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po:sbeen s u r p a s s e d .  A t  p r e s e n t
hpoiiw , S s i t > l e  t o  d e t e r m i n e  t h e s e

b y  HPLC ( G e e r a e r t  & D e e  
' 1 9 8 2  ; P o d l a h a  & T o r e g a r d ,

e r s l o f f  & K i n d s m a r k ,  1 9 8 5

G e e r a e r t  & De S c h e p p e r ,  1 9 8 3  ;
S t o l y l h w o  e t  a l . 1985 ) a n d  CGC ( c a
p i l l a r y  g a s  c h r o m a t o g r a p h y ) ( G e e r a e r t  
& S a n d r a ,  1985 ; T e r m o n i a  e t  a l .  1987 
H i n s h a w  & S e f e r o v i c ,  1986 ) .  CGC
a l l o w s  t h e  s e p a r a t i o n  o f  t r i g l y c e r i d e  
a c c o r d i n g  t o  NUFA ( n u m b e r  o f  u n s a t u ­
r a t e d  f a t t y  a c i d s )  o r  a c c o r d i n g  t o  
c a r b o n  n u m b e r  (CN ) a n d  t o  NDB ( n u m b e r  
o f  d o u b l e  b o u n d s  i n  t h e  t r i g l y c e r i d e  
m o l e c u l e ) .  HPLC r e q u i r e s  t h e  u s e  o f  
g r a d i e n t  c o m b i n e d  w i t h  l i g h t  s c a t t e ­
r i n g  d e t e c t o r  t o  o b t a i n  a  s i m i l a r  s e ­
p a r a t i o n  w i t h  a  m o r e  l o n g  a n a l y s i s  
t i m e ;  UV d e t e c t o r  c a n  b e  u s e d  b u t  
o n l y  w i t h  a  f e w  m o b i l e  p h a s e s ,  p r e s e n ­
t i n g  q u a n t i t a t i v e  p r o b l e m s  d u e  t o  t h e  
d i f f e r e n t  r e s p o n s e s  o f  s a m p l e  t r i g l y ­
c e r i d e s  .

I n t h i s  w o r k  a  m e t h o d o l o g y  t o  d e t e r m i ­
n e  n e u t r a l  l i p i d s  i n  b a c k  f a t  a n d  
m u s c l e  i s  p r e s e n t e d .  T h i s  p r o c e d u r e  
w a s  a p p l i e d  t o  e v a l u a t e  t h e  c h a n g e s  
i n  t h e  e l a b o r a t i o n  p r o c e s s  o f  c u r e d  
h a m .

MATERIAL AND METHODS

7 0  a n i m a l s  w e r e  s a m p l e d .  Hams w e r e  
r e f r i g e r a t e d  ( 2  d a y s )  a n d  t h e y  w e r e  
c u r e d  w i t h  a  m i x t u r e  o f  s a l t  ( 4 0  g /  
K g) a n d  n i t r a t e  i n  a  r a t i o  o f  1 0 0 : 1 .  
F i f t e e n  d a y s  l a t e r  t h e  h a m s  w e r e  w a ­
s h e d  a n d  h u n g  a t  5 2 C f o r  3 0  d a y s ,  
a n d  t h e n  t h e  t e m p e r a t u r e  i n c r e a s e s  
1 . 5  2 C w e e k l y  u n t i l  t h e  s i x t h  m o n t h .  
S a m p l e s  o f  b a c k  f a t  a n d  s e m i m e m b r a n o -  
s u s  a n d  b i c e p s  f e m o r i s  m u s c l e s  w e r e  
t a k e n  f o r  a n a l y s i s  a t  d i f f e r e n t  s t a ­
g e s  o f  e l a b o r a t i o n  p r o c e d u r e  ( f r e s  
h a m , s a l t i n g ,  1 ,  2 ,  4  & 6  m o n t h s ) .

