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Beitrag zum Nachweis von pilanzlichen Fetten und Olen
mittelst der Phytosterinacetatprobe

Von H. Hadorn und R. Junghunz
(Laboratorium VSK, Basel)

Fur die Prifung von Fettgemischen auf Phytosterin schreibt das Schweiz.
Lebensmittelbuch ') die Methode von Kiihn und (Wewerinke®) vor. Textlich
stimmt nun die dort angegebene Vorschrift nicht ganz mit der Originalvorschrift
der beiden angegebenen Verfasser tberein; vielmehr enthdlt sie gewisse Ab-
weichungen, so wie sie die deutsche sogenannte amtliche Vorschrift #) vom 19. 1.
1921 aufweist. (Erhitzen zum Abscheiden der Fettsauren, Rithren ohne Turbine
usw.) Unseres Erachtens befriedigt die erwiahnte Vorschrift des Lebensmittel-
buches nicht ganz; sie geht von mindestens 50 g Substanz aus, und besonders
bei Hartfetten ist es nicht immer leicht, den Niederschlag abzunutschen und die
gefallten Sterindigitonide restlos von den Fettsauren zu befreien. Dies erfordert
dann ein mehrmaliges Umbkristallisieren der Sterinacetate, so dass vorschrifts-
gemass erst das 3. Kristallisationsprodukt fir die Bestimmung des Schmelzpunktes
brauchbar wird.

Allgemein ist noch hervorzuheben, dass in den tierischen Fetten sich das
Cholesterin fast vollstandig in freiem Zustande befindet, wahrend das Phyto-
sterin in den pflanzlichen Fetten und Olen teils frei, teils gebunden vorhanden
ist. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit, zur Erlangung der gesamten Sterine
das betr. Fettmaterial zu verseifen.

Aus all diesen Grinden haben wir versucht, den zuerst von Bimer *) benutzten
Weg tiber das Unverseifbare fiir unsere Zwecke dienstbar zu machen. Da wir
vor kurzem in einer Publikation «Uber den Gehalt an Unverseifbarem und Ge-
samtsterinen in Speisefetten und Speisedlen» ®) in grosserem Masstabe Sterin-
bestimmungen durchgefiihrt haben, lag der Gedanke nahe, die anfallenden Ste-
rine zu acetylieren und auf ihren Schmelzpunkt hin zu priffen. Da das Unverseif-
bare erst nach einer zweiten Verseifung und nach mehrfacher Ausschittelung
mit Athylather isoliert und die Sterine nach einer von uns ¢) modifizierten gravi-
metrischen Digitoninmethode rein gewonnen worden waren, hofften wir mit ganz
wenigen Kristallisationen auskommen zu konnen. Bei dem urspriinglichen «quan-
titativen» Vorgehen mussten die Sterindigitonide zundchst aus dem Tiegel mit
absol. Alkohol extrahiert und schliesslich nach dem Vertreiben des Alkohols
acetyliert werden. Das Kristallisieren und die Bestimmung des Schmelzpunktes
crfolgten nach den Vorschriften des Lebensmittelbuches.

Einige so «quantitativ» bei einer Einwaage von 20 g durchgefithrten Versuche
ergaben die in den Tabellen 1 und 2 wiedergegebenen Resultate.

Wie aus diesen Versuchen ersichtlich ist, stimmen die Schmelzpunkte (2. Kri-
stallisation) der Phytosterin- und Cholesterinacetate mit denen der Literatur
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Tabelle 1

Schmelzpunkt
Unverseifbares Sterine d:gj:ta;;n-
e g s 2. Kristallisation
aus Alkohol
SSERe G d bl S R B S
reines Rindsfett 0,30 92 4 114,4
reines Teesamenol 0,87 149.1 120,4
reines Nussol 0,41 176,4 120,8

uberein. Dabei hat man sich vor Augen zu halten, dass sich die Schmelzpunkte
der Sterinacetate nach Kofler 7) in folgenden Grenzen bewegen:

113 —115% C
119,5 — 131° C

Cholesterinacetat
Phytosterinacetat

Anschliessend wurden sodann Mischungen verschiedener tierischer Fette mit
pflanzlichen Olen hergestellt und von 2 Analytikern im vorstehenden Sinne ge-
prift. Die Ergebnisse gehen aus Tabelle 2 hervor.

