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_ 1. INLEIDING.

De analysemogelijkheden van vetten zijn in de laatste jaren door de
ontwikkeling van de moderne gaschromatografie enorm toegenomen. Vet-
ten evenals sommige vetbegeleidingstoffen zijn eenvoudig om te vormen
tot vluchtige verbindingen welke gaschromatografisch kunnen onderzocht
worden. Door gebruik van capillaire kolommen - welke in de handel ver-
krijgbaar zijn - kan ook een niet gespecialiseerd laboratorium uitstekende
scheidingen tussen de meeste componenten verwezenlijken.

In deze bijdrage worden enkele gaschromatografische methodes be-
sproken welke aangewend worden tot het opsporen van het soort vet.
Dierlijk vet wordt onderscheiden van plantevet door analyse van de
sterolfractie. Door kwantitatieve analyse van de stercolfractie kunnen
mengsels bestaande uit één plantevet naast dierlijke vetten geidentificeerd
en de percentische samenstelling van de componenten berekend worden.
Deze sterolanalyses worden vooral uitgevoerd tot het opsporen van bo-
terveivalsing en het aantonen van goedkoop dierlijk vet in plantevetten.

Het soort dierlijk vet kan bepsaald worden door analyse van de totale
vetzuursamenstelling en van de vetzuurverdeling binnen het triglyceride.
De identiteit van verwerkte vleessoorten in verhitte vleeswaren kan
slechts met behulp van een dergelijke vetanalyse bepaald worden. Het
bepalen van de herkomst van viees of vet heeft belang voor bevolkings-
groepen weaarvoor hef eten van bepaalde vleessoorten om godsdienstige
of ethische redenen verboden zijn. ‘
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2. AANTONEN VAN MENGING VAN DIERLIJKE EN PLANTAARDIGE
VETTEN.

Door de aanwezigheid van specifieke componenten kunnen
bepaalde plantaardige vetten in mengsels aangetoond worden.
Sesamolie kan opgespoord worden met de BAUDOUIN-VILLA-
VECCHIA reactie (%, 2). Door de aanwezigheid van een cyclo-
propeencarbonzuur kan tot 1 9 katoenolie aangetoond worden
door de HALPHENtest (3). Met de BELLIER-reactie (*) kunnen
zaadolién opgespoord worden. Dierlijke vetten kunnen van
plantaardige onderscheiden worden door het arachidonzuur-
gehalte. Dit viervoudig. onverzadigd vetzuur komt in de meeste
plantaardige vetten slechts voor in sporenhoeveelheden (< 0.04
%) terwijl het gehalte in dierlijk vet schommelt tussen 0.13 %,

en 0.6 %. /

De meest elegante methode tot het onderscheiden van diéer-
lijk en plantaardig vet bestaat in het isoleren van de st,erol-
fractie.

Sterolen : aard en voorkomen

Sterolen zijn vetbegeleidingstoffen en vormen het grootste
deel van de zogenaamde onverzeepbare Ifractie”. Naar hun
voorkomen worden sterolen onderscheiden in zooGsterolen (dier-
lijk vet), phytosierolen (plantaardig vet), mycosterolen (schim-
mel- en gistvet) en marinesterolen (”zeevruchten’). Bij dier-
lijk vet is cholesterol het hoofdbestanddeel van de sterolfractie.
Plantaardige vetten bevatten hoofdzakelijk phytosterolen naast -
geringe hoeveelheden cholesterol. In plantevetten komen de
sterolen in typische concentraties voor (tabel 1).

De structuurformule van enkele voorname. sterolen is weer-
gegeven in fig. 1. Sterolen kuhnen afgeleid worden van choleste-
rol door substitutie van een ethyl- of methyl groep op de 24-
plaats in combinatie met het voorkomen van een dubbele bin-
ding op de 22, 23-plaats.

Onderscheiden van phyto- en zogsterolen

- Volgens BOMER (7) en WINDHAUS (%) worden phyto- en zo6-
sterolen onderscheiden door het smeltpunt van hun acetaten.

