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1. Einleitung und Fragestellung

Fisch enthalt neben zumeist geringen Anteilen an Fett hohe Mengen an
hochwertigem Protein und nur geringe Mengen an Kohlehydraten. Das in Fisch
enthaltene Protein ist wegen seines geringen Bindegewebsanteils besonders
leicht verdaulich und enthalt auch hohe Mengen an essentiellen Aminosauren.
Aufgrund der zumeist besonders hochwertigen Zusammensetzung seiner
Fettfraktion ist Fisch ein, als besonders wertvoll anzusehendes Lebensmittel.
Zusatzlich enthalt Fisch Vitamine wie Vitamin A, E und D sowie eine Reihe von
Mineralstoffen Eisen, Fluor und Jod, bei einem niedrigen Natriumgehalt.

Fischél enthalt verhaltnismaBig hohe Mengen an essentiellen und anderen
polyungesattigten Fettsduren die allgemein eine positive Wirkung auf die
Gesundheit auslben. Viele Studien wurden verdffentlicht, die derartige Effekte,
vor allem von EPA und DHA beim Menschen nachweisen, hierbei handelt es
sich zumeist um die Pravention von Zivilisationskrankheiten der
industrialisierten Welt. N-3 PUFAs besitzen ein breites Spektrum positiver
Wirkungen, wie antithrombotische, antiinflammatorische und antiarrhytmische,
so wirken sie praventiv in der Entwicklung koronarer Herzerkrankungen,
Hypertonie, Hypercholesterindmie und sind auch in der Lage Symptome

chronisch entzindlicher Erkrankungen zu mildern.

Auch enthalt Fisch hohe Mengen an einfach ungeséttigten Fettsauren, wie OlI-
und Palmitoleinsaure. Monoenfettsauren wirken, werden sie statt gesattigten
aufgenommen, ebenfalls praventiv in der Entwicklung von koronaren
Herzerkrankungen, Arteriosklerose, Hyperlipidamie und Hypercholesterinamie.
Zusétzlich konnte durch mehrere Studien eine positive Wirkung der
Palmitoleinsdure auf die Entstehung von Diabetes Mellitus nachgewiesen
werden, indem sie zur Erhéhung der Widerstandsfahigkeit pankreatischer f3-

Zellen beitragt.

Zum Schutz der groBen Mengen an hochungeséttigten Fettsduren die sich vor
allem in den Zellmembranen befinden bedarf es eines fettldslichen Antioxidans,
dem Vitamin E. Es sorgt fur den Erhalt der Membranfluiditat und —funktionalitat.



In Fisch wurde ein spezielles Isomer, das marine derived a-Tocomonenol
identifiziert, das vor allem in arktischen Seefischen in hohen Mengen gefunden
wurde und teilweise auch in StiBwasserfischen vorkommt. Es scheint eine
Anpassung an kalte Gewasser zu sein, da es bei tiefen Temperaturen
besonders guten und vor allem besseren Schutz als a-Tocopherol vor

Fettoxidation durch Peroxylradikale bietet.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden wildlebende Reinanken aus dem
Millstattersee untersucht. Durchgeflihrt wurden eine Homogenitatsprifung, von
Fett und Protein im Filet, wie auch eine Quantifizierung von Gesamtprotein, -fett
und Fettsduren. Durch diese Untersuchungen war es méglich die allgemeinen
erndhrungsphysiologischen Eigenschaften der Reinanken zu beurteilen.
Zusatzlich wurde eine Vitamin E quantifizierung durchgefiihrt, wobei hier das o-
Tocomonoenol, das auch in der marinen Nahrungskette vorhanden ist,

identifiziert werden konnte.



2. Literaturiibersicht

2.1. Fettsauren

Fettsduren sind Carbonsauren die sich aufgrund ihrer chemischen Struktur von
einander unterscheiden, diese wiederum beeinflusst deren chemische und
physikalische Eigenschaften. lhre Unterteilung kann nach verschiedenen
Gesichtspunkten erfolgen: Lange der Kohlenstoffkette; Anzahl, Position und
Konfiguration der Doppelbindungen und nach dem Vorkommen zusétzlicher
funktioneller Gruppen [BELITZ et al., 2001].

Ihre biologische Bedeutung erlangen sie unter anderem als Energielieferanten
und —speicher in den Fettgeweben, in Form von Triacylglyceriden. Auch dienen
sie als Schutzpolster innerer Organe und das subkutane Fett als Isolation
gegen Kalteeinwirkung. Vor allem die mehrfach ungesattigten, langkettigen
Fettsduren sind Bestandteile von Phospholipiden die zum Aufbau von
Zellmembranen und als Vorstufen fir die Synthese biologisch aktiver
Substanzen dienen, wie zum Beispiel den Eicosanoiden, die aus der

Arachidon-, Eicosapentaen- und Dihomogammalinolensaure gebildet werden.

Die Lipidfraktion von fetten Fischen besteht vorwiegend aus Triglyceriden. 35 —
40% der Fettsduren bestehen aus tber 18 Kohlenstoffatomen und 20 — 35%
beinhalten mehr als drei Doppelbindungen. Daraus ergibt sich auch die
erndhrungsphysiologische Bedeutung und Besonderheit des Fischdls, es
enthélt einen vergleichsweise hohen Gehalt an essentiellen Fettsduren. Der
Anteil an gesattigten Fettsauren schwankt zwischen 20 und 50%,
ungeradzahlige Fettsduren kommen mit 1,5 — 2,5% nur in geringen Mengen vor
[BUSCH-STOCKFISCH, 2005].

2.1.1. Gesattigte Fettsauren

Gesattigte Fettsauren sind Carbonsauren von unterschiedlicher Lange, die
ausschlieBlich Einfachbindungen enthalten, was bedeutet, dass alle
Kohlenstoffe mit Wasserstoffatomen gesattigt sind. Sie werden unterteilt in



kurzkettige (4 — 6 C-Atome), mittelkettige (8 — 12 C-Atome) und langkettige
Fettsauren (14 und mehr C-Atome). In der Natur dominieren die geradzahligen
und unverzweigten Isomere, Fettsduren mit ungerader Kohlenstoffzahl oder

Verzweigungen kommen eher selten vor.

Der Schmelzpunkt von gesattigten Fettsduren liegt héher als der von
ungesattigten, sie sind bei Raumtemperatur fest. Inr Schmelzpunkt ist abhéngig
von der Kettenlange, er steigt mit der Kohlenstoffzahl und sinkt mit
zunehmender Zahl an Doppelbindungen [BELITZ et al., 2001].

WW COCH

Pristansaure

YVW COOH

Phytansaure

Abb. 1: Beispiele fiir verzweigtkettige, gesittigte Fettsauren [BELITZ et al.
2001]

Verzweigtkettige Fettsauren kommen vor allem in Fischdl und im Fett von
Wiederkauern vor, sie werden Gber die Nahrung, z.B. Plankton aufgenommen,
oder von Bakterien gebildet. Neben der Phytan- und Pristansaure, die als
Abbauprodukte von Chlorophyll in Fisch vorkommen kénnen, kommen auch
iso- und anteiso-Isomere von gesattigten, geradzahligen wie auch
ungeradzahligen Fettsauren vor. Isofettséduren besitzen eine
Methylverzweigung am C2-Atom, wahrend sie sich bei anteiso-Fettsduren am
C3-Atom, jeweils vom Kettenende ausgehend, befindet [RASOARAHONA,
2004].



TAB.1:

Nomenklatur gesattigter Fettsauren [nach BELITZ et al., 2001]

Systematischer Name  Trivialname Kurzform Vorkommen
Butansaure Buttersaure C4:0 Milchfett
Pentansaure Valeriansaure C5:0 Milchfett
Hexansaure Capronsaure C6:0 Milchfett, Kokosdl
Heptansaure Onanthsaure C7:0
Octanansaure Caprylsaure C8:0 Milch-, Kokos-,

Palmkernfett
Nonansaure Pelargonsaure  C9:0
Decansaure Caprinsaure C10:0 Milch-, Kokos-,
Palmkernfett
Dodecansaure Laurinsaure C12:0 Kokos- und Milchfett
Tetradecansaure Myristinsaure  C14:0 Milch-, Kokos-,
Palmkernfett
Pentadecansaure C15:0 Rind, Fisch, Lamm
Hexadecansaure Palmitinsaure  C16:0 Palmél, Kakaobutter,
Rindertalg
Heptadecansaure Margarinsdure C17:0 Milchfett, Rindertalg
Octadecansaure Stearinsdure  C18:0  Tierische und
pflanzliche Ole
Eicosansaure Arachinsaure  C20:0 Kakaobutter,
Baumwollsaat
Docosansaure Behensaure C22:0 Erdnuss- und Rapsél
Tetracosansaure Lignocerinsaure C24:0
Hexacosansaure Cerotinsaure C26:0 Bienenwachs

Verzweigtkettige Fettsauren

2,6,10,14-Tetramethyl- Pristansaure
pentadecansaure
3,7,11,15- Phytansaure

methylhexadecansaure

Fischol, Milchfett

Fischol, Milchfett




Gesattigte Fettsauren genieBen in unserer Gesellschaft einen eher negativen
Ruf, denn sie stehen, im UbermaB verzehrt, in Verbindung mit der Entwicklung
einer Reihe von Krankheiten. Vor allem in Industriestaaten sind der Konsum an
gesattigten Fettsauren und dadurch auch die Energieaufnahme viel zu hoch,
was zu steigendem Ubergewicht und einer Erhéhung der Serumspiegel von
Gesamt- und LDL-Cholesterin, sowie von Triglyceriden und einem Absinken
von HDL-Cholesterin fiihrt [KRIS-ETHERTON et al. 1999]. Diese
Veranderungen kénnen, zur Entwicklung von Arteriosklerose und
kardiovaskularen Erkrankungen flihren; auch kommt es h&ufig zu
Bluthochdruck, Diabetes und Leberverfettung, um nur einige negative Folgen

eines zu hohen Fettkonsums zu nennen.

2.1.2. Einfach ungesattigte Fettsauren

2.1.2.1. Chemie und Vorkommen

Monoenfettsduren enthalten in ihrer Kohlenstoffkette eine Doppelbindung,
welche, ausgehend vom Carboxylende, zumeist zwischen den C-Atomen 9 und
10 liegt. Kurz- und mittelkettige einfach ungesattigte Fettsduren kommen in der
Nahrung nur in geringen Mengen vor, langkettige sind hingegen sehr haufig zu
finden, insbesondere C18:1n9, die Olsaure.

Bei Monoenfettsduren kdnnen jeweils zwei natlrliche Isomere auftreten. Je
nach Orientierung der Wasserstoffatome an den Kohlenstoffatomen die an der
Doppelbindung beteiligt sind werden sie unterteilt in cis und trans. Cis-
Fettsduren kommen in der Natur am haufigsten vor, die Wasserstoffatome sind
hier auf derselben Seite der Doppelbindung lokalisiert. Transfettsauren
hingegen entstehen in gréBeren Mengen bei der industriellen Fetthartung,
durch partielle Hydrierung und in geringeren Anteilen im Pansen von
Wiederk&uern, durch bakterielle Hydrierung, sie sind daher im Milchfett
enthalten. Bei Transfettsduren sind die Wasserstoffatome auf

gegenulberliegenden Seiten der Doppelbindung ausgerichtet.



H'H fH Hx -~
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Abb. 2: Cis- und Transfettsauren [CHRISTIE, 2009]

Durch mehrere Studien wurde nachgewiesen, dass Transfettsauren negative
Auswirkungen auf die Gesundheit des Menschen haben kénnen. Sie sind in der
Lage das Risiko fur Colonkrebs zu erh6hen [STENDER und DYERBERG, 2004]
und beeinflussen die Cholesterinspiegel negativ, sie erhéhen LDL- und senken
HDL-Cholesterin, was einen Risikofaktor fir die Entstehung kardiovaskularer
Erkrankungen darstellt [JUDD et al., 1994; ASCHERIO und WILLET, 1997].
Transfettsauren haben auBerdem negative Auswirkungen auf die
Endothelfunktion, was eine Erklarung flr das durch sie verursachte erhdhte
Risiko fur kardiovaskuléare Erkrankungen ist. Auch besteht eine positive
Korrelation zwischen der Aufnahmemenge an Transfettsauren und den
Plasmakonzentrationen verschiedener Entzindungsmediatoren, wie dem c-
reaktiven Protein und IL-6, wobei CRP eine direkte Rolle spielen dirfte in der
Atherogenese [LOPEZ-GARCIA et al., 2005].

Die in der Natur am haufigsten vorkommende einfach ungesattigte Fettsaure in
Pflanzen und Tieren ist die Ols&ure. Sie ist die Hauptkomponente von Olivendl
und kommt auch in anderen Olsaaten, sowie im Speicherfett von Tieren in
relativ groBen Mengen vor. Die Palmitoleinsdure, die in gréBeren Mengen in der
Makadamianuss und in Fisch enthalten ist, findet erst seit kurzem gro3e
Beachtung, da ihr nach neueren wissenschaftlichen Erkenntnissen positive
Wirkungen in der Pravention von Diabetes Mellitus zugeschrieben werden
[HOTAMISLIGIL, 2008].



Tab. 2: Nomenklatur und Vorkommen von Monoenfettsauren [CHRISTIE,

2009]
Systematischer Trivialname Kurzform  Vorkommen
Name
cis-9- S 16:1(n-7) Makadamianuss,
) Palmitoleinsaure
hexadecenséaure Fisch
Cis-6- . Karotten, Petersilie,
) Petroselinsaure  18:1(n12) .
octadecensaure Koriander
cis-9- Olivendl,
octadecensaure Olsaure 18:1(n-9) Sonnenblumendl,
Fisch
cis-11- _ ) .
) Cis-Vaccensaure 18:1(n-7) Bakterien
octadecensaure
cis-11-Eicosensaure C20:1(n-9) Hanfsamen, Hanfdl
cis-13- ) _
) Erucasaure C22:1(n-9) Wilder Raps
Docosensaure
cis-15- )
) Nervonsaure C24:1(n-9)
Tetradocosenséaure

2.1.2.2. Positive Wirkungen einfach ungesattigter Fettsauren
auf die Gesundheit

Epidemiologische Studien zeigen, dass einfach ungeséttigte Fettséduren aus der
Nahrung einen positiven Effekt auf die Gesundheit des Menschen haben. Die
Art von Fett die aufgenommen wird, ist wichtig in der Etablierung
kardiovaskularer Erkrankungen, die Gesamtfettaufnahme drfte hierbei von
geringerer Bedeutung sein [NICKLAS et al., 2004]. So ist die Mittelmeerdiat
auBerst fettreich. Vor allem Olivendl, welches primar Monoenfettsauren enthalt,
wird in groBen Mengen verzehrt, gleichzeitig ist die Inzidenzrate flr Herzinfarkt
jedoch niedriger als in anderen europaischen Landern. Neuere
Diatempfehlungen gehen ein auf positive Wirkungen von ungesattigten




Fettsauren. Speziell im Hinblick auf einfach ungesattigte Fettsduren, zeigten
Studien, dass der Ersatz von gesattigten Fettsduren durch Monoenfettsduren
ein Absinken von LDL-Cholesterin und einen Anstieg von HDL-Cholesterin zur
Folge hat [NICKLAS et al., 2004; CURB et al., 2000; FELDMAN 1999; KRIS-
ETHERTON et al. 1999]. Die Plasmakonzentrationen von Triglyceriden konnten
durch Substitution héherer Mengen an einfach ungesattigten Fettsauren
ebenfalls signifikant gesenkt werden [KRIS-ETHERTON et al. 1999]. Auch
durch héhere Gaben an Polyenfettsduren wurde ein Absinken von Gesamt- und
LDL-Cholesterin beobachtet, wahrend HDL-Cholesterin anstieg, jedoch kann
eine gleichzeitig unzureichende Aufnahme von Antioxidantien zu einer
Erhdhung der Lipidperoxidation und so zu vermehrtem oxidativem Stress
fihren, was eine Erklarung fir den Abfall von HDL-Cholesterin in manchen
Studien sein kénnte [BERRY et al., 1991].

Es wurde auch entdeckt, dass Indexes von Ubergewicht und Insulinresistenz
positiv korrelieren mit dem Plasmagehalt von C16:1(n-7). Bei fettleibigen
Personen sind Plasmaspiegel von Palmitoleinsdure und Stearoyl-CoA-
desaturase signifikant erhdéht, was auf eine endogene Lipogenese hindeutet, die
offenbar die Synthese von Fettsauren aus Kohlehydraten wiederspiegelt. Der
Gehalt von C16:1 in Serumcholesterolestern und Triglyceriden im Fettgewebe
korreliert auBerdem stark mit Indexes von Adipositas und die Konzentrationen
an MUFAs in Muskelphospholipiden korrelieren mit dem nichtern
Glucosegehalt im Blut. Zusammen weisen diese Erkenntnisse darauf hin, dass
Anderungen in der Zusammensetzung von Monoenfettsauren in Geweben und
Plasma vielleicht zentrale Komponenten in der Entwicklung von Fettsucht und
dem metabolischen Syndrom sind [OKADA et al., 2005].

2.1.2.2.1 Einfach ungesattigte Fettsauren und Diabetes Mellitus

Weltweit steigt die Pravalenz von Diabetes, vor allem Typ |l rapide an. Diese
Erkrankung flhrt zu einer starken Beeintrachtigung der Lebensqualitat der
Patienten und ist im fortgeschrittenen Stadium, der Hauptgrund far Erblindung
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und Nierentransplantationen, sowie GefaBerkrankungen und Amputationen von
und an GliedmaBen. Zusatzlich steigt das Risiko fir kardiovaskulare
Erkrankungen um ein zwei bis flinffaches [JENKINS et al., 2008].

ErwiesenermafBen hangen Diabetes Typ | und Il von der pankreatischen B3-
Zellmasse ab; zur Erkrankung kommt es aufgrund einer Imbalance zwischen
Zelltod und —neubildung. Diabetes Typ | ist eine Autoimmunerkrankung bedingt
durch eine UbermaBige Induktion der Apoptose von B-Zellen. Diabetes Typ Il ist
keine Immunerkrankung, sondern steht vielmehr im Zusammenhang mit
falscher und GbermaBiger Ernahrung. Vor allem die Fett- und Zuckeraufnahme
spielen in der Pathogenese eine groBe Rolle [MARZO et al., 2004]. Es ist
bewiesen, dass viszerale Fettdepots ein primarer Faktor in der Pathogenese
verschiedener Adipositas bedingter metabolischer Stérungen sind,
einschlieBlich Diabetes, Insulinresistenz und Hyperlipidamie [FUKUCHI et al.,
2004].

Die Fettsdureaufnahme ist ein primarer Faktor, der eine Insulinresistenz in
Assoziation mit Ubergewicht verursachen kann, denn Verénderungen in der
Fettsdurezusammensetzung in Blut und Muskel korrelieren mit dem Auftreten
einer Insulin-Resistenz beim Menschen. Eine Imbalance in der
Zusammensetzung der Leberfettsduren kann auch zu Anderungen der
Fettsdurezusammensetzung in anderen Geweben fihren [FUKUCHI et al.,
2004].

Verschiedene Agenzien kénnen eine Induktion der Apoptose pankreatischer B-
Zellen verstarken oder abschwachen. Zu den effektivsten zahlen die einfach
ungeséattigten Fettsduren, sie tben potente protektive Effekte gegen eine
lipotoxische und cytokin-mediierte Induktion des Zelltods aus [WELTERS et al.,
2006].

Derartig positive Effekte konnten hingegen durch eine Supplementierung mit
EPA und DHA nicht nachgewiesen werden, sie fihren zu keinen nachweislich
positiven Wirkungen auf Glukosetoleranz und Insulinresistenz [TOFT et al.
1995].
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Geséttigte und einfach ungesattigte Fettsduren Gben unterschiedliche Effekte
auf die Lebensfahigkeit pankreatischer B-Zellen aus. Langkettige geséattigte
Fettsauren wirken zytotoxisch auf sie, was assoziiert wird mit einer Kaspase-
Aktivierung und nachfolgender Induktion von Apoptose. C16:1n7 wirkt im
Vergleich mit C16:0 nicht toxisch, sie unterdriickt die schadliche Wirkung der
Palmitinsaure sogar. Es wird vermutet, dass einfach ungesattigte Fettsauren die
Lebensfahigkeit der pankreatischen B-Zellen, durch Regulation verschiedener
Schritte des apoptotischen Enzymweges, durch cAMP, regulieren. Vor allem die
Palmitoleinsdure scheint groBes Potential zu haben in der Pravention und
Behandlung von Diabetes [WELTERS et al., 2006].