Tabelle 2
; : Schmelzpunkt
Unvers()ﬁ;fbares S,:fgr:)?ne 2. Kristallisation
aus Alkohol
0

Rindsfett -+ 5% Teesamenol 0,30 104 117.4

Premier Jus + 1590 Cottondl 0,58 0,526 142 138 123,0 125,0
Schweinefett + 30 % Sonnen-

blumenol 0,58 0,504 158 155 119,2 119,0

Wie auch aus dieser Versuchsreihe hervorgeht, gelingt es, durch die «quanti-
tativ» durchgefiihrte Arbeitsvorschrift — nach 2maliger Kristallisation — den
Nachweis von Pflanzenfett in Tierfett zu erbringen. Die Schmelzpunktangabe
bezieht sich auf das vollstindige Schmelzen des Acetats (Klarschmelzpunkt). Da
die Schmelzpunktbestimmungen mit einem verkiirzten Normalthermometer fir
die Temperaturen von 100—150° ausgefithrt worden sind, war eine Korrektur
nicht erforderlich. 5°/o Pflanzenfett lassen sich demnach in einer Fettmischung
mit Sicherheit nachweisen. Bomer ®) hat sogar 1—2 °/o Baumwollsamenol und
Frdnussol in Schweinefett nachweisen konnen. Andererseits haben Arnold ?) und
Klostermann ') darauf hingewiesen, dass bei selbst hergestellten Mischungen
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von Butterfett und Kokosfett (bis zu 10 %) die Phytosterinacetatprobe nicht zum
Ziele tuhrt, weil der Gehalt des Kokosfettes an Phytosterin je nach Raffinations-
grad sehr gering, ja sogar null sein kann. Auch Mowrahfett und Sheabutter sollen
nach dem Handbuch ') so wenig Phytosterine enthalten, dass der Nachweis die-
ser Pflanzenfette in tierischen nicht moglich ist.

Nach der von uns benutzten, allerdings etwas zeitraubenden «quantativen»
Methode ist der Phytosterinnachweis einwandfrei gelungen. Es sollte nun gepriift
werden, ob sich die Methode nicht etwas vereinfachen liesse. Die Fettmischung
wurde nur einmal verseift und die Seifenlosung nur einmal mit Ather ausge-
schiittelt. Dabei zeigte sich, dass auf diese Weise nur etwa die Halfte der vor-
handenen Sterine isoliert wurden. Ein mehrmaliges Ausschiitteln mit Athylather
ist daher unbedingt notwendig. In einem weiteren Versuch wurde wie folgt
verfahren:

20 g eines Gemisches von Rindstalg und 5 °/o Erdnussél wurden wie tiblich
verseift, jedoch dreimal ausgeschiittelt, und zwar einmal wahrend einer
Minute mit 200 cm?, spater dann noch zweimal mit je 150 cm?® Athylather.

Dabei wurden etwas hohere Resultate fir das Unverseifbare und die Sterine
gefunden, was auf geringe Verunreinigungen durch das abgekiirzte Verfahren
zuruckzufuhren ist. Die gewogenen Ausbeuten ergaben jetzt:

Abgekiirztes »Quantitative

Verfahren Methode”
Unverseifbares 0,49 %/ 0,38 9/
Sterine 117,8 mg®o 100,0 mg®o

Die Fallung der Sterine erfolgte in tblicher Weise mit Digitonin, wobei der
Digitonintiberschuss nicht zu gross bemessen werden soll. Tierische Fette, mit
Ausnahme von Butterfett, enthalten 100—120 mg®/o Sterine. Nehmen wir einen
hohen Pflanzenolzusatz mit 30 °/o an, bei welchem mit einem mittleren Sterin-
gehalt von 300 mg®/o gerechnet werden darf, so wiirde eine derartige Mischung
rund 160 mg®o Sterine aufweisen. Bei einer Einwaage von 20 g ergdben sich
rund 30 mg Sterine, welche zu ihrer Fallung 90 mg Digitonin oder rund 10 cm?
einer 1%oigen Digitoninlosung beanspruchen wiirden. Auf diese Weise wird man
in allen Fillen eine genligende Menge Sterindigitonide erhalten, um das Phyto-
sterin nachweisen zu konnen. Es war jetzt nur noch abzukliren, wie man die
Sterinacetate am einfachsten und in moglichst reiner Form erhalten kann.