L i p i d  a n a l y s i s

E x t r a c t i o n : l i p i d s  w e r e  e x t r a c t e d
f o r m  b a c k  f a t  a n d  m u s c l e  s a m p l e s  w i t h  
c h l o r o f o r m : m e t h a n o l  m i x t u r e  ( 2 : 1 )  
( F o l c h  e t  a l .  1 9 5 7  ) .  T h e  e x t r a c t
w a s  e v a p o r a t e d  t o  d r y n e s s  w i t h  a  
r o t a t o r y  e v a p o r a t o r .

F r a c t i o n a t i o n  o f  l i p i d s : T h e  r e s i d u e  
w a s  r e d i s s o l v e d  i n  1 m l o f  c h l o r o -
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f o r m ,  t h i s  s o l u t i o n  w a s  a p p l i e d  t o  
a m i n o p r o p y l  s i l i c a  m i n i c o l u m n  ( A n a l y -  
t i c h e m ) .  N e u t r a l  l i p i d s  w e r e  r e c o v e ­
r e d  w i t h  3  m l c h l o r o f o r m : i s o p r o p a n o l  
( 2 : 1 ) ;  f r e e  f a t t y  a c i d s  w i t h  3  m l  
2% C H 3POOH i n  d i e t h y l  e t h e r  a n d  
p h o s p h o l i p i d s  w i t h  6 m l m e t h a n o l  
100 %.

N e u t r a l  l i p i d  a n a l y s i s : a )  t r i g l y c e  
r i d e  d e t e r m i n a t i o n : a l )  HPLC , 
a  L i c h r o s p h e r  R P - 1 8  c o l u m n  ( 2 5 0  x  4  
mm) w a s  u s e d  a t  a m b i e n t  t e m p e r a t u r e ;  
m o b i l e  p h a s e  A: a c e t o n i t r i l e : i s o ­
p r o p a n o l  5 5 : 4 5  ; B: i s o o c t a n e  100%  
g r a d i e n t  0% t o  10% i n  4 0  m i n .  a t
0 . 8  m l / m i n ;  d e t e c t o r  tJV p h o t o d i o d e  
a r r a y  ( W a t e r s ,  M i l l i p o r e )  a t  a  w a v e ­
l e n g t h  r a n g e  2 0 0 - 2 4 0  nm. a 2 )  CGC, 
a  F S 0 T  c o l u m n  2 5  m x  0 . 2  mm c o a t e d  
w i t h  p h e n y l m e t h y l s i l i c o n e  ( R e s c o m ,  
B e l g i u m )  w a s  u s e d  , c a r r i e r  g a s  h y ­
d r o g e n  a t  6 0  c m / s e c ,  t e m p e r a t u r e  p r o  
g r a m :  2 8 0 9 C -  1 0 9C / m i n -  3 4 0 9 C -
l 9C / m i n  -  3 6 5 9 C -  5 ' ,  F ID  d e t e c t o r  a t  
3 8 0 9 C, c o l d  s p l i t  i n j e c t i o n  v i a  a  
PTV i n j e c t o r  ( G e r s t e l ,  W. G e r m a n y ) ,  
7 0 9 C -  1 2 9C / s e c  -  3 5 0 9 C, w a s  u s e d ,  
b ) M o n o ,  d i  & t r i g l y c e r i d e  d e t e r m i n a -  
t i o n :  A F S 0 T  c a p i l l a r y  c o l u m n  ( 2 5  m x
0 . 2 5  mm) c o a t e d  w i t h  0 V - 1  ( R e s c o m ,  
B e l g i u m )  w a s  u s e d ,  c a r r i e r  g a s  : h e ­
l i u m  a t  6 5  c m / s e c ,  t e m p e r a t u r e  p r o ­
g r a m :  2 0 0 9 C -  5 9C / m i n  -  3 6 5 9 C -  1 0 '  , 
F ID  d e t e c t o r  a t  3 8 0 2 C , c o l d  s p l i t  
i n j e c t i o n  w a s  u s e d  ( 6 0 9 C -  3 6 0 9 C)
v i a  a  PTV i n j e c t o r  ( D a n i ,  I t a l y  ) .