. Cholesterolacetaat heeft een smeltpunt van 114.3°C - 114.8°C
terwijl de phytosterolacetaten - naargelang de verbinding -
smeltpunten vertonen welke variéren tussen 125.6°C en 137°C.
Volgens deze methode zou 5 - 109% plantevet in dierlijk ved
kunnen aangetoond worden.: Door de smeltpuntsbepaling te com-
bineren met het microscoplsch onderzoek van de sterolkristallen
werd de detectielimiet van plantgardig vet in dierlijk vet ver-
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FIG. 1: Siructuurformullz der belangrijksie sterolen

(Structure formula of the most important sterols)

sterol R positie van
dubbele binding

(position /of
doudble "bound)

chole- H 5

B-sito- CILCH, 5

campe- CH; b

stigma- CH,CH; 5 22

brassica- CH, 5, 22

laagd (% ). Immers op deze wijze kan 59 phytosterol aange-
toond worden in phytosterol-cholesterol mengsels. De detectie-
limiet van plantaardige vetten in dierlijke vetten (bv boter)
hangt uiteraard samen met het totaal phytosterolgehalie van
de plantevetten. Gezien het breed smeltpuntsinterval van de
phy“osterolacetaten is de smeltpuntsbepaling van sterolace-
taten echter van weinig nut tot het aantonen van dierlijke vet-
ten in plantevetten.

Door chromatografie kunnen de verschillende sterolen ge-
identificeerd en kwantitatief bepaald worden. Hierdoor kunnen
kleine hoeveelheden cholesterol naast grote hoeveelheden phy-
tosterol en vice versa aangetoond worden.

Scheiding van sterolen door middel van papier- en dunnelaag-
chromatografie werd reeds een vijftiental jaren terug uitvoe-
rig bestudeerd (1, 12, 13, ¥ 15 16) Door aanwending van MgO plaat-
jes (17) of van AgNO; geimpregneerde.silicaplaten (%) kunnen
de meeste plantsterolen op eenvoudige wijze gescheiden worden

().
Kwantitatieve analyse van sterolen geschiedt nu vooral door

gaschromatografie, zij het door analyse van de vrije sterolen
(>, 2, 2y of door analyse van de sterolacetaten (%,%)..
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Analyseverloop

De sterolen worden, na verzeping van het vet door aleoho-
lisch KOH, neergeslagen met digitonine. Digitonine (een glu-
cosidisch saponine) slaat specifiek de sterolen neer. Het digi-
tonide neerslag wordt gefiltreerd, gewassen, gedroogd en ge-
wogen. Hierna worden de steroldigitoniden met azijnzuuranhy-
dride omgezet in de (meer vluchtige) sterylacetaten, omgekris-
talliseerd met alcohol en opgelost in ether. De sterylacetaten
worden gaschromatografisch gescheiden op een apolaire ge-
pakte kolom (bv 5% SE-52, OV-17) of een capillar (bv 50 m
SE-30, 0,5 mm I.D.) In fig. 2 is een chromatogran: van een meng-
sel sterylacetaten weergegeven.

Toepassing van sterolanalyse in eeftwarenanalyse

De aanwezigheid van plantaardig of dierlijk vet wordt bewe-
zen door de aanwezigheid van de fypische plantsterolen. Bij
menging van één plantaardig vet met dierlijke vetten kan het
plantevet veelal geidentificeerd worden door het phytosterol-
spectrum (tabel 1).

TABEL 1: Sterolsamenstelling van enkele plantaardige vetten (5, 6)
(Sterol composition of some vegetable fats (5, 6)

oo © 9
> 8 R : .
%n‘g 'g 'g % van totaal sterol (9% of total sterol)
= O Fr g
33 nx
- 8%  chole- brassica-campe- stigma- $-sito-
cocosolie 0.1 0.5 —_ 8 17 T4
(coconut oil) - ‘
palmolie . 0.04 7 — 19 10 64
(palm oil)
arachideolie 0.24 1 —_ 12 9 73
(arachis oil) '
maisolie ' 0.85 —_— — 21 6 73
(maize oil) ‘
olijfolie 0.11 —_ —_— 4 —_ 96
(olive oil) , -
sojaolie 0.34 — — 20 21 59
(soya oil) . : :
koolzaadolie 0.62 0.5 10 32 —_— 57
(rapeseed oil) . :
lijnolie 0.43 3 2 25 10 57
(linseed oil) E :



DETECTOR RESPONS:
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FIG. 2: Gas-vloeistof chromatogram van een mengsel van sterol-aeetéten op
SE-30 capillair (50 m, 0.5 mm ID.)

(Gas-liguid chromatogram of a mixture of sterolacetates on a SE-30 coepillary
. column (50 m, 0.5 mm 1.D.)

(1 : cholesterol ; 2: brassicasterol ; 3: ;:ampesterol; 4 ; stigmasterol ; 5: B-sito-
sterol ; 6 : A7-stigmastenol). '



Het gewichtspercent van bv f-sitosterol kan nu berekend
worden op twee manieren : 1. door het gebru1k van bv chole-
staan als inwendige standaard ().

