptions-
spektren .eines raffinierten Olivendls fiir 3 verschiedene Konzentrationen darge-
stellt. In 1%iger Losung treten im langwelligen UV die fiir raffinierte Ole cha-
rakteristischen Absorptionsbanden der Triene (Maxima bei 257, 267 und 278 nm)
auf. Die 0,5%ige Losung zeigt ein ganz dhnliches Bild, die Trienbanden sind
jedoch nur noch halb so hoch und daher etwas weniger scharf erkennbar. Im Ab-
sorptionsspektrum der 0,1%igen Losung sind die Trienbanden fast nicht mehr
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wahrnehmbar. Zwischen 220 und 240 nm zeigt die Absorptionskurve der
0,1%0igen Losung eine schwache Ausbuchtung, die beim naturbelassenen Olivendl
in Figur 1 ebenfalls schwach angedeutet ist. Diese Ausbuchtung rithrt von einer
Dienbande her (Absorptionsmaximum bei 232 nm). Diese Bande wird durch die
sehr stark ausgeprigte Absorptionsbande der Isolenfettsiuren weitgehend ver-
deckt, da sich die beiden Kurven iiberlagern (Isolenfettsiuren mit einem Maximum
unter 200 nm; Dienfettsduren mit Absorptionsmaximum bei 232 nm).

In der Figur 3 sind die Differenz-Absorptionskurven fiir das gleiche raffinierte
Olivendl dargestellt (die Ollosungen in Isooctan wurden gegen eine 1%ige Modell-
l6sung von Stearinsiure-methylester in Isooctan ausgemessen). Sehr eindrucksvoll
ist die Kurve mit 0,5%iger Ollosung. Die Trienbanden werden nicht beeinflufit,
sie erscheinen genau gleich wie im gewohnlichen Absorptionsspektrum in Figur 2.
Frappant ist die Wirkung des Differenz-Spektrums im Bereich der Dienbande.
Die Dienbande wird im Differenz-Absorptionsspektrum (Figur 3) als scharf aus-
gebildete Bande wiedergegeben, wihrend sie im gewohnlichen UV-Absorptions-
spektrum in 0,5%iger Losung iiberhaupt nicht abgebildet wurde und in 0,1%viger
Losung nur als leichte Ausbuchtung angedeutet war. Diese verbliiffende Wirkung
der Differenz-Analyse ist, wie erwihnt, darauf zuriickzufiihren, daf die im kurz-
welligen UV sehr starke Absorption der Isolenfettsiuren und der gesittigten Fett-
sauren ausgeschaltet, bzw. durch die Modellsubstanz kompensiert wurde. Im
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Differenz-Absorptionsspektrum in 1%iger Losung liegt das Maximum der Dien-
bande oberhalb der Extinktion = 1 und ist auf dem Diagramm nicht mehr ab-
gebildet. Die gestrichelte Linie deutet den weiteren Verlauf der Absorptionsbande
ungefdhr an.

Mit Hilfe der Differenzanalyse lassen sich Verinderungen der Speiseble wih-
rend der Lagerung (Autoxydation) sehr schon verfolgen. Wir haben zu diesem
Zweck ein frisch raffiniertes Rapsol kiinstlich gealtert, indem im Dunkeln wiah-
rend 10 Tagen bei 50 © C gereinigte Luft durch das Ol gesaugt wurde. Infolge der
Autoxydation stieg die Peroxidzahl von urspriinglich 0,6 auf 15 an. Eine Ver-
gleichsprobe des gleichen Rapsoles wurde inzwischen im Dunkeln, kiihl bei ca.
6 © C gelagert. Dieses Ol hatte sich in der Zwischenzeit nicht nachweisbar verin-
dert. In den Figuren 4 und 5 sind die normalen UV-Absorptionsspektren des fri-
schen und autoxydierten Oles dargestellt. Die beiden Ole zeigen sehr Zhnliche
Absorptionskurven. Zwischen den beiden 0,25%igen Losungen sind iiberhaupt
keine nennenswerten Unterschiede feststellbar. Man erkennt die 3 Trienbanden
bei 256, 266 und 278 nm. Die beiden Tetraenbanden liegen bei 298 und 314 nm.
In 0,1°%iger Losung beobachtet man beim autoxydierten Ol (in Figur 5) eine
etwas stirkere Ausbuchtung bei 232 nm als im frischen Ol, was auf eine Ver-
mehrung der Absorption im Bereich der Diene im autoxydierten Ol zuriickzu-
fiithren ist.