F a t t y  a c i d  c o m p o s i t i o n :  N e u t r a l  l i ­
p i d s  w e r e  s a p o n i f i e d  w i t h  0 . 3  N NaOH 
a n d  t h e  m e t h y l  e s t h e r s  (FAMES) w e r e  
o b t a i n e d  a d d i n g  14% B F 3/M e 0 H, FAMES 
w e r e  e x t r a c t e d  w i t h  h e x a n e  a n d  i n j e c ­
t e d  a n d  a n a l y z e d  u n d e r  t h e  f o l l o w i n g  
CGC c o n d i t i o n s :  F S 0 T  c a p i l l a r y  c o l u m n  
( 2 5  m x  0 . 2 5  mm) 90% c y a n o p r o p y l -  
s i l i c o n e  ( r e s c o m ,  B e l g i u m ) ,  c a r r i e r  
g a s  h y d r o g e n  a t  3 0  c m / s e c ,  t e m p e r a t u  
r e  p r o g r a m :  1 2 0 9 C -  4 9C / m i n  -  2 2 0 9C, 
F ID  d e t e c t o r  a t  3 0 0 9 C, s p l i t  i n j e c t i o n  
v i a  a  s p l i / s p l i t l e s s  i n j e c t o r  ( C a r l o  
E r b a ,  I t a l y ) .

RESULTS & D IS C U S S IO N

A n a l y t i c a l  p r o c e d u r e :

, arr̂ y
HPLC c o m b i n e d  w i t h  UV p h o t o d i o d e  
d e t e c t o r  a l l o w e d  t h e  s i m u l t a n e o u s
t e r m i n a t i o n  o f  t r i g l y c e r i d e s  a n d  ^  
e v a l a u t i o n  o f  o x i d a t i o n  p r o d u c t s  ^  
1 ) b y  a c q u i s i t i o n  o f  c h r o m a t o g r a m 3 ^ , ,  
2 0 5 ,  2 1 0  a n d  2 3 0  nm . T h e  r e s o l ^ ,  
o f  t r i g l y c e r i d e s  b y  t h e  p r o c e d u r e  
c r i b e d  w a s  p e r f o r m e d  i n  b a s i s   ̂
ECN ( e q u i v a l e n t  c a r b o n  n u m b e r ) »  ^
t h e  q u a n t i t a t i o n  w a s  d i s t u r b e d   ̂
t h e  d i f f e r e n t  r e s p o n s e s  o f  t r i g  ^ 
r i d e s  i n  t h e  UV r e g i o n  u s e d  f ° r  
t e c t i o n ;  h o w e v e r  i t  i s  p o s s i b l e

ce'
de'
to

too b t a i n  a  r e l a t i v e  p e r c e n t a g e s  
d y  t h e  e v o l u t i o n  o f  t r i g l y c e r i d e 3 
a m o n g  t h e  e l a b o r a t i o n  p r o c e s s .  ^ e 
UV d e t e c t i o n  d o e s  n o t  a l l o w  t h e  
o f  m o r e  a p p r o p i a t e  m o b i l e  p h a s e 3 
g r a d i e n t  o f  d i c h l o r o m e t h a n e  i n  a  . _
n i t r i l e )  t o  a c h i e v e  a  m o r e  com p

iete.
r e s o l u t i o n ;  t h i s  c a n  b e  o b t a i n  
a  l i g h t  s c a t t e r i n g  d e t e c t o r .

ed us1$

• i d e 3CGC d e t e r m i n a t i o n  o f  t r i g l y c e r i u ^ o} i /  
t h e  b e s t  m e t h o d  t o  e v a l u a t e  t h e _

dt i o n  o f  t h e s e  c o m p o u n d s  ( f i g -  ‘" ctli-ei 
r i n g  t h e  e l a b o r a t i o n  p r o c e s s  of
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h a m .  I t  w a s  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  
r e s o l u t i o n  t h a n  w i t h  HPLC; w i
% s d  6  5  f o r  a l l  t r i g l y c e r i d e 3 e