C16:1n7 ist scheinbar ein vom Gewebe abgeleitetes Fetthormon, das die
Muskelinsulinaktivitat stark erhéht und eine Hepatosteatose unterdriickt. Im
Tierversuch kam es durch eine Induktion von Diabetes Typ Il zu einem
dramatischen Anstieg von C16:1, womit eine erhéhte Insulinsensitivitat und die
Vermeidung einer manifestierten Fettleber assoziiert wurde. Es kam zu einer
verbesserten absoluten Glucoseeinlagerung und erhéhter Aufnahme in den
Muskel. Auch ist die Palmitoleinsaure scheinbar die einzige Fettsdure deren
Gewebskonzentrationen im Zusammenhang mit Anderungen des
Fettstoffwechsels im Fettgewebe reguliert werden kann. Die niedrigen basalen
Konzentrationen und die rasche Fluktuation reflektieren eine de novo
Lipogenese, was die These stltzt, dass 16:1n7 geeignet ist als regulierendes
Hormon oder Signal zu wirken, um eine Kommunikation zwischen Fett- und
anderen Geweben zu mediieren. All diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
C16:1 in der Tat ein kérpereigenes Gewebshormon sein kénnte, das in der
Lage ist, durch verbesserte Glucoseverwertung in der Entwicklung von
Diabetes Mellitus Typ Il praventiv zu wirken [CAO et al., 2008].
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2.1.3. Mehrfach ungesattigte Fettsauren

2.1.3.1. Chemie und Vorkommen

Polyenfettsduren enthalten mindestens zwei Doppelbindungen, die sowohl cis-
als auch trans-konfiguriert sein kdnnen, auch das Auftreten von konjugierten
Doppelbindungen ist mdglich, meist sind sie jedoch isoliert. In der Natur
kommen vor allem die cis-Isomere vor, Transpolyenfettsauren entstehen bei der
industriellen Hydrierung von pflanzlichen Olen zur Margarineherstellung, aber
auch im Pansen von Wiederkauern durch bakterielle Fermentation.

MWCDDH
linoleic acid

MCDOH

oi-linolenic acid

t — COOH

9-cis 1 1-Hrahsoctadecadienoic acid

Abb. 3: Linolsaure, ao-Linolensaure und konjugierte Linolensaure als
Beispiele fiir PUFAs [CHRISTIE, 2009]

Zu den mehrfach ungesattigten Fettsduren gehéren auch die essentiellen
Fettsauren. Der Mensch muss sie mit der Nahrung aufnehmen, da er selbst
nicht das Enzymsystem besitzt das fir ihre Synthese notwendig ist [BIESALSKI
et al., 2004]. Linolsdure wie auch die a-Linolensdure sind essentiell fiir Mensch
und Tier. Pflanzen sind jedoch in der Lage letztere aus der Linolsaure zu
synthetisieren, durch deren Desaturierung mit Hilfe der A 12° und die A 15°

Desaturasen.
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Tab. 3: Nomenklatur und Vorkommen von PUFA [CHRISTIE, 2009]

Systematischer Trivialname Kurzform vorkommen
Name
9, 12- Linolsaure Distel-,
Octadecadiensaure C18:2n6 Sonnenblumen-,
Hanfol
9,12, 15- a-Linolenséure Lein-, Hanf-, Raps-
o C18:3n3
Octadecatriensdure und Walnussol
6,9, 12- v-Linolensaure Granatapfelkerne,
) C18:3n6
Octadecatriensaure Hanfol
8,11, 14- Arachidonséaure Schweineleber,
. C20:4n6
Eicosatetraensaure Thunfisch
Eicosapentaensaure EPA C20:5n3 Fischol
Docosahexaensaure DHA C22:6n3 Fischol

Zu den essentiellen Fettsauren gehdéren die eben erwahnte Linolsaure und die
a-Linolensaure, durch ihre Elongation und Desaturierung werden aus
Linolsaure die Arachidonsaure und aus der o—Linolensaure die Eicosapentaen-
und Docosahexaensaure synthetisiert [CALDER, 2005]. Letztere sind in Fisch
in gréBeren Mengen enthalten, auch er kann deren Vorstufen nicht selbst
synthetisieren, nimmt sie jedoch Uber seine Nahrung auf (Algen, Plankton, und
andere einzellige Organismen, Krebse, kleine Fische...). Linolsdure kommt in
vielen pflanzlichen Olen vor, wie Distel-, Sonnenblumen- und Maiskeimél wo sie
die Hauptkomponente ist [BIESALSKI et al., 2004].
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COOH

Elongase
Elongase
Ab-desaturase
p-oxidation

Hsc\/ﬁ:\/:\/:-\/:\/:\/n:\\//\
COOH

Docosahexaenoic acid (22:6n-3)

Abb. 4: Struktur und Metabolismus von n-6 und n-3 PUFAs [CALDER,
2005]

Die Aufnahmeempfehlungen flr Polyenfettsduren belaufen sich derzeit auf
einen Anteil von 3,5% an der Gesamtenergieaufnahme, mindestens 3% (109)
Linolsdure und mindestens 0,5% (1g) n-3-Fettsauren. Das Verhaltnis n-6 zu n-3
Fettsauren sollte 5:1 bis 15:1 betragen [BIESALSKI et al., 2004]. Die
Empfehlungen kdnnten durch zweimaligen Fischverzehr pro Woche leicht
erreicht werden. Dies ware vor allem bei Kindern, Schwangeren und alteren

Personen, den sogenannten Risikogruppen besonders wichtig.
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2.1.3.2. Eicosanoide

2.1.3.2.1. Definition

Eicosanoide sind Derivate mehrfach ungesattigter C20 Fettsduren, die durch
Oxygenasen gebildet werden. Sie sind Mediatoren und Gewebshormone die in
Entzindungsvorgange im Koérper involviert sind. Sie kénnen von jeder Zelle
produziert werden und sind beteiligt an Prozessen wie Fieber, Allergie,
Entziindung und Schmerz.

Die einzelnen Vertreter der Eicosanoide lassen sich in unterschiedliche
Substanzgruppen unterteilen:

1. Prostaglandine: Sie regulieren Muskelkontraktion, Immunantwort und

Entzindungen.
2. Prostacycline: Sie hemmen die Blutpattchenaggregation.
3. Thromboxane: Sie verursachen eine Blutplattchenaggregation.

4. Leukotriene: Sie beeinflussen die mikrovaskuladre und bronchiale
Konstriktion und Dilatation.

5. Hydroxyfettsauren: Sie regulieren die Zelladhasion.

Prostaglandine, Prostacyline und Thromboxane werden Uber den
Cyklooxygenaseweg synthetisiert; Leukotriene und Hydroxyfettsduren werden
durch die Lipoxygenase gebildet [LUNN und THEOBALD, 2006].
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Abb. 5: Beispiele fiir die einzelnen Eicosanoidgruppen [CHRISTIE, 2009]

2.1.3.2.2. Synthese

Die Eicosanoide stellen eine Verbindung her zwischen mehrfach ungesattigten
Fettsduren und Entziindungsvorgangen im Koérper. Diese
Entziindungsmediatoren werden synthetisiert aus C20-Carbonséuren, PUFAs
die aus den Phospholipiden der Zellmembranen durch die Phospholipase A,
freigesetzt werden und anschlieBend als Enzymsubstrat dienen. Die an
EntzGndungen beteiligten Zellen (z.B. Makrophagen) enthalten typischerweise
hohe Mengen an n-6 und geringe Mengen an n-3 Polyenfettsauren,
insbesondere EPA in ihren Zellwanden, weshalb die Arachidonsaure
dominierende Substrat fur die Eicosanoidsynthese ist [CALDER, 2005].
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Abb. 6: Synthese von Prostaglandinen durch die Cyclooxygenase und
Peroxidase [Christie, 2009]

Die Gruppe der Arachidonsaure abstammenden Eicosanoide beinhaltet zum
einen die Serie-2 Prostaglandine und Thromboxane, oxygenierte, cyclische
Derivate die tber den Cyclooxygenase-Weg synthetisiert werden und zum
anderen die Serie-4 Leukotriene, Lipoxine und 5-Hydroxyfettsauren
oxygenierte, acyclische Produkte die Uber den Lipoxygenase-Weg entstehen
[KINSELLA et al., 1990].

00H
Sdow DO
. (Ll
QOH
SHRETE £S-LOX 15 S_LCV 15-HRETE
= L0
3 ! 5

= COOH
SLONE: 12 L0, - - e atachidanic aeid
'15-LD.>(
/éu:m 125‘-th

HOG-

COoH

&HPETE 12-HPETE

Abb. 7: Synthese von Hydroxyfettsauren durch die Lipoxygenase
[CHRISTIE, 2009]
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Es gibt 2 Isoenzyme der Cyclooxygenase: COX 1 und COX 2. COX 1 ist ein

konstitutives Enzym das von den meisten Zelltypen gebildet wird, COX 2 ist

hingegen ein induzierbares Enzym, als Teil der entziindlichen Immunantwort
[HARDMAN, 2004].

Durch vermehrte Aufnahme von Eicosapentaensaure Uber die Nahrung steigt
auch ihr Gehalt in den Phospholipiden der Zellmembranen und sie wird
vermehrt flr die Eicosanoidsynthese herangezogen. Die Serie-2
Prostaglandine, die durch die Cyclooxygenase aus der Arachidonsaure gebildet
werden, wirken starker proinflammatorisch und proproliferativ in den Geweben,
als die Serie-3 Prostaglandine, die aus der EPA gebildet werden, welche

geringer wirksame Entziindungsmediatoren darstellen [CALDER, 2001"].

Arachidonic acid in
cell membrane phosphatidylcholine

l Phospholipase A,

Free arachidonic acid

cox 15-LOX 12-LOX 5-LOX
PGG; 15-H[ETE 12-I-I’ETE 5-HPETE
PGH; 15-HETE 12-HETE LTA, 5-HETE

AN TN

PGD, PGE, PGl; TXA; PGF,, LipoxinA,

| '
|

LTE.

Abb. 8: Arachidonsaureabstammende Eicosanoidsynthese [CALDER,
2005]
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Eicosapentaensaure hemmt kompetetiv die Synthese von Eicosanoiden aus der
Arachidonsaure, da auch sie als Substrat flr die Cyclooxygenase und
Lipooxygenase von Entziindungzellen herangezogen wird. Dies fuhrt zur
Bildung einer anderen Familie von Eicosanoiden, die wesentlich geringere
Wirkung aufweisen, den Serie-3 Prostaglandinen und Thromboxanen, und den
Serie-5 Leukotrienen und Hydroxy-Eicosapentaensauren. So ist LTBs ein um 10
— 100-mal weniger potentes neutrophiles chemotaktisches Agens als LTB4
[CALDER, 2005].

Diese durch n-3 PUFAs verursachte Abschwachung von
Entziindungserscheinungen steht momentan im Mittelpunkt des Interesses, als
neue Mdglichkeit zur Behandlung von chronisch entziindlichen Erkrankungen.
[LUNN und THEOBALD, 2006]

2.1.3.3. Polyenfettsauren und die Gesundheit

2.1.3.3.1. PUFAs und Blutfette

Der wohl am meisten propagierte gesundheitsférdernde Effekt von n-3 PUFAs
ist ihre Wirkung auf die Blutlipide. Eine Supplementierung mit Fischdl, das reich
an EPA und DHA ist, flhrte in einer Vielzahl von Studien zu positiven
Veranderungen der Blutfettwerte. Ein Anstieg der Plasma-DHA korrelierte
negativ mit den Plasma-Triglyceriden, Gesamtcholesterin und LDL-C sanken.
HDL-C hingegen stieg mit hdheren Fischdlgaben an [MILTE et al., 2008;
HARRIS, 2004].

Hohe Plasmakonzentrationen an Triglyceriden, Gesamt und LDL-Cholesterin,
sowie erniedrigtes HDL-Cholesterin sind anerkannte Risikofaktoren fir die
Entstehung kardiovaskularer Erkrankungen.
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2.1.3.3.2. PUFAs und kardiovaskulare Erkrankungen

Kardiovaskulare Erkrankungen sind eine Folge zweier miteinander verbundener
pathologischer Prozesse: Atherosklerose (Verhartung und Verengung von
BlutgefaBen) und Thrombose (Blutgerinnung). Atherosklerose ist charakterisiert
durch die Akkumulation von Fetten in den BlutgefaBwanden. Dies flhrt zu
gestértem Blutfluss und damit verbunden zu vermindertem Sauerstofftransport
zum Herzen und Angina pectoris (Brustschmerzen). Zu einem Herzinfarkt
kommt es durch eine Blockade in der Koronararterie in Folge einer Ruptur von
atherosklerotischem Plaque im arteriellen Lumen [LUNN und THEOBALD,
2006].

Eine groBe Zahl epidemiologischer Studien berichtet von einer negativen
Korrelation zwischen der Aufnahme an LC n-3 PUFAs und dem Risiko fir
koronare Herzerkrankungen. So wird auch ein hoher Fischkonsum, reich an
EPA und DHA, assoziiert mit einem verminderten Risiko fir KHK und dadurch
verursachten Todesfallen. Dies soll Uber eine Vielzahl von Mechanismen
geschehen, wie Modifizierung der Blutlipidwerte und Ersatz der Arachidonsaure
in den Phospholipiden von Membranen durch EPA und DHA, was zur Synthese
von Eicosanoiden geringerer biologischer Wirksamkeit fuhrt. Von der EPA
abstammende Eicosanoide wirken im Gegensatz zu jenen die aus der
Arachidonsaure entstehen eher antiaggregatorisch und vasodilatatorisch,
wodurch Blutplattchen- und Leukozytenaggregation in den BlutgefaBBen
vermieden werden. Dies kann die Atherogenese und Thrombosenbildung
hemmen und unterbinden [KINSELLA et al., 1990].

Langkettige mehrfach ungesattigte Fettsduren wirken bereits bei der
Entstehung KHK praventiv. Mit steigendem Blutdruck steigt auch das Risiko fur
KHK und Schlaganfélle, PUFAs sind nachweislich in der Lage diesen bei
Menschen die an Hypertension leiden signifikant zu senken [GELEIJNSE et al.,
2002].

Es ist wissenschaftlich bestatigt, dass eine ausreichende Aufnahme an n-3
PUFAs die Endothelfunktion verbessert. Endotheliale Dysfunktion ist ein Faktor

flr die Progression koronarer Erkrankungen und eines der ersten Anzeichen fir
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die Entstehung von Atherosklerose. Es kommt zu veranderter Permeabilitat und
Leukozytenadhasion am Endothelium, erhéhter Thrombenbildung und
verminderter Fibrinolyse. Dies geschieht durch eine Verletzung des Endothels,
die durch Hypertension hervorgerufen werden kann, aber auch durch
Hypercholesterinamie, Diabetes Mellitus und Monozytenadhasion an die
GefaBwand [LUNN und THEOBALD, 2006].

N-3 PUFAs haben nachweislich positive Effekte auf die Endothelfunktion, was
bei Patienten die bereits an KVE litten ausgepréagter feststellbar war, als bei
Personen in praklinischen Stadien. Positive Effekte auf die Widerstandsfahigkeit
der GefaBwande, einschlieBlich einer Verbesserung der endothelialen Funktion
zeigten sich durch bestimmte Marker [HJERKINN et al., 2005].

Atherosklerose ist ein weiterer Schllsselprozess in der Entstehung KHK und
wird durch die Akkumulation von Fetten in den Wéanden von BlutgeféaBen
charakterisiert. Es ist auch eine Konsequenz persistierender Entzindungen. N-
3 PUFAs sind in der Lage die Progression von Atherosklerose zu reduzieren,
zum einen durch Synthese schwéacher wirksamer Eicosanoide und zum
anderen durch Einbau der Fettsauren in den atherosklerotischen Plaque,
wodurch dessen Stabilitat positiv beeinflusst wird [LUNN und THEOBALD,
2006].

2.1.3.3.3. PUFAs und Entziindungen

Entziindungen sind nicht spezifische Antworten des Immunsystems auf
Gewebszerstérung. lhr Auftreten ist ein Schutz vor ihrer weitrdumigen
Ausdehnung, also in gewissem Ausmalf eine winschenswerte Reaktion. Eine
Ubertriebene, fehlgeleitete oder langfristige Immunreaktion kann jedoch zu
UbermaBiger Gewebszerstérung und chronischen Erkrankungen flhren. Hierzu
zahlt eine Vielzahl inflammatorischer Krankheiten wie Asthma, Morbus Crohn
und Arthritis, deren Symptome durch Erndhrungsmodifikation gemildert werden
kénnen [LUNN und THEOBALD, 2006].
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Langkettige n-3 Fettsduren aus der Nahrung senken die Produktion
inflammatorischer Cytokine und Eicosanoide. Sie wirken auf zwei Arten, direkt
durch Ersatz der Arachidonséaure als Substrat fir die Eicosanoidsynthese und
Inhibierung des Arachidonsduremetabolismus und indirekt durch Abwandlung
der Expression von inflammatorischen Genen, durch Einwirkung auf die
Aktivitat von Transkriptionsfaktoren [CALDER, 2004].

2.1.3.3.4. PUFAs und rheumatoide Arthritis

Rheumatoide Arthritis ist ein Entziindungszustand der auftritt, wenn das
Immunsystem beginnt die Gelenkswande an Knorpeln zu zerstéren [LUNN und
THEOBALD, 2006].

N-3 Fettsauren sind in der Lage bei Personen die an rheumatoider Arthritis
leiden eine Symptomlinderung zu bewirken, da sie anti-inflammatorische
Eigenschaften besitzen. Diese sind darauf zurlickzuflihren, dass die EPA die
Wirkung der Arachidonsaure im Hinblick auf die Eicosanoidsynthese kompetetiv
zu hemmen vermag. Wird diese vermehrt Uber die Nahrung aufgenommen,
sinkt der Gehalt an Arachidonséure in den Membranphospholipiden zu Gunsten
der EPA. Da diese zur Bildung von Eicosanoiden mit geringerer biologischer
Wirkung fuhrt, kommt es zu einer Abschwachung der Entziindungssymptome
bei rheumatoider Arthritis. Auch die DHA scheint eine &hnlich
antiinflammatorische Wirkung zu besitzen, nicht direkt, doch senkt sie offenbar
die Freisetzung der Arachidonsaure aus den Membranphospholipiden, tber
eine Verringerung der Aktivitat der Phospholipase A,. Als Resultat werden
Entzindungssymptome vermindert und das Fortschreiten einer chronischen
Entziindung verlangsamt [STEPHENSON, 2004].
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2.1.3.3.5. PUFAs und Krebs

Entstehung und Verlauf verschiedener Krebsarten kénnen durch Ernahrung und
Lebenswandel beeinflusst werden. Eine hohe Fettaufnahme, insbesondere an
gesattigten und Transfettsauren, wird haufig mit einem erhéhten Krebsrisiko in
Verbindung gebracht. Industriestaaten mit vergleichsweise hohem Fettkonsum
weisen eine hdhere Krebsinzidenz auf als Lander mit geringerer
Gesamtfettaufnahme und héherem Verzehr von ungesattigten Fettsauren.
Einzelne Fettsauren sind in der Lage praventiv auf die Krebsentstehung zu
wirken, sie inhibieren die Progression von Krebs oder téten Krebszellen direkt
ab, was bisher jedoch nur in in vitro Studien nachgewiesen werden konnte.
Andere wiederum kénnen die Karzinogenese férdern [LUNN und THEOBALD,
2006].

Von der Arachidonsaure abstammende Serie-2 Prostaglandine wirken férdernd
auf die Zellproliferation, auch in Bezug auf Krebszellen, wohingegen die aus
EPA synthetisierten Serie-3 Prostaglandine geringere Wirkung auf
Zellentwicklung und —wachstum haben [HARDMAN, 2004].

Arachidonsaure férdert das Zellwachstum durch Aktivierung der Proteinkinase
C, welche die Mitose stimuliert; nicht so die n-3 PUFAs, sie senken zusatzlich
die Aktivitat onkogener Transkriptionsfaktoren und hemmen, Uber multiple
Mechanismen, die Angiogenese, einschlieBlich der Prostaglandinsynthese und
der Inhibierung der Proteinkinase C. Dies fuhrt dazu, dass wachsende Tumore
nicht mit Nahrstoffen und Sauerstoff versorgt werden kdnnen. Im Tierversuch
waren hohe Gaben von EPA in der Lage das Tumorwachstum verschiedener
Krebsarten zu hemmen [HARDMAN, 2004].

2.1.3.3.6. PUFAs und mentale Gesundheit

Das Trockengewicht des Saugerhirns besteht zu ungefahr 80% aus Fett, das
wiederum 15 - 30% langkettige PUFAs enthélt. Sie sind Bestandteile von
Zellmembranen und haben Transmitter- und Rezeptorfunktionen. Besonders
wichtig fur die Gehirnentwicklung sind EPA, DHA und Arachidonséure, als
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Bestandteile von Phospholipiden und Cholesterolestern, zum Aufbau
neuronaler Zellmembranen. Kommt es zu einem Mangel dieser Fettsauren,
werden sie durch andere ersetzt, was zu einer Anderung der
Phospholipidmolekiile fiihrt, dies beeinflusst die Tertiar- und Quartarstruktur
membrangebundener Rezeptoren und die damit assoziierten Neurotransmitter.
Auch Signalsysteme von Zellen werden durch von Lipiden abstammende
Produkte reguliert, zum Beispiel Acylglycerole, Eicosanoide (z.B.: PG, LT), freie
Fettsduren und Hydroxyfettsduren, die aus den Phospholipiden der Zellwande
abstammen [HALLAHAND und GARLAND, 2005].