Extinktion Extinktion

06 06—

L} U
0,1 % 0,256 s 01 %

05— 05—

04 }—

03—

02 — 02 }—

01 b~ 01 f—
| |
200 220 260 300 340 nm 200 340 nm
Figur 4 Figur 5
UV-Absorptionsspektrum von raffi- UV-Absorptionsspektrum von raffi-
niertem Rapsél 0,1 %/ und 0,25, niertem Rapstl nach Autoxydation.
in Isooctan (1 em Kiivette). 0,19 und 0,25% in Isooctan (1 em

Kiivette).
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In den Figuren 6 und 7 sind die Diffe-
renz- Absorptionsspektren (gemessen ge-
gen 1% Stearinsiure-methylester) des fri-
schen und des autoxydierten Oles darge-
stellt. Die Dienbande ist nun in beiden
Fillen sehr deutlich ausgebildet. Im aut-
oxydierten Ol ist sie viel hoher, was be-
weist, dafl wahrend der Autoxydation nur
Stoffe entstanden sind, die im Bereich
der Diene absorbieren. Die Banden der
Triene und Tetraene erscheinen im Diffe-
renz-Absorptionsspektrum genau an der
gleichen Stelle und zeigen die gleiche Ex-
tinktion wie im normalen Absorptions-
spektrum. Nach der Differenzial-Analyse
nach Hampel (7) kann der Anstieg der
Diene im autoxydierten Ol ebenfalls sicht-
bar gemacht werden. In die Vergleichs-
kiivette wird eine 0,25%ige Losung des
unbehandelten, in der Zwischenzeit kiihl



gelagerten Oles, in die Meflkiivette eine 0,25%ige Losung des gealterten aut-
oxydierten Oles eingefiillt. Figur 8 zeigt die Absorptionskurve dieser «Differen-
zial-Analyse». Im Diagramm erscheint nur eine Absorptionsbande im Bereich
der Diene, welche genau der Menge der neu gebildeten absorbierenden Stoffe
(Diene) entspricht. Die Trien- und Tetraenbanden sind verschwunden, weil im
unbehandelten und im autoxydierten Ol die Trien- und Tetraen-Gehalte gleich
sind. Der grofle Vorteil der Differenzanalyse mit Stearinsdure-methylester als
Modellsubstanz liegt darin, daff auf dem gleichen Diagramm sdmtliche fiir die
Beurteilung wichtigen Absorptionsbanden von den Dienen iiber die Triene bis
zu den Tetraenen abgebildet werden konnen.

4. Ausarbeitung der optimalen Versuchsbedingungen fiir die Differenzanalyse

Die im vorhergehenden Abschnitt wiedergegebenen Differenz-Absorptions-
kurven sind unter bestimmten optimalen Bedingungen aufgenommen worden.
Hier sollen einige Versuche besprochen werden, die zur Auffindung der giinstig-
sten Versuchsbedingungen fiihrten.

a) Apparatives und Wabl des Losungsmittels

Fir unsere Messungen stand ein Beckmann-Spektralphotometer DB in Kom-
bination mit einem Sargent-Schreiber Modell SRL zur Verfiigung. Der Mef-
bereich reichte vom kurzwelligen UV von 200 nm iiber den gesamten UV- und
den sichtbaren Bereich. Auf dem Papier konnten Extinktionen von O bis 1,0 (oder
1,0 bis 2,0) aufgezeichnet werden.

