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Rüschlikon

Gaschromatographische Bestimmung von Cholesterol
in einzelnen Lebensmitteln und in Menüproben mit

tierischen und pflanzlichen Komponenten
Determination of Cholesterol in Single Foods and Complete Meals

Containing Animal and Plant Components by Gas Chromatography

Key words: Gas chromatography, Cholesterol, Determination,
Multicomponent food, Phytosterol

Einleitung

Cholesterol, ein 27-C-Steroid, ist ein wesentlicher Strukturbestandteil der
Membranen tierischer Zellen und subzellulärer Partikel. Ausserdem ist es
Ausgangspunkt für die Synthese von Gallensäuren, Provitamin D3 und Steroidhormonen.

Cholesterol kommt in freier Form oder verestert mit Fettsäuren vor (1).
In den letzten Jahren rückte der Cholesterolgehalt der Lebensmittel ins Blickfeld

des allgemeinen Interesses. Zahlreiche Studien belegen eine positive Beziehung
zwischen dem erhöhten Blutcholesterolspiegel und der Inzidenz an ischämischen
Herzkrankheiten (2, 3). Obwohl in diesem Zusammenhang noch kontroverse
Meinungen über die Rolle des exogenen Cholestérols vorherrschen (4, 5), wurden
verschiedene Empfehlungen für die Zufuhr an Nahrungscholesterol herausgegeben
(6-8). Das damit verbundene zunehmende Bedürfnis von Seiten der Konsumenten
und Produzenten nach genauen Angaben über den Cholesterolgehalt der Lebensmittel

führte zur Verbesserung der Analysenmethoden. Die älteren kolorimetri-
schen, gravimetrischen und enzymatischen Verfahren gestatten keine getrennte
Erfassung des Cholestérols in Gegenwart von Phytosterolen, welche ausser in
pflanzlichen Fetten und Ölen beispielsweise auch in Meeresfrüchten vorkommen
(9, 10). Erst die Chromatographie machte eine selektive Erfassung von Cholesterol
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möglich, wobei besonders die gaschromatographischen Verfahren zu grosser
Verbreitung gelangten (11).

Bei der AOAC-Methode (12) werden die Sterole der unverseifbaren Fraktion
für die gaschromatographische Analyse derivatisiert. Dieser Aufbereitungsschritt
wird auch bei der provisorischen gaschromatographischen Methode des Schweizerischen

Lebensmittelbuches beibehalten (18). Inzwischen wurde in mehreren
Arbeiten gezeigt, dass eine Derivatisierung insbesondere bei der Benutzung von
Quarzkapillarsäulen mit gebundenen apolaren Phasen überflüssig ist (13-17).

Das Ziel der vorliegenden Untersuchung bestand darin, eine möglichst einfache,
selektive und genaue Analysenmethode zu erarbeiten, welche ohne Derivatisierung
auskommt und sich auf ein breites Spektrum von tierischen und pflanzlichen
Lebensmitteln anwenden lässt. Das entwickelte Verfahren ist im folgenden
beschrieben.

Material und Methode

Prinzip

Das homogenisierte Probematerial wird mit alkoholischer KOH-Lösung
versetzt, 60 min bei 60 °C verseift und das Unverseifbare durch Ausschütteln mit
n-Hexan extrahiert. Die Hexanphase wird abgetrennt und direkt zur
gaschromatographischen Analyse eingesetzt (15).

Proben

Teigwaren mit Fleischsauce Bolognese wurden nach haushaltsüblichem Vorgehen
zubereitet. Sowohl das Gericht als auch die einzelnen cholesterolhaltigen

Komponenten wurden bei Bedarf mit dem Polytron-Rührer homogenisiert und in
kleinen Portionen bei -18 °C bis zur Analyse gelagert.