Auch liegt epidemiologische Evidenz vor, fir einen Zusammenhang zwischen
Fischkonsum und der Inzidenzrate verschiedener psychischer Erkrankungen,
einschlieBlich Depression, postnatale Depression, manische Depression und
Schizophrenie [CLAYTON et al., 2007].

Vor allem n-3 PUFA stehen aufgrund der zuvor genannten Erkenntnisse im
Mittelpunkt der Forschung, um positive Effekte einer mit ihnen angereicherten
Ernahrung auf psychische Erkrankungen zu finden.

2.1.3.3.6.1. Depression

Eine Studie Uber den Zusammenhang zwischen Fischkonsum und dem
Auftreten von Depression in verschiedenen Staaten kam zu dem Schluss, dass
die Rate an depressiven Personen in einem Land stark negativ korreliert mit
dem dortigen Fischkonsum. Klinische Studien zeigten, dass Personen die an
Depressionen leiden erniedrigte Konzentrationen an PUFAs in den
Phospholipiden der roten Blutkérperchen aufwiesen. Dies betraf vor allem die
DHA. Eine Supplementierung mit langkettigen PUFAs in randomisierten
Kontrollstudien flihrte zumeist zu einer Verbesserung der Symptome
[HALLAHAN und GARLAND, 2005].

Auch sind erhéhte Konzentrationen proinflammatorischer Zytokine im Gehirn
wahrscheinlich in die Atiologie von Depression involviert. Hhere
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Konzentrationen an n-3 PUFAs flhren zu einer Senkung der Zytokinproduktion
durch Veranderung des TNF-a-Rezeptors, wodurch sich eine weitere mdgliche
therapeutische Wirkung bei dieser Erkrankung ergibt [CLAYTON et al., 2007].

2.1.3.3.6.2. Manische Depression

Der Gehalt an DHA in der Erythrocytenmembran ist bei Personen die an
manischer Depression leiden, im Vergleich mit gesunden Personen, extrem

niedrig.

Eine EPA und DHA Supplementierung wird assoziiert mit erhéhter
Membranfluiditat bei Patienten mit manischer Depression. Daher wird vermutet,
dass ein verminderter Membrangehalt an diesen Fettsduren in Zusammenhang
steht mit generell gedampfter Signaltransduktion, betreffend
Phosphatidylinositol, Arachidonsaure und anderen Systemen. Auch inhibieren
hohe Konzentrationen an EPA und DHA die Aktivitat der Proteinkinase C,
ahnlich der Wirkung von Lithium und Valporat, der bei dieser Krankheit
verschribenen Medikation. Haufig wird bei manischer Depression eine
Supplementierung mit LC n-3 PUFAs empfohlen.

Hohe Dosen an LC n-3 Fettsauren sind laut Studien in der Lage die
Remissionsphasen bei Patienten mit manischer Depression zu verlangern und
fihrten zu deutlichen Verbesserungen der depressiven, nicht aber der
manischen Symptomatik. Aus diesen Ergebnissen schlieBt man, dass
depressive Symptome besser auf eine Supplementierung ansprechen als
manische [CLAYTON et al., 2007].

2.1.3.3.6.3. Alzheimer

Die Alzheimer Krankheit ist die haufigste Form von Demenz. Sie ist eine

neurodegenerative Erkrankung, klinisch charakterisiert durch progressive und
irreversible kognitive Defizite und Verhaltenséanderungen, die Gedéachtnis und
Lernfahigkeit, sowie alltagliche Aktivitdten und Lebensqualitat bereits in frihen
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Krankheitsstadien stark negativ beeinflussen. Mehrere Studien geben Hinweise
darauf, dass vor allem die LC PUFAs EPA und DHA in der Pravention und
Behandlung von Alzheimer therapeutische Wirkungen haben [VAN DER BEEK
und KAMPHIUS, 2008; BOUDRAULT et al. 2009].

Alzheimer ist assoziiert mit progressivem Verlust an Neuronen und Synapsen.
Die Plasmalevel von n-3 Fettsauren korrelieren direkt mit kognitiver Funktion
und sind in Alzheimerpatienten erniedrigt. Auch gibt es Hinweise, dass n-3
PUFAs in der Lage sind die Verfligbarkeit von Nahrstoffen im Gehirn durch
Beeinflussung vaskuldrer Komponenten zu verbessern. Studien belegen eine
Verbesserung der Blutversorgung zum Gehirn, der Instandhaltung der Blut-
Hirn-Schranke und erhéhte Transporteffizienz [BOUDRAULT et al. 2009].

Das Gehirn ist sehr reich an PUFAs, besonders n-3 Fettsauren. Ein hohes
n-6:n-3 Verhaltnis wird hier assoziiert mit geringerer Insulinsensitivitat und
Diabetes Mellitus Typ Il. Ein Mechanismus der eine hohe Aufnahme an
Gesamtfett und geséttigten Fettsduren mit kognitiver Beeintrachtigung und
Demenz in Verbindung bringt, kdnnte somit die Entwicklung einer
Insulinresistenz sein. Alzheimerpatienten weisen eine verringerte Expression
von Insulinrezeptoren im Gehirn und ernahrungsinduzierte Insulinresistenz auf,

was zu neurodegenerativen Prozessen flihren kann.

PUFAs wie EPA und DHA, sowie ihre Vorstufe die a-Linolens&ure, sind
strukturelle Bestandteile von Phospholipiden welche die priméaren Bestandteile
neuronaler Membranen sind. Veranderungen in den Gehirnlipiden durch
Erhéhung oder Senkung der Synthese oder des Metabolismus kdnnen in einer
homdostatischen Fehlregulation und eventuell Neurodegeneration resultieren.
N-3 und n-6 Fettsauren beeinflussen Membranfunktion und —fluiditat positiv,
wahrend geséattigte Fettsduren, wenn sie in Neuronenmembranen

akkumulieren, deren Steifheit und Dicke erhdhen kdnnen.

Gehirne von Alzheimerpatienten weisen veréanderte
Fettsdurezusammensetzungen in den Phospholipiden auf. Dazu z&hlen

verringerte Mengen an DHA und Arachidonsaure. Zusétzlich enthalten sie
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weniger und kleinere Synapsen und weisen verminderte Level an
Membranphosphatiden und synaptischen Proteinen auf. Gleichzeitig sind die
Konzentrationen an Phosphatidspaltprodukten erhéht und der Cholingehalt
vermindert sind [VAN DER BEEK und KAMPHIUS, 2008].

DHA ist besonders wichtig fir die Gehirnentwicklung und Plastizitat, und
unterstltzt Prozesse des Lernens und Erinnerns im Tiermodell der Alzheimer
Krankheit. DHA kann auf die Funktion von Neuronen einwirken, durch
Férderung der synaptischen Membranfluiditat und deren Funktion, Regulation
der Genexpression und Verbesserung der Zellkommunikation. DHA fiihrt im
Tierversuch zu signifikant héherer Lernfahigkeit, dies wurde begleitet von
erhéhten Werten von BDNF (pro-brain-derived neurotrophic factor) und dem
synaptischen Protein CREB (CAMP response element binding protein). BDNF
wird im Gehirn synthetisiert und ist positiv assoziiert mit kognitiver Funktion, und
eine verminderte Synthese steht scheinbar im Zusammenhang mit
praklinischen Stadien von Alzheimer. CREB und das Protein Synapsin | werden
beide im Hippocampus gebildet und durch DHA erhdht, sie sind involviert in
Lernen und Erinnern. Diese Wirkungen einer Supplementierung mit DHA
werden durch kérperliche Aktivitat noch verstarkt [WU et al., 2008].

Auch wird Alzheimer in Zusammenhang gebracht mit einer Uberproduktion und
Akkumulation von B-Amyloid im Gehirn wodurch es letztendlich zu einem
Verlust an Neuronenzellen kommt. Zusatzlich wirken auch entzindliche
Prozesse bei der Progression der Erkrankung mit. Ratten denen EPA
zugefittert wurde, wiesen geringere Konzentrationen an Cytokinen und -

Amyloid auf.

Auch Zellkulturen, verschiedener Neuronenzellen, wieBen nach einer
Behandlung mit DHA deutlich geringere Konzentrationen an 3-Amyloid auf,
Apoptoseraten und —marker sanken und die Zellen zeigten eine héhere
Lebensfahigkeit [ BOUDRAULT et al., 2009].
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Der Zusammenhang zwischen Alzheimer und méglichen Wirkungen von n-3
PUFAs in dessen Therapie ist langst noch nicht ganzlich geklart, jedoch sind

Ergebnisse aus Zell- und Tierstudien auBerst vielversprechend.

2.1.3.3.7. PUFAs und Osteoporose

Osteoporose ist eine systematische Knochenkrankheit, charakterisiert durch
eine geschwéchte, gebrechliche Knochenmasse, die Patienten flr ein hohes
Risiko einen Knochenbruch zu erleiden pradisponiert [SALARI et al., 2008].

Mehrere Studien stitzen die Theorie, dass PUFAs den Knochenmetabolismus
beeinflussen. Ein hoher n-6 zu n-3 Fettsdure-Quotient wird assoziiert mit
nachteiligen Effekten auf die Knochengesundheit, wahrend ein niedriger
Quotient mit gesunden Knocheneigenschaften in Verbindung zu stehen scheint.
Ansteigende Quotienten von n-6 zu n-3 Fettsduren sind signifikant assoziiert mit
niedrigerer Knochenmineraliendichte [WEISS et al., 2005].

Tierstudien zeigen, dass die Aufnahme von n-3 PUFAs beides beeinflusst, die
Knochenneubildung und den Knochenabbau, durch Inhibierung der
Osteoklasten- und Férderung der Osteoblastenaktivitat [GRIEL et al., 2007].

Eine Studie an Osteoporosepatienten fiihrte durch eine hohe Aufnahme an
Fischdl zu einer Erhéhung der Calciumabsorption und Stimulierung der
Osteoblastenaktivitat;. Festgestellt wurde dies Uber einen Anstieg von
Osteocalcin und Prokollagen, als Marker fir eine Knochenneubildung [SALARI
et al., 2008].

Effekte von n-3 Fettsduren auf die Knochengesundheit sind facettenreich.
Vermutete Mechanismen betreffen Effekte auf die Kalziumabsorption im Darm,
Verringerung des Knochenabbaus aufgrund geringerer Kalziumausscheidung
Uber die Nieren und erhéhter Bildung von Knochenkollagen. Auch sind n-3
PUFAs Kandidaten fir eine Inhibierung der Produktion einiger Cytokine, wie IL
6, IL 1 und TNF-a, welche impliziert sind in die Pathogenese von Osteoporose,
sowie Anderungen in der Prostaglandinsynthese [HOGSTROM et al., 2007].
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Die n-6 Fettsdure Arachidonsaure ist eine Vorstufe von PGE,, das in der
Osteoblastenzelle gebildet wird, wahrend die n-3 Fettsdure EPA eine Vorstufe
flr das geringer wirksame PGE; ist, beide sind essentiell fiir den
Knochenstoffwechsel. PGE, weist hier zweierlei Wirkung auf, in geringen
Konzentrationen férdert es die Knochenbildung, wahrend hohe sie hemmen.
Durch eine erhéhte EPA-Aufnahme Uber die Nahrung wird diese vermehrt in die
Zellwande der Osteoblasten eingebaut, auf Kosten der Arachidonsaure,
wodurch mehr geringer wirksames PGE3; und weniger PGE: gebildet wird
[MOLLARD et al., 2005].

N-Telopeptide (NTx) und die knochenspezifische alkaline Phosphatase (BSAP)
sind Indikatoren fir Knochenabbau und —aufbau. Eine Studie ergab, dass hohe
Konzentrationen von PUFAs zu einer Senkung von NTx und zu
gleichbleibenden Konzentrationen von BSAP im Plasma flhren. Vor allem die
Senkung von NTx ist ein Zeichen fiir eine Reduktion des Knochenumsatzes und
eine gleichzeitige Erh6hung der Knochenneubildung. Auch korrelieren die
Plasmakonzentrationen von NTx mit denen des TNF-a, welcher den
Knochenabbau durch die Osteoklasten férdert und in vitro die Kollagensynthese
im Knochen inhibiert. Hohe Konzentrationen an TNF-a fihren auBerdem zu
einem Anstieg der Zahl an zierkulierenden Préosteoklasten und erhéhen den
Plasmakalziumspiegel [GRIEL et al., 2007].

2.2. Vitamin E

Vitamin E ist ein Sammelbegriff fir eine Gruppe von Verbindungen, die
fettldslich und antioxidativ wirksam sind. Dazu z&hlen je vier Tocopherole und
Tocotrienole von a — 8, wobei die a-Form jeweils die biologisch aktivste ist,
sowie a-Tocomonoenol und das erst kirzlich entdeckte MDT (Marine derived
Tocomonoenol). Auch bei der Gruppe der Tocomonoenole ist anzunehmen,
dass vier natirliche Isomere, a - 3, in der Natur vorkommen. Ein weiteres, das
d-Tocomonoenol konnte bereits in Kiwifrlichten nachgewiesen werden.
[FIORENTINO et al., 2009]
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Vitamin E ist das bedeutendste fettlésliche Antioxidans in Tieren und Pflanzen,
speziell zum Schutz vor Lipidperoxidation biologischer Membranen und von
Lipoproteinen, allerdings wird es nur von photosynthetisch aktiven Organismen
wie Pflanzen und Cyanobakterien gebildet [YAMAMOTO et al., 2001].

Die Grundstruktur aller Vitamin E-Formen bildet ein Chromanring der an
Position 6 hydroxyliert ist, durch dessen Methylierungsgrad die Vitamere
unterteilt werden in eine a—, B—, y— und 8-Form. Durch unterschiedlichen
Sattigungsgrad der Phytolseitenkette werden wieder drei Familien

unterschieden:

- Die Tocopherole sind charakterisiert durch eine gesattigte
Phytolseitenkette.

- Tocomonoenole und das marine Tocomonoenol (MDT) besitzen eine
einfach ungesattigte Seitenkette.

- Tocotrienole sind gekennzeichnet durch ihre dreifach ungesattigte
Seitenkette [PUAH et al., 2007].

Vitamin E hat neben seiner Hauptaufgabe als Oxidationsschutz eine Vielzahl
weiterer Funktionen im Kérper wie die Regulation der Hamsynthese,
Zellproliferation, Modulation in der Immunantwort, Genregulation, Schutz von
selenhaltigen Proteinen und Beteiligung in der Elektronentransportkette
[Mourente et al., 2007].

Zellproliferation und -differenzierung, wie auch Apoptose sind wichtige zellulare
Regulationsprozesse, die gut kontrolliert ablaufen. Die Proteinkinase C ist ein
Schlisselenzym, das involviert ist in die Regulation von Zellwachstum und —
differenzierung, das durch a—Tocopherol inhibiert wird. Dies flhrt je nach
Zelltyp zu unterschiedlichen positiven Effekten, wie Hemmung der
Blutplattchenaggregation, verminderter endothelialer Stickoxid- und
Superoxidbildung in Neutrophilen und Makrophagen [TRABER und ATKINSON,
2007].



31

HO

a-Tocopherol (a-Toc)

ct-Tocotrienol

H
(4]
a-Tocomonoenol

HO

4]

Marine-derived tocopherol (MDT)

Abb. 9: Chemische Strukturen der a-Formen der Vitamin E-Vitamere
[YAMAMOTO et al., 2001]

Die antioxidative Wirkung der Vitamin E Isomere beruht auf ihrer Fahigkeit ihre
phenolischen Wasserstoffatome an freie Radikale, zum Beispiel von Fettsduren
abzugeben, was in der Termination der Lipidperoxidationskettenreaktion
resultiert [Gramlich et al., 2004; Mourente et al., 2007].

Aufgrund ihres lipophilen Charakters befinden sich Vitamin E-Formen immer in
hydrophober Umgebung, wie in Fettdepots, fettspeichernden Organen und
Zellmembranen. Aufgrund dieser bevorzugten Lokalisation erhalt es seine Rolle
als ein Antioxidans fur ungesattigte Fettsduren und als Membranstabilisierer. Es
fuhrt zu verbesserter Integritat von langkettigen PUFAs in den Zellmembranen
und so zum Erhalt ihrer Bioaktivitat [TRABER und ATKINSON, 2007].
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Die membranstabilisierende Wirkung von Vitamin E beruht zum einen auf
seiner antioxidativen Wirkung, da vermehrte Lipidperoxidation von
Membranlipiden zu verminderter Fluiditat, erhéhter Durchlassigkeit fir
Substanzen und Inaktivierung von membrangebundenen Proteinen fihrt und
zum Anderen auf spezifischen Wechselwirkungen mit potentiell destabilisierend
wirkenden Hydrolyseprodukten von Membranlipiden. Vitamin E komplexiert mit
diesen Lysophospholipiden und freien Fettsauren die aus den Membranlipiden
freigesetzt wurden.

Wo genau in der Zellmembran Vitamin E lokalisiert ist konnte bisher noch nicht
geklart werden. Es wurde jedoch gezeigt, dass es sich in die
Phospholipiddoppelschicht mit der Langsachse des Molekiils parallel zu den
Carbonséaureresten anordnet. Das Molekiil ist dadurch in der Lage um seine
eigene Langsachse zu rotieren und so in die Zellmembran zu diffundieren. Das
Vitamin verteilt sich nicht wahllos in der Membran, sondern bildet Komplexe
definierter Stochiometrie, so komplexiert a-Tocopherol bevorzugt mit
Phosphatidylethanolamin [WANG und QUINN, 1999].

Die Aufnahme von a-Tocopherol in den Kérper erfolgt beim Menschen Uber das
o-Tocopherol-Transport-Protein (a-TTP), welches dieses Vitamer bevorzugt
bindet, die anderen Formen werden nur in geringen Konzentrationen absorbiert.
Defekte des menschlichen a-TTP fihren zu schwerem Vitamin E-Mangel, da es
verantwortlich ist fir die Aufrechterhaltung der Plasmaspiegel. Charakteristisch
flr einen schweren physiologischen Mangel ist eine periphere Neuropathie,
charakterisiert durch ein Absterben von Axonen in den sensorischen Nerven
[TRABER und ATKINSON, 2007].

2.2.1. a-Tocomonoenol marinen Ursprungs

In Palmdl wurde bereits ein a-Tocomonoenol entdeckt, das identifiziert wurde
als ein Zwischenprodukt des reduktiven Syntheseweges von a-Tocotrienol zu

o-Tocopherol in héheren Pflanzen.
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Ein Isomer des a-Tocomonoenols, das eine ungewoéhnliche
Methylendoppelbindung im Isoprenterminus aufweist, wurde in der Lipidfraktion
von Seefischen aus arktischen Gewéassern gefunden. Dieses zehnte bekannt
gewordene Vitamin E-lsomer wurde als ,Marine derived Tocomonoenol®
bezeichnet [YAMAYMOTO et al., 2001]. Beide Formen a- und MD-
Tocomonoenol konnten im menschlichen Plasma nachgewiesen werden
[GOTOH et al., 2009].

Das Auftreten héherer MDT-Konzentrationen in Spezies die in kalten
Gewassern leben und dessen hdhere Aktivitat bei niedrigen Temperaturen lasst
vermuten, dass MDT als Antioxidans eine Adaptation an kalte Gewasser ist.
Unterstitzt wird diese Theorie durch die Tatsache, dass MDT in tropischen
Seefischen nur in geringsten Mengen gefunden werden konnte. Auch
Zuchtfische enthielten in ihren Geweben weniger MDT als wildlebende Fische
derselben Art [YAMAYMOTO et al., 2001].

Im Vergleich mit a-Tocopherol zeigte MDT bei 0°C in Fischdl gréBere
antioxidative Aktivitat durch héhere Reaktivitat mit Peroxylradikalen und
schitzte besser vor Oxidation von LDL-Cholesterin. Es scheint gesichert, dass
diese hdhere antioxidative Aktivitat von MDT auf der molekularen Eigenschaft
beruht, schneller in kalte, viskose Gewebe zu diffundieren als a-Tocopherol.
Diese Entdeckungen zeigen auf, dass die Synthese von MDT oder seine
Anreicherung aus der Nahrungskette eine Anpassung mariner KaltblUtler sein
dirfte, zur Reduktion der Lipidperoxidation in kalten Gewassern.

Das in Fisch nachgewiesene MDT kommt wohl aus der Nahrungskette, da
weder das Tocomonoenolisomer aus dem Palmdl noch Tocotrienole in den
Fischen nachgewiesen wurden. Auch Phytoplankton und Krill enthalten
verhaltnismaBig hohe Mengen an MDT, sie dienen vielen arktischen Fischarten
als Nahrung, des weiteren wurde MDT in Zuchtfischen derselben Art in weit
geringeren Konzentrationen nachgewiesen als in wild lebenden Artgenossen
[DUNLAP et al., 2002].
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2.2.2. Vitamin E und die Gesundheit

Die wohl wichtigste Aufgabe von Vitamin E besteht in seiner Rolle als
Antioxidans, aufgrund seiner lipophilen Eigenschaften vor allem als Schutz von
Zellmembranen und deren Fettsauren. Ein klinischer Vitamin E Mangel auBert
sich in Form von Stérungen im Bereich der Muskulatur, der Fortpflanzung, des
Nervensystems und des Gehirns, des kardiovaskularen Systems, der
Erythrozyten und der Leber.