Nach Angaben der Beckmann-Gebrauchsanweisung sollen fiir Messungen im
kurzwelligen UV nur Losungsmittel verwendet werden, welche auch im kurz-
welligen UV eine gute Durchlissigkeit aufweisen (mindestens 50 %0 Durchlissig-
keit). Zu unseren Versuchen verwendeten wir zunichst Cyclohexan, spiter Iso-
octan, da letzteres fiir kurzwelliges UV durchldssiger ist, wie aus der Figur 9 her-
vorgeht. Bei 220 nm betridgt die Durchlissigkeit des Cyclohexans bei 1 cm
Schichtdicke nur 23,7 %o und ist ungeniigend; diejenige des Isooctans ist mit 53,7 %o
viel hoher. Besonders bei Differenzanalysen darf die Gesamtextinktion der zu
messenden Losung nicht zu hoch liegen (Extinktion nicht tiber 2), weil sonst das
Beckmann-Gerdt nicht mehr zuverldssig arbeiten wiirde. Cyclohexan zeigt bei
214 nm bereits eine Extinktion von 1,0. Bei kiirzeren Wellenlingen werden Diffe-
renz-Messungen von stark absorbierenden Verbindungen, wie Fettsiuren, be-
reits problematisch. Mit Isooctan, das erst bei 204 nm eine Extinktion von 1 zeigt,
sind Differenz-Messungen mit 1 cm Kiivetten im Gebiet um 220 nm herum mog-
lich. Bei Verwendung von 1 mm Kiivette und hherer Konzentration der Ldsung
lassen sich die Messungen bei- 200 nm noch zuverlissig durchfiihren.

Wir haben fiir alle weiteren Messungen Isooctan als Losungsmittel beniitzt. Bei
den in der Literatur beschriebenen UV-Absorptionsspektren von Speisedlen ist jedoch
fast ausnahmslos Cyclohexan als Losungsmittel verwendet worden. Wir haben zum
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Durchlissigkeit im UV von Cyclohexan und
Isooctan (1 em Kiivette).

In der Tabelle 1 sind die wich-
tigsten Absorptionsmaxima und
thre Extinktionen in Cyclo-
hexan und in Isooctan aufgefiihrt. Die in der Literatur beschriebenen Absorptions-
spektren fiir unraffinierte und raffinierte Ole in Cyclohexan konnen ohne
weiteres mit neuen, in Isooctan ausgemessenen Spektren verglichen werden. Die
Verschiebung der Absorptionsbanden der Triene und Tetraene um 1—2 nm nach
kiirzeren Wellen und die geringe Erhthung der Extinktion in Isooctan sind unbe-
deutend und konnen in den meisten Fillen vernachlissigt werden.

b) Modellsubstanz

Als Modellsubstanz fiir die Diffenenzanalyse kommen nur Verbindungen in
Frage, die in geeigneter Konzentration eine moglichst Zhnliche Absorptionskurve
wie native, frische Speisedle aufweisen. Wie bereits erwahnt, absorbieren diese
im lingerwelligen UV oberhalb 250 nm nicht merklich. Im kurzwelligen UV
zeigen sie eine sehr intensive Absorptionsbande, deren Maximum unter 200 nm
liegt, und mit unserer Apparatur nicht mehr aufgezeichnet werden konnte.

In Figur 10 sind die Absorptionsspektren fiir 3 naturbelassene Ole dargestellt
(0,25 %o in Isooctan, 1 mm Kiivette). Die Kurven steigen zwischen 210 und 215 nm
sehr steil an. Die verschiedenen Speisedle zeigen im Prinzip sehr dhnliche Kurven.
Fiir Sonnenblumen- und Sojadl (nicht eingezeichnet) verlaufen die Kurven fast
genau gleich. Diejenige des Rapsols ist etwas nach kiirzeren Wellen verschoben,
noch stirker nach kiirzeren Wellen verschoben ist die Kurve des Olivendls. Erd-
nuffol liegt zwischen Oliven- und Rapsdl. Zwischen der Lage der Absorptions-
bande im kurzwelligen UV und der Jodzahl der Ole besteht eine, allerdings
lockere Korrelation. In der Tabelle 2 ist als Mafl fiir die Lage der Absorptions-
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Tabelle 1

Charakteristische Daten der Absorptionskurven in verschiedenen Lésungsmitteln

Cyclohexan Isooctan
Absorpt. 1% Absorpt. 19

n:lar.:lc. El cm n;?: 1em

Olivensl des Handels, raffiniert,

0,5 g in 100 ml

Trienbanden 258 0,47 256 0,52
268 0,50 267 0,55
279 0,40 278 0,44

Sonnenblumendél des Handels, raffiniert,

0,3 g in 100 ml

Trienbanden : 259 1,82 258 1,96
269 2,22 268 2,41
279 1,75 278 1,87

Rapsél des Handels, raffiniert,

0,6 g in 100 ml

Trienbanden 257 1.23 256 125
268 bt 267 1512
279 0,92 278 0,92

Tetraenbanden 301 0,34 299 0,37
316 0,25 314 0,25

Tabelle 2 Korrelation zwischen UV-Absorption und Jodzahl

Extinktion bel Kennzahlen (_Mitte]werte
G0 e it aus der Literatur)
Bezeichnung des Oles 0’25:#%22 clnglung g =2 b