Nach der Vorschrift des Lebensmittelbuches werden die Sterindigitonide mit
Essigsaureanhydrid gekocht und die dabei entstehenden Sterinacetate wiederholt
aus Alkohol umkristallisiert. Wir machten die Beobachtung, dass man die Sterin-
acetate viel reiner erhilt, wenn man sie sogleich nach dem Acetylieren aus Essig-
siureanhydrid auskristallisieren lasst.
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Die Anregung, aus Essigsaureanhydrid auszukristallisieren, geht von Kiihn
und Wewerinke ?) aus, welche schreiben:

«Ldsst man die klare, nitigenfalls durch Watte oder durch ein kleines Papierfilter-
chen heiss filtrierte Essigsdureanhydridlosung erkalten, so scheiden sich schon aus-
gebildete Kristalle aus, die bei unverfilschten tierischen Fetten nach Auswaschen
mit kaltem 96%igem Alkohol und hinterher mit absolutem Alkohol schon aus fast
reinem Cholesterinacetat bestehen. Der Schmelzpunkt dieser Acetate wurde bei
weiterem Umkristallisieren aus absolutem Alkohol meist nur gering — um Bruchteile
eines ganzen Grades — erhdht.»

und weiter:

«Bei einem 1°%0 Cottondl enthaltenden Schmalze war der Schmelzpunkt der aus
Essigsdaureanhydrid erhaltenen ausgewaschenen Kristalle schon 116,89, Bei den vor-
stechenden Proben ist der nach der ersten Kristallisation aus Alkohol erhaltene
Schmelzpunkt im Gegensatz zu der vorigen Tabelle (S. 872) meist niedriger als der
bei der Kristallisation aus Essigsdureanhydrid erhaltene und erreicht letzteren erst
bei der zweiten und dritten Kristallisation. Es erklart sich dies aus dem Umstand,
dass das abgespaltene Digitonin bzw. Digitoninacetat durch die Kristallisation aus
Alkohol schwicriger entfernt wird als durch Kristallisation aus Essigsaureanhydrid.»

Bei unseren Versuchen [iel uns ebenfalls auf, dass aus Essigsaureanhydrid
kristallisierte Acetate schon weiss und kristallinisch waren und scharf schmolzen.
Obwohl Kiihn und Wewerinke %) im Verlaufe ihrer Arbeit immer wieder mit der
Kristallisation aus Essigsdureanhydrid zu sympathisieren scheinen, z.B. wenn sie
an einer weiteren Stelle sagen:

«Man erhalt auch sofort bei der ersten Alkoholkristallisation, sowie bei der ersten
Kristallisation aus Essigsiure schneeweisse Kristalle. ohne jede klebrige Beschaffen-
heit»,

empfehlen sie in ihrer endgultigen Vorschrift ohne weitere Erklarung doch die
Alkoholkristallisation. In einer spateren Arbeit nehmen dann Kiihn, Bengen und
Wewerinke 12) endgultig Abstand von der Essigsaureanhydridkristallisation, in-
dem sie ausfithren:

«Ein blosses Auskristallisieren des Acetates aus der Essigsaureanhydridlosung aller-
dings, wie es von anderer Seite vorgeschlagen und auch von uns erwogen wurde,
empfiehlt sich nicht, da kleine Mengen Sterinacetat auch in der Kailte in Essigsaure-
anhydrid gelost bleiben. Aus einer Losung von 0,02 g Sternidigitonid eines Schmalzes
in 3 cm? Essigsdureanhydrid z.B. fiel nach vollkommener Acetylierung beim Erkalten
nichts aus. Andererscits bleibt eine durch Kochen hergestellte Losung von 0,25 g
Digitonin in 5 c¢cm3 Essigsdureanhydrid nicht klar, sondern scheidet beim Erkalten
einen Teil des Digitonins, vermutlich als Acetat, wieder ab.»

Die von den genannten Autoren angefithrten Mangel diirften praktisch kaum
in Erscheinung treten, wie aus folgenden Erwadgungen ersichtlich wird.

Pflanzliche Ole enthalten Phytosterinmengen von 160—700 mg®/o.

Tierische Fette dagegen rund 100 mg®o Cholesterin.

392



Nehmen wir den ungiinstigsten Fall (tierische Fette) mit 100 mg®/o Cholesterin an,
so wiirden bei einer Einwaage von 20 g Fett 20 mg Sterin resultieren. Diese 20 mg
Sterin entsprechen rund 80 mg Sterindigitonid, somit geniigend, um in 3 cm?
Acetylierungsflissigkeit auszukristallisieren. Der andere Einwand, 250 mg Di-
gitonin wiirden nach dem Acetylieren beim Erkalten als Digitoninacetat abge-
schieden, dirfte deswegen sich nicht auswirken, weil wir auf 20 g Einwaage nur
100 mg Digitonin zugeben.