Molekile die der Gruppe des Vitamin E angehdren kénnen sowohl prooxidativ
wie auch antioxidativ wirken. In zu hohen Dosen ist a-Tocopherol in der Lage
zum Beispiel die Oxidation LDL-Cholesterin zu beschleunigen, in vitro und in
vivo. Dieser prooxidative Effekt auf die Fettoxidation wird Tocopherol-mediierte
Peroxidation genannt. Empfohlen werden fir Erwachsene Dosen von bis zu 20
mg Tocopherolaquivalente pro Tag, in der Regel werden jedoch Mengen bis zu
800 mg/Tag gut vertragen. Héhere Dosen flihren zu gastrointestinalen
Symptomen, Ubelkeit und Erbrechen, Kopfschmerzen und Blutungen
[SIEKMEIER et al., 2007].

2.2.2.1. Vitamin E und kardiovaskulare Erkrankungen

Sowohl in vitro wie auch in vivo Studien zeigen, dass oxidative Prozesse eine
Rolle spielen, in der Pathogenese und Progression von Atherosklerose. Vor
allem freie Radikale und oxLDL-Cholesterin besitzen einen stark atherogenen
Effekt, weshalb angenommen wird, dass eine vermehrte Aufnahme von
Antioxidantien in der Entstehung und Progression von Atherosklerose praventiv

wirken kdnnten.

OxLDL wird von Makrophagen aufgenommen und flhrt zur Bildung von
Schaumzellen, sie binden an das Endothel, es kommt zur Synthese von
Wachstumsfaktoren und Cytokinen sowie zur Proliferation, Migration und
Hypertrophy von Zellen. Der protektive Effekt von lipophilen Antioxidantien auf
die LDL-Oxidation steht in Verbindung mit deren Fettléslichkeit und ihrer
Konzentration in der LDL-Fraktion [SIEKMEIER et al., 2007].
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Ein weiterer Faktor in der Entstehung von Atherosklerose ist eine endotheliale
Dysfunktion, sie ist eine Beeintrachtigung der endothelabhangigen
vasorelaxation, verursacht durch einen Verlust der Stickoxidaktivitat in der
GefaBwand, was zu einer Beeintrachtigung der vaskularen Regulation fihrt.
Hierflr verantwortlich ist ein beschleunigter Abbau von NO durch ROS. Durch
eine Senkung der ROS-Konzentration mit Hilfe einer Antioxidantientherapie
musste diesem Vorgang entgegenzuwirken sein. Laut Studien ist a-Tocopherol
in der Lage durch eine Senkung des Plasmacholesterins die Endothelfunktion
zu verbessern, in Bezug auf seine antioxidative Wirkung wurde keine
Verbindung mit einer verbesserten Endothelfunktion gefunden
[PARTHASARATY et al., 2008].

In vitro vermindert die Inkubation von Endothelzellen mit a-Tocopherol die
Monozytenadhasion und fuhrt so zu verbesserter Endothelfunktion. Auch die
Entstehung von Thrombosen in Verbindung mit vaskuléaren atherosklerotischen
Lasionen konnten in vitro durch a-Tocopherol gesenkt werden, es kam zu
verminderter Trombozytenahasion und —aggregation wie auch zu verminderter
Freisetzung. Dies konnte auch in klinischen Studien beobachtet werden,
verursacht durch eine Hemmung der Proteinkinase C [SIEKMEIER et al., 2007].

Auch blocken hohe Dosen an Vitamin in vitro die LDL-Oxidation, senken
dessen Ablagerung in der Arterienwand [LANE DUVALL, 2005].

Derartig erfolgreiche in vitro Studien lieBen vermuten, dass Vitamin E und
andere Antioxidantien kardiovaskulare Erkrankungen durch die Neutralisierung
freier Radikale und eine dadurch verminderte Gewebszerstérung hemmen
kénnten. Auch kam es zu einer Verlangsamung der Bildung von
atherosklerotischem Plaque, einer Hemmung der LDL-Oxidation und
Modifikation der Trombozytenaggregation. Jedoch stiitzen nicht viele
Tierversuche und Humanstudien diese Theorie [SESSO et al., 2008].

Im Tierversuch flhrte Vitamin E zu einer Senkung der Blutfette, geringen
antiatherogenen Effekten und in Kombination mit anderen Antioxidantien, wie

Vitamin C, B-Carotin und Selen kam es sogar zu einer leichten Inhibierung der
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Progression von Atherosklerose. Dahingegen zeigten Studien am Menschen
zumeist keinen signifikanten Effekt von Vitamin E auf die Préavention von
Atherosklerose. Eine Metaanalyse von 9 Placebo-kontrollierten Studien zeigte
zumindest einen geringen positiven Effekt von Vitamin E bei Personen mit
Atherosklerose. [SIEKMEIER et al., 2007].

Auch wenn beobachtende Studien ergaben, dass Vitamin E assoziiert wird mit
einer 20 — 40 prozentigen Reduktion von koronaren Herzerkrankungen, konnten
diese Effekte in randomisierten Studien nicht gezeigt werden. Weshalb immer
haufiger diskutiert wird ob nicht die Dauer einer Supplementierung erhéht
werden musse um positive Effekte nachweisen zu kénnen [PARTHASARATY et
al., 2008].

2.2.2.2. Vitamin E und Krebs

Tocopherole wie auch Tocotrienole sind aufgrund ihrer antioxidativen
Eigenschaften in der Lage als Radikalfanger zu wirken und so oxidativen Stress
und die Zahl an freien Radikalen zu reduzieren, was in Folge zu einer
Verringerung der Entstehung von Mutationen und so zu geringerer

Krebsinzidenz flihren kann.

Zellkulturstudien zeigten, dass vor allem Tocotrienole zusétzlich die
Proliferation von Tumorzellen inhibieren kénnen. Weiters sind sie in der Lage
Uber mehrere Mechanismen die Angiogenese zu hemmen, die zur Neubildung
von BlutgefaBen flhrt und so die Blutversorgung von Tumoren gewahrleistet.
Die neu gebildeten GefaBe férdern das Tumorwachstum, da sie Nahrstoffe
Transportieren und Abfallprodukte abtransportieren. Zusatzlich konnte
nachgewiesen werden, dass Tocotrienole die Apoptose, bevorzugt in
Tumorzellen induzieren. [MIYAZAWA et al., 2009]
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2.2.2.3. Vitamin E und Alzheimer

Die Pathologie von Alzheimer ist sehr komplex und neben genetischen
Faktoren spielen auch ein defekter Metabolismus des -Amyloid-Proteins,
sowie inflammatorische, oxidative und hormonelle Vorgéange eine Rolle.
Oxidativer Stress und mitochondriale Dysfunktion mit folglich ansteigenden
Apoptoseraten spielen offenbar ebenfalls eine Rolle in der Entstehung und dem
Fortschreiten dieser Erkrankung. Eine dauerhaft erhdhte Bildung von ROS ist
eine mogliche Erklarung far die neuronale Degeneration bei Alzheimer.

Proteinoxidation spielt offenbar eine groBe Rolle in diesem Zusammenhang. Es
wurde gezeigt, dass eine gesteigerte Aktivitat der Acetylcholinesterase durch j3-
Amyloid induziert wird und begriindet ist durch oxidativen Stress, und dass
Vitamin E in diesem Zusammenhang in der Lage ist die kognitive und die
Gedachtnisfunktion aufrecht zu erhalten oder zu verbessern.

Eine 6 Jahre andauernde Studie kam zu dem Schluss, dass eine
Supplementierung mit Antioxidantien, bzw. Vitamin C und E in Kombination mit

einem geringeren Risiko fur Alzheimer assoziiert ist [ASADA, 2007].

2.3. Einfihrung in die Chromatographie

Die Chromatographie ist ein chemisch-physikalisches Trennverfahren, das
sowohl praparativ als auch analytisch zur Auftrennung eines Stoffgemisches in
seine einzelnen Substanzen genutzt wird. Nach der Trennung ist so der
quantitative und qualitative Nachweis der Reinsubstanzen mit einfachen
Methoden méglich. Vom Prinzip her sind alle chromatographischen Systeme
gleich, sie bestehen aus einer stationdaren, ruhenden Phase Uber die eine
mobile Phase hinweg strémt. Die aufzutrennenden Substanzen kénnen sich in
beiden Phasen aufhalten, ihre Trennung beruht auf ihren unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeiten, die durch die verschieden groBen
Aufenthaltszeiten in der stationdren Phase entstehen. Beim
chromatographischen Prozess finden zahlreiche Adsorptions-, Desorptions- und

Verteilungsvorgange statt, die immer wieder zu einer neuen
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Gleichgewichtseinstellung fihren. Zwei Extremfalle sind hierbei zu
bertcksichtigen, so kann es vorkommen, dass Substanzen keinerlei
Wechselwirkungen mit der stationdren Phase eingehen, sie werden nicht
retardiert. Die Verbindungen wandern mit der mobilen Phase und es kommt zu
keiner chromatographischen Trennung. Es ist auch mdéglich, dass Substanzen
so stark an die stationdre Phase gebunden werden, dass sie von der mobilen
Phase nicht weiter transportiert werden. Auswertbare chromatographische
Trennungen finden zwischen diesen beiden Extremen statt, wichtig hierfir ist
die Wahl entsprechender mobiler und stationdrer Phasen [BOCKER, 1997].

2.3.1. Einteilung chromatographischer Methoden

Die mobile Phase kann ein Gas oder eine Flussigkeit sein, ist sie gasférmig
spricht man von Gaschromatographie, ist sie fllissig von
Flissigkeitschromatographie. Fir die gaschromatographische Analyse kommen
nur Substanzen in Frage die fllichtig sind oder bei héheren Temperaturen
unzersetzt verdampfen, bei der Fllssigkeitschromatographie mussen sich die

Probenkomponenten lediglich in der mobilen Phase I6sen.

Eine weitere Moglichkeit der Einteilung ist nach dem Trennvorgang. So spricht
man von Adsorptionschromatographie, wenn ein fester, aktiver Kérper als
stationare Phase dient. Hier kommt es durch unterschiedlich starke
Adsorptions- und Desorptionsprozesse zur Auftrennung der Probenbestandteile
(z.B. Dinnschichtchromatographie). Wird eine Flissigkeit auf einen inaktiven
Trager aufgebracht, die sich nicht in der mobilen Phase I16st, spricht man von
Verteilungschromatographie (z.B. Gasflissigkeitschromatographie), da sich die
Probenmolekile zwischen den Phasen verteilen. Die Retentionszeit ist umso
héher, je starker eine Substanz an die stationare Phase bindet, da sie dadurch

langsamer Uiber die Trennstrecke transportiert wird [BOCKER, 1997].
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2.3.2. Einfahrung in die Gaschromatographie

Die Gaschromatographie bzw. Gasfllssigkeitschromatographie ist eine
Verteilungschromatographie, bei der die mobile Phase ein Gas ist und die
stationare eine Fllssigkeit. Eine Probe wird in die Gasphase injiziert wo sie sich
verfllichtigt und wird durch das Gas Uber die an einer Saule befestigte,
stationare Phase transportiert; die einzelnen Verbindungen in der Probe
verbringen unterschiedliche Zeit in der mobilen und stationaren Phase,
abhangig von ihrer relativen Affinitat zur stationdren Phase und sie eluieren am
Ende der Saule in einen Detektor. Die Konzentrationen der verschiedenen
Probenbestandteile sind durch unterschiedlich groBe Peaks entsprechend zu
erkennen, idealerweise in Form einer Gauss’schen Glockenkurve [CHRISTIE,
2009].

2.3.2.1. Die gaschromatographische Appatatur

Das Tragergas hat die Aufgabe, als mobile Phase, die in den Injektor
eingespritzten und anschlieBend verdampften Substanzen durch das GC-
System zu schleusen und dient als Gleichgewichtsmedium fir Probenmolekiile
zwischen der flissigen und gasférmigen Phase und es beeinflusst die
Trennleistung des gesamten Systems.

Um eine méglichst lineare Gasgeschwindigkeit im gesamten System aufrecht
erhalten zu kénnen, muss ein ausreichend hoher Arbeitsdruck eingestellt
werden. Die lineare Gasgeschwindigkeit wird durch den inneren Durchmesser
und die Lange der Saule, den Arbeitsdruck, das verwendete Tragergas und die
Temperatur bestimmt. lhre Einstellung erfolgt durch den Vordruck, der am
Injektor manuell eingestellt wird, erhdht man diesen steigt damit auch die
lineare Gasgeschwindigkeit [GOTTWALD, 1999].
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Abb. 10: Funktionsbild eines Gaschromatographen [HARVEY, 2000]

Kapillarsaulen sind nahezu universell einsetzbar und weisen hervorragende
Trenneigenschaften auf, weshalb sie gepackte Saulen aus der
Gaschromatographie weitgehend verdrangt haben. Verwendete
Quarzkapillaren haben in der Regel eine Lange von 10 bis 100 m und einen
Innendurchmesser von ca. 0,1 — 0,5 mm, die stationare Phase ist als dinner
Film an den Innenwéanden aufgetragen. Durch den dazwischen liegenden
Hohlraum kommt es auch bei groBen S&ulenldngen nur zu geringen
Druckabféllen. Ein wesentlicher Vorteil solch offener Kapillaren ist eine
betrachtliche Verbesserung der Trennstufenhdhe. Die Trennsaule ist im
Saulenofen aufgehangt. Dieser ist daflir verantwortlich, dass das eingestellte
Temperaturprogramm mit hoher Genauigkeit gefahren wird. Dies ist besonders
wichtig zur Gewahrleistung einer guten Reproduzierbarkeit der Retentionszeiten
[BOCKER, 1997].
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Der Injektor sorgt fiir die Einschleusung der Probe in den Tragergasstrom.
Splitinjektoren werden sehr haufig eingesetzt, da hierdurch schmale Peaks
erreicht werden und keine unerwiinschten Verunreinigungen in die Saule
gelangen kénnen. [GROB und BIEDERMANN, 2000].

Injector liner

f‘: Evaporating sample
.

1L
] r_L—__é)Splitﬂow

Column inlet

Column flow

Abb. 11: Splitinjektor im Querschnitt [JENNINGS, 1997]

Mehrere Detektortypen stehen zur Auswahl. Der FID ist ein nahezu universell
einsetzbarer Detektor, dessen Funktionsprinzip darauf beruht, dass die
elektrische Leitfahigkeit von Gasen der Konzentration der darin vorkommenden
elektrisch geladenen Teilchen proportional ist. In einer Knallgasflamme
verbrennen die im Tragergas enthaltenen organischen Verbindungen wodurch
elektrisch geladene Teilchen entstehen. Die zylindrische Kollektorelektrode ist
genau uber der Flamme platziert, der lonenstrom wird gemessen durch Aufbau
eines Potentials zwischen der Dise und dem Kollektor. Der lonenstrom wird zu
einem Verstarker weitergeleitet, das Signal detektiert und als Peak
aufgezeichnet [Christie, 2009].
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Abb. 12: Schematisches Abbildung eines Flammenionisationsdetektors
[HARVEY, 2000]

Mit einem Massenspekirometer als Detektor ist eine quantitative Registrierung
von Atom-, Molekiil- und Molekullbruchstiickmassen maéglich.Bei den
vorliegenden Analysen kam ein Massenspektrometer mit Quadrupol zum
Einsatz. Hier bewegen sich die lonen mit bestimmten Masse/Ladungsverhaltnis
je nach Starke anliegender elektrischer Felder auf stabilen oder instabilen
Flugbahnen. Durch Variation dieser Parameter werden lonen unterschiedlicher
Masse nacheinander auf stabile Flugbahnen gebracht. Es ist méglich komplette
Massenspektren in sehr kurzer Zeit aufzunehmen [GOTTWALD, 1999].

2.3.3. High-Performance-Liquid-Chromatography (HPLC)

Die HPLC ist eine effiziente Methode zur Auftrennung einer groBen Zahl von
Analyten und bringt exzellente Trennungen in kurzer Zeit. Sie ermdglicht
qualitative und quantitative Analysen und kann auch praparativ eingesetzt
werden. Der gréBte Unterschied zwischen GC und HPLC besteht darin, dass
zur Analyse in der GC die Probensubstanzen unzersetzt verdampfen missen,
woflr haufig eine vorhergehende Derivatisierung nétig ist, denn dies trifft nur

auf etwa 20% der bekannten organischen Verbindungen zu. Zur Analyse in der
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HPLC hingegen mussen die Probensubstanzen lediglich in einem
Lésungsmittel 16slich sein [MEYER, 2000].

Die mobile Phase darf mit der stationaren Phase und den in ihr gelésten
Analyten keinerlei chemische Reaktion eingehen. Bei der Normalphasen HPLC
werden zumeist gepackte Saulen mit Silicagel als stationare Phase angewandt,
hier ist die stationare Phase polarer als die mobile. Die Silanolgruppen (Si-OH)
sind verantwortlich fir den polaren Charakter der verwendeten Trennsaule
[BOCKER, 1997].

Per Definition ist bei der Normalphasen HPLC die stationdre Phase polarer als
die mobile, sie wird eingesetzt zur Analyse maRBig polarer, in organischen
Lésungsmitteln 16slichen, Proben. Bei der Reversed-Phase HPLC verhalt es
sich umgekehrt, hier ist die stationare Phase weniger polar als die mobile
Phase. Die Probenkomponenten werden umso starker retiniert je unpolarer sie
sind [KATZ E. et al., 1998].

FUr eine wirksame Auftrennung ist wichtig, dass die Teilchen der stationaren
Phase sehr klein sind, weshalb ein hoher Druck notwendig ist. Zum
Durchpressen der mobilen Phase, bedarf es einer Hochdruckpumpe. In etwa ist
ein Druck von 150 bar erforderlich um bei der Analyse eine zufriedenstellende
Geschwindigkeit zu erreichen. Die Pumpe sorgt mit hoher Prazision fir eine
konstante, pulsationsarme Strémung der mobilen Phase, was Voraussetzung

ist fur reproduzierbare Ergebnisse.

Im Grunde besteht eine HPLC-Apparatur aus einem Probenaufgabensystem,
einer Hochdruckpumpe zur Beférderung der mobilen Phase und einer
Trennséaule, welche Uber eine Kapillare mit einem Durchflussdetektor
verbunden ist, sowie einem Schreiber zur qualitativen und quantitativen Analyse
[BOCKER, 1997].
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Abb. 13: HPLC Chromatograph mit UV-Detektor [FUNG et al. 2003]

Die Probenaufgabe erméglicht, dass ein exakt definiertes, reproduzierbares
Probenvolumen in die Trennsdule gelangt, ohne den Eluentenfluss zu
unterbrechen. Eine drucklose Dosierschleife hat sich hier durchgesetzt. Die
Probe wird mit einem Mehrfachen des Schleifenvolumens drucklos in die
Schleife injiziert und der Uberschuss (iber den Uberlauf abgefiihrt.
Wéhrenddessen flieBt der Eluent von der Pumpe durch das Ventil zur Saule
und kann den Arbeitsdruck aufrechterhalten, schaltet man nun am Ventil auf
Injekt flieBt der Eluent durch die Dosierschleife. [BOCKER, 1997]

Das Prinzip der Detektion beruht darauf, dass der Detektor Abweichungen in
der chemischen Zusammensetzung, der die Saule durchstrémenden
Flussigkeit, in ein elektrisches Signal umwandelt. Dieses wird aufgezeichnet
und gibt Auskunft Uber die Zusammensetzung der injizierten Probe, qualitativ
und quantitativ. Die Wahl des Detektors ist abh&ngig von den chemischen
Eigenschaften der Analyten, der Komplexizitat der Probenmatrix und dem
chromatographischen System, das fir die Auftrennung verwendet wird [KATZ
et al., 1998].

44
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Mit universellen Detektoren ergeben die meisten Analyten ein Signal, die
selektiven hingegen sind speziell fir eine Gruppe von Analyten konzipiert
[BOCKER, 1997].

Der Fluoreszenzdetektor ist als selektiver Detektor anzusehen, er besitzt eine
hohe Sensitivitat, erkennt jedoch nur fluoreszierende Substanzen. Die Detektion
beruht auf der Eigenschaft bestimmter Molekule, die nach Anregung durch UV-
Strahlung Licht zu emittieren. Verbindungen die Fluoreszenz zeigen sind z.B.
hoch konjugierte organische Molekile, organische Ringstrukturen und
Verbindungen mit schweren Atomen wie Chlor und Brom. Aufgrund seiner
hohen Selektivitdt kommt er haufig in der Spurenanalyse zum Einsatz [KATZ et
al., 1998].