(1 mm Kiivette) Jodzahl z?a.h?n‘ fung;ze:l.ﬂ
Sonnenblumendl, roh 0,85 130 81 190
Sojaél, roh 0,97 - 106 80 191
Rapsél, roh 0,65 100 78 175
Erdnufisl, roh 0,40 101 74 191
Olivendl, naturbelassen 0,30 83 73 190
Kokosol, roh 0,13 9. 7 257
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Extnktion ro. 0 bande die Extinktion bei 210 nm an-
gegeben (0,25% Ol 11 Isooctan,
Schichtdicke 1 mm). Sonnenblumen-
und Sojadl mit den hochsten Jodzah-
len zeigen auch die grofite Extinktion
S bei 210 nm. Es folgen Raps-, Erdnufi-
und Olivendl. Kokosol mit einer nie-
drigen Jodzahl, d.h. mit einem nie-
drigen Gehalt an ungesittigten Fett-
siuren, zeigt die geringste UV-Ab-
sorption. Hieraus darf geschlossen
werden, dafl die Lichtabsorption im
kurzwelligen UV zum grofiten Teil auf
ungesittigte Fettsiuren zuriickzufiih-
ren ist. Vermutlich absorbieren mehr-
fach ungesittigte Fettsiuren stirker
als einfach ungesittigte, wodurch sich
gewisse Unterschiede in der UV-Ab-
sorption zwischen Olen mit anni-
hernd gleicher Jodzahl erkliren las-
sen

09—

Olivensl

08—

0,7 F—
0,6 p—
05—
04—
03—
02—

01—

Fiir die Messung der Dien-, Trien-
und Tetraenbanden beniitzt man
zweckmaflig 0,25 bzw. 0,5%ige Lo-
sungen und 1 cm Kiivetten. Dadurch
Verlauf der Absorptionsbanden verschiedener erscheinen dle“AbsorpFlonskur_ven 10-
Speisesle im kurzwelligen UV. 0,259 in Iso-  bzw. 20mal hoher als in der Figur 10.
aeoe thm, e Bei 220 nm liegt die Extinktion fiir
die meisten Ole bereits tiber 1.
Wir suchten nun nach einer Modellsubstanz, die in geeigneter Konzentration
eine moglichst dhnliche Absorptionskurve zeigt, wie ganz frische Speisedle (ohne
Konjuenfettsiuren) in 0,25 bzw. 0,5%iger L3sung.

200 210 220 230 240 250 nm

In den Figuren 11 und 16 sind die Absorptionsspektren verschiedener Modell-
substanzen in geeigneten Konzentrationen dargestellt. Olsiure und ihre Ester sind
ungeeignet, weil ihre Absorptionskurven bei 220—226 nm eine deutliche Dien-
absorption zeigen (Figuren 10, 11, 12). Diese, durch ein schwaches Maximum bei
220 nm oder eine Schulter angedeutete Absorptionsbande stammt vermutlich von
Verunreinigungen, wie Diensiuren oder Nebenprodukten, die durch Autoxyda-
tion entstanden sind. Sehr schéne Absorptionsbanden geben Stearinsiure und
Stearinsiure-methylester. Die Kurven fallen im lingerwelligen UV steil ab und
zeigen keine Unebenheiten. Der von uns gepriifte Stearinsiure-butylester dage-
gen zeigt je eine Schulter bei ca. 220 nm und 270 nm, was auf Verunreinigungen
hindeutet.
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Fig. 11
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Fig. 14
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Fig. 12
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Fig. 15
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UV-Absorptionsbanden verschiedener Modellsubstanzen in 0,1°% bzw. 1% in Isooctan (1 em Kii-