Reagenzien

- 5a-Cholestane, Sigma Chemical Co., USA
- Cholesterol, 99+%, Matreya Inc., USA
- rac-a-Tocopherol, 90+%, Matreya Inc., USA
- Plant sterol mixture (ß-Sitosterol, Brassicasterol, Campesterol, Stigmasterol),

Matreya Inc., USA
- hitzebeständige a-Amylase, Termamyl 120L, Novo Industrie AS, DK
- Kaliumhydroxid-Plätzchen p.A., Merck, D
- Ethanol puriss, Fluka Chemie AG, CH
- n-Hexan p.A., Merck, D
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- Natriumsulfat wasserfrei p.A., Fluka Chemie AG, CH
- Seesand purum p.A., säuregereinigt, 40-100 mesh, Fluka Chemie AG, CH

50% (w/w) KOH-Lösung:
Alkoholische KOH-Lösung:

Interne Standardlösung:

Kalibrationslösung:

Lösungen

50 g KOH in 50 g entionisiertem Wasser lösen.
9 ml 99,8% (v/v) Ethanol mit 1 ml 50% (w/w)
KOH versetzen.
ca. 25 mg (± 0,1 mg) 5 a-Cholestan in 50 ml n-Hexan
lösen.
ca. 25 mg (± 0,1 mg) 5 a-Cholestan und 25 mg
(± 0,1 mg) Cholesterol in 50 ml Hexan lösen,
davon 1 ml in 20-ml-Messkolben pipettieren und
mit Hexan bis zur Marke auffüllen.

Geräte

- Rührer Polytron PT 6000, Kinematica AG, CH
- Wasserbad Julabo U3, Julabo Labortechnik GmbH, D
- Magnetrührer Heidolph MR 2002, Heidolph GmbH, D
- Schüttler Vortex Genie 2, Scientific Industries Inc., USA
- Zentrifuge MSE Mistral 1000, MSE, GB
- 50-ml-Zentrifugengläser Corex® Brand, Corning Inc., USA
- 20-ml-Messkolben Duran®, Hirschmann® Laborgeräte, D
- Filterpapier Nr. 595, 0 5 cm, Schleicher & Schuell GmbH, D
- Gaschromatograph HP 5890 Series II, Hewlett Packard, USA
- Autosampier HP 7673, Hewlett Packard, USA
- Computer Vectra 386/25 mit dem EDV-Programm HP 3365 ChemStation,

Hewlett Packard, USA
- Drucker Desk-Jet 500, Hewlett Packard, USA

Gaschromatographische Bedingungen

Säule: Quarzkapillarsäule DB-5, J&W Scientific, Länge 15 m,
i. 0 0,32 mm, Filmdicke 0,25 |tm

Ofen: Temperatur 280 °C bzw. 255 °C; isotherm
Trägergas: Helium, Fluss 0,7 ml/min
Spülgas: Stickstoff, Fluss 30 ml/min
Detektor: FID, Temperatur 300 °C
Probengeber: Temperatur 300 °C bzw. 290 °C, Split 1:30
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Ausführung

Die homogenisierte Probe wird aufgetaut und davon 1-2,5 g (± 0,1 mg) in ein
50-ml-Zentrifugenglas eingewogen. Bei fettreichen Proben wie Butter oder
Mayonnaise muss die Einwaage auf 0,1-0,3 g reduziert werden (limitierender Faktor
ist die KOH-Konzentration). Anschliessend werden 1 ml der internen
Standardlösung, 10 ml der alkoholischen KOH-Lösung, ein Magnetrührstab und
ca. 1,5 g Quarzsand (ergibt bessere Fettverteilung) zugefügt. Das Zentrifugenglas
wird verschlossen und die Probe im Wasserbad bei 60 °C unter ständigem Rühren
1 Stunde verseift. Nach Abkühlen auf Zimmertemperatur werden 5 ml entionisiertes

Wasser und 10 ml Hexan in das Zentrifugenglas gegeben und 1 Minute auf dem
Vortex-Schüttler durchmischt. Für eine schnellere Abtrennung der Hexanphase
wird 3 min bei 2200 g zentrifugiert. Die obere Phase wird mit einer Pasteurpipette
in einen verschliessbaren Erlenmeyerkolben überführt. Zur verbleibenden unteren
Phase werden nochmals 10 ml Hexan zugegeben und die Extraktion mit anschliessender

Zentrifugation wiederholt. Die Hexanphase wird mit derselben Pasteurpipette

abgetrennt und mit dem ersten Extrakt vereint. Zur Trocknung des Extraktes
werden ca. 2 g wasserfreies Natriumsulfat zugesetzt und anschliessend kurz
geschüttelt. Ca. 2 ml des Extraktes werden durch ein Papierfilter in ein GC-Auto-
samplerfläschchen mit Septumverschluss filtriert. Für die GC-Analyse werden
jeweils 2 pl der Probelösung eingespritzt.

