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Afdeling Akkerbouw 1982-10-25 

VERSLAG 82.85 505.3010 

Projekt: Ontwikkeling methoden voor het bepalen van de vetzuur en/of 

sterolsamenstelling in landbouw- en visserijprodukten 

Onderwerp: Bepaling van het gehalte aan fytosterolen in botervet. 

Voorgaand verslag: 81.97 

Doel: 

Verbetering van de analysemethodiek voor de bepaling van het gehalte 

aan steroltracers in EEG boter. 

Samenvatting: 

Aan een botervet werd een bekende hoeveelheid stigma- respectievelijk 

sitosterol toegevoegd overeenkomstig de EEG-regeling . De zuiverheid 

van deze tracers '~erd gaschromatografisch vastgesteld via een interne 

standaard. 

Uit het monster botervet en de monsters botervet met toevoegingen wer

den volgens de huidige methode de sterolen geisoleerd door ze neer te 

slaan met digitonine (volgens NEN 6350). Om te onderzoeken of alle 

sterolen neergeslagen '~erden, werd uit het filtraat het onverzeepbare 

deel geextraheerd en onderzocht op sterolen (enzymatisch) en sterolsa

menstelling. 

De sterolsamenstellingen werden vastgesteld, middels capillaire 

gaschromatografie . 

Daar vooral de stigmasterol tracer niet teruggevonden werd en boven

dien een grote spreiding in de analyse gevonden werd, medeveroorzaakt 

door discriminatie van stigmasterol t.o.v. cholesterol bij het 

neerslaan met digitonine, werd besloten de sterolsamenstelling te bepa

len via het onverzeepbare deel al dan niet na dunnelaagscheiding. 

Tenslotte is de spreiding van de gaschromatografische analyse onder

zocht. 

Met massaspectrometrie werd de structuur bepaald van de component die 

met capillair GC naast B-sitosterol werd gevonden. 
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Conclusie: 

Voor botervetten getracerd met stigmasterol dient het sterolgehalte 

bepaald te worden volgens NEN 6350. De sterolsamenstelling moet via 

het onverzeepbare deel eventueel gevolgd door een dunnelaagscheiding 

vastgesteld '~orden, daar stigmasterol onvollediger dan cholesterol 

neergeslagen wordt met digitonine. 

Voor botervetten getracerd met sitosterol kan het sitosterolgehalte 

vastgesteld 'wrden door het totaalsterolgehalte te bepalen volgens NEN 

6350 en vervolgens de sterolsamenstelling te bepalen na vrijmaking van 

de sterolen uit de digitoniden (fout circa 3%), overeenkomstig de 

huidige methode . Deze sterolsamenstelling kan echter ook bepaald wor

den via het onverzeepbare deel voor B-sitosterol. Voor sitosterol (som 

van stigmastanol en B-sitosterol) is fraktionering van het onverzeep

bare deel via dunnelaagchromatografie noodzakelijk. Capillaire 

gaschromatografie maakt onderscheid tussen B-sitosterol en andere 

sterolen zoals stigmastanol . Stigmastanol bleek een aanmerkelijk deel 

uit te maken van de sitosteroltracer . Aan de in de verordening opge

nomen zuiverheidseis van tenminste 80% B-sitosterol werd niet voldaan. 

Verant\o~oordelijk: drs B.G. Huuse Ä . 
Medewerker/Samensteller: H.J. van der Kamp 

Projektleider: drs B. G. Muuse ~. 

Met da nk a an Tuinstra e n Traag voor het GC-MS onderzoek. 
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1 . Inleiding: 

Bij de controle op de hoeveelheden tracers stigmasterol resp. 

sitosterol, die toegevoegd moeten worden aan botervetten die vallen 

onder EEG verordening 262/79 '~orden nog steeds regelmatig te lage 

gehalten gevonden , ondanks de verscherpte analyse-omstandigheden, 

zoals vermeld in intern verslag 81 . 97. 

Om na te gaan op welke onderdelen de huidige methode verbetering 

behoeft, '~erd dit onderzoek ges tart, waarbij vooral gelet werd op de 

kritische stappen in de methoden en waar mogelijk, werden alternatieve 

methoden toegepast. 