vette).
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bl LS Da Stearinsdure in Isooctan ziem-
lich schwer 16slich ist und sich beim
Stehen aus einer 1%igen Losung nach
08 |— W Swbsimemetyiet | 1% einiger Zeit Kristalle ausscheiden,
b Erdnubel fisch 08 s bleibt als Modellsubstanz nur der
Stearinsiure-methylester iibrig. Diese
Verbindung ist im Handel sehr rein
erhiltlich. (Stearinsiure-methylester
puriss. Fluka). Eine Verianderung (z.
B. Autoxydation) wahrend der La-
gerung ist nicht zu erwarten, da die
Verbindung keine Doppelbindungen
enthalt. 1%ige Losungen von Stea-
rinsaure-methylester inIsooctan zeig-
ten nach 8 Monate langer Lagerung
keine Verinderungen in der UV-Ab-
sorptionskurve, Dafl in geeigneter
Konzentration der Stearinsiure-me-
thylester im kurzwelligen UV eine
sehr dhnliche Absorptionskurve zeigt
wie frische, dien-freie Ole, erkennt
man in Figur 17. Um ein moglichst
frisches Erdnufiol, das frei von Per-
oxiden und Dienen sein sollte, zu er-
halten, haben wir aus ganz frischen,
rohen Erdniissen etwas Ol kalt abge-
prefit und davon sofort eine 0,5%ige
| Losung in Isooctan hergestellt und
240 20 280 200 om ausgemessen. Das steil ansteigende
Kurvenstiick der UV-Absorptions-
Almorptionsspektren won Bednutsl wnd Stee-  kurve verliufe nahezu parallel zu
demjenigen der Modellsubstanz. Die
Absorptionskurve einer 0,25%igen Losung von obigem Erdnuflsl wiirde sich an-
nihrend mit der Kurve der Modellsubstanz decken.

08 r—

07 |—

04 —

03 —

02 —

01—

c¢) Einflufi der Konzentration von Ol- und Modellésung

Die Konzentration der Ollosungen und der Modellsubstanz miissen fiir die
Ditferenz-Analyse so aufeinander abgestimmt sein, daff die steil ansteigenden
Kurvenstiicke im kurzwelligen UV sich moglichst decken. Durch Verinderung der
Konzentration lassen sich die Absorptionskurven im Diagramm verschieben. In
der Figur 18 ist eine derartige Kurvenschar fiir Stearinsiure-metylester dargestellt
(Konzentration 0,5 bis 2,5 %o in Isooctan).

Um den Nachweis der Diene, Triene und Tetraene moglichst empfindlich zu
gestalten, sollten die einzelnen Absorptionsbanden im Differenz-Absorptionsspek-
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trum ziemlich hoch sein, jedoch nicht
iiber die Extinktion 1,0 hinausragen,
da sie sonst mit unserem Gerdt nicht
mehr aufgezeichnet werden konnen.
Orientierende Vorversuche ergaben
als optimale Konzentration fiir die
meisten Speisedle 0,25 %o, fiir Oliven-
ole 0,5 %o,

Eine Konzentration von 1 %o Stea-
rinsiure-methylester als Modell-Lo-
sung erwies sich fiir unsere Zwecke
als am giinstigsten. Diese Konzentra-
tion wurde in allen Versuchen kon-
stant gehalten. Die im kurzwelligen
UV steil ansteigenden Kurveniste der
Modell- und der Ollésung verlaufen
in Wirklichkeit meist nicht ganz ge-
nau ibereinander oder streng parallel.
Die Kurve der Modellosung steigt
etwas steiler an als die Absorptions-
kurve der Speisedle. An einer be-
stimmten Stelle iiberschneiden sich die
beiden Kurven. Im Schnittpunkt fillt
die Differenzabsorptionskurve auf
null. Bei noch kiirzeren Wellenlingen
wird sie nicht mehr aufgezeichnet. Je
nach der gewahlten Konzentration der
Ollosung liegt der Schnittpunkt bei
einer anderen Wellenlinge. Die Kur-
ven sollten sich bei ca. 220 nm keines-
falls iiber 230 nm scheiden, weil hier
das Absorptionsmaximum der Diene
liegt, das unbedingt erfafit werden soll.
Eigentlich sollte man nun fiir jede

Extinktion Fig. 18
a b d
09—
Stearinsidure-
methylester
08—
a=05"%
b=10"%
T
o c=15"%
d=25%
0,6p—
08—
04—
O@p—
02—
0,1 p—
l | =SS
200 220 240 260 280 nm

Absorptionsspektren von Stearinsiure-methyl-
ester-Liosungen verschiedener Konzentration in
Isooctan (1 em Kiivette).