Bei stärkereichen Proben wie Teigwaren muss vor der Verseifung ein enzyma-
tischer Stärkeabbau durchgeführt werden: 100 pl Termamyl (a-Amylase) werden
mit 2 ml entionisiertem Wasser verdünnt und der Probe zugefügt, die anschliessend
15 min bei 95 °C erhitzt wird. Bei der späteren Abtrennung des Unverseifbaren
werden anstatt 5 ml nur 3 ml Wasser zugegeben.

Auswertung

Die Auswertung erfolgte mit dem ChemStation-Programm unter Anwendung
der Methode des internen Standards. Der Cholesterolgehalt wird in mg/100 g
Frischsubstanz (FS) angegeben. Die Grenze für eine quantitative Auswertung liegt
bei etwa 0,8 mg Cholesterol/100 g Probe. Sie lässt sich bei Bedarf erhöhen, indem
der Hexanextrakt eingedampft wird.

Resultate und Diskussion

Vier verschiedene Aufbereitungsverfahren (15, 17, 19, 20) für die gaschromato-
graphische Bestimmung des Cholestérols in Lebensmitteln (Tabelle 1) wurden nach
analytischen (Ausbeute, Reproduzierbarkeit und Handhabung), ökonomischen
(Zeitaufwand, Kosten) und nach ökologischen Kriterien (Giftigkeit der gebrauchten

Chemikalien) eingehend geprüft und untereinander verglichen. Die bei den

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 85 (1994)
135



Tabelle 1. In der vorliegenden Arbeit durchgeführte Aufbereitungsverfahren für die gas-
chromatographische Cholesterolbestimmung

Autor
Publikation

Verseifung
Bedingungen

Abtrennung des
Unverseifbaren

Tsui, I.C. (19)
J. Assoc. Off. Anal. Chem. 72, 421 (1989)

KOH + Ethanol
T= 100 °C, t 1 h

C18-SPE::" Kartuschen
+ 5% (v/v) Methanol
in CHCb

Oies, P. et al. (20)
J. Assoc. Off. Anal. Chem. 73, 724 (1990)

KOFI + Isopropanol
T 22 °C, t 18 h

Hexan/Diethylether
85:15 (v/v)
+ NH2-SPE* Kartuschen

Fenton, M. and Sim,J.S. (15)
J. Chromatogr. 540, 323 (1991)

KOH + Ethanol
T 60 °C, t 1 h

Hexan

Ulberth, F. and Reich, H. (17)
Food Chem. 43, 387 (1992)

KOH + Ethanol
T 80 °C, t 18 min

Cyclohexan

* Solid-Phase Extraktion

Methoden von Tsui (19) und Oles et al. (20) vorgeschriebene Derivatisierung
(Silylierung) wurde jedoch nicht durchgeführt. Die gaschromatographischen
Bedingungen wurden der gewählten Quarzkapillarsäule angepasst und blieben für alle
Aufbereitungsverfahren gleich. Als Probe für die Bewertung der einzelnen Verfahren

wurden Eierteigwaren (Makkaroni) mit Fleischsauce Bolognese gewählt, da
dieses Gericht sowohl Cholesterol als auch verschiedene Phytosterole enthält.