Aan een monster botervet werd een bekende hoeveelheid stigma- resp . 

si tos te rol toegevoegd '~aarvan de zuiverheid '~as bepaald via een 

interne standaard . Uit deze monsters werden de sterolen gravimetrisch 

geisoleerd door ze neer te slaan met digitonine . Uit het filtraat werd 

h et onverzeepbare deel geextraheerd, om te onderzoeken of alle stero

len neergeslagen werden . Dit bleek niet het geval en er trad bovendien 

discriminatie op bij he t neerslaan van stigmasterol ten opzichte van 

cholesterol . De sterolsamenstelling moest derhalve bepaald worden via 

het onverzeepbare deel, eventueel na DLC voorscheiding. 

Deze laatste methode '~erd gecontroleerd met een interne standaard 

(cholestaan). Tenslott e '~erd de spreiding van de GCC analyse onder

zocht . In dit onderzoek werd gebruik gemaakt van capillaire gaschro

matografie waarbij aanzienlijk betere scheidingen worden verkregen dan 

met gepakte kolommen. Hierbij bleek dat de sitosterolpiek bestond uit 

2 komponenten die met behulp van GC-MS werden geidentificeerd als 

B-sitosterol en vermoedelijk stigmastanol ( zie ook opmerking bij 3 .1 ). 

2. Nethoden: 

Bepaling totaal sterolgehalte : 

Enzymatisch : Boehringer- methode - Cholesterol . 

Digitonine methode volgens: 

NEN 6350 - Bepaling van het totaal sterol gehalte. 

Onverzeepbare deel: 

NEN 1046 Plantaardige en dierlijke oli~n en vetten, onderzoeks

methoden. 
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Dunnelaag frakticnering van het onverzeepbare deel: Ontwerp NEN 6364. 

Gaschromatografische analyse: Capillair GC sterolen - interne methode 

akkerbom~. 

3 . Onderzoek: 

3.1 Toevoeging tracers aan een botervet 

Aan een botervet werd een bekende hoeveelheid stigma- respektievelijk 

sitosterol toegevoegd. 

De zuiverheid van de toegevoegde tracers werd gaschromatografisch 

bepaald met behulp van cholesterol als interne standaard. 

Resultaat: stigmasterol : 86,71% 

sitesterol 85,72% 

~-sitosterol: 67,95%. 

s = 0,46 

s = 0,92 

Uit deze resultaten is de toevoeging aan het botervet berekend. 

Toevoeging: stigmasterol 142 mg/kg botervet 

si tosterol 503 mg/kg botervet 

~-sitosterol 399 mg/kg botervet. 

Opmerking: 

1 . Onder sitosterol wordt in dit verslag verstaan de componenten die 

bij dit onderzoek werden aangemerkt met ~-sitosterol en stigmasta

nol tezamen . Middels GC-MS onderzoek werd de struktuur vastgesteld. 

2. Bij gebruik van de interne standaard cholesterol is rekening geitou

den met de GC zuiverheid. Daarbij is aangenomen dat cholesterol 

vrij is van niet elueerbare bestanddelen en eenzelfde responsfaktor 

heeft als stigma- en sitosterol . 

3.2 Onderzoek van de huidige methode (digitonide me thode) 

a. Steralgehal te: Van de boven bereide monsters ~o~erden zm~el enzyma

tisch als gravimetrisch de sterolgehalten bepaald. 

b. Sterolgehalte van het filtraat bij NEN 6350 

De sterolen werden conform NEN 6350 na verzeping neergeslagen met 

digitonine in een alcohol-watermilieu. De steroldigitoniden ~~erden 

afgefiltreerd . De filtraten werden opgevangen en ingedampt om de 

overmaat alcohol te verwijderen. Hieruit werd het onverzeepbare 

deel verkregen door extraktie me t diethylether conform NEN 1046 . 
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In dit onverzeepbare deel werd in een aantal gevallen enzymatisch 

het gehalte aan sterolen bepaald. Het restant van het onverzeepbare 

deel werd opgelost in een 1% digitonine-oplossing in ethanol (ca . 

10 rul) onder verwarmen. Na toevoeging van enkele druppels ~oTater 

slaan de digitoniden neer, die daarna konden worden afgefiltreerd . 