2.3.4. Dunnschichtchromatographie

Die Dinnschichtchromatographie ist ein chromatographisches Trennverfahren,
bei dem die stationare Phase als diinne Schicht auf einen festen Trager
aufgezogen ist. Zumeist werden mit Silicagel unterschiedlicher KorngréBe
tberzogene Glasplatten verwendet. Die Probe wird auf eine Startlinie
aufgetragen und die Dinnschichtplatte zum chromatographischen Prozess in
einen Entwicklungstrog gestellt, an dessen Boden sich die mobile Phase
befindet.

Die Probe wird durch unterschiedliche Verteilung der Einzelsubstanzen
zwischen der der mobilen flissigen und der stationaren Phase aufgetrennt. Die
mobile Phase steigt durch Kapillarkrafte nach oben Uber die Platte, dabei
werden die Substanzen mittransportiert, die durch Wechselwirkung mit der
stationdren Phase unterschiedlich stark retardiert werden [BOCKER, 1997].
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2.3.4.1. Silberionendiinnschichtchromatographie

Dies ist eine Sonderform der DC, wobei zumeist eine mit Silbernitrat
impragnierte Silicageldinnschichtplatte verwendet wird, es ist jedoch auch
maoglich das Salz der mobilen Phase zuzugeben. Haufig werden Lésungen mit
5 —20% Silbernitrat in Wasser, Acetonitril u.a. Lésungsmittel angewandt. Als
mobile Phase dient haufig ein 2 — 3-Komponentengemisch aus Hexan,
Petrolether, Chloroform, Benzen und/oder Toluen.

Bei praparativer Verwendung werden die entwickelten Platten mit einer Lésung
eines Fluoreszenzindikators bespriht und unter UV-Licht betrachtet. Die
fluoreszierenden Zonen werden abgekratzt und mit einem polaren
Lésungsmittel extrahiert, wobei die Silberionen mit Natriumchlorid entfernt
werden sollten [CHRISTIE, 2009].

Diese Methode kann genutzt werden um Fettsauren praparativ nach Anzahl
ihrer Doppelbindungen aufzutrennen. Je mehr DB eine Substanz enthalt, desto
starker wird sie durch die in der stationaren Phase enthaltenen Silberionen
zurlickgehalten. Auch ist durch die praparative Anwendung dieser Methode
eine Auftrennung und Identifizierung von cis/trans Isomeren in der HPLC

maoglich.
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3. Materialien und Methoden

3.1. Untersuchungsparameter

Bestimmt wurden Gesamtfettgehalt und Fettsdurezusammensetzung, wie auch
der Proteingehalt des Muskelfleisches der Reinanke. Besonderes Augenmerk
wurde auf die Palmitoleinsdure und die mehrfach ungesattigten Fettsauren
gelegt. Es sollte auch festgestellt werden, ob Fett und Protein im Fisch
homogen verteilt sind. Zusatzlich wurde eine Vitamin E-Bestimmung
durchgeflhrt, wobei es vor allem darum ging, ein besonderes Isomer des
o—Tocomonenols, das a-Tocomonoenol marinen Ursprungs, das eine
ungewdhnliche Doppelbindung am Ende seiner Phytolseitenkette tragt,

nachzuweisen und zu quantifizieren.

Zur Durchfihrung der Homogenitatsprifung wurde das daflir bestimmte,
enthautete Renkenfilet, das in etwa eine Lange von 20 cm besaB, in zehn 4 cm
lange Stlicke geschnitten, wobei je 5 aus dem Riicken- und dem Bauchbereich
stammten. Nach Lyophilisierung der Fischstlicke und Bestimmung der
Trockenmasse wurde eine Proteinbestimmung nach Kjeldahl, im Doppelansatz,
durchgefuhrt. Die Fettquantifizierung erfolgte ebenfalls mit dem getrockneten
Fisch, durch eine direkte Extraktions-/Transesterifikationsmethode, bei der ein
zu hoher Wassergehalt die Transesterifikation stéren wirde. Die
Gesamtfettbestimmung erfolgte mittels Gaschromatographie, durch
Quantifizierung der zuvor synthetisierten Fettsduremethylester, ebenfalls im
Doppelansatz.

3.2. Probenvorbereitung

3.2.1. Prinzip

Um eine gaschromatische Bestimmung von Gesamtfett und Fettsduren
durchflihren zu kdnnen, war eine vorherige Extraktion der Lipide aus der
Probenmatrix nétig, sowie eine Umwandlung der an Glycerin gebundenen

Fettsduren in leichter flichtige Fettsduremethylester. Die Proben wurden erst
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gefriergetrocknet und anschlieBend direkt in einem Schritt extrahiert und
transesterifiziert. Die so synthetisierten FSME wurden mittels
Gaschromatographie analysiert [ULBERTH und HENNINGER)].

Auch die Stickstoff- und Tocopherolbestimmung erfolgte mit den lyophilisierten

Proben.

Zur Homogenitatsprifung wurde ein Renkenfilet, nachdem es gehautet worden
war, in 10 Teile geschnitten und von jedem eine Protein- und

Gesamtfettbestimmung durchgefihrt.

3.3. Gesamtfett- und Fettsaurebestimmung

3.3.1. Verwendete Gerate und Reagenzien

e Petrischalen mit Deckel (Durchmesser: 10 und 20 cm)
e Schraubfladschchen mit Verschluss + Dichtung (100ml)
e Messkolben

e Messzylinder

e Spatel

e Pinzette

e 2ml, 3 mlund5 ml Vollpipetten

e Pasteurpipetten

e Pyrexréhrchen

e GC-Vials und Verschliisse

e Hamiltonspritze (701 N, 10 ul)

e Magnetrihrer + Magnetfischchen

e Waage (Mettler)

e Feinwaage (Acculab)

e Gefriertrockner (Edwards MODULYO 4K)

e Osterizer

e Wasserbad (GLF)
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e Vortex

e Zentrifuge (Funke Gerber)

e Argon

e |Interne Standards: C17:0 und C23:0 FSME
e Konzentration: 2mg Standard/ml Toluol
e Toluol

e BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-methyl-phenol)
e Acetylchlorid

e Wasserfreies Methanol

e K,COs

e Wasserfreies Na;SO4

e 37 Komponenten Standard

e HCI

e Aqua Glas dest.

3.3.2. Herstellung der verwendeten Losungen

5%ige methanolische HCI

Zur Herstellung der 5%igen methanolischen HCI wurden 80 ml Methanol in eine
100 ml Schraubflasche mit einem Magnetfischchen darin vorgelegt. Unter
stdndigem Mischen durch den Magnetrihrer wurden vorsichtig und langsam 8
ml Acetylchlorid, mittels Pasteurpipette zugegeben. Die standige Bewegung der
Ldsung ist notwendig da es durch die chemische Reaktion zwischen Methanol
und Acetylchlorid zu starker Warmebildung kommt.

CH3OH + CH3;COCI =—> HCI + CH3COOCH;
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6%ige Kaliumcarbonatlésung

6 g Kaliumkarbonat wurden in ein Schraubflaschchen eingewogen und auf
einem Magnetrthrer in 100 Aqua Glas dest. geldst.

Toluol mit BHT

BHT (2,6-Di-tert-butyl-4-methyl-phenol) ist ein Antioxidans, das dem als
Lésungsmittel dienendem Toluol zugesetzt wurde, um die Fettsduren wahrend
der Transmethylierung vor Oxidationsvorgangen zu schitzen. Es wurden 10 mg

BHT pro 100 ml Toluol gelést.

CH,

(CH;);C C(CHy);
OH

Abb. 14: Strukturformel von 2,6-Di-tert-butyl-4-methyl-phenol (BHT)

Standardlésungen (in Toluol mit BHT)

Die Konzentration der ersten Standardlésung sollte 4 mg C17:0 Standard/ml
Toluol mit BHT betragen und die der zweiten 2 mg C23:0 Standard/ml Toluol.
Es wurden 200 mg C17- und 100 mg C23-Standard in je einen 100 ml
Messkolben eingewogen, anschlieBend wurde er bis zur Marke mit der

Toluollésung aufgefillt und der Standard darin geldst.
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3.3.3. Durchfiihrung

3.3.3.1. Gefriertrocknung

Als erster Schritt mussten die enthduteten Fischfilets gefriergetrocknet
(lyophilisiert) werden, um den Wassergehalt der Proben weitestgehend zu
senken. Dies ist notwendig, da ein zu hoher Wasseranteil bei der direkten
Extraktions-/Transmethylierungsmethode die Reaktion stéren kann. Um beim
Vorgang der Gefriertrocknung eventuell aus der Probe austretendes Fett
aufzufangen wurde ein Taschentuch unter jedes Fischfilet gelegt, dessen
Gewichtsanteil an der Probe so gering war, dass er in die Berechnungen nach

den Analysen nicht signifikant beeinflusste.

Arbeitsschritte bei der Lyophilisierung:

1. Vorkilhlen des Gefriertrockners auf -50°C

A

Bestimmung des Leergewichts der Petrischalen und dem als
Saugunterlage verwendetem Taschentuch

Einwaage der Proben

Tieffrieren der Proben bei -80°C

Befullung des Gefriertrockners mit den Proben

2R

Anlegen eines Vakuums

Die Proben wurden Uber Nacht lyophilisiert und am nachsten Tag die

Auswaage vorgenommen um die Trockenmasse der Proben zu bestimmen.

Berechnung der Trockenmasse in Gewichtsprozent

A

™ (%) = *100

A.....Auswaage der Probe in g B.....Einwaage der Probe in g
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Das getrocknete Fischfilet wurde mittels Osterizer fein zerkleinert und direkt zur
Fett-, Protein- und Vitamin-E-Bestimmung eingesetzt.

3.3.3.2. Direkte saurekatalysierte Transmethylierung

Bei der direkten Methode der Extraktion und Transesterifikation werden diese
beiden Vorgange in einem Schritt durchgefihrt, d.h. es ist keine vorhergehende
Fettextraktion mit nachfolgender Synthese von FSME notwendig. [ULBERTH
und HENNINGER, 1995]

3.3.3.3. Durchfuhrung

Die Proben fir die Homogenitatsprifung wurden jeweils im Doppelansatz und
die Proben zur Gesamtfett- und Fettsdurequantifizierung im Dreifachansatz
durchgeflhrt.

Jeweils 80 mg Fischlyophilisat wurden in ein Pyrexr6hrchen eingewogen und
anschlieBend je 1 ml der C17- und der C23-Standardlésungen zupipettiert. Als
Methylierungsreagenz wurden 3 ml methanolische HCI zugesetzt. Der im
Roéhrchen befindliche Sauerstoff wurde durch Begasung mit Argon aus diesem
verdrangt, das Réhrchen verschlossen und am Vortex geschuttelt. Die
Transmethylierung erfolgte bei 70°C flr 2 Stunden im Wasserbad.

Der Reaktionsstopp wurde, nach Abklihlen der Probe, durch Zugabe einer
wassrigen Kaliumkarbonatldsung herbeigefihrt. Die R6hrchen wurden
nochmals am Vortex geschuttelt und anschlieBend fir 5 Minuten bei 1100

U/min. zentrifugiert.

Die obere Phase, die die methylierten Fettsauren enthalt, wurde mittels
Pasteurpipette abgenommen und Gber Natriumsulfat getrocknet. AnschlieBend
wurde die getrocknete Probenldsung in ein GC-Vial Gberflhrt, dieses

verschlossen und die Proben zur Analyse in den Gaschromatographen injiziert.



3.3.3.4. Gaschromatographisches System

Gaschromatograph:

Saule:

Tragergas:

FID-Gase:

Fisons 8000 mit FID und Splitinjektor

Rtx-225 von Restek: 50% Cyanopropylmethyl-50%
Phenylmethylpolysiloxan

Lange: 30m
Innendurchmesser: 0,25 mm
Schichtdicke: 0,25 um

H. (Split: 90 kPa)

N2 (80 kPa)

Luft (70 kPa)

H, (60 kPa)

Temperaturbedingungen:

Anfangstemperatur:
Heizrate:
Endtemperatur:

Injektortemperatur:

Detektortemperatur:

Einspritztechnik:
Split:
Einspritzvolumen:

Laufzeit:

170°C

3°C/min

220°C

250°C

250°C

Luftpfropfmethode [GROB und BIEDERMANN, 2000]
1:50

1l

21 Minuten
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3.3.3.5. Auswertung der Chromatogramme

Die qualitative Bestimmung der in den Proben enthaltenen
Fettsduremethylester erfolgte mit Hilfe eines 37-Komponentenstandards von
Supelco. Dieser wurde in den Gaschromatographen injiziert, wodurch Uber
Vergleich der Retentionszeiten der im Standard enthaltenen bekannten
Fettsduremethylester, die in der Probe enthaltenen unbekannten Verbindungen

identifiziert werden konnten.

Zur Quantifizierung der Fettsduren wurden die internen Standards zugesetzt.
Durch die Zugabe genau definierter Mengen zur Probe, konnten aufgrund der
Peakflachen die jeweiligen Konzentrationen der enthaltenen Fettsauren
berechnet werden.

Der C17:0 Standard diente zur Quantifizierung der Carbonsauren mit den
Kettenldngen von C14 bis einschlieBlich C19, wahrend auf den C23-Standard
die langkettigen Fettsduren bezogen wurden mit Kettenlangen von C20 — C24.

3.4. Identifizierung unbekannter Fettsauren mittels
Silberionendiinnschichtchromatographie und
Gaschromatographie

Das Prinzip der Methode basiert darauf, dass Silberionen in der Lage sind mit
Doppelbindungen Komplexe zu bilden. Die ungesattigten Komponenten agieren
als Elektronendonator und die Silberionen als Elektronenakzeptor. Bei natirlich
vorkommenden methylenunterbrochenen Doppelbindungen steigt die Stabilitat
der Komplexe mit der Anzahl der Doppelbindungen im Molekul. Fettsduren mit
Doppelbindungen unterschiedlicher Konfiguration bilden schwéchere Komplexe
je héher die Anzahl an Transdoppelbindungen ist [CHRISTIE, 2009].

Durch die Wechselwirkung der im Fischél enthaltenen Doppelbindungen kann
es in seine einzelnen Fettsaurefraktionen aufgetrennt werden. Je mehr
Doppelbindungen in einer Fettsdure enthalten sind, desto starker wird sie durch
die Silberionen auf der Dinnschichtplatte retiniert. Dadurch wandern die
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gesattigten Fettsduren mit dem Laufmittel nach oben wahrend die

hochungesattigten Fettsauren auf der Startlinie zurlickgehalten werden.

3.4.1. Verwendete Gerate und Reagenzien

transmethyliertes Fischél in Toluol + BHT
10 ml Spitzkolben

Rotavapor

Feinwaage (Acculab)

1 Impragnierwanne mit Deckel
Trockenschrank

150 ml Becherglas

100 ml Messzylinder

Spatel

Entwicklungskammer

Pasteurpipetten

Pyrexréhrchen

10 ml Spitzkolben

1 ml Pipettenspitzen

Trichter

10 x 20 cm Dinnschichtplatten: Kieselgel 60 (Merck)
Extran

Silbernitrat

Aqua Glasdest.

Petrolether

Diethylether

n-Hexan

2,7-Dichlorfluoreszin, ethanolische L6sung 0,1% (g/v)
Glaswolle

Na>SO4

NaCl
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o Florisil
e Diethylether

e Toluol

3.4.2. Durchfiihrung

5 g Silbernitrat wurden in ein 150 ml Becherglas eingewogen und in 50 ml Aqua
Glas dest. gelést, die Losung wurde in die durch Extran fettfrei gemachte
Impragnierwanne dberflhrt, die Dinnschichtplatte hineingelegt und die Wanne
verschlossen. Die Platte wurde fiir eine Stunde an einem dunklen Ort
impragniert und anschlieBend im Trockenschrank fir eine Stunde bei 110°C
aktiviert.

Zur Herstellung von 100 ml Laufmittel wurden 90 ml Hexan und 10 ml
Diethylether vermischt.

Eine in Toluol geléste Probe, die durch die saurekatalysierte Transmethylierung
erhalten wurde, wurde am Rotavapor eingedampft und anschlieBend in100 pl n-
Hexan geldst. Die Dinnschichtplatte wurde aus dem Trockenschrank
genommen und 2 cm Uber dem unteren Ende eine Linie gezogen, auf dieser
wurden von jeder Seite 2 cm frei gelassen und in der Mitte die Probenlésung
aufgetragen. In den 100 ul Hexanlésung befanden sich etwa 4 mg Fischdl, von
denen 1 — 2 mg, also ungefahr 50 ul der Lésung, mit Hilfe einer Hamiltonspritze

auf die eingezeichnete Linie auf der DC-Platte aufgetragen wurden.

Das vorbereitete Laufmittel aus Petrol- und Diethylether wurde in die
Entwicklungskammer geschuttet, die Dinnschichtplatte zur Auftrennung
hineingestellt und so lange entwickelt bis sich die Laufmittelfront etwa 2 cm
unter dem oberen Rand befand. Die Platte wurde aus dem Trog

herausgenommen und mit einem Bleistift sofort die Laufmittelfront markiert.

Zur ldentifizierung der Fettsaurebanden wurde die Dinnschichtplatte mit
Dichlorfluorescin, einem Fluoreszenzfarbstoff, bespriiht und nach Trocknung
unter der UV-Lampe bei 366 nm betrachtet. Die fluoreszierenden Banden auf
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der Platte wurden mit einem Bleistift umrandet. Diese 7 Banden wurden im
Anschluss abgekratzt und die Fettsauremethylester mit Diethylether daraus

extrahiert.

7 Pasteurpipetten dienten als Saulen zur Extraktion. Sie wurden durch
Glaswolle verschlossen, in Pyrexrbhrchen gestellt und anschlieBend mit
Natriumsulfat, Natriumchlorid und Florisil (je 1 cm Fullhéhe), Gber eine
abgeschnittene 1 ml Pipettenspitze und einen kleinen Trichter beflllt,
abschlieBend wurde je eine abgekratzte Bande dariiber gegeben. Das Na>SO,4
diente zur Trocknung der Probe, die eventuell noch Wasser enthalten kann,
wahrend das NaCl die Silberionen binden sollte.

Die Fettsauren wurden aus dem Silicagel der Diinnschichtplatte mittels
Diethylether extrahiert und die 7 Extrakte je in einem Pyrexréhrchen
aufgefangen (ca. 5 ml) und in 10 ml Spitzkolben am Rotavapor eingedampft.
Der verbleibende Rickstand wurde in 800 ul Toluol gelést und in ein GC-Vial

Uberfihrt und die Proben anschlieBend im Gaschromatographen analysiert.

3.5. Gesamtstickstoffbestimmung und Proteinberechnung nach
Kjeldahl

3.5.1. Prinzip der Methode

Durch Erhitzen der organischen Probe mit konzentrierter Schwefelsaure in
Gegenwart von Aufschlusskatalysatoren wird die Probensubstanz oxidativ
zerstort. Als Katalysator wurde eine Mischung aus Kupfer- und Kaliumsulfat
verwendet. Das Kaliumsulfat diente dazu die Siedetemperatur der
Schwefelsaure wahrend des Aufschlusses zu erhdhen.

Bei der oxidativen Zerstérung der Probenmatrix wird der in ihr enthaltene
Stickstoff in das Ammoniumion Ubergefihrt und in der Aufschlusslésung als
Ammoniumsulfat zurtickgehalten. Nach Klarwerden und Abkuhlen der

Aufschlusslésung wurde sie mit Wasser verdinnt und anschlieBend in einer
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Destillationseinheit durch Zugabe von Natronlauge stark alkalisch gemacht. Das
hierdurch freigesetzte Ammoniakgas wird mittels einer Wasserdampfdestillation

quantitativ in eine Borsaurevorlage Uberdestilliert.

Dieser wurde zuvor noch ein geeigneter Indikator zugesetzt (Tashiroindikator).
Die endgultige Ammoniakbestimmung erfolgte durch eine acidimetrische
Titration der vorgelegten Saure mit Salzsaure. Uber den HCI-Verbrauch bis zum
Umschlagspunkt und deren Normalitat wird der N-Gehalt berechnet, der

proportional der Menge an verbrauchter Saure ist.

Bei der Bestimmung eines Blindwertes, der als Korrekturfaktor dient, setzte
man alle Reagenzien (Schwefelsaure, Katalysator, Wasser, Natronlauge und
Vorlagensdure mit Indikator) in gleicher Weise und Menge wie bei der
Probenbestimmung ein. Bei Verwendung sauberer Chemikalien sollte der
Blindwert so klein sein, dass er vernachlassigbar ist. Sollte sich bei der Titration

jedoch ein nennenswerter Verbrauch ergeben, so wird dieser von den

Verbrauchswerten bei der Probenbestimmung abgezogen.