Die mit den vier Aufbereitungsverfahren ermittelten Cholesterolgehalte im
Menü sind in Tabelle 2 dargestellt. Die Methoden nach Tsui (19), Fenton und Sim

Tabelle 2. Cholesterolgehalt in der Mahlzeitprobe (Eierteigwaren mit Fleischsauce Bologne¬
se): Vergleich der Analysenwerte der 4 ausgewählten Aufbereitungsmethoden

Methode Cholesterolgehalt (n 4) Wiederfindung (n — 2)

X VK X VK

mg/100 g FS % % %

Tsui, I.C. (19) 31,2 1,8 97,1 2,5

Oies, P. et al. (20) 31,9 1,7 102,5 2,3

Fenton, M. and Sim, J.S. (15) 31,9 3,6 98,1 1,9

Ulberth, F. and Reich, H. (17) 25,9 3,2 100,7 3,3

FS Frischsubstanz
x arithmetischer Mittelwert
VK Variationskoeffizient
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Tabelle 3. Cholesterolhaltige Menükomponenten: Vergleich des Cholesterolgehalts, ermit¬
telt nach verschiedenen Aufbereitungsverfahren

Butter Parmesan Rindfleisch Eierteigwaren

Methode n X VK X VK X VK X VK

mg/100 g
FS

% mg/100 g
FS

% mg/100 g
FS

% mg/100 g
FS

%

Tsui, I.C. (19) 4 225,4 0,8 91,8 2,3 77,1 7,4 17,9 15,3

Oies, P. et al. (20) 4 209,4 1,2 88,5 8,2 79,5 4,8 «—> <->

Fenton, M. and Sim,J.S. (15) 8 223,6 3,4 83,8 2,6 8.1,1 6,9 22,4 2,7

*-* keine Werte (der Vorteil der kalten Verseifung würde wegfallen)
FS Frischsubstanz
x arithmetischer Mittelwert
VK Variationskoeffizient

(15) ünd Oles et al. (20) lieferten gut übereinstimmende Resultate. Hingegen fiel
die Cholesterolausbeute beim Verfahren nach Ulberth und Reich (17) möglicherweise

wegen einer Emulsionsbildung während der Abtrennung des Unverseifbaren
tiefer aus. Danach wurde diese Aufbereitungsmethode nicht mehr weiterverfolgt.
Mit den restlichen drei Verfahren wurden alle cholesterolhaltigen Bestandteile des
Menüs (Butter, Parmesankäse, gehacktes Rindfleisch und gekochte Eierteigwaren)
einzeln analysiert (Tabelle 3). Es zeigte sich, dass das Aufbereitungsverfahren nach
Fenton und Sim (15) die vorgegebenen Auswahlkriterien am besten erfüllte. Der
Variationskoeffizient des Cholesterolgehalts in der Mahlzeitprobe betrug 3,6%
und die durchschnittliche Wiederfindungsrate belief sich auf 98,1 ± 1,9%.

Für stärke- und/oder fettreiche Nahrungsmittel musste das Aufbereitungsverfahren

jedoch modifiziert werden. Bei der Cholesterolbestimmung in den
stärkereichen Teigwaren wurden niedrige Ausbeuten beobachtet. Durch das Vorkochen
der Teigwaren werden offenbar die Lipide teilweise im entstandenen Stärkekleister
eingeschlossen und so der Verseifung und Extraktion entzogen (21). In der Literatur

wird dieser kritische Punkt zum Teil übergangen (13, 22). Andere Autoren
setzen bei der Untersuchung von stärkereichen Lebensmitteln eine saure Hydrolyse

ein (23, 24) oder verwenden zur Verseifung NaOH anstelle von KOH (25). In
der vorliegenden Arbeit wurde das Problem durch einen enzymatischen Abbau der
Stärke vor der Verseifung gelöst. Bei fettreichen Nahrungsmitteln, wie z. B. Butter,
reichte die von Fenton und Sim (15) angegebene KOH-Konzentration zur vollständigen

Verseifung nicht aus, weshalb sie auf 5% (w/v) in der ethanolischen Lösung
erhöht wurde.