Uit de steroldigitoniden verkregen bij a . via NEN 6350 en bij b . 

uit he t filtraat werden de sterolen vrijgemaakt en geanalyseerd 

met gaschromatografie (capillair). 

De resultaten staan vermeld in Tabel I. 
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Tabcl I 

Ilotervet Ilotervet + altosterol (503 1Jll)1 Botervet + sti~terol (llt2 ng/kg) 
Gem. (399 ug)2 Gem. 

Totaal St .gehalte 
Enz)vlat i sch (%) 0,275 0,327 

0 281 0 287 0 285 0 285 0,28/t 0340 0 337 0 341 0 341 0 327 0 337 0,300 0300 0294 Dlgi toni de (%) 0,281 
ca: samenstelli~ sterolen uit de dlgitonlden (analyse in ruplo) + bereker<le toevoegingen m reeoverles 

93,26 Cholesterol 
Calpest erol 
Sti~terol 

Jl-sitosterol 
s t.l8ms t.anol 

Toe-.>oeging als sito cq. 
sti;,msterol 
p-sitosterol 

Recovery si to cq. 
masterol 
ll-sl tOtiterol 

l\o.ll .. •stt:!rol c 
c. 
!> 
p 

•P~"-':ltt:!rol 

' t l~1>15t~rol 
,;( tosterol 

s tl~tru-.:>1 

st lg-

O...'\~ing als slto cq . 
tl~terol I 

T 

s 
a -s i tosterol 

~very sito cq. stlg-1 
· te rol ma.s 

s ,;i tosterol 

97,37 97,63 98,29 97,43 

I 

98,45 97,83 82,72 83,48 82,77 
1,15 0,93 1,16 

11,73 ll,83 ll,78 
3,14 2,92 2,98 

506 497 503 

398 399 402 

100,6 98,8 100,0 

99,7 100,0 100,8 

81,19 81,74 81,39 
1,75 1,49 1,66 
0,15 

12,05 12,08 ll,97 
3,18 3,12 3,20 

518 512 517 

410 11:)1 408 

103,0 101,8 102,8 

102 8 102 0 102 3 
ca: samenstelli~ sterolen uit l-et filtraat + berekenle tOE!VO< 

terolgclulte filtraat s 
e llZ)ffiilt lsch (%) 

tulesterol c 
Caq>e:; 
s 

· terol 
t l~terol 

p ~i tosterol 
s tli}!US[&lOl 

'o.:'ouq; I ng (bereken! op 1 
0 ,OILX) al s s lto cq . 
ti~.JSterol 

ota lë Lûo.!\~~lng 
s 
T 
T 
T 
s 
T 
T 

ot.Ue n.'a>\ocry 
Oè\'IX'!ling als Jl-sito-
tè rul 
owl e tOt:!vo.~lng 
otdl~ n.-..:overy 

0,012 0,011 

I) TO<!\~Ing aan sltosterol (a 11-sito + s~t.anol) 
2 ) T""''""Sing aan 11-sitosterol 

82dS.4 

O,Oll 0,012 O,Oll 

85,13 81,48 83,68 
1,84 2, 18 2,07 

0,13 
9,13 10,77 9,98 
3,08 4,40 3,29 

415 5ll 453 

13 17 IS 
S25 S21 52S 

104,4 103,6 104,4 
10 13 ll 

414 416 416 
103,8 104,3 104,3 

83,41 82,20! 93,11 93,56 
1,18 1,521 0,44 0,39 0,65 

4,26 4,33 4,35 
11,36 11,67 0,39 0,33 0,41 
3,12 3,59 0,32 0,21 0,23 

494 499 128 130 128 

387 382 

98,2 99,2 90,1 91,5 90,1 

97,0 95,7 

82,05 82,42 82,24 92,93 92,37 92,86 
1,60 1,68 1,41 0,49 0,56 0,54 

0,11 0,03 4,05 4,41 4,09 
12,11 12,14 11,87 0,36 0,38 0,36 
3,23 3,01 3,16 0,21 0,30 0,22 

523 497 507 122 132 120 

413 397 400 

104,0 98,8 100,7 85,9 93,0 84,5 

103 5 995 100 3 
ingen en reeoverles + stero!Jtehalte 

O,Oll 

82,70 82,50 83,10 85,24 
1,37 2,05 1,90 1,44 

0,26 0,08 8,09 
10,09 ll,l7 10,23 2,80 

3,62 3,29 3,54 1,72 

468 473 464 238 

IS 16 15 9 
S23 514 522 133 

104,0 102,2 103,8 93,7 
11 12 11 

411 402 412 
103,0 100,8 103,3 

Gem. 