3.5.2. Verwendete Gerate und Reagenzien

e 1000 ml Messkolben + Stopfen
e 2 500 ml Messkolben

e Waage

e Spatel

e Magnetrihrer und Magnetfischchen
e Aufschlusskolben

e MaBloffel

e Glasperlen

e Saurefester Dispenser

e Aufschlusskolbengestell

e 50 ml Becherglas

e Kocher — Biichi 425 Digestor
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e Absaugrohr

e Klammern

e Wasserstrahlpumpe

e Taschentuch

e Stehkolben

e Titriervorrichtung (25 ml)
e Blchi 315 Distillition Unit
e CuSOq4

e KySO4

e Konzentrierte HoSO4 (98%)
e Aqua Glas dest.

e Aqua dest.

e Boraure (2%)

e Tashiro-Indikator

e NaOH-Pulver (wasserfrei)
e HCI(0,1N,1N,0,5N)

3.5.3. Herstellung der verwendeten Losungen und Reagenzien

Katalysator

49 Kupfersulfat wurden in 1000g Kaliumsulfat und durch kréftiges schiitteln

homogen vermischt.

2%ige Borsaure

20 g Borsaurepulver wurden in einen 1000 ml Messkolben eingewogen und ein
Magnetfisch zugegeben. Der Kolben wurde etwa bis zur Halfte mit Aqua Glas
dest. aufgeflllt und das Borsaurepulver darin zur Ganze, auf dem
Magnetrihrer, geldst. AnschlieBend wurde bis zur Marke mit Aqua Glas dest.
aufgefillt, der Kolben mit einem Stopfen verschlossen und die Lésung

homogenisiert.
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NaOH

700 g Natriumhydroxidpulver wurden in einer 2 | Aqua dest. Vorlage langsam
und unter stdndigem Rihren geldst, wdhrenddessen musste die Lésung gekihlt
werden, da es zu einer relativ hohen Warmeentwicklung kommt. Die NaOH-
Lésung musste vor ihrer Verwendung auf Zimmertemperatur abgekuhlt sein.

1 M HCI

Ein 1000 ml Messkolben wurde bis zur Halfte mit Aqua Glas Dest. beflllt, dem
wurde eine Titrisol-Lésung fir 1 M HCI zugegeben (36,461g HCI fir 1 Liter).
Diese Packung enthélt die exakt die nétige Menge an konzentrierte HCI zur
Herstellung einer 1 molaren L&sung. Zur quantitativen Uberfiihrung der
Stockldsung in den Kolben wurde das GefaB mehrmals gespult. Der Kolben
wurde anschlieBend bis zur Markierung aufgefillt, mit einem Glasstopfen
verschlossen und durch Schitteln homogenisiert.

0,5 M HCI

Ein 500 ml Messkolben wurde mit Aqua Glas dest. bis zur Marke aufgefillt und
das Wasser mit Hilfe eines Trichters in einen 1000ml Kolben Gberfihrt. Ein
zweiter 500ml Messkolben wurde mit 1 M HCI bis zur Marke aufgeftllt und die
Saure mittels eines Trichters in den 1000 ml Messkolben zum Wasser
zugegeben. Der 1000ml Kolben wurde mit einem Glasstopfen verschlossen und
die Lé6sung homogen vermischt.

0,1 M HCI

10 ml 1 molare Salzsaure wurden in einen 100 ml Messkolben pipettiert, der bis
zur Marke mit Aqua Glas dest. aufgeflllt und die Lésung homogenisiert.
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3.5.4. Durchfiihrung

Die Stickstoffbestimmung erfolgte bei der Homogenitatspriifung und der
Proteinbestimmung der ganzen Filets jeweils im Doppelansatz.

3.5.5. Probenaufschluss

Die Aufschlusskolben wurden jeweils mit 1 MaBl6ffel Katalysator (entspricht
etwa 7,5 g) und 2 Glasperlen versetzt. Die Glasperlen sollten einen mdglichen
Siedeverzug wahrend dem Probenaufschluss vermeiden. AnschlieBend wurden
0,5 g der getrockneten Probe, mit Hilfe eines Spatels, auf 1 mg genau

eingewogen.

Jedem Aufschlusskolben wurden mittels Dispenser 20 ml konzentrierte
Schwefelsaure zugesetzt (98%ig) und die Proben durch Kochen in der Saure, in
Anwesenheit von Aufschlusskatalysatoren, oxidativ zerstért. Dazu wurde ein
Absaugrohr auf die Aufschlusskolben gesetzt und die Kolben mittels spezieller
Klammern daran befestigt. Mit einem Gummischlauch wurde das hintere Ende
des Absaugrohres mit einer Wasserstrahlpumpe verbunden und die vordere
Offnung mit einem Taschentuch, nicht luftdicht, verschlossen. Die Pumpe
wurde in Betrieb genommen und die Kolben in den vorgeheizten

Aufschlussapparat eingesetzt.

Der volkommene Probenaufschluss war nach etwa 7 Stunden erreicht. Die
Aufschlusszeit ist abhangig von der Probenart, der Probenmenge und dem
Aufschlussgemisch. Nach erfolgtem Aufschluss wurden die Proben auf

Zimmertemperatur gekuhlt und im Anschluss jeweils 50 ml Aqua Glas dest.

zugesetzt.



3.5.6. Destillation

Als Destillationsapparat diente eine Biichi 315 Distillation Unit.

Ein Aufschlusskolben mit Probe wurde in die Destillationseinheit eingespannt
und am Destillationsausgang mittels einer kleinen Hebebihne ein 250 m
Stehkolben eingespannt. Dieser enthielt eine 20 ml Borsaurevorlage und 2
Tropfen Tashiro-Indikator beinhaltet. Wichtig war, dass das Ende des

Destillationsausganges ganz in die Borsaure eintaucht.

Die NaOH-Zugabe muss sehr langsam erfolgen, da es zu einer heftigen
Reaktion kam und die Probe hierdurch hatte verloren gehen kdnnen.

Die Probeldsung im Aufschlusskolben verfarbte sich durch die Zugabe der
Natronlauge erst braun und anschlieBend hellblau. Nach Blauwerden der
Aufschlusslésung wurde die NaOH-Zugabe gestoppt und mit der Destillation
begonnen. Die Probelésung wurde solange destilliert bis etwa 100 ml in den
Erlenmeierkolben Ubergegangen waren, dabei verfarbte sich die
Borsaurelésung von rosa auf griin. Die Destillation wurde gestoppt, der
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Stehkolben von der Hebebiihne genommen und unter den Destillationsausgang

gestellt, damit das Destillat noch abtropfen konnte.

3.5.7. Rucktitration mit Salzsaure unterschiedlicher
Konzentrationen zur Auffindung der anzuwenden

Konzentration

Titration mit 0.1 M HCI

Bei einer Trockenmasseeinwaage von 500 mg Fisch schien es nicht sinnvoll
mit 0,1 molarer HCI zu titrieren. Die Probe enthielt zu viel Protein, und der
Verbrauch bis ein Farbumschlag von griin auf rosa erreicht wurde betrug hier
Uber 30 ml, weshalb entweder die Menge der Probeneinwaage reduziert oder
die Molaritat der HCI erhéht werden musste.
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Titration mit 1 M HCI

Der Verbrauch an 1 M HCI bei einer Probeneinwaage von 500 mg betrug nur
etwa 4,9 ml. Ein so geringer Verbrauch ist nicht ausreichend flr eine zufrieden

stellende Genauigkeit, weshalb sie auf eine 0,5 molare HCI verdiinnt wurde.

Titration mit 0,5 M HCI

Der Verbrauch der 0,5 molaren Salzsaure, bei der acidimetrischen
Stickstoffbestimmung war mit 8 — 9 ml ausreichend hoch fir ein

zufriedenstellendes Ergebnis. Die Titration aller Proben erfolgte mit ihr.

3.5.8. Berechnung des Proteingehalts

Die Berechnung des Stickstoffgehalts, tiber den der Proteingehalt bestimmt
werden kann, erfolgte durch den Salzsaureverbrauch bei der acidimetrischen
Titration und deren Normalitat. Die Formel zur Berechnung des prozentuellen

N-Stoffgehalts der Probe lautet wie folgt:

HCI-Verbrauch * Normalitat * 14,008

Einwaage

Durch Multiplikation des Stickstoffanteils mit dem Faktor 6,25 konnte der
Proteinanteil der Probe abgeschatzt werden.
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3.6. Bestimmung von Vitamin E Isomeren

Zur Bestimmung der Tocopherole wurde zunachst eine Extraktion der
Fettfraktion aus dem Fischfilet nach der Methode von Bligh und Dyer
durchgefliihrt, und das extrahierte Fett anschlieBend durch die Methode von
Ulberth und Reich zur Analyse in der HPLC aufbereitet.

3.6.1. Rehydrierung des Renkenfilets

Die Methode zur Fettextraktion nach Bligh und Dyer ist optimiert far
Lebensmittel mit einem hohen Wassergehalt. Im Zuge vorhergehender
Analysen wurden die Fischfilets jedoch getrocknet und lagen als Lyophilisat vor.
Aus diesem Grund war es notwendig das Probenmaterial wieder auf seinen
urspringlichen Wassergehalt zu rehydrieren.

3.6.1.1. Verwendete Gerate und Reagenzien

e Aqua Dest.
e 1 Schraubflasche mit Deckel (250 ml)
e 1 Waage

3.6.1.2. Durchfiihrung

5 g zerkleinertes, lyophilisiertes Fischfilet wurden in eine 250 ml Flasche
eingewogen und anschlieBend 30 ml Aqua dest. zugegeben, die Flasche
verschlossen und kraftig geschuttelt, wodurch das Fischlyophilisat wieder

aufgeschwemmt wurde.
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3.6.2. Fettextraktion nach Bligh und Dyer

3.6.2.1. Verwendete Gerate und Reagenzien

e Schraubflasche mit Deckel (250 ml)

e Stativ mit Muffe und Ring

e 250 ml Scheidetrichter

e Trichter

e Faltenfilter (520 A 1/2, Schleicher & Schuell)
e 250 ml Rundkolben

e Messzylinder

e Rotavapor (Bluchi R-134)

e Methanol

e Chloroform

e Aqua dest.

3.6.2.2. Durchflihrung

In die Flasche mit dem rehydrierten Fischfilet wurden 60 ml Methanol und 30 ml
Chloroform zugegeben und die verschlossene Flasche flr eine Minute kraftig
geschuttelt, um die Lipidfraktion weitestgehend aus dem Gewebe zu

extrahieren. Es sollte ein einphasiges Gemisch vorliegen.

AnschlieBend wurden je 30 ml Aqua dest. und Chloroform zugegeben und die
verschlossene Flasche nochmals kraftig geschuttelt, woraufhin ein

zweiphasiges System vorlag.

Der Scheidetrichter wurde in die Halterung aus Ring, Stativ und Muffe
eingesetzt und ein Trichter mit einem Faltenfilter aufgesetzt, Gber den das
Probengemisch in den Scheidetrichter filtriert wird. Der Faltenfilter mit dem
Filtratriickstand wurde nochmals in die 250 ml Flasche Gberfthrt, mit 30 ml
Chloroform ein weiteres mal extrahiert und wieder Uber einen Faltenfilter in den
Scheidetrichter filtriert.
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Das Filtrat wurde Uber Nacht, bis zum Klarwerden der unteren Phase stehen

gelassen.

Die untere Chloroformphase enthielt den Fettextrakt, er wurde in einen 250 mi

Rundkolben abgelassen und die obere wassrige Phase verworfen.

Das Chloroform wurde am Rotavapor abgedampft.

3.6.3. Quantitative Bestimmung von Tocopherolen

Die Probenvorbereitung erfolgte unter Zusatz eines 5-a-Cholestanstandards,
mit dessen Hilfe nach der massenspekirometrischen Probenanalyse im
Gaschromatographen, eine Quantifizierung der Vitamin E Vitamere mdglich
gewesen ware. Die Quantifizierung erfolgte jedoch auf andere Weise.

3.6.3.1. Verwendete Gerate und Reagenzien

e Feinwaage (Acculab)

e Becherglas (25 ml)

e Schraubflasche mit Deckel (250 ml)
e Messzylinder (200 ml)

e Wiegeschiffchen

e Spatel

e Trichter

e 25 ml Messkolben mit Schliffstopfen
e Pasteurpipetten

e Pyrexr6hrchen mit Deckel (40 ml)

e Vortex

e 50 ml Rundkolben

e Probenvials

e Messpipetten: 10 ml

e Pilldusball
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e Vollpipetten: 1 ml

e Wasserbad

e Zentrifuge

e Rotavapor

e Heizblock —Reacti-Therm heating module (Pierce) mit
Stickstoffversorgung

e 5-a-Cholestan

e Aceton

e BHT

e Ethanol

e Aqua dest.

e KOH

e Cyclohexan

e Chloroform

e Pyridin

e BSTFA + TCMS (N,O-Trimethylsilyl-Trifluoroacetonamid +
Trimethylchlorosilan)

3.6.3.2. Herstellung der verwendeten Losungen

BHT in Ethanol (0,125%ig)

25 mg BHT wurden auf der Feinwaage in ein 25 ml Becherglas eingewogen
und in eine 250 ml Schraubflasche Uberfiihrt. Mit Hilfe eines Messzylinders
wurden 200 ml Ethanol zugegeben und die verschlossene Flasche geschiittelt
bis sich das BHT gelést hat.

Herstellung der Standardlésung

Die Standardlésung mit 5-a-Cholestan sollte eine Konzentration von 1 mg/ml
aufweisen. Mit einem Spatel werden 25 mg in ein Wiegeschiffchen eingewogen
und Uber einen Trichter in einen 25 ml Messkolben Gberfihrt. Das

Wiegeschiffchen und der Trichter wurden mit Aceton gespult um den Standard
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quantitativ in den Kolben zu beférdern, anschlieBend wurde er bis zur Marke mit
Aceton aufgefullt, mit einem Schliffstopfen verschlossen und geschiuittelt bis sich

das 5-a-Cholestan geldst hat.

Herstellung der 40%igen KOH

10 mg KOH wurden in einen 25 ml Messkolben eingewogen und dieser bis zur
Marke mit Aqua dest. aufgefillt, anschlieBend wurde er mit einem Schliffstopfen
verschlossen und geschuttelt bis sich das Pulver geldst hat.

3.6.3.3. Durchfuhrung

200 mg Fischélextrakt wurden in ein Pyrexréhrchen eingewogen und 8 ml von
der BHT-in-Ethanollésung zupipettiert. AnschlieBend wurden je 0,5 ml von der
Standardlésung und der wassrigen KOH zugefligt. Nach Entfernung des
Sauerstoffs durch Verdrangung mit Stickstoff wurde das Réhrchen
verschlossen und bei 80°C fur 15 min. im Wasserbad verseift, wahrenddessen
sollte die Probe mehrmals gut geschttelt werden.

Nach der Verseifung wurde das Pyrexréhrchen unter kaltem Wasser abgekuihlt
und 15 ml Cyclohexan sowie 12 ml Aqua dest. zupipettiert. Das verschlossene
Probenrdhrchen wurde fir etwa eine Minute kraftig geschittelt und far 5 min. in

der Zentrifuge bei 1100 rpm zentrifugieren.

Die obere Phase wurde mittels Pasteurpipette in einen 50 ml Rundkolben
Uberfahrt. Die verbliebene untere Phase wurde nochmals mit Cyclohexan
extrahiert und zentrifugiert, und die obere Phase mit dem ersten Extrakt im
Rundkolben vereinigt. Am Rotavapor wurde das Cyclohexan abgedampft, bis
der verbleibende Fettextrakt trocken war.

Der Ruckstand wurde in Chloroform gelést und in ein Pyrexréhrchen Uberfihrt
und das Chloroform anschlieBend lber Stickstoff, auf einem Heizblock bei 40°C
abgedampft. In Folge wurden je 100 ul Pyridin und BSTFA + TMCS zum
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Ruckstand pipettiert. Die Probe wurde dann fiir 30 min. im Trockenschrank bei
60°C inkubiert wobei es zur Bildung von Trimethylsilylestern kam. Das
Lésungsmittel wurde erneut unter Stickstoff abgedampft und der Rickstand in
n-Heptan geldst, mittels Pasteurpipette in ein Probenvial Gberflhrt,
verschlossen und in die GC-MS injiziert.

Gaschromatographisches System
Gaschromatograph: ~ GC 8000 series mit Splitinjektor
Massenspektrometer:  Fisons Instruments MD 800
Saule: J&W Scientific DB-5HT
Lange: 30m
Innendurchmesser: 0,32 mm
Schichtdicke: 0,1 um

Tragergas: He

Temperaturbedingungen:

Anfangstemperatur: ~ 70°C/2min; 20 °C/min
Endtemperatur: 290°C

Injektortemperatur: 300°C

Interface: 300°C
Einspritztechnik: Luftpfropfmethode
Einspritzvolumen: 1 ul Splitless/0,5 min

Laufzeit: 40 Minuten
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3.7. Tocopherolquantifizierung mittels Standardreihe auf der
HPLC (nach der DGF-Einheitsmethode F-Il 4a (00))

3.7.1. Verwendete Gerate und Reagenzien:

Rotavapor

50 ml Rundkolben

Pasteurpipetten

Messpipetten (1 ml, 2 ml, 5 ml)
Pyrexréhrchen

Spektrophotometer UV-120-02 Shimadzu
Messklvetten (Quarz)

25 ml Messkolben

100 ml Messkolben

Feinwaage (Acculab)

HPLC mit UV-Detektor
Tocopherolstandardlésungen in n-Hexan: o—, f—, v und 6—Tocopherol
n-Hexan

Methanol

Essigsauremethylester

Herstellung der Standardreihe

Verwendet wurden bereits vorbereitete Standardlésungen von o—, B—, -

und 6—-Tocopherolen deren Konzentration mittels Photometer bestimmt wurde.

Da die Tocopherole in Hexan gelést waren, mussten sie eingedampft und

anschlieBend zur Analyse in Methanol erneut geldst werden. Jeweils 10 ml der

Stammlésung wurden je in einem 50 ml Rundkolben am Rotavapor

eingedampft und anschlieBend in 10 ml Methanol geldst.

Zur photometrischen Bestimmung der Konzentrationen, wurden die Lésungen

jeweils in einer Klvette, bei unterschiedlichen Wellenlangen gemessen und ihre

Konzentration mit folgender Formel berechnet:



71

A*10*

PE =

E1%1cm
A ... Adsorptionswert jedes Tocopherols in der entsprechenden StammIésung

E'%:em ... der Extinktionswert fiir jedes Tocopherol, in 1 prozentiger
methanolischer Lésung bei 10 mm Schichtdicke der Kiivette gemessen.

Tab. 4: Werte zur Berechnung der Konzentrationen der Standardlésungen
nach der DGF-Methode

Substanz Wellenlinge E"em
a-Tocopherol 292 nm 76
B-Tocopherol 296 nm 89
v-Tocopherol 298 nm 91
d-Tocopherol 298 nm 87

Die Stocklésung fur die Standardreihe wurde hergestellt durch Vereinigung von
jeweils 10 ml jedes Tocopherolstandards in n-Hexan in einem 100 ml
Messkolben und anschlieBendem Aufflllen bis zur Marke. AnschlieBend
wurden aus dieser Verdiinnungen hergestellt: 1:2, 1:5 und 1:10. Es erfolgte

eine 4 Punkt Kalibration mit Konzentrationen zwischen 1,5 und 15 ug/ml.

Herstellung der Probenlésung

Hierzu wurde 1 g Fischdlextrakt auf ein mg genau in einen 25 ml Messkolben
eingewogen und dieser mit Hexan bis zur Marke aufgeflllt, das Fischdl wurde
durch schitteln des Verschlossenen Kolbens geldst.
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AnschlieBend wurden die Verdinnungsreihe der Standardlésungen und die
Probe in der HPLC analysiert. Die Identifizierung der Tocopherole erfolgte
mittels UV-Detektor, anhand ihrer Retentionszeiten und die Quantifizierung tber
die Peakflachen der externen Standardreihe, durch Erstellung einer

Standardgeraden.

HPLC-Einstellungen

HPLC: LC-9A (Shimadzu)

Saule: Varian Chromspher 5 Lipids 250x4,6 mm
Laufmittel: n-Hexan:Essigsauremethylester (70:30)
Flussrate: 1,6 ml/min.

Einspritzvolumen: 100 pl in eine 20 ul Probenschleife

Laufzeit: 6 min.
Detektortyp: Fluoreszenzdetektor
Detektion: EX: 295 nm

EM: 340 nm
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Homogenitatsprifung

Die meisten Fischarten enthalten kaum Gber 5% Fett, der Proteingehalt betragt
je nach Art etwa zwischen 15 und 20% und der Wassergehalt weiBt je nach
Menge des Fett- und Proteingehalts Schwankungen zwischen 60 und 80% auf,
hinzu kommen noch geringe Anteile an Vitaminen, Mineralstoffen und

Spurenelementen.