2. of uit de relatieve percentages sterol en het totaal gewichf}

digitonide. -

Het percentage plantaardig vet in het mengsel kan dan bere-
kend worden met volgende formule : , .
g ﬁ—smosterol/loo g vet
% plantaardig vet = . X - 104
oA >< B -
A = totaal phytosterolgehglte plantaardig vet (tabel. 1)

B = percent B-sitosterol in phytesterolen (tabel 1)

-Het cholesterolgehalte van het dlerluk vet kan berekend W&z{‘-
den uit het percentage dierlijk vet (100 - percentage plantaar-
dig vet) en het totaal cholesterolgehalte. Hoge cholesterolge-

haltes wijzen over het algemeen op vetten van mindere kwaliteit. /

- Door gaschromatograﬂsche analyse van de sterolen kan de
verwerking van eieren in sommige voedmgswaren zoal‘s mayo-
naise, bevestigd worden. Gewoonlijk (%*) wordt het procent ei-
geel in mayonaise berekend u1t het fosfaat en stikstofgehalte

volgens :
% eigeel = 94.16 (ons%) - 2192 (N%)

Het percentage -eigeel in mayonaise dient in de- Verenigde
Staten hoger te zijn dan 7% (%). Door. het taevoegen van ge-
schikte hoeveelheden.phosphatiden (bv lecithine) kan -een ge-
schikte emulsie verkregen worden waarin-geen eieren -verwerkt
werden. Daar eigeel een hoog cholesterolgehalte vertoont (1.75
g %) kan dergelijke vervalsing door sterolanalyse op ondubbel-
zinnige Wl]ZG opgespoord worden. : .

, ¥

3. IDENTIFICATIE VAN DIERLUKE VETTEN - R

Indien de sterolfractie van vet ultsluitend cholesterol bevat
is het vet 'van dierlijke ogisprong. Identlflca.tle van hét soort.
dierlijk vet_steunt dan meestal op het vetzuurspectrum De tri-
glyceride samenstellmg en de verestering van de vetzuren bin-
nen het glycerol is in sommige gevallen typisch voor de dier-
soort . ,

Paa.rd" vet kan onderscheiden worden van andere ‘dierlijke

" étten door een hoog gehalte aan linoleenzuur (C18': 3). Vooral

de verhouding linoleenzuur tot stearinezuur is. typisch voor:
deze diersoort. Hoge gehaltes aan polyonverzadigde hogere vet-
Zuren “{022) wijzen op de aanwezigheid van visolién. Op basis
van vetzuursamenstelling zijn rund- en“varkensvet ethter moei-
lijk- te: oniderscheiden. De totale” vetzutirsamenstelling van var-
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kensvet kan immers sterk variéren onder invloed van de voeder-
samenstelling. Door het bepalen van de verdeling van de vet—
zuurmoleculen over de verschillende plaatsen van de triglyce-
ride molecule (plaatsisomerie) kunnen rund- en varkensvetten
wel gedifferencieerd worden.

Vetzuurverdeling over de 2- en 1, 3-plaats van de triglycerides van enkele -
diersoorten.

. Bij vet afkomstig van gevogelte zijn de vetzuren verdeeld over

de drie veresteringsplaatsen van glycerol volgens het toeval -
(percentage in elke positie = 33.3%). De verzadigde vetzuren
worden echter iets minder en onverzadigde iets meer in 2-posi-
tie ingebouwd. De lengte van de vetzuurketting heeft, bij deze
dieren, weinig belang voor de plaatsisomerie.

Bij vissen (met uitzondering van de forel) wordt myristine-
zuur (Cl4 : O) en palmitinezuur (C16 : 0) meer op de 2- dan op
de 1, 3-positie gevonden (40 - 509% in 2- positie). Het polyon-
verzadigd vetzuur (C22:6) wordt bij levertraan voor ca 70%
in 2-positie 1ngebouwd

Bij zoogdieren wordt myristinezuur (Cl14:0) hoofdzakelijk
in 2-positie ingebouwd. Stearinezuur (C18:0) wordt daaren-
tegen hoofdzakelijk gevonden in 1, 3-positie. Voor palmitine-
zuur (C16 : O) wordt, alhoewel minder uitgesproken, een ana-
loge verdeling zoals voor stearinezuur vastgesteld. Varkensvet
vormt hierbij echter een uitzondering. Varkensvet wordt ty-
pisch gekenmerkt door een zeer hoog gehalte palmitinezuur op
de 2-plaats (70 - 809). Analoge hogere percentages van pal-
mifinezuur worden .op plaats 2 gevonden bij het wild varken en
de pecari. Bij alle zoogdieren (behalve bij de suidae waar de
2-positie reeds door 16 : O ingenomen is) wordt een hoger ge-
halte onverzadigde vetzuren aangetroffen op 2- dan op de 1,
3-plaats van glycerol.