Zur Uberprüfung der modif izierten Methode wurden auch andere Lebensmittel
untersucht, wobei der durchschnittliche Variationskoeffizient 3,5% betrug. Die
Resultate wurden den Tabellenwerten des Agriculture Handbook No. 8 (26) und
den Werten des auf dem Bundeslebensmittelschlüssel (BLS) basierenden
Datenverarbeitungsprogramms EBIS (27) gegenübergestellt (Abb. 1). Angesichts der
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Tabelle 4. Cholesterolgehalt in der Mahlzeitprobe: Vergleich zwischen dem Analysenwert
und dem anhand der Analysenwerte der einzelnen Komponenten berechneten
Wert (nach der von uns modifizierten Methode von Fenton & Sim)

Cholesterolhaltige
Komponenten im Menü

Gewichtsanteil der
Komponenten

Cholesterolgehalt in den
Komponenten

g mg

Butter 10 22,4

Parmesan (gerieben) 10 8,4

Rindfleisch (gebraten) 152 123,3

Teigwaren (gekocht) 250 56,0

Gesamtcholesterol 210,1

Gesamtgewicht 61S

Cholesterolgehalt in der Mahlzeit

Analysenwert 31,9 mg/100 g Frischsubstanz

berechneter Wert 34,2 mg/100 g Frischsubstanz

Tatsache, dass die untersuchten Nahrungsmittel mit den tabellierten nicht identisch
und deshalb nur bedingt vergleichbar sind, stimmen die Werte gut überein. In
älteren Nährwerttabellen wird der Cholesterolgehalt von Proben, welche sowohl
Cholesterol als auch Phytosterole enthalten, oft überschätzt.

Zur weiteren Kontrolle der Resultate wurde der Cholesterolgehalt der einzelnen
Komponenten des Menüs addiert und mit dem Analysenwert der Menüprobe
verglichen (Tabelle 4). Die Ergebnisse stimmen sehr gut überein. Der Variationskoeffizient

des Mittelwertes vom analysierten und berechneten Cholesterolgehalt
betrug 4,9% und lag im Bereich der übrigen Variationskoeffizienten.

Das Chromatogramm in Abbildung 2 zeigt eine klare Abtrennung des Cholestérols

von den vorhandenen Phytosterolen. Hingegen findet bei den gewählten
Trennbedingungen eine Koelution von a-Tocopherol und Cholesterol statt. Ohne
Zugabe von Antioxidantien wird a-Tocopherol bei der Verseifung grösstenteils
oxidiert und damit als mögliche Fehlerquelle bei der quantitativen Analyse
weitgehend eliminiert. Dies wird aus den Gaschromatogrammen in Abbildung 3

ersichtlich, die unter leicht veränderten Trennbedingungen (Ofentemperatur
255 °C, Probengebertemperatur 290 °C) aufgenommen wurden.

Verglichen mit der Methode von Al-Hasani et al. (13), die während der
Vorbereitung dieser Publikation erschien und deshalb nicht in unsere Studie einbezogen
werden konnte, bietet unser Verfahren folgende Vorteile:
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Abb. 2. Gaschromatogramm von Eierteigwaren (Makkaroni) mit Fleischsauce Bolognese bei einer Ofentemperatur von 280 °C und

einer Probengeber-Temperatur von 300 °C



c
sV)
_cd

o
-C
O
ö

LO

0
GO

0
o

-C
O (D

-C
aoo
o
h-
ö _

at

to
— a>

8 Q-
a> £
M ^CO CJ
o
CO

CO

CO

CÛ

O
i_
0
0
0
s

1

ca

o
.2
to
CO

£
D)

*—>

CO

c
CO

•+-»
(0
0
0
JZ
O

1

Ö
m

o
—I rt(min) h-
l o o 1 o

-t(min)

3. Gaschromatogramme bei einer Ofentemperatur von 255 °C und einer Probengeber-Temperatur von 290 °C
>-» A Standardlösung
i-* B Mayonnaise



a) Die verminderte Cholesterolausbeute bei gekochten stärkereichen Lebensmitteln

wird korrigiert, indem die Stärke vor der Verseifung enzymatisch abgebaut
wird.

b) Der interne Standard wird bereits vor der Verseifung zugegeben, was den
Empfehlungen entspricht (11).

c) Als Folge von reduzierten Probeeinwaagen, die jedoch nach unseren Erfahrungen

völlig ausreichend sind, werden geringere Mengen an Reagenzien und
Lösungen benötigt.