Der EiweiBgehalt im Fischfleisch ist in der Regel homogen verteilt und unterliegt
keinerlei oder nur geringen Schwankungen bei gesunden Tieren derselben Art.
Der Wassergehalt variiert hingegen je nach Héhe des Fettgehaltes, je héher der
Fettgehalt umso geringer ist der Wassergehalt des Fischfleisches. Es kann
auch innerhalb einer Art vor allem beim Fettgehalt haufig zu interindividuellen
Schwankungen kommen, die abh&ngig sind von verschiedenen Faktoren wie
Alter, Geschlecht, Erndhrung und Jahreszeit. Zudem ist auch das Kérperfett im
Allgemeinen in Fischen nicht homogen verteilt, es befindet vor allem in der
Bauchwand und wird zum Kopf hin starker abgelagert, Gberschiissiges Fett wird
bei Magerfischen in der Leber gespeichert. [BUSCH-STOCKFISCH, 2005]

Das Protein war im Fisch mit einem Mittelwert von 20,9 g/100 g Filet +/- 2,7%
weitestgehend homogen verteilt. Dies war beim Fett, wie auch erwartet nicht
der Fall, vor allem im Bauchbereich und am Ansatz der Schwanzflosse war der
Fettgehalt zum Teil bis um das Doppelte héher als im Rickenbereich. Der
Mittelwert betragt 3,39 g/100 g Filet +/- 18,6%.
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Tab. 5: Ergebnisse der Homogenitatsprifung auf Fett und Protein in

Prozent

Ricken RHR 1 RHR2 RHR3 RHR4 RHR5
Protein 21.3 21.9 20.8 21.1 20.1
Fett 3.2 3.3 41 2.7 3.4
Bauch RHR6 RHR7 RHRS8 RHR9 RHR10
Protein 21.5 20.5 20.2 20.7 20.9
Fett 3.5 2.9 2.5 4.5 3.9

4.2. Gesamtfett- und Proteingehalt

Fischeiweil ist biologisch besonders hochwertig und aufgrund seines geringen
Bindegewebsgehaltes, von 1 — 2% besonders leicht verdaulich. In der Literatur
beschriebene Werte belaufen sich auf 17 — 20 Prozent Protein/100 g Fischfilet.

Im Gegensatz zum Fettgehalt unterliegt der EiweiBgehalt gesunder Fische
innerhalb einer Art nur sehr geringen Schwankungen. Menge und auch
Fettsdurezusammensetzung des Fischfettes kdnnen innerhalb einer Art sehr
groBen Schwankungen unterliegen, abhangig von Fischart, Jahreszeit,
Fangplatz, Erndhrung, Alter und Geschlecht. Diese Schwankungen sind
besonders erkennbar beim Vergleich der Fettgehalte von Zucht- und
Wildfischen einer Art. Bei der Fischzucht werden Futterzusammensetzung und
Haltungsbedingungen gesteuert, was sich besonders auswirken kann auf

Fettgehalt und Fettsdurezusammensetzung.

Das Korperfett von Fischen befindet sich besonders in der Bauchwand und wird
generell zum Kopfende hin starker abgelagert. Uberschiissiges Fett wird bei
Magerfischen, zu denen auch die Reinanke zahlt vor allem in der Leber
abgelagert [BUSCH-STOCKFISCH, 2005].
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Der Proteingehalt variierte nur geringfligig bei den einzelnen untersuchten
Filets, er betrug durchschnittlich 20,9 g pro 100 g Filet, wobei der
Schwankungsbereich zwischen 20,1 und 21,9 g lag. Laut Literatur betragt der
Proteingehalt von Reinankenfilets in etwa 17,8 g/100 g was mit den in dieser
Arbeit bestimmten Werten gut Ubereinstimmt [SOUCI et al., 2000]. Der
Fettgehalt zeigte eine verhaltnismaBig héhere Variation auf. Er betrug
durchschnittlich 3,39 g pro 100 g Filet, schwankte jedoch zwischen 2,5 und 4,5
9/100 g.

Im Einzelnen lagen die Fettgehalte der untersuchten Filets, im Vergleich mit
anderen Literaturquellen, zum Teil deutlich Gber den beschriebenen Werten.
Dies liegt wohl an der groBen, méglichen interindividuellen Variation innerhalb
einer Art, in Abh&ngigkeit von Geschlecht, GréBe, Alter und auch Jahreszeit.
Durchschnittlich entsprach der gefundene durchschnittliche Fettanteil von 3,39
% in etwa den Literaturangaben von 3,21 % [SOUCI et al., 2000].

Die von hier untersuchten Renkenfilets hatten nur eine Lange von etwa 20 cm
und wogen durchschnittlich 125 g. Ausgewachsene Tiere der Art Corogenus

lavaretus kénnen allerdings bis zu 50 cm lang und bis zu 6 kg schwer werden.

Vor allem der Fettgehalt und auch dessen Zusammensetzung unterliegen
aufgrund der bereits genannten Faktoren hohen Schwankungen, wohingegen
beim Proteingehalt gesunder Fische innerhalb einer Art nur geringe
Unterschiede auftreten [BUSCH-STOCKFISCH, 2005].

Die vorliegenden sehr guten Ergebnisse Uber den Fett- und Proteingehalt sind
kritisch zu betrachten, da die untersuchten Reinanken Jungfische waren. Dies
war zum einen durch die eingetretene Schonzeit und zum anderen durch die
erst kurze Dauer des Projektes bedingt. Die gefundenen Daten sollten durch

weitere Untersuchungen ausgewachsener Tiere bestatigt werden.
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4.3. Fettsaureprofil der Fische

In den untersuchten Filets konnten insgesamt 39 verschiedene Fettsauren
identifiziert werden. Den héchsten Anteil am Gesamtfett hatten die mehrfach
ungesattigten n-6 und n-3 Fettsduren mit einem durchschnittlichen
Gesamtanteil von 42,7%, danach kamen die gesattigten Fettsduren mit einem
Anteil von 27,4%, wobei es sich bei etwa 3% um verzweigtkettige Isomere
handelte. Auffallig war der besonders hohe Anteil an ungesattigten Fettsauren,
insgesamt beinhaltete das Fischol nur etwa 27% gesattigte und mit 69% mehr
als doppelt so viele ungesattigte Fettsauren.

Durchschnittliche Fettsaureverteilung in %

BFA
3%

Abb. 15: Durchschnittliche Fettsaureverteilung der 10 untersuchten
Fischfilets in %-Anteilen am Gesamtfett

Quantitativ dominierend war die Palmitinsdure, C16:0 mit 16,4% Anteil am
Gesamtfett, die Olsaure kam auf 11,6% und auch der Anteil an
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Palmitoleinsaure, C16:1n7 war mit durchschnittlich 7,9% noch beachtlich. Viel
bedeutender waren jedoch die hohen Anteile an EPA und DHA mit 7,7% und

11,2%. Diese 5 Fettsauren umfassten gemeinsam 54,8% des Gesamtfettes.

Die dominierende Fettsdure unter den gesattigten Fettsauren war die
Palmitinsaure, aber auch C14:0 und C18:0 betrugen jeweils ungefahr 4% vom
Gesamtfett. Ungeradzahlige Fettsauren, wie auch verzweigtkettige Isomere der
gesattigten Fettsduren wurden nur in geringen Mengen gefunden, und betrugen
jeweils nicht mehr als 1% am Gesamtfett.

Die vorherrschende einfach ungeséttigte Fettsdure war die Olsaure mit
durchschnittlich 11,6 %, jedoch war auch der Gehalt an Palmitoleinsaure mit 7,9
% noch betrachtlich. Die anderen Monoenfettsauren lagen mit inren Anteilen

am Gesamtfett jeweils unter einem Prozent.

Nicht nachgewiesen werden konnten die C22:1 Isomere n-9 und n-11, die far
Seefische charakteristisch sind, und urspriinglich von den entsprechenden
Fettalkoholen der Wachsester von marinem Zooplankton abstammen
[ACKMAN, 1995]. Sie kénnen haufig in Zuchtfischen, auch in héheren
Konzentrationen, nachgewiesen werden deren Nahrung zum Teil aus von
Seefischen abstammendem Fischmehl oder Fischdl angereichertem Futter
besteht. Die Abwesenheit dieser Fettsduren dirfte ein Hinweis darauf sein,
dass es sich bei den untersuchten Fischen tatsachlich um Wildfische handelt,

die nicht zugefittert wurden.

Die Gruppe der mehrfach ungesattigten Fettsduren wurde dominiert von der n-3
DHA mit 11,2 %, aber auch der Gehalt an EPA mit 7,7 % und C18:3n3 mit 4,1
% Anteil am Gesamtfett war noch beachtlich. Die n-6 Fettsduren C18:2n6 und

C20:4n6 hatten jeweils einen Anteil von etwa 4 %.
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Bemerkenswert ist die Auffindung der C21:5n3, sie wird nur sehr selten in Fisch
gefunden und wenn zumeist nur in Seefischen. Eindeutig identifiziert werden
konnte sie nicht, jedoch lag die Fettsdure in den Chromatogrammen immer
genau zwischen C20:5n3 und C22:5n3, sowohl nach Analyse in der GC mit Fid
wie auch mit Massenspekirometer. Auch die Masse-Peaks 108 und 79 sind
starke Hinweise darauf. Der Peak mit der Masse 108 gibt einen Hinweis auf

eine PUFA und der Peak mit der Masse 79 weiBt hin auf eine n-3-Gruppe.

Der GroBteil der gefundenen Fettséduren gehdrte zur Gruppe der ungeséttigten
Fettsauren, sie machten zusammen etwa 69 % aus, die gesattigten Fettsauren
hingegen nur 27 %, die Gbrigen 4 % konnten leider nicht identifiziert und somit

keiner Gruppe zugeordnet werden.

Das Verhaltnis n-6/n-3 ist mit einem Durchschnittswert von 0,41 Uberraschend

hoch und schwankte zwischen 0,3 und 0,4.

100 g Renkenfilet enthielten durchschnittlich unter einem Gramm geséttigte
Fettsauren und Ober 2 g ungesattigte Fettsauren von denen etwa 1 g zur
Gruppe der polyungesattigten n-3 Fettsduren gehorten.

Aufgrund der bislang erst kurzen Dauer des Projektes und der eingetretenen
Schonzeit war es leider nur mdglich Jungfische zu untersuchen. Diese
Untersuchungen kamen zu, aus erndhrungswissenschaftlicher Sicht, sehr guten
Ergebnissen. Fraglich bleibt jedoch wie und ob sich das Fettsaureverhaltnis bei
ausgewachsenen Tieren verschieben wirden und ob der Fettgehalt bis hin zum
ausgewachsenen Fisch noch steigt. Ein hdherer Fettgehalt muss nicht
unweigerlich auch zu einem héheren Gehalt der PUFAs flhren, es kann zu

einer vermehrten Anreicherung von gesattigten Fettsduren kommen.

Es ware in jedem Fall empfehlenswert die in dieser Arbeit durchgeflhrten
Untersuchungen zu Fettgehalt und Fettsdurezusammensetzung bei

ausgewachsenen Corogenen zu wiederholen.



Tab.6: Zusammensetzung der untersuchten Renken in g/100 g

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R RS8R R9R R10R Mw StAbw
™ 25.1 26.4 26.2 24.9 24.7 26.1 25.7 22.5 26.1 26.3 254 1.2
Wasser 74.9 73.6 73.8 75.1 75.3 73.9 74.3 77.5 73.9 73.7 74.6 1.2
Protein 21.3 21.9 20.8 211 20.1 21.5 20.5 20.2 20.7 20.9 20.9 0.6
Fett 3.2 3.3 41 2.7 3.4 3.5 2.9 2.5 4.5 3.9 3.39 0.6
Fettsaurezusammensetzung:
Tab. 7: Gesattigte Fettsauren in mg/100 g Filet

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
C14:0 152.7 147.2 167.4 116.4 147.2 171.4 137.1 59.0 211.9 201.0| 15141 43.2
C16:0 565.2 521.3 638.8 426.9 576.1 5441 461.9 497.5 687.4 588.3 | 550.8 78.6
C18:0 121.5 114.2 137.8 91.4 121.6 113.2 94.4 103.2 139.6 136.0| 117.3 17.4
C20:0 5.6 5.5 59 3.3 4.7 5.4 4.2 3.6 5.8 6.7 5.1 1,1
C22:0 34 2.9 4.2 2.3 2.7 3.6 2.5 2.5 4.2 3.8 3.2 0.7
C24:0 2.0 1.9 1.5 1.4 1.5 2.4 1.4 1.8 2.4 2.2 1.85 0.4
Gesamt 850.4 793.0 955.5 641.7 853.8 840.1 701.5 667.6 1051.3 938.0 | 829.9| 132.2
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Tab. 8:Bakterielle Fettsauren in mg/100 g Filet

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
C15:0 20.0 17.7 20.5 15.3 19.8 23.6 15.2 12.1 25.4 21.3 19.1 4,1
C15:0iso 29.6 25.9 32.8 20.9 32.1 36.9 24.6 7.1 45.0 34.7 29.0 10.3
C15:0 ai 8.7 6.7 8.1 5.6 9.6 11.0 7.0 5.5 13.2 10.6 8.6 2.5
C16:0 iso 3.3 4.0 5.5 6.4 4.9 3.1 4.8 3.5 17.2 3.4 5.6 4.2
C17:0iso 19.7 18.1 20.2 14.4 22.4 19.0 13.3 11.8 31.2 21.7 19.2 5.5
C17:0 ai 14.8 14.6 15.3 10.0 12.9 15.1 10.9 7.6 18.5 17.9 13.8 3.4
C18:0iso 9.0 9.2 9.2 6.0 6.8 8.4 6.9 4.4 9.7 11.6 8.1 2.1
C19:0 3.2 3.0 2.5 2.0 2.7 3.3 2.3 2.0 3.1 3.4 2.8 0.5
gesamt 108.3 99.2 1141 80.6 111.2 120.4 85.0 54.0 163.3 124.6 106.1 29.4
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Tab. 9: Einfach ungesittigte Fettsauren in mg/100 g Filet

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
C14:1 6.1 9.6 8.5 9.9 8.0 10.5 8.3 2.4 16.3 9.7 8.9 3.5
C15:1 8.2 7.7 7.8 5.1 6.7 7.9 5.8 3.1 9.6 10.0 7.1 2.0
C16:1n7 222.5 225.2 320.7 212.1 296.0 298.3 240.2 181.6 417.2 281.2 | 269.5 68.4
C16:1n9 17.5 16.0 17.5 13.9 17.6 19.9 12.8 11.4 24.4 17.4 15.8 4.7
C17:1 17.6 15.9 21.7 16.6 13.9 20.8 3.4 13.5 23.2 7.4 15.4 6.2
C18:1n9 334.3 359.7 622.2 318.5 315.5 279.9 331.2 348.5 654.1 388.3 | 395.2| 131.4
C18:1n7 107.8 109.3 141.9 97.6 125.7 250.1 91.8 116.1 160.5 119.6 | 132.0 46.2
C20:1 21.7 25.8 31.4 16.9 23.2 23.9 14.8 14.1 31.9 29.2 23.3 6.5
C22:1n9 3.2 7.1 5.0 2.7 2.8 5.3 2.2 2.0 6.9 9.5 4.7 2.5
C24:1 17.7 18.1 12.9 7.9 10.6 11.4 10.2 5.6 11.5 24.3 13.0 5.5
gesamt 756.6 794.4 1189.6 701.2 820.0 928.0 720.7 698.3 1355.1 886.6 | 885.1 | 221.2
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Tab. 10: Polyungesattigte Fettsauren in mg/100 g Filet

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
C18:2n6 134.5 138.7 161.2 113.4 133.4 157.5 117.5 94.2 195.4 172.7 | 141.9 30.3
C20:2n6 12.9 14.1 14.6 8.4 10.0 13.2 8.7 7.4 12.7 15.4 11.7 2.9
C18:3n6 17.8 15.5 23.5 17.7 23.8 27.9 18.3 12.4 34.7 65.6 25.7 15.5
C18:3n3 136.0 135.7 158.3 111.5 131.8 163.5 121.6 83.5 200.0 1712 1413 33.1
C18:4n3 112.1 121.8 148.2 101.1 119.9 155.8 125.2 48.0 2071 165.6 | 130.5 42.5
C20:3n6 8.7 9.0 11.7 7.1 9.3 11.2 6.4 5.9 10.8 10.1 9.0 2.0
C20:3n3 14.7 14.9 14.7 8.4 10.5 13.6 8.3 7.0 12.5 16.9 12.2 3.4
C20:4n6 141.8 131.2 170.2 140.8 150.9 147.4 114.1 158.5 174.4 138.7 | 146.8 18.0
C20:4n3 50.3 541 59.4 31.9 40.1 53.4 34.7 16.6 51.3 68.4 46.0 15.3
C21:5n3 9.7 10.9 11.6 7.5 8.4 10.6 8.8 3.3 13.5 15.1 9.9 3.3
C22:4n6 15.3 14.2 19.6 15.5 15.7 17.4 11.3 15.6 18.9 17.1 16.1 2.4
C20:5n3 235.2 239.3 307.5| 2415 249.0 270.2 221.2 204.9 353.0 285.0 | 260.7 44.3
C22:5n6 40.5 47.4 37.2 25.8 29.0 32.4 32.4 17.6 35.8 63.0 36.1 12.5
C22:5n3 72.3 73.4 100.8 72.9 79.5 87.7 66.7 57.9 100.2 100.4 81.2 15.4
C22:6n3 408.6 432.8 421.2 290.5 344.9 329.8 344.0 298.4 357.2 543.2 | 3771 76.1
Gesamt 1410.4 1453.0 1659.7 1194.0 1356.2 1491.6 | 1239.2 | 1030.7 1777.5 1848.4 | 1446.1 | 259.8
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Tab. 11: PUFAs n-3:n-6 in mg/100g Filet

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
Yn-6 371.5 370.1 438 328.7 372.1 407 308.7 311.6 482.7 482.6 | 387.3| 164.3
¥n-3 1038.9| 1082.9 1221.7 865.3 984.1 1084.6 930.5 719.1 1294.8 1365.8 | 1058.8 198
Xn-6:n-3 0.4 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.0

84




Fettsdurenanteile in % am Gesamtfett

Tab.12: Gesamtfett in mg/100 g Filet

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R RO9R R10R MW StAbw
mg/100g 3237.5 3248.0 4053.7 2736.4 3367.4 3516.4 2853.0 2522.4 44821 3924.9 | 3394.2 | 618.9
Tab. 13: Gesattigte Fettsauren in % am Gesamtfett

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R MwW StAbw
C14:0 4.7 4.5 41 4.1 4.4 4.9 4.8 2.3 4.7 5.1 4.4 0.8
C16:0 17.5 16.0 15.8 15.6 17.1 15.5 16.2 19.7 15.3 15.0 16.4 1.4
C18:0 3.8 3.5 3.4 3.3 3.6 3.2 3.3 41 3.1 3.5 3.5 0.3
C20:0 0.2 0.2 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.0
C22:0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0
C24:0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0
Gesamt 26.3 24.4 23.6 23.5 25.4 23.9 24.6 26.5 23.4 24.0 24.5 1.1
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Tab. 14: Bakterielle Fettsauren in % am Gesamtfett

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
C15:0 0.6 0.5 0.5 0.6 0.6 0.7 0.5 0.5 0.6 0.5 0.6 0.1
C15:0iso 0.9 0.8 0.8 0.8 1.0 1.0 0.9 0.3 1.0 0.9 0.8 0.2
C15:0 ai 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3 0.2 0.2 0.3 0.3 0.3 0.1
C16:0 iso 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.1 0.4 0.1 0.2 0.1
C17:0iso 0.6 0.6 0.5 0.5 0.7 0.5 0.5 0.5 0.7 0.6 0.6 0.1
C17:0 ai 0.5 0.5 0.4 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.4 0.5 0.4 0.1
C18:0iso 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.3 0.2 0.1
C19:0 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 0.0
gesamt 3.4 3.1 2.8 3.0 3.4 3.3 3.0 2.2 3.7 3.3 3.1 0.4
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Tab. 15: Einfach ungesattigte Fettsauren in % am Gesamtfett

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
C14:1 0.2 0.3 0.2 0.4 0.2 0.3 0.3 0.1 0.4 0.2 0.3 0.1
C15:1 0.3 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.1 0.2 0.3 0.2 0.1
C16:1n7 6.9 6.9 7.9 7.8 8.8 8.5 8.4 7.2 9.3 7.2 7.9 0.8
C16:1n9 0.5 0.5 0.4 0.5 0.5 0.6 0.4 0.5 0.5 0.4 0.5 0.1
C17:1 0.5 0.5 0.5 0.6 0.4 0.6 0.1 0.5 0.5 0.2 0.4 0.2
C18:1n9 10.3 11.1 15.3 11.6 9.4 8.0 11.6 13.8 14.6 9.9 11.6 2.4
C18:1n7 3.3 3.4 3.5 3.6 3.7 7.1 3.2 4.6 3.6 3.0 3.9 1.2
C20:1 0.7 0.8 0.8 0.6 0.7 0.7 0.5 0.6 0.7 0.7 0.7 0.1
C21:1n9 0.1 0.2 0.1 0.1 0.1 0.2 0.1 0.1 0.2 0.2 0.1 0.1
C24:1 0.5 0.6 0.3 0.3 0.3 0.3 0.4 0.2 0.3 0.6 0.4 0.1
gesamt 23.3 24.5 29.2 25.7 24.3 26.5 25.2 27.7 30.3 22.8 25.9 2.5
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Tab. 16: Polyungesattigte Fettsauren in % am Gesamtfett