0,295 

0302 0299 0299 

93,13 93,79 
0,36 0,511 
4,09 4,09 
0,22 0,33 
0,32 0,211 

124 122 

87,3 85,9 

92,93 93,34 93,13 
0,52 0,48 0,49 
4,12 4,34 4,21 
0,31 0,44 0,35 
0,17 0,17 0,24 

124 130 126 

87,3 91,5 88,7 

O,Oll O,Oll 

85,90 84,40 85,18 
0,71 1,09 1,08 
9,57 9,48 9,05 
1,27 1,72 1,93 
1,80 1, 72 1,75 

289 282 270 

ll 10 10 
135 136 13S 

95,1 95,8 95,1 
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I I I I I I I I I I 
vllUl.~t:&Ol I 85,131 81,481 83,681 82,701 82,501 83,101 85,241 85,901 84,401 85,1l 
Campesterol I 1,84, 2,181 2,07/ 1,371 2,051 1,90j 1,441 o,11 1 1,o91 1,o~ 
Stigmasterol I 0,131 0,261 0,081 8,091 9,571 9,481 9,0: 
13-sitosterol I 9,131 10,771 9,981 10,091 11,171 10,231 2,oo I 1,211 1,121 1,9~ 
Stigmastanol I 3,08 4,40/ 3,291 3,62 3,291 3,541 1,7211,80 1,72,1,7.': 

Toevoeging (berekend op I 4151 5111 4531 468 4731 464 2381 2s9 I 2821 210 
0,011%) als sito cq. I 
stigmasterol 13 17 15/ 15 16 15 91 11/ 10 lO 
Totale toevoeging 525 521 525/ 523 514 5221 I 133 1351 136 135 
Totale recovery 104,4 103,6 104,4 104,0 102,2 103,8 93,71 95,11 95,8 95,1 
Toevoeging als 13-sito- I 10 13 11 111 12 11 
sterol I 
Totale toevoeging I I I 414/ 416/ 416/ 411/ 402j 412j 
Totale recovery I I I I I 103,81 104,3/104,31103,0 llüü,8l103,3l 

1) Toevoeging aan sitosterol (= 13-sito + stigmastanol) 
2) Toevoeging aan 13- sitosterol 
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Tabel I 

Totaal St.gehalte 
Enzymatisch (%) 

Digitonide (%) 

Cholesterol 
Campesterol 
Stigmasterol 
13-sitosterol 
Stigmastanol 

- 4 -

I Botervet I Botervet+ sitosterol (503 mg)l I Botervet+ stigmasterol (142 mg/ kg) 
I Gem. I (399 II€)2 Gem. I Gem. 

I I I 0,2751 
I 

0,3271 0,295 I I I 
I o,281l o,281l o,287l o,285 l o,285l o,284l o,340 I o,337l o,341l o,341l o,327l o,337l o,3oo I o,3oo 1 o,294l o,3o21 o,299l o,299 
J ca: samenstelling sterolen uit de digitoniden (analyse in duplo) +berekende toevoegingen en reeoverles I I I 
1 97,37/97,631 98,291 97,431 98,45/ 97,83/82,72/ 83,48/ 82,77183,41/ 82,2ol 1 93,11 I 93,56/ 93,26 1 93,131 93,791 
I I I I I I I 1,15 1 o,93l 1,161 1,181 1,521 I o,44l o,39l o,65l o,36l o,51l 
I I I I I I I I I I I I I 4,261 4,331 4,351 4,o9l 4,o9l 
I I I ln,73l11,83ln,78ln,36ln,67l 1 o,39l o,33l o,41l o,22 1 o,33l 
I I I I 3,14

1 
2,92! 2,98l 3,12! 3,59

1 
I 0,32

1 
0,21

1 
0,23

1 
0,32 ! 0,21! 