Olsorte diejenige Konzentration empirisch festlegen, bei welcher das im kurzwel-
ligen UV steil ansteigende Kurvenstiick moglichst genau mit der Absorptionskurve
der 1°%vigen Stearinsdure-methylesterlésung {iibereinstimmt. Umgekehrt konnte
man fiir eine gegebene Konzentration der Ollosung (beispielsweise 0,25 %) die
geeignete Konzentration der Modellsung aufsuchen. Beide Vorgehen wiren
etwas umstdndlich. Es ist viel einfacher und fiir die Praxis durchaus geniigend,
wenn immer eine 1%ige Modellosung beniitzt wird. Fiir Olivend! erwies sich eine
Konzentration von 0,5°% in Isooctan als optimal. Fiir Sonnenblumen-, Soja-,
Raps- und Erdnufiol haben wir mit 0,25%oigen Losungen in Isooctan gute Resul-
tate erzielt. Im Differenz-Spektrum wird bei lingeren Wellenlingen (oberhalb des
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Extinktion Fig. 19
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Differenz-Absorptionsspektrum
von Sonnenblumendl gemessen
in Isooctan gegen 19, Stearin-
sdure-methylester (1 em Kii-
vette).

Schnittpunktes der beiden Kurven) die Differenz-
Kurve aufgezeichnet. Die Diene erscheinen als gut
ausgeprigte Bande mit einem Maximum zwischen
230 und 240 nm. Anschliefend folgen im linger-
welligen UV die Banden der Triene und Tetraene.
Die im Differenz-Absorptionsspektrum neu auf-
tretende Dienbande kann mehr oder weniger ver-
zerrt erscheinen, weil die Versuchsbedingungen
empirisch festgelegt wurden und die UV-Absorp-
tionskurve der Modellosung nur niherungsweise
der Absorptionskurve eines naturbelassenen Oles
entspricht. Stellt man von einem bestimmten Ol
Losungen verschiedener Konzentrationen her und
nimmt von diesen Losungen die Differenz-Absorp-
tionsspektren gegen eine 1%oige Losung von Stea-
rinsaure-methylester auf, so erhilt man Kurven
vom gleichen Typus (Figur 19). Die Maxima der
Trien- und Tetraenbande erscheinen in allen 3
Kurven genau bei der gleichen Wellenlinge. Die
Hohe (Extinktion) der einzelnen Maxima steigt
ungefihr proportional mit der Konzentration an.
Das Lambert-Beersche Gesetz ist demnach fiir die
Trien- und Tetraenbanden annihernd erfiillt. Bei
den Dienbanden der verschieden konzentrierten
Losungen beobachtet man eine geringe Verschie-

bung des Maximums. Bei hoheren Olkonzentrationen wird es nach kiirzeren Wel-
len verschoben. Auch steigt die Extinktion nicht genau proportional an, weil das
Arbeiten mit der Modellosung (1 %o Stearinsduremethylester) in diesem Bereich
nur ein Naherungsverfahren darstellt. Die Hohe der Dienbande gibt daher keine
genauen quantitativen Angaben iiber die Menge der Diene.

‘Gegeniiber den gewohnlichen UV-Absorptionsspektren, in denen die Dien-
absorption nicht erkennbar, oder bei sehr hohen Gehalten nur durch eine geringe
Ausbuchtung der Absorptionskurve angedeutet war, bedeutet die neue Methode
einen wesentlichen Fortschritt. Uber: die Auswertung der Differenz-Absorptions-
kurven zur Beurteilung der Speisedle, vorab zum Nachweis von Raffination oder
Alterung, wird in einer spateren Arbeit berichtet.