( G a r c i a - R e g u e i r o  e t  a l .  1 9 8 9  ) • ^ e
i d e n t i f i c a t i o n  w a s  m a d e  b a s e d on

tber
t e n t i o n  t i m e s  o f  s t a n d a r d s  and
t r i g l y c e r i d e  p r o f i l e s  w e l l  e s t a b Ü S

á

.)>( e x . :  o l i v e  o i l ,  c o c o a  b u t t e r ,  ■* ^egi 
b u t  t h e  a s s i g n m e n t s  o f  d i f f ® r e n  
c a n  o n l y  b e  c o n s i d e r e d  a s  a  te ^pO' 
i d e n t i f i c a t i o n .  T h e  f a t t y  acid^ ^  
s i t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  t o  f a c i l 1 
t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  i d e n t i f i c a t l

of tri'
t h e  s t a t i s t i c a l  d i s t r i b u t i o n  
g l y c e r i d e s ,  o n  t h e  b a s i s  o f  f a  u ^

i n  2
pSO 

S oo

(8-
(9 l

a c i d  p e r c e n t a g e s ,  w i l l  b e ,  
o f  f r e s h  h a m ,  POO ( 2 1 . 2  % ),
% ) ,  0 0 L  ( 8 . 2 % ) ,  POL ( 6 . 8  %),
% ),  0 0 0  ( 1 6 . 7  % ) .  T h e  d e t e r m i 0 ^ ^  

o f  t r i g l y c e r i d e s ,  m o n o  & d i g i y c ^ 0^ e

ti

w a s  p e r f o r m e d  b y  CGC u s i n g  a n
0 V - 1  c a p i l l a r y  c o l u m n  ( f i g -  d ^ ’fl 
w a s  n o t  n e c e s s a r y  t o  o b t a i n  T , 1
v a t i v e s ,  d e s p i t e  o f  a  s m a l l  t a i
t h e  p e a k s  o f  m o n o & d i g l y c e r i d e S  -
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■ - - ^ L j - i p i d s  c h a n g e s :
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t r
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-‘- g l y c e r i d e s  w e r e  t h e  p e r c e n t a -  

U  ^ 0 r r e s p o n d i n g  t o  p e a k s  4 ,  5 ,  7 ,  
1 4  ( s e e  t a b l e  1 a n d  f i g .  2 ) .  

V ] C h o l e s t e r ° l  w a s  d e t e c t e d  i n

^■‘•Eht 2 )> t h e r e  w a s  a
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^ t i o n  o f  t r i g l y c e r i d e s  i n  b a c k  
N  i mo r e  i n t e n s e  t h a n  i n  m u s c l e  
°hly u ': i n  b o t h  c a s e s  i t  w a s  s m a l l ,  

1 4  ( f i g .  2 )  w a s  c o m p l e t e l y  
e d > i n  b a c k  f a t ,  s h o w i n g  t h e  

^ § h e ^ n S a 'tu r a 'te cl t r i g l y c e r i d e s  a  
I  d e c r e a s e  i n  p e r c e n t a g e s  i n  

c®s$ a ^ d u r i n g  t h e  e l a b o r a t i o n  p r o -  
N  ^  x i d a t i o n  p r o d u c t s  w e r e  d e t e c -  
^Y cej,  ■ S a l t i n g  s t a g e  b u t  m o n o  & d i -  

s . 1 d e s  a p p e a r e d  a t  t h e  4 t h  m o n t h
„ i c a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s ,  
§ digljh Ô ^ o ^ ^ ë i y c e r i b e s  w i t h  a  CN o f  3 6  

i m p o r t a n t .
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TABLE 1. TRIGLYCERIDE PERCENTAGES IN BACK FAT AND MUSCLE FAT OF CURED HAM