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
C18:2n6¢ 4.2 4.3 4.0 4.1 4.0 4.5 4.1 3.7 4.4 4.4 4.2 0.2
C20:2n6 0.4 0.4 0.4 0.3 0.3 0.4 0.3 0.3 0.3 0.4 0.4 0.1
C18:3n6 0.6 0.5 0.6 0.6 0.7 0.8 0.6 0.5 0.8 1.7 0.7 0.4
C18:3n3 4.2 4.2 3.9 4.1 3.9 4.7 4.3 3.3 4.5 4.4 4.1 0.4
C18:4n3 3.5 3.8 3.7 3.7 3.6 4.4 4.4 1.9 4.6 4.2 3.8 0.8
C20:3n6 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.2 0.2 0.3 0.3 0.1
C20:3n3 0.5 0.5 0.4 0.3 0.3 0.4 0.3 0.3 0.3 0.4 0.4 0.1
C20:4n6 4.4 4.0 4.2 5.1 4.5 4.2 4.0 6.3 3.9 3.5 4.4 0.8
C20:4n3 1.6 1.7 1.5 1.2 1.2 1.5 1.2 0.7 1.1 1.7 1.3 0.3
C21:5n3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.2 0.3 0.3 0.1 0.3 0.4 0.3 0.1
C22:4n6 0.5 0.4 0.5 0.6 0.5 0.5 0.4 0.6 0.4 0.4 0.5 0.1
C20:5n3 7.3 7.4 7.6 8.8 7.4 7.7 7.8 8.1 7.9 7.3 7.7 0.5
C22:5n6 1.3 1.5 0.9 0.9 0.9 0.9 1.1 0.7 0.8 1.6 1.1 0.3
C22:5n3 2.2 2.3 2.5 2.7 2.4 2.5 2.3 2.3 2.2 2.6 2.4 0.2
C22:6n3 12.6 13.3 10.4 10.6 10.2 9.4 12.1 11.8 8.0 13.8 11.2 1.8
gesamt 43.9 44.9 41.0 43.6 40.4 42.5 43.4 40.8 39.7 471 42.7 2.3
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Tab. 19: PUFAs n6:n3 in % am Gesamtfett

R1R R2R R3R R4R R5R R6R R7R R8R R9R R10R Mw StAbw
X n-6 1.7 11.4 10.9 11.9 11.2 11.6 10.7 12.3 10.8 12.3 11.5 0.6
rn-3 32.2 33.5 30.1 31.7 29.2 30.9 32.7 28.5 28.9 34.8 31.2 2.1
¥ n-6:n3 0.4 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.3 0.4 0.4 0.4 0.4 0.1
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4.4. Ildentifizierung unbekannter Fettsauren

Nach der gaschromatographischen Analyse des extrahierten Fischdls gab es
noch eine Reihe nicht identifizierter Fettsduren, denn die darin enthaltenen
Fettsduren waren nicht alle im 37-Komponentenstandard, der zu deren
Identifizierung diente, enthalten. Zum Beispiel enthielt der Standard keine
verzweigtkettigen Fettsauren, jedoch ist bekannt, dass Fischdl sowohl iso- wie
auch anteiso-Fettsaureisomere gesattigter Fettsduren enthalt. Wie sich
herausstellte, wurden auch einige Fettsdauren vom Programm, aufgrund nahe
zusammenliegender Retentionszeiten, falsch bezeichnet. Soweit méglich
sollten diese, bis dahin unbenannten Fettsauren, mit Hilfe einer
Silberionendiinnschichtchromatographie und anschlie Bender
gaschromatographischer Analyse der aufgetrennten Fettsaurefraktionen

identifiziert werden.

Durch die mit Silberionen impragnierte Dinnschichtplatte war es mdéglich die im
Fischdl enthaltenen Fettsduren in ihre einzelnen Fraktionen aufzutrennen. Je
nach Anzahl ihrer Doppelbindungen wurden sie unterschiedlich stark
zuriickgehalten, wobei die hochungesattigten Fettsduren an der Startlinie
kleben blieben und die gesattigten Fettsauren durch das Laufmittelgemisch fast
bis zur L6sungsmittelfront mitgetragen wurden. [CHRISTIE, 2009]

Uber die einzelnen Fettsaurefraktionen des Fischéls, die durch die Auftrennung
Uber die Silberionendinnschichtchromatographie erhalten wurden, war es
mdglich weitere, bisher unbenannte Fettsauren zu identifizieren. Durch
Bespriihen der entwickelten Dinnschichtplatte mit einem UV-Farbstoff konnten
die einzelnen Fraktionen bei 366 nm unter der UV-Lampe sichtbar gemacht
werden. Nach Extraktion der Fettsduren aus dem von der Platte abgekratzten
Silicagel, konnte deren Identifizierung Gber den Gaschromatographen erfolgen,
erst hier wurde sichtbar, dass die Fraktionierung des Fischéls tatsachlich

funktioniert hatte.
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Auf der Platte wurden insgesamt 7 fluoreszierende Banden gefunden. Die erste
von unten enthielt die hochungeséattigten Fettsduren, mit 4 — 6
Doppelbindungen. In der 2. Fraktion waren die 3-fach ungesattigten FS, in der
3. die Dienfettsauren, in der 4. die Monoen- und in der 7. die gesattigten
Fettsduren enthalten. Die 5. und 6. Bande enthielt jeweils keine Fettsauren,
sondern nur das dem Fischdl zugesetzte Antioxidans BHT, das ebenfalls

fluoreszierende Banden hervorrufen kann.

Durch die Auftrennung des Fischéls in seine einzelnen Fettsaurefraktionen war

es mdglich eine Reihe weiterer Fettsduren zu identifizieren.

Vor allem iso und ante-iso Isomere der gesattigten Fettsauren, wurden
aufgrund ihrer Retentionszeiten identifiziert. Die C17:0 iso befand sich genau
zwischen C16:0 und C17:0 und die C17:0 ante-iso ist exakt zwischen C17:0 iso
und C17:0 lokalisiert. Bei den anderen iso und ante-iso Fettsauren verhielt es
sich ebenfalls so. Diese Isomere der gesattigten Fettsauren werden
hauptsachlich durch Bakterien gebildet und gelangen tber die Nahrung ins
Fettgewebe der Fische. [RASOARAHONA et al., 2004]

Abbildug 17 zeigt das Chromatogramm der gesattigten Fettsduren die aus der
siebenten fluoreszierenden Bande der Dinnschichtplatte extrahiert wurden. Sie
sollte nur gesattigte Fettsauren enthalten, jedoch zeigte das Chromatogramm
auch einige Monoenfettsauren. Diese waren eigentlich gesattigte Fettsauren die
vom auswertenden Programm aufgrund ihrer &hnlichen Retentionszeiten falsch
bezeichnet wurden. Beim Vergleich des Chromatogramms dieser
Fettsaurefraktion mit dem Chromatogramm des gesamten Renkendls lie3
jedoch deutlich erkennen, dass die Retentionszeiten eindeutig nicht
Ubereinstimmten. Die C16:0 iso wurde als C16:1 bezeichnet was aufgrund der
Peakflachen eindeutig nicht mdglich war.

Die nach der urspriinglichen gaschromatographischen Analyse als C21:0
bezeichnete Fettsdure entpuppte sich als C20:4n3, sie fand sich nach
Auftrennung der Fettsauren Uber die Silberionendinnschichtplatte in der
Fraktion mit den 4-fach ungesattigten Fettsauren und konnte Uber Vergleich der



93

Retentionszeiten und Ubereinanderlegen der Chromatogramme dieser Fraktion
und eines Chromatogramms des gesamten Fettsaurespekirums der Reinanke
eindeutig identifiziert werden. Auch wurden die Fettsduren C16:1n9 und
C21:5n3 erkannt.

4.5. Vitamin E Isomere

Besondere Aufmerksamkeit lag bei der Auffindung von Vitamin E-lsomeren auf
der Identifizierung eines besonderen Isomers, dem a-Tocomonoenol. Das
sogenannte Marine derived Tocomonoenol, besitzt eine ungewdhnliche
Doppelbindung am Ende seiner Phytolseitenkette.

Ein weiteres a-Tocomonoenolisomer wurde bis jetzt vor allem in Palmfett
gefunden, als Zwischenprodukt der Synthese von Tocotrienolen aus
Tocopherolen. Es konnte besonders in Seefischen aus arktischen Gebieten ein
Isomer in verhaltnismaBig hohen Konzentrationen gefunden werden. Das MDT
enthalt eine ungewdhnliche Doppelbindung am Ende seiner Phytolseitenkette,
und es stammt mit Sicherheit aus der marinen Nahrungskette, da es auch in
Krill und Phytoplankton identifiziert werden konnte. Hinzu kommt, dass Vitamin
E-lsomere ausschlieBlich von Pflanzen und anderen Photosynthese
betreibenden Lebewesen synthetisiert kdnnen, das heif3t, dass sowohl Tier als
auch Mensch diese Verbindungen Uber die Nahrung aufnehmen missen.
[YAMAMOTO et al., 2007]

Durch die Derivatisierung von Trimethylsilylestern der nicht verseifbaren
Fraktion des Fischdls konnte durch dessen Analyse im Gaschromatographen
mit Massenspekirometer ein a—Tocomonoenol nachgewiesen werden. Dessen
Quantifizierung erfolgte allerdings nicht durch den zugesetzten internen
Standard, sondern Uber das Verhéltnis der Peakflachen von a-Tocopherol zu o-
Tocomonoenol. Dies geschah mit Hilfe der, Uber eine externe Standardreihe auf
der HPLC berechneten a-Tocopherolkonzentration im extrahierten Fischdl.

Diese Methode zur Berechnung ist vielleicht nicht besonders genau, aufgrund
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eines fehlenden Tocomonenolstandards jedoch nétig und sie Iasst immerhin

eine ungefahre Abschatzung des Tocomonoenolgehaltes zu.
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Abb. 19: Massenspektrum von a-Tocomonoenol

Ein groBes Problem bei der Tocopherolbestimmung in der GC-MS zeigte sich
darin, dass das zu ermittelnde a-Tocopherol mit dem Cholesterol Uberlappte.
Deshalb war es notwendig dieses Uber die HPLC zu quantifizieren. Hier war es
jedoch nicht méglich das a-Tocomonoenol zu identifizieren. Aufgrund ihrer
ahnlichen Struktur Uberlappen die beiden Peaks von a-Tocopherol und -

Tocomonoenol und waren nicht aufzutrennen.

Abgesehen von a-Tocopherol und —Tocomonoenol enthielten die untersuchten
Reinanken keinerlei Vitamin E Isomere. Die Gber die HPLC bestimmte o-
Tocopherolkonzentration der Renkenfilets betrug 115,5 ug/g Fischdl. Das

nachgewiesene Tocomonoenol war mit 7,3 ug/g Fischdl in weitaus geringeren
Mengen enthalten.
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Tab. 23: Werte zur Berechnung der Standardgeraden fiir a-Tocopherol

Konzentration | Peakflache
1,46 37158
2,92 90995
7,3 231166
14,59 460812
Steigung 3,11718E-05
Achse 0,176252662
500000
450000 *
400000
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250000
200000 M 4 Datenreihenl
150000
100000 =
50000
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Abb. 20: Auf der HPLC ermittelte Standardgerade von a-Tocopherol

Da es sich bei den untersuchten Fischen um keine Zuchtfische handelte
stammt, das MDT aus der natirlichen Nahrungskette und nicht aus
zugefuttertem Fischmehl. Hieraus lasst sich schlieBen, dass auch
SluBwasserplankton und —algen MDT synthetisieren kénnen. Das
Tocomonoenol konnte auch nur in sehr geringen Mengen nachgewiesen
werden, laut Literaturangaben wére anzunehmen, dass mit
fischélangereichertem Futter aufgezogene Tiere einen héheren MDT-Gehalt im
Gewebe aufweisen wirden. [DUNLAP et al., 2002]
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5. Schlussbetrachtung

Seine Bedeutung in der Erndhrung des Menschen erhalt Fisch vor allem durch
seinen hohen Anteil an essentiellen, hochungesattigten n-3 Fettsduren und dem
hohen Gehalt an hochwertigem EiweiB. Das Fischprotein ist dem von Saugern
insofern Uberlegen, da es durch seinen niedrigen Bindegewebsgehalt von nur 1
— 2% sehr leicht verdaulich ist. Auch enthalt Fisch eine Reihe von Vitaminen
und Mineralstoffen, wie Vitamin A, D und E und einige Vitamine der B-Reihe,
sowie die Mineralstoffe Phosphor, Eisen, Fluor und Jod, wobei der
Natriumgehalt gleichzeitig sehr gering ist.

Im Gegensatz zum Fettgehalt, der auch bei Tieren derselben Art stark
schwanken kann, je nach Geschlecht, Alter, Jahreszeit und Futterangebot, ist
der Proteingehalt bei gesunden Fischen einer Art nahezu identisch. Vor allem
der Vergleich von wildlebenden und gezichteten Fischen stellt dies
eindrucksvoll dar. Auch ist das Fett, im Gegensatz zum EiweiB, in Fischen nicht
homogen verteilt, es sammelt sich vor allem im Bauchraum an und der Gehalt
steigt zum Kopfende hin an, wobei Uberflissiges Fett bei magerfischen
hauptsachlich in der Leber gespeichert wird.

In Fisch enthaltene essentielle und die hochungesattigten Eicosapentaen- und
Docosahexaenfettsduren sind besonders von Bedeutung flr Entwicklung von
Gehirn- und Nervensystem, sowie fiir die Gesunderhaltung und die Pravention
haufig auftretender ernahrungsassoziierter Erkrankungen, wie koronarer
Herzerkrankungen und Diabetes mellitus. Als Bestandteile von Zellmembranen
besitzen sie eine Reihe von Aufgaben die zur Aufrechterhaltung der Funktion
aller Zellen unerlasslich sind. Bedeutend hierflr ist vor allem auch ein
ausreichendes Verhaltnis an n-3 zu n-6 Fettsauren das nicht kleiner als 1:5 sein
sollte. Aus diesen Grinden sollten EPA und DHA, auch wenn sie durch
Kettenverlangerung und Desaturierung vom Kérper gebildet werden kénnen, in

ausreichenden Mengen mit der Nahrung aufgenommen werden.

Dahingehend wird empfohlen 2-mal die Woche Fisch zu essen, dem in
Osterreich eher selten nachgekommen wird. Aufgrund des hohen

Proteingehalts und des aufféllig hohen n-3 zu n-6 Verhaltnisses erweisen sich
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die untersuchten Renkenfilets als ein besonders empfehlenswertes
Lebensmittel zur Erganzung einer gesunden Erndhrung. An dieser Stelle ist es
wichtig zu erwahnen, dass die Zubereitungsart von Fisch enorme Auswirkungen
auf das endgultige n-3 zu n-6 PUFA Verhaltnis haben kann. Denn Lebensmittel
kédnnen zum Beispiel beim Frittieren Frittierfett aufnehmen und dies kann
wiederum das Verhaltnis zu Ungunsten der omega-3-Fettsauren verschieben.
Gunstigere Zubereitungsmethoden waren Kochen, Diinsten oder Dampfen. Will
man auf ein anbraten in Ol nicht verzichten waren Rapsél, Sesamél und

Olivendl empfehlenswerter als Schweineschmalz.

Neben den PUFAs EPA und DHA wurde in den untersuchten Fischfilets eine
weitere ungesattigte Fettsaure in hohen Mengen gefunden Fettséure, die
Palmitoleinsaure. Sie erhalt mehr und mehr Aufmerksamkeit, da sie tber
mehrere Mechanismen in der Lage zu sein scheint in der Entstehung von
Diabetes mellitus praventiv zu wirken. Mehrere Studien zeigten, dass diese
Fettsdure in der Lage ist, die durch Palmitinsaure induzierte Apoptose
pankreatischer f—Zellen zu hemmen. Auch weist die Méglichkeit der
endogenen Synthese in der Leber darauf hin, dass sie unter Umstéanden ein

induziertes Lipidhormon sein kdnnte.

Das in den Filets in sehr geringen Mengen gefundene ,marine derived
Tocomonoenol“, sowie die Abwesenheit der in Zuchtfischen haufig gefundenen
marinen Fettsauren C22:1n9 und C22:2n11, weisen darauf hin, dass es sich bei
den untersuchten Reinanken tatséchlich um Wildfische handelte. Héhere
Mengen an MDT und den genannten Fettsduren werden haufig in Zuchtfischen
gefunden, da diese zumeist mit Fischmehl oder Fischél angereichertem Futter
aufgezogen werden. Dadurch reichern sich die genannten Verbindungen im
Depotfett an, denn derartige Futterzusatze stammen in der Regel aus
Abfallprodukten des marinen Fischfangs. Die geringen Mengen an MDT die in
der Reinanke nachgewiesen werden konnten stammen wohl aus der
Nahrungskette, da es von in StiBwasser lebendem Plankton und Algen

synthetisiert werden kann.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war die Durchfiihrung einer Homogenitatsprtifung von
Gesamtfett und -protein, wie auch eine Quantifizierung von Protein, Fett und
Fettsauren in Filets wildlebender Reinanken aus dem Millstattersee. Zusatzlich
wurde eine Vitamin E Bestimmung und Quantifizierung der einzelnen im Filet

enthaltenen Vitamere durchgeflhrt.

Bei der Probenaufbereitung wurden die Renkenfilets enthdutet und
gefriergetrocknet. Das anschlieBend fein vermahlene Lyophilisat wurde durch
ein Verfahren in einem Schritt extrahiert und transesterifiziert, die hierdurch
gebildeten Fettsauremethylester wurden durch eine Auftrennung im
Gaschromatographen identifiziert und quantifiziert.

Einige der hierbei nicht identifizierten Fettsauren konnten anschlieBend, durch
Auftrennung des Fischéls in seine Fettsdurefraktionen benannt werden. Hierzu
wurde das Fischdl tGber eine mit Silbernitrat impragnierte Silicagelplatte
aufgetrennt und die einzelnen Fettsaurefraktionen erneut

gaschromatographisch analysiert.

Das Protein ist im Filet im Gegensatz zum Fett weitestgehend homogen verteilt.
Der Proteingehalt war auch in den anderen Filets konstant, wohingegen der
Fettgehalt in den einzelnen Renkenfilets zwischen 2,5 g und 4,5 g schwankte.
Der Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsauren ist auffallig hoch, er betragt
durchschnittlich in etwa 43 % am Gesamtfett und auch das Verhaltnis von n-6
zu n-3 Fettsauren ist mit Schwankungen von 0,3 bis 0,4 sehr erfreulich. Die
gefundenen verzweigtkettigen gesattigten Fettsauren stammen aus der
Nahrungskette und werden vor allem von Bakterien gebildet. Die untersuchten
Filets sind aufgrund der vorliegenden Fettsdurezusammensetzung eine sehr
hochwertige Quelle flr polyungesattigte Fettsauren.

Die im Filet gefundenen geringen Mengen an a-Tocopherol und MDT stammen
aus der Nahrung, sie kdnnen vom Fisch selbst nicht jedoch von Photosynthese

betreibenden Kleinstlebewesen wie Phytoplankton synthetisiert werden.
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Abstract

The aim of this project was the testing of the homogenity of the total fat and
protein content, as well as a quantification of protein, fat and fatty acids in filets
of wild Powans a white fish (Coregonus lavaretus) from the Lake Millstatt. In
addition a quantification of Vitamin E-congeners was carried out.

The filet samples of the white fish were skinned and freeze-dried. Afterwards
the fat in the finely ground dried filet was extracted and transesterificated in one
step. The hereby formed fatty acid methylesters were identified and quantified
by separation in a gas chromatograph.

Some of the still unidentified fatty acids could afterwards be named by
separating the methyl esters according to their grade of unsaturation. This was
accomplished by Silverion thin layer chromatography and the individual fatty
acid fractions, which were identified under UV-light and extracted of the plate

material, were again analysed in the gas chromatograph.

In contrast to the fat, the protein in the filet is generally spread homogenously.
The protein content was constant in all filets, whereas the fat content in the
individual Powan filets varied between 2.5 g and 4.5 g. The share of
polyunsaturated fatty acids is remarkably high; on average it accounts 43% of
total fat, and also the relation of n-6 to n-3 polyunsaturated fatty acids which is
0.4 on average is very pleasing. The branched chain saturated fatty acids that
were found come from the food chain and are mainly formed by bacteria.
Because of the available fatty acid composition the filets are a very high quality

source of polyunsaturated omega-3 fatty acids.

The small concentrations of a—Tocopherol and MDT found in the Powan filets
come from their nutrition. The fish are not able to synthesize these compounds

but photosynthetic active creatures like phytoplankton are.
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