Toevoeging als sito cq. I I 5061 4971 5031 4941 4991 1281 130 I 128 1 1241 1221 
stigmasterol I I I I I 
13-sitosterol I 3981 3991 4021 3871 3821 I I I I 
Recovery sito cq. stig-l 100,61 98,81100,0 98,21 99,21 I 90,11 91,51 90,1/ 87,3/ 85,9 
rnasterol I 
13-sitosterol I 99,71100,01100,8 97,01 95,71 

Cholesterol I 81,19 81,74 81,39 82,05 82,42182,24192,93192,37 92,86192,93 93,34/93,13 
Campesterol 1,75 1,49 1,66 1,60 1,681 1,411 0,491 0,56 0,541 0,52 0,48 0,49 
St~terol 0,15 0,11 0,03 4,05 4,41 4,09 4,12 4,34 4, 21 
13-sitosterol 12,05 12,08 11,97 12,11 12,141 11,871 0,361 0,38 0,36J 0,31 0,44 0,35 
Stigmastanol I _ . 3,181 3,121 3,201 3,231 3,071 3,161 0,211 0,301 0,221 0,17 1 0,171 0,24 

Toevoeging als sito cq. I I I I I 5181 5121 517/ 5231 4971 51J71 1221 132/ 120 1241 130 I 126 
stigmasterol I I I I I I / I I 
13-sitosterol I 410 I 4071 408/ 4131 3971 400 I I 

I I I I I I I I I I 
Recovery sito cq. stig-l I I I 103,01101,81 102,81104,01 98,81100,71 85,91 93,01 84,5/ 87,31 91,51 88,7 
rnasterol I I I I I I I I I I I 
13-sitosterol I 102,8 102,0 102,3 103,5 99,5 100,3 · 

Sterolgehalte filtraat 
enzymatisch (%) 

ca: samenstelling sterolen uit het filtraat + berekende toevoegingen en recoveries + sterolgehalte 

I 0,0111 o,o12j o,o11j 1 1 I I I 0,0111 0,011 1 o,on 
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3 . 3 St er ol samenstelling via het onverzeepbare deel: 

Uit tabel I bleek dat stigmasterol minder goed '~erd neergeslagen dan 

cholesterol en dat in het filtraat van het digi t onideneerslag nog 

sterolen aanwezig waren . 

Om deze problemen te omzeilen , werd uit het boter vet en het botervet 

met toevoegingen , het onverzeepbare deel geisoleerd volgens NEN 1046 , 

hetgeen rechtstreeks doch ook na frakticnering met DLC na oplossen i n 

diethylether werd geanalyseerd met GCC. 

Voor he t berekenen van de toevoeging werd het gemiddeld sterolgehalte 

gebruikt , gevonden bij de digitonidebepaling (zie tabel I) . De 

resultaten staan vermeld in tabel II . 

Tabel II 

OCC samenstelling onverzeepbaar 
Botervet Botervet + sitesterol Botervet + stigmasterol 

Cholesterol 95,73 , 96,04 1 78,31 ! 80,62 , 80,39 ! 91,09 1 91,15 90,84 ! 
Campesterol 0,74 0,39 I 1,78 / 1,60 1,55 1 0,62 1 0,53 0,59 1 
Stigmasterol I 1,4o 1 o,l3 4,571 4,53 4,45 
!3-sitosterol , 11,80 11,63 11,90 I 0,27 1 0,24 0,24 
Stigmastanol + 1,82 1,84 4,65 4,89 4,72 1,92 1,96 2,04 
stoorpiek I 

Toevoeging als 554 557 560 557 137 135 133 135 
sito cq. stigmasterol 
!3-sito 398 392 401 397 
Recovery sito cq. 110,2 110,7 111,3 110,7 %,5 95,1 93,7 95,1 
stigtM I !3-sito 99,7 98,2 100,5 99,5 

GCC samenst elling onverzeepbaar na DLC (analyse in duplo) 
Cholesterol 98,14 97,67 182,64 ! 82,35 81,93 1 92,22 1 93,25 93,45 
Campesterol 0,23 0,31 1,23 1 1,53 1,29 0,51 0,40 0,28 1 
Stigmasterol I I 4, 72 1 4,28 4,42 
!3-sitosterol 0,28 0,14 11 ,96 11,65 12,21 0,56 0,57 0,41 
Stigmastanol 0,17 0,07 3,05 3,20 3,09 0,08 