5. Arbeitsvorschrift fiir die Differenz-Analyse

a) Losungen

Von Olivendl stellt man eine Losung her, die 0,5 g Ol in 100 ml reinstem Iso-
octan enthilt (Isooctan fiir UV-Spektroskopie 2,2,4-Trimethyl-pentan, FLUKA).
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Von Erdnufl-, Sonnenblumen-, Raps-, Maiskeim- und Sojadlen werden L&-
sungen von 0,25 g Ol in 100 ml Isooctan zubereitet (bzw. 0,125 g in 50 ml).
Als Modellosung dient eine Losung von 1,0 g Stearinsiure-methylester (puriss.
FLUKA) in 100 ml Isooctan (bzw. 0,2 g in 20 ml).

b) Messung

In zwei tadellos gereinigte Quarzkiivetten bringt man die Stearinsiure-methyl-
ester-Losung und stellt den Gerdtenullpunkt ein. Eine Kiivette wird nun mit der
zu messenden Ollosung gefiillt, in den Strahlengang des UV-Spektralphotometers
gebracht und die Differenzkurve im Spektralbereich zwischen 340 nm und ca.
210 nm aufgezeichnet. Als Referenz dient die 1%ige Stearinsdure-methylester-
Losung.

c) Auswertung

Im kurzwelligen UV erscheint eine meistens gut ausgebildete Dienbande mit
einem Maximum zwischen 230 und 240 nm. In unraffinierten, naturbelassenen
Olen sind aufler der Dienbande keine anderen deutlich ausgepriagten Absorp-
tionsbanden sichtbar. Bei raffinierten Olen erscheinen bei etwas lingeren Wellen
die Trienbanden. Meistens sind es 3 mehr oder weniger deutlich ausgebildete
Banden mit Maxima bei 258 nm, 268 nm (Hauptbande) und 279 nm. Bei noch
lingeren Wellen treten gelegentlich auch Tetraenbanden auf mit Maxima bei ca.
300 nm und 316 nm. Die Dienbande ist ein Mafl fiir den Frischezustand des
Oles. Bei der Alterung (Autoxydation) steigt die Dienbande stark an. Durch die
Raffination verschwindet ein grofler Teil der Diene, es entstehen Triene und
Tetraene. Bei der Alterung raffinierter Ole steigt die Dienbande wieder an, die
Triene und Tetraene bleiben praktisch unverandert.

Auf Einzelheiten tiber das Verhalten der verschiedenen Ole und die quantita-
tive Auswertung der Differenz-Absorptionsspektren wird in einer spiteren Ar-
beit eingegangen.

Zusammenfassung

1. Die UV-Absorptionsspektren von naturbelassenen und von raffinierten Speisedlen
werden kurz besprochen. Im normalen UV-Absorptionsspektrum wird die Absorptions-
bande der Dienfettsiuren von der sehr stark ausgeprigten Bande der Isolenfettsiuren
tiberlagert und meistens verdeckt.

2. Durch Differenz-Analyse kann die Absorptionswirkung der Isolenfettsiuren auf-
gehoben werden. Dadurch wird die Dienbande deutlieh hervorgehoben. Als Modellsub-
stanz, die an Stelle des naturbelassenen Speisedls in die Vergleichskiivette eingefiillt wird,
dient Stearinsdure-methylester.
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3. Die neue Methode gestattet es, saimtliche Absorptionsbanden der Dien-, Trien- und
Tetraenfettsiuren als kontinuirliche Absorptionskurve auf einem Diagramm darzustellen.

Résumé

1. Breve discussion des spectres d’absorption UV des huilles comestibles vierges et
raffinées. Dans le spectre d’absorption UV normal la bande d’absorption des acides gras
diéniques est le plus souvent recouverte par celle des acides gras isoléniques.

2. Par analyse différentielle il est possible de supprimer I'effet génant des acides gras
isoléniques, ce qui permet 2 la bande d’absorption des acides gras diéniques de ressortir
nettement.

Comme substance-modéle on a utilisé I’ester méthylique de Pacide stéarique pour
remplir la cuvette de comparaison, 2 la place de I’huile comestible vierge.

3. Cette nouvelle méthode permet d’obtenir sur un seul diagramme et sous forme
d’une courbe d’absorption continue toutes les bandes d’absorption des acides gras diéni-
ques, triéniques et tétraéniques.

Summary

Description of a new procedure for the examination of the UV absorption spectrum
of non refined and refined edible oils by différential analysis, which eliminates the mas-
king effect of the isolenic fatty acids.
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