MUSCLE FAT

1 4 5

T0 6 . 6 3 1 5 . 5 4 3 1 . 4 6
T l 7 . 0 0 1 3 . 6 4 3 2 . 5 2
T2

8 . 7 6 1 6 . 7 8 3 0 . 8 0
T3 7 . 5 6 1 5 . 3 7 3 0 . 3 3
T4 6 .  9 9 1 5 . 3 1 3 1 . 3 3
T6 8 . 4 4 1 2 .  95 2  9 . 3 5

6 7 1 0

7 . 9 0 1 2 . 8 7 4 . 1 3

6 . 8 5 1 2 . 0 6 4 . 4 9

7 .  90 9 . 7 2 3 . 8 4

7 . 8 5 1 0 . 5 2 4 . 5 7

8 . 1 0 1 2 . 3 2 4 . 4 6

7 . 7 3 1 2 . 5 5 3 . 4 3

1 1 1 3 1 4

7 . 1 6 3 . 3 5 1 . 8 2

8 .  9 9 2 .  93 2 . 4 4

6 . 1 4 2 . 2 8 0 . 7 7

6 .  97 2 . 8 9 1 . 7 9

6 . 8 3 3 . 1 1 1 . 9 8

6 . 2 7 3 . 1 7 2 . 6 0

BACK FAT

.... .......1 4 5 6 7 1 0 1 1 1 2 1 3 1 4

T0
8 . 6 3 1 6 . 6 5 2 8 . 4 1 6 . 4 0 1 4 . 2 2 4 . 8 7 5 . 8 9 2 . 5 7 3 . 6 9 1 . 0

T l  „  .
/ .  1 4 1 7 .  9 8 3 1 . 6 2 6 . 2 9 1 2 . 3 1 5 . 2 8 5 . 8 7 2 . 1 9 2 . 3 5 0 . 5 0

T?
V. 7 0 2 0 . 6 3 3 0 . 0 7 6 . 6 6 1 2 . 4 0 3 . 9 0 4 . 1 0 1 . 7 7 1 . 4 4 0 . 1 6

T3
a . 5 5 1 9 . 1 6 3 0 . 9 5 6 .  9 4 1 1 . 0 6 4 . 6 8 4 .  Q1 2 . 0 3 2 . 0 7 0 . 2 0

T4

T6
' .  8 6 1 9 . 7 0 2 9 . 9 5 6 . 7 6 1 4 . 3 2 3 . 7 5 4 . 4 2 2 . 1 1 1 . 9 5 0 . 0 0

O CO CO 2 1 . 8 8 2 8 . 3 4 7 . 0 0 1 0 . 3 3 4 . 0 0 4 . 5 9 1 . 6 3 1 . 6 1 0 . 0 0

®an o f  t h r e e  

PsiU®  i d e n t i f
T0- r

t r e s h  f r e  
Î6- R,,

t h  m o n t h

( n = 3 )

s e e  f i g .  2 .  

T l :  s a l t i n g ; T 2 : 2 n d  m o n t h ;  T 3 :  3 r d  m o n t h ;  T 4 :  4 t h  m o n t
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F i g .  2  CGC c h r o m a t o g r a m s  o f  t r i g l y c e ­
r i d e s  f r o m  b a c k  f a t  (A )  a n s  m u s c l e  
f a t  ( B ) .  1 s t  f r a c t i o n  o f  a m i n o p r o p y l -  
s i l i c a .  C o n d i t i o n s :  s e e  t e x t .
P e a k s :  1 . P P 0  2 + 3 .  P P o 0 + P P L ,  4 . P 0 S ,  5 .  
P O O ,6 . P L S , 7 . P L 0 ,  9. SSO, 1 0 . S 0 0 ,  1 1 .  
0 0 0 ,  1 2 . S L 0 ,  1 3 . 0 0 L , 1 4 . OLL; C . C h o l e s ­
t e r o l  .

di j
ri g .  3 .  C h r o m a t o g r a m s  o f  mono> cUf e0 
: r i g l y c e r i d e s  f r o m  b a c k  f a t  0 ig i '  
la m .  1 s t .  f r a c t i o n  o f  a m i n o p r °P  
L i c a .  C o n d i t i o n s :  s e e  t e x t .