Toevoeging als I .506 1 .500 516 141 128 132 
sito cq. stigmasteral l I I I I I 
!3-sito I 403 1 393 1 411 1 I 
Recovery sito cq. 100,6 1 99,4 , 102,6 1 99,3 90,1 93,0 
stigmasterol 
!3-sito 101,0 I 98,5 1 103,0 I 

I I 
Cholesterol 81,231 82,48 1 82,311 93,061 93,52 1 92,78 
Campesterol I ,1,611 1,33 , 1,14 1 o,42 1 o,29 l o,41 
StignlaSterol I 0,12 1 I 4,58 1 4,30 1 4,74 
!3- sitosterol I l 11,93 l 11,67 l 11,94 l I o,61 1 o,44 I o,54 
Stigmastanol I I 3,39 1 3,04 1 3,14 1 I o,111 o,12 

I I 
508 1 

I I 
1291 Toevoeging als I I 5161 496 507 1 137 1 142 135 

sito cq. stigmasteral l I I I I I I 
!3-sito 402 1 393 1 402 1 401 1 I I 
Recovery sito cq. 102,6 1 98,6 , 101,0 1100,81 %,5

1 
90,8

1
100,0 I 95,1 

stigmasterol 
!3-sito l 1oo,8 l 98,5 l loo,8 l loo,5 l I I . I 
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3.4 Controle van de methode met behulp van cholestaan als interne 

standaard 

De bepaling van het tracergehalte via het onverzeepbaar (3.3) werd 

gecontroleerd met cholestaan als interne standaard . 

Hiertoe werd eerst de responsfaktor van cholestaan ten opzichte van de 

toegevoegde tracer stigmasterol resp. ~-sitosterol bepaald. Vervolgens 

werd aan het botervet met stigma- resp. ~-sitosterol een bepaalde hoe

veelheid cholestaan toegevoegd ~o1aarna het onverzeepbare deel ~o1erd 

geextraheerd volgens NEN 1046, hetgeen na oplossen rechtstreeks werd 

geanalyseerd met GCC, ~o1aarna de toevoeging aan sigma resp . 

~-sitosterol werd berekend. 

Resultaat: Recovery stigmasterol : 100,2% 

(3 sitosterol : 98,0%. 

Opmerking: Op deze manier is de recovery van de gebruik te methode te 

controleren, doch zegt nog niets over het absolute niveau . Daar zijn 

nl. zeer zuivere standaarden voor nodig om de responsfaktor van cho

lestaan ten opzichte van stigma resp . ~-sitosterol te bepalen. 

3 . 5 Spreiding GCC analyse 

Er werd een mengmonster cholesterol-stigmasterol en een mengmonster 

cholesterol-sitosterol gemaakt . Deze werden opgelost in diethylether 

en op verschillende dagen enkele keren geanalyseerd met behulp van 

GCC, om zodoende de spreiding van de analyse vast te stellen. 

Resultaat : 

Voor stigmasterol-cholesterol: 

n = 16 cholesterol : 90,29% s 

stigmasterol: 4,62% s 

Voor sitosterol-cholesterol: 

0,20 rel.st.afw. = 0,22 

0,09 rel . st .afw. = 1,95 . 

n = 14 cholesterol 

si tosterol 

83,60% s = 0 , 16 rel . st . afw . = 0,19 

11,87% s 0,09 rel.st . afw . = 0,76. 

Dit houd t in dat voor stigmasterol een spreiding in het gehalte ~o1ordt 

gevonden van t~o1ee keer de relatieve standaardafwijking hetgeen 

neerkomt op 3,9% (waarschijnlijkheid van 95%) en voor sitosterol een 

spreiding van 1,52%. 
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4. Diskussie: 

4.1 Overzichtstabel met de belangrijkste resultaten. 

Tabel III 

BV + sitosterol BV + ~-sitosterol BV + stigmasterol 
Direct via 

Digitonide onverzeepbaar 
Sterolgehalte: 
Enzymatisch % I 0,327 
Digitonide % I 0,337 

Tracergehalte % 15,03 16,53 
Toevoeging mg/100 g 507 557 
Revovery % 100,7 110,7 

Filtraat Na DLC 
Sterolgehalte % 0,011 
Tracergehalte % 13,77 15,05 
Toevoeging mg/100 g 15 507 
Recovery 3,0 100,8 
Totale recovery % 103,8 

niet acceptabel resultaat. 