In fig. 3 zijn de percentages van de voornaamste vetzuren in
2-positie (mole percent in triglyceride >3%) der meest voor-
komende dierlijke vetten weergegeven (%, 2). Gezien de duide-
lijke verschillen van het vetzuurspectrum kunnen deze vetten
eenvoudig van elkaar onderscheiden worden. Volgens litera~
tuurgegevens (¥, ®) zou het voedervet weinig invloed vertonen
. op het inbouwen van vetzuren op de 2-positie. Bij varkens, ge-
voederd met een hoog gehalte onverzadigd vet, daalt het pal-
mitinezuurgehalte 'van 28 tot 139, terwijl het percentage in
2-positie nagenoeg ongewijzigd blijft (¥).

Bepaling van het percentage vetzuur in 2-positie van het triglyceride

Het onderscheid ‘tussen de vetzuren veresterd op 2--en 1, 3-
positie kan. bepaald worden door behandeling van het vet met
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pancreaslipase. Dit enzyme hydrolyseert specifiek de vetzuren
op 1- en 3-plaats (3, 32). Volgens MATTSON et al (33) wordt het
- vet gedurende 30 min. geémulgeerd, bij 37°C en pH = 8, in een
milieu bestaande uit water, hexaan, calciumionen en galzouten
in aanwezigheid van pancreaslipase. Hierbij wordt een mengsel
van resterende ftriglyceriden, 1-2 en 2-3 diglyceriden, 2-mono-
glyceriden en vrije vetzuren verkregen (fig. 4). Door toevoegen
van IN zwavelzuur» WOrdt ce enzymatische reactie beéindigd.

T ' " —1
. - pancreasllpase }_ ‘
: ] +
. _3] - l .J —

_FIG. 4: Reactieproducien ontstaan doer enzymatische hydrolyse van - een
- triglyceride met pancreaslipase.

(Reactian products formed by enzmyatic hydrolysis of a t‘riglycende with
pancreaslipase)

Het mengsel wordt hierna geéxtraheerd met diéthylether. De
2-monoglyceridefractie wordt geisoleerd door dunnelaagchro-
matografie op silicagel geimpregneerd met boorzuur (*#). Na
ontwikkelen van de plaat met n-hexaan-diéthylether (50:50,
"V/V) worden 4 banden verkregen. De 2-monoglycerideband wordt
van de plaat afgekraht en getransesterificieerd (%).

Het percentage van elk vetzuur op de 2-plaats van glycerol
wordt berekend uit de vetzuursamenstelling van de 2-mono-
glyceridefractie en de totale vetzuursamenstelling van het tri-
glyceride volgens :
o mole 9% in 2-monoglyceride
% 2-plaats = - - X 100 -

3 'X mole % in triglyceride

- Een «ad random » verdeiing van een vetzuur over de trigly-
ceride molecule komt dus overeen met een percentage in 2-posi-

tie van 33.3%.
E;I'oepassing in eetwarénanalyse

"Naast het identificeren van zuivere vetten kan deze analyse-.
techniek aangewend worden tot het identificeren van sommige
vleessoorten in bereide (verhitte) vleeswaren. Door hittebehan-
‘deling zijn deé meeste vleeseiwitten gedenatureerd en kKunnen
niet langer electroforetisch aangetoond worden. Voor dergelijke
analyse wordt het vet uit de vieeswaar geéxtraheerd met een
chloroform-methanol mengsel (3). Na opzuiveren () en drogen -
van-de vetfractie wordt het 2-positie spectrum bepaald. Door
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vergelijking van het bekomen spectrum met dit in fig. 3 ka.n
het soort vet ondubbelzinnig bepaald worden. Een aanzienlijke
bijmenging van varkensvlees aan rundsvlees 'kan vastgesteld
worden door stijging van het percentage palmitinezuur en da-
ling van het percentage oleinezuur op de 2-plaats.

4. SAMENVATTING

Dierlijke en plantaardige vetten kunnen onderscheiden worden door
analyse van de sterolfractie. De oorsprong van plantevetien kan veelal
afgeleid worden uit het typisch phytosterolspectrum. Dierlijke vetten
kunnen geldentificeerd worden door bepaling van de verhouding van
de vetzuren op de 2-plaats tot deze van-de triglyceridemolecule, :

SUMMARY -
Vegetable fats may be discriminated from animal fats through analysis _
of the sterol fraction. The origin of vegetable fats may be derived from/

their typical phytosterol pattern. Animal fats are identified by measuring
the proportion of the fatty acids in the 2-position of the triglycerides.

’
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