Schlussfolgerung

Unter- Berücksichtigung aller aufgeführten Entscheidungskriterien zeigte sich,
dass sich die hier vorgestellte Methode am besten für die routinemässige Choleste-
rolbestimmung in Lebensmitteln eignet.

Besonders hervorzuheben sind die niedrigen Variationskoeffizienten und hohen
Wiederfindungsraten, welche auf eine gute Reproduzierbarkeit bzw. Genauigkeit
der Methode schliessen lassen. Als weitere Vorteile sind die einfache und kurze
Aufarbeitung (2—2,5 h für 4 Proben) sowie die schnelle gaschromatographische
Trennung (nur 6 min) zu nennen.

Dank

Wir danken Herrn B. Pacciarelli vom Kantonalen Laboratorium Zürich für seine
fachkundige Unterstützung.

Zusammenfassung

Es wurde eine schnelle und genaue Methode zur gaschromatographischen Cholesterol-
bestimmung entwickelt, die für ein breites Spektrum von Lebensmitteln anwendbar ist. Aus
der Vielzahl an publizierten Verfahren wurden vier ausgewählt. Die Aufbereitungsschritte
wurden unter identischen gaschromatographischen Bedingungen eingehend geprüft und
untereinander verglichen. Dabei erwies sich die von Fenton und Sim (15) publizierte Methode
als am besten geeignet. Bei diesem Verfahren wird die Probe direkt verseift, das Unverseifbare
mit Hexan extrahiert und ohne Derivatisierung zur gaschromatographischen Analyse
eingespritzt. Für fett- und/oder stärkereiche Proben musste das Aufbereitungsverfahren modifiziert

werden.
Im Vergleich zur provisorischen Methode des Schweizerischen Lebensmittelbuches (18)

ist das vorliegende Bestimmungsverfahren wesentlich einfacher, selektiver und schneller. Der
durchschnittliche Variationskoeffizient des Cholesterolgehalts in den untersuchten Proben
betrug 3,5% und die Wiederfindungsrate des Cholestérols in der Mahlzeitprobe 98,1 ± 1,9%.
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Résumé

Une méthode rapide et précise utilisant la Chromatographie capillaire en phase gazeuse a
été développée pour le dosage du cholestérol dans une grande variété d'aliments. Quatre
procédés d'extraction ont été testés et comparés sous des conditions chromatographiques
identiques. Le procédé basé sur la méthode de Fenton et Sim (15) s'est révélé être le plus
approprié: l'échantillon est directement saponifié puis le non-saponifiable est extrait avec de
l'hexane et injecté sans dérivatisation dans le GC. Pour des produits riches en lipides et/ou
en amidon un prétraitement doit être appliqué.

Ce procédé de dosage du cholestérol est nettement plus simple, sélectif et rapide que la
méthode provisoire du Manuel suisse des denrées alimentaires (18). Le coefficient de variation
de la teneur en cholesterol dans les échantillons analysés s'élevait en moyenne à 3,5%. Le taux
de récupération du cholesterol dans le menu testé a été de 98,1 ± 1,9% en moyenne.

Summary

A quick and accurate method for the determination of cholesterol in a wide variety of
single and multicomponent foods has been developed and evaluated. From the large number
of published methods four were chosen. The clean-up procedures were studied and compared
using identical gaschromatographic conditions. The method based on Fenton and Sim (15)
using direct saponification followed by extraction of the unsaponifiable fraction by hexane
and injection of the extract without prior dérivatisation was found to be the most suitable
one. Two modifications were, however, necessary. In order to maintain a complete saponification

in food rich in fat the concentration of potassium hydroxide in the ethanolic solution
was increased, and to prevent an incomplete extraction of cholesterol an enzymatic degradation

of the gelatinized starch prior to saponification was used for the cooked food rich in
starch.

Compared to the provisional method in the Swiss Food Manual (18), the developed
procedure is simpler, faster and more selective. The average relative standard deviation of the
cholesterol content for a variety of food matrixes was ± 3.5% and the recovery of cholesterol
from a spiked test meal was 98.1 + 1.9%.
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