An zahlreichen Versuchen haben wir die Vorgidnge beim Auskristallisieren
aus Essigsaureanhydrid beobachten kénnen und in allen Féllen recht befriedi-
gende Resultate erzielt. Die Sterine fallen nach kurzer Abkiithlungszeit als sehr
schon weisse Kristalle aus, deren Schmelzpunkte gegentiber den aus Alkohol aus-
kristallisierten scharf und eindeutig waren. Die in nachstehender Tabelle 3
wiedergegebenen Schmelzpunkte wurden ausschliesslich nach dem Auskristalli-
sieren der Sterinacetate aus Essigsaureanhydrid (1. Kristallisation) erhalten:

Tabelle 3
Schmelzpunkte der Sterinacetate
Eigene Werte Literaturangaben

(1. Kristallisation aus (Kristallisation

Essigsdureanhydrid) aus Alkohol)
oC °oC
Maisol 125,0 —
Nussol 123,0 ot
Rapsol : 133,0 128
Rapsol, gehartet 182,2 —_
Sojacl 126,2 129
Senfol 129,8 pss
Teesamenol 119,8 o
Butterfett 113.0 114
Rindstalg + 5% Erdnussol 118,8 —

Obwohl die Bestimmung in den 8 Fetten nur mit einer Einwaage von 16 g
durchgefithrt worden war, ergab sich doch in allen Fallen geniigend Material
fir eine Schmelzpunktsbestimmung. Ublicherweise verwendeten wir sonst 20 g
Fett.

Es wiren abschliessend auch noch einige Worte iiber die in zahlreichen Pu-
blikationen vorgeschriebenen Apparate und Gefasse zu erwahnen, welche sowohl
bei der Ausfallung der Sterine aus den Fettsauren als auch zum Acetylieren der
Sterine empfohlen werden. Da wir vom Unverseifbaren ausgehen, ertibrigt sich
bei unserer Arbeitsweise jede zusitzliche Apparatur, und das Acetylieren gelingt
sehr gut in einem kleinen Bechergldschen (20 cm?®) mit aufgelegtem Uhrglas. Aus
allen unseren verschiedenen Versuchen und Beobachtungen ergab sich die fol-
gende
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Methodik
Prinzip
Das Untersuchungsmaterial wird verseift und anschliessend das Unverseifbare mit
Athylather isoliert. Man fallt die Sterine mit Digitonin, acetyliert mit Essigsaure-
anhydrid, worauf die Sterinacetate direkt aus dem Essigsdureanhydrid auskristalli-
sieren. Schliesslich wird der Schmelzpunkt der so erhaltenen Sterinacetate bestimmt.

Reagenzien
Alkohol 90 Vol.%
Athylather
Kaliumhydroxyd in Pldtzchenform
Frisch bereitete 1,0°%ige Losung von Digitonin in 80%igem Alkohol
(1 em® = 10 mg Digitonin)
Aceton
Essigsdaureanhydrid.

1. Bestimmung des Unverseifbaren (einmalige Uerseifung)

20 g Ol oder Fett werden in einem 250-cm®-Stehkolben mit 5 g KOH-Platz-
chen und 40 cm?® 90%0igem Alkohol versetzt und wahrend einer Stunde am Riick-
flusskithler erhitzt. Die noch nicht ganz erkaltete Seifenlésung wird in einen /2
Liter fassenden Scheidetrichter tibergefithrt und mit 120 cm?® dest. Wasser ver-
diinnt. Nach guter Abkiihlung wird mehrmals mit Athylather ausgeschittelt, und
zwar einmal mit 200 cm® wahrend mindestens einer Minute; dann erfolgen noch
2 Ausschuttelungen mit je 150 cm® Athylather, wobei nur wahrend 20—30 Se-
kunden geschiittelt wird. Die erste Schichtentrennung erfolgt ziemlich rasch,
wihrend die Ubrigen zwei etwas verzogert erfolgen. Die Atherausziige werden
dann vereinigt und dreimal mit je 20 cm? dest. Wasser alkalifrei gewaschen (Kon-
trolle: Phenolphthaleinreaktion). Nachher wird der Atherextrakt in einen Kolben
bis auf wenige cm?® abdestilliert, mit 6 cm?® Aceton versetzt (zur Entfernung der
Feuchtigkeit) und auf dem kochenden Wasserbad bis zum Verschwinden des
Acetongeruchs belassen.