4.2 Bespreking van de resultaten: 

4.2.1 !!e.!_ .!_o.!_a~l_s.!_eE_olg;:h~lte (3.2.1) 

Direct via 
Digitonide onverzeepbaar Digitonide 

0,327 0,295 
0,337 0,299 

11,87 11,78 4,21 
400 397 126 

100,3 99,5 88,7 

Filtraat Na DLC Filtraat 
0,011 0,011 
10,23 11,89 9,05 

11 401 10 
2,8 

I 
100,5 7,0 

103,0 95,8 

De sterolgehalten van het botervet en botervet met toevoegingen, 

gevonden via de digitonide-methode (NEN 6350) en enzymatische analyse, 

komen vrij goed met elkaar overeen. 

De enzymatisch gevonden sterolgehalten zijn i ets lager (0,004-0,010%). 

Wel dient opgemerkt te worden dat in he t filtraat van de digitonide

methode nog sterolen zijn aangetoond (ca. 0,011%) zodat het verschil 

iets groter zal zijn. 

4.2.2 .!:!_e.!_ ~t;:r~l~eÈ_a.!_t;: ;:n_s~m;:n~t;:l.!_iE_g_v~n_h;:t_f.!_l.!_raa.!_È_ij_ _!'!E.!'i_ ~350 

(3.2.2) 

Sterolen ~.,ord en met digitonine volgens NEN 6350 niet k~o~antitatief 

neergeslagen . In het filtraat werd nog ca. 4% van de sterolen 

gevonden. Bovendien geldt voor het met stigmasterol getracerde boter

vet dat de uit het filtraat geisoleerde sterolen twee keer zo veel 

stigmasterol bevatten als de sterolen uit het overeenkomstige digito

nideneerslag (resp. gem. 9 ,05 e n 4,21%). Hi eruit blijkt da t 

stigmasterol minder neers laat met digitonine dan cholesterol . 
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Voor het met sitosterol getracerde boterve t geldt dat er nagenoeg geen 

verschil in sterolsamenstelling werd gevonden tussen de sterolen uit 

het filtraat en de sterolen uit het overeenkomstig digitonide 

neerslag. 

Het vermoeden bestaat dat het verschillend gedrag van de steroldigito

niden veroorzaakt wordt door hun verschillende oplosbaarheidsproduk

ten . Dit kan tevens een verklaring zijn voor de spreiding in de resul

taten. De mate van oplosbaarheid zal afhangen van temperatuur en hoe

veelheid van de moederloog en \o/asvloeistof. Deze omstandigheden \-lerden 

in deze fase van het onderzoek niet extreem gestandaardiseerd . 

4. 2.3 ~t~r~l~a~eE_s.!:_e.!_l..!_n~ ~i~.b_e_! ~n~eE_z~e.E_bar~~e~l (3.3) 

In het onverzeepbare deel van botervet zit een component die stoort 

bij rechtstreekse inspuiting van het onverzeepbaar op de GC. 

Deze piek valt samen met stigmastanol en vertegenwoordigt ca. 2% . Dit 

houdt in dat voor de bepaling van het sitosterolgehalte (gepakte 

kolommen) het onverzeepbaar eerst via DLC gescheiden moet worden in de 

verschillende frakties. 

Na DLC is deze piek namelijk niet meer aanwezig in de sterolfraktie. 

Stigmasterol en P-sitosterol (GCC) lijken wat dat betreft geen 

moeilijkheden te geven en zouden \-lel bepaald kunnen \-lOrden in het 

onverzeepbaar rekening houdend met de stoorpiek. 

Deze methode is gecheckt met choles taan als interne standaard (zie 

3.4) voor stigma- en a-sitosterol (recovery 100,2 en 98,0%). 

Deze methode is dus goed bruikbaar. 

4.2.4 ~eE_o~ery 

4.2 .4.1 13-sitosterol (GCC) en sitosterol (gepakte kolommen) kunnen be

paald worden via NEN 6350 (fout ca. 3%), maar ook via het onverzeep

bare deel. Voor sitosterol (som van 13-sitosterol en stigmastanol) is 

echter fraktionering middels DLC noodzakelijk vanwege een stoorpiek 

die samenvalt met stigmastanol . 