2. Ausfillung der Sterine

Das Unverseifbare versetzt man mit 10 cm?® Aceton, erwarmt bis zum Siede-
beginn und gibt 10 cm? 1°/sige alkoholische Digitoninlésung zu. Die Sterindigito-
nide fallen fast augenblicklich aus, und man lasst das Kolbchen unter gelegent-
lichem Umschwenken einige Minuten stehen und dampft dann bei schrag
gestelltem Kélbchen auf dem kochenden Wasserbad bis nahezu zur Trockne ein.
Der Riickstand wird hernach mit 50 cm?® heissem Wasser aufgenommen, der
Niederschlag mit einem Glasstab gut aufgerthrt, zum Sieden erhitzt und 2—3
Minuten unter Umrithren gekocht, um das iiberschussige Digitonin zu l6sen. Dann
lasst man auf ca. 60° abkiihlen, versetzt mit 25 cm?® Aceton und erwarmt nochmals
kurze Zeit bis zum beginnenden Sieden. Es wird dadurch der kolloidale Zustand
etwas behoben und das Filtrieren erleichtert. Man filtriert durch ein Schwarz-
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band-Rundfilter (Schleicher & Schuell 9 cm), was ziemlich rasch von statten geht.
Ausgewaschen wird nacheinander mit 10 cm?® Aceton, 5 cm? Ather, 5 cm?® Chloro-
form und schliesslich mit 10 cm® Ather, wobei man an der Saugpumpe zum
Schlusse noch absaugt. Das Filter wird im Trockenschrank getrocknet, worauf
das Sterindigitonid mit einem Taschenmesser oder einem Spatel leicht vom Filter
gelost werden kann.

3. Acetylierung und Kristallisation des Sterindigitonids

Das vom Filter abgeloste pergamentartige Digitonid bringt man in ein kleines
Becherglaschen von 20 cm?, fiigt 3 cm?® Essigsaureanhydrid zu und kocht mit
aufgelegtem Uhrglas, bis sich alles gelost hat (ca. 10 Minuten). Dann filtriert
man heiss durch ein kleines Wattebauschchen in ein Reagenzglaschen von ca.
15 ¢cm? Inhalt, wobei man schliesslich das Wattebauschchen mit einem Glasstab
noch ausdriickt. Dann stellt man das Reagenzglaschen zum Abkiihlen zur Seite,
wo sehr bald der Kristallisationsprozess beginnt. Wenn derselbe nach dem Er-
kalten scheinbar zu Ende ist, stellt man das Ganze noch kurze Zeit (10 Minuten)
in den Eisschrank oder in Eiswasser. In der Zwischenzeit richtet man sich ein
Filter her (Rundfilter gehartet 5 cm Durchmesser), welches in einen Trichter von
ca. 2,5 cm eingepasst wird, und schliesst an die Saugpumpe an. Dann bringt man
nach gutem Durchschiitteln den Reagenzglasinhalt auf das Filterchen und saugt
die Mutterlauge ab. Man spiilt mit wenig eiskaltem 90°oigem Alkohol nach und
trocknet das Filterchen im Trockenschrank. |

4. Bestimmung des Schmelzpunktes

Von diesen getrockneten Kristallen bestimmt man in Ublicher Weise den
Schmelzpunkt im Roéhrchen. Die Auswertung ist folgende:

Liegt der Schmelzpunkt bei 117° (korrigiert) oder hoher, so ist die Anwesen-
heit von pflanzlichem Fett oder Ul als erwiesen anzusehen.

Zusammenfassung

1. Es wird eine neue Modifikation des Phytosterinnachweises besprochen und als Ersatz
fir diejenige des Schweiz. Lebensmittelbuches in Vorschlag gebracht.

o

Der Nachweis erfolgt iber das Unverseifbare mit nachfolgender Fallung der Sterine
als Digitonide.

3. Zur Kristallisation der Sterinacetate wird an Stelle von Alkohol Essigsaureanhydrid
benutzt.

4. Die auf diese Weise festgestellten Schmelzpunkte stimmen mit denen der Literatur
uberein.

Résumé

1. Description d'une nouvelle modification de la recherche de la phytostérine, modifi-
cation qui est proposée pour remplacer celle décrite dans le «Manuel suisse des den-
rées alimentaires».
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10

Cette recherche de la phytostérine passe par I'insaponifiable avec précipitation ulté-
ricure des stérines par la digitonine.

o

La recristallisation des acétates de stérines est effectuée avec succes dans 'anhydride
acétique, au lieu de I'alcool utilisé habituellement.

4. Les points de fusion des produits ainsi obtenus concordent avec ceux indiqués par
la littérature.

Summary

Modified method for the detection of phytosterol based upon the isolation of the
unsaponifiable matter, the precipitation of the sterols with digitonine, the transformation
of the latter into acetates and the recrystallization of the acetates in acetic anhydride.
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