De reeoverles van 13-sito en sitosterol waren resp. 100,3 en 100,7% via 

NEN 6350 en via het onverzeepbaar al dan niet na DLC 100,5 en 100,8% . 

Als de in het filtraat gevonden sterolen erbij geteld \Wrden \o/Ordt de 

recovery voor de digitoniden resp. 103,0 en 103 , 8%. 
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4.2.4.2 Stigmasterol kan alleen bepaald ~~orden via het onverzeepbare 

deel, daar bij het neerslaan met digitonine een discriminatie ont

staat. Zowel voor als na DLC wordt 95,1% teruggevonden via het aover

zeepbare deel . De recovery gevonden via de digitonide komt goed over

een mits de in het filtraat gevonden sterolen erbij geteld ~wrden 

(recovery is 95,1%). 

Over de juistheid van de gevonden recoveries valt feitelijk nog niets 

te zeggen. Deze is namelijk afhankelijk van de zuiverheid van de toe

gevoegde tracers , de metltode, het sterolgehalte en de respons faktoren 

bij de gaschromatografische analyse. Gezien de gevonden reeoverles en 

het gestelde in 3.4 kan gesteld worden dat de gevolgde methode goed 

is, terwijl ook het sterolgehalte bepaald via NEN 6350 en enzymatisch 

goed met elkaar overeenstemmen . Om de responstaktoren en de zuiverheid 

van de toegevoegde tracers te kunnen bepalen is het noodzakelijk zui

vere stoffen te hebben . 

4 . 2.5 2_p!_e.!_d.!_n.s_ .!_n_d~ QC~ ~n~lx_s~ .tJ.:...5l !::_n_gevol.s_d~ .!l}_e!_h~d!::_: 

Door de GCC analyse wordt een zekere spreiding veroorzaakt in de 

gevonden gehalten. Voor stigmasterol is deze spreiding 3,9% en voor 

sitosterol 1,5% van het gevonden gehalte met een waarschijnlijkheid 

van 95% . 

Om zicht te krijgen op de spreiding in de methode is het nodig een 

groter aantal analyses te doen. 

4.2 . 6 QP~P.!_i!_s.!_n.s_ ~a!!_ ~i!_o~t!::_r~l_i.!!_ Q_ ~i!_o~t~r~l_e.!!_ ~t.!_R.!!!_a~t~n~l 

~-sitosterol kan alleen via capillaire gaschromatografie bepaald wor

den, daar op gepakte kolommen ~ -sitosterol samenvalt met andere stero

len zoals stigmastanol. 

Uit dit onderzoek bleek dat de gebruikte sitosteroltracer niet voldeed 

aan de eisen gesteld in EEG verordening 262/79 . 

5. Conclusie 

Het neerslaan van stigmas terol in botervet met ditigonine levert 

problemen op daar stigmasterol selectief neerslaat ten opzichte van 

cholesterol en moet derhalve op een andere manier bepaald ~~orden name

lijk door rechtstreekse analyse van het onverzeepbare deel. 
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~-Sitosterol en sitosterol (som van ~-sitosterol en stigmastanol) in 

botervet kunnen bepaald worden via NEN 6350 maar ook via het onver

zeepbaar . Voor sitosterol is fraktionering via DLC noodzakelijk. 

Het totaalsterolgehalte kan via NEN 6350 of enzymatisch bepaald lwr

den. ~-sitosterol kan alleen met behulp van capillaire gaschromato

grafie bepaald worden. 

6. Aanbevelingen voor verder onderzoek 

1 . Om de juistheid van de gevonden reeoverles te bewijzen is het nood

zakelijk de zuiverheid van de toegevoegde tracers beter t e bepalen 

danwel de responsfactoren van de verschillende sterolen vast te 

stellen. 

Verder onderzoek naar de zuiverheid van de toegevoegde tracers is 

moeilijk doch geboden. 

2 . Om zicht te krijgen op de spreiding van de in dit verslag gevolgde 

methoden is het nodig om een groter aantal analyses te doen na uit

,.,.erking van 6 .1 . 
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