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KOMMISSIONENS FORORDNING (EG) nr 86/94

av den 19 januari 1994

om inférande av en referensmetod for bestimning av sitosterol och stigmasterol i smor

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION
HAR ANTAGIT DENNA FORORDNING

med beaktande av Férdraget om upprittandet av Europeiska
gemenskapen,

med beaktande av ridets férordning (EEG) nr 804/68 av den
27 juni 1968 om den gemensamma organisationen av
marknaden f6r mjolk och mjélkprodukter(?), senast indrad
genom férordning (EEG) nr 2071/92(2), sarskilt artikel 6.7 1
denna, och

med beaktande av foljande:

Smor kan sparas och de sparade produkterna méste kontrol-
leras i enlighet med artiklarna 3 och 6 i1 kommissionens
forordning (EEG) nr 570/88(%), senast dndrad genom
forordning (EG) nr 3049/93(%).

For att forhindra otilliten anvindning av subventionerat
smor ar det viktigt att kraven i samband med spirning av
smor ovillkorligen uppfylls.

Med hinsyn till vikten av spirningen for att detta system -

skall fungera korrekt 4r det nodvindigt att faststilla
gemensamma metoder for pavisning av samtliga spirimnen
som kravs enligt detta systern och att metoderna tillimpas p&
samma sitt inom hela gemenskapen. Detta skulle bland annat
sakerstilla lika behandling av samtliga aktdrer som “har
tillgdng till detta system samt undanrdja ojamlika konkur-

rensférhillanden som fér nirvarande kan forekomma ull .

f5ljd av tillimpningen av olika nationella analysmetoder.

En referensmetod for bestimning av stigmastérol och
sitosterol 1 smorolja har faststillts genom kommissionens

forordmng (EEG) nr 3942/92(5). Denna metod kan tlllampas
1'nagot andrad form fér bestimning av sterolspdrimnen i
smor.

Metodens noggrannhet och toleransgrinser miste bestim-
mas.

De atgirder som foreskrivs i denna forordning ar forenliga
med. yttrandet frin Forvaltningskommittén f6r mjolk och
mjolkprodukter.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

Artikel 1

Den referensmetod for analys som skall tillimpas for
bestamnmg av innehillet av stigmasterol eller B-sitosterol i
smor i enlighet med artikel 6 i forordnmg (EEG) nr 570/88
anges i bilagan.

Smor har sparats pi ett korrekt satt om de erhillna resultaten

overensstaimmer med de krav som anges 1 punkt 8 1 bilagan till
den har forordningen.

Artikel 2

Denna forordning trider i kraft den tredje dagen efter det att
den har offentliggjorts i Europeiska gemenskapernas officiella
tidning.

Den skall tillimpas fran och med den 1 april 1994.

Denna forordning ar till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla medlemsstater.

Utfirdad i Bryssel den 19 januari 1994.

(") EGT nr L 148, 28.6.1968, 5. 13.
(3) EGT nr L 215, 30.7.1992, 5. 64.
() EGT nr L 55, 1.3.1988, . 31.
(*) EGT nr L 273,5.11.1993, 5. 7.

Pi kommissionens vignar
René STEICHEN

Ledamot av kommissionen

(°) EGT nr L 399, 31.12.1992, 5. 29.
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BILAGA

BESTAMNING AV SITOSTEROL ELLER STIGMASTEROL I SMOR GENOM
GASKROMATOGRAFI MED KAPILLARKOLONN

RACKVIDD OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Metoden utgdrs av ett forfarande f6r kvantitativ bestimning av sitosterol eller stigmasterol i smor. Med
sitosterol avses summan av B-sitosterol och 22-dihydro-B-sitosterol, andra sitosteroler anses vara utan
betydelse. Metoden skall tillimpas pd prover som tagits i enlighet med férordning (EEG) nr 570/88.

PRINCIP

Smoret fortvilas med kaliumhydroxid 1 en etanollésning och de icke-fortvalningsbara bestindsdelarna
extraheras med dietyleter. »

Sterolerna omvandlas till trimetylsilyletrar och analyseras genom gaskromatografi i en kapxllarkolonn
med betulin som intern standard.

UTRUSTNING

En 150 ml kolv till f6rtvilning med terloppskylare med inslipade anslutningar.
500 ml separertratt. | '

250 ml kolvar.

Tryckutjimningskirl, 250 ml eller motsvarande, for att samla upp 6verbliven dietyleter.
Glaskolonn, 350 mm x 20 mm med insmalt filterplatta.

Vattenbad eller virmemantel.

Reaktionskirl, 2 ml.

Gaskromatograf limplig for kapillirkolonn med splitinjektor bestiende av:
termostatstyrd kolonnugn som kan hilla den 6nskade temperaturen £ 1 °C.
injektorblock med témp’eraturinstéillning,

flamjonisationsdetektor och signalforstirkare,

integratorskrivare som kan anvindas tillsammans med signalférstirkaren (3.8.3).

Kapillirkolonn i kvartsglas helt belagd med BP1 eller motsvarande beliggning med en enhetlig tjocklek
av 0,25 pm. Kolonnen skall kunna separera-trimetylsilylderivat av lanosterol och sitosterol; en BP1-
kolonn som 4r 12 m ling med en inre diameter pi 0,2 mm ar limplig.

En 1 pl mikrospruta for -gaskromatograﬁ med hirdad n3l.

REAGENSER

Alla reagenser skall vara av f6r analytiska indamil godkind klass. Vattnet skall vara destillerat vatten eller
vatten med minst motsvarande renhetsgrad.

Etanol med en lagsta renhetsgrad av 95 %.

Kaliumhydroxid, 60-procentig losning: 16s 600 g kahumhydroxnd (minst 85 %) i vatten och spidd med
vatten till 1 liter.

Betulin med en ligsta renhetsgrad av 99 %.

Intern standardldsning. Betulin i dietyleter (4.4).

Betulinl6sning som anvinds vid bestdmning av sitosterol skall ha koncentrationen 1,0 mg/ml.
Betulinlésning som anvinds vid bestimning av stigmasterol skall ha koncentrationen 0,4 mg/ml.
Analytiskt ren dietyleter (fri frin peroxider och dterstod).

Natriumsulfat, vattenfritt granulat som torkats vid 102 °C i tvd timmar.
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Silyleringsreagens, t.ex. TRI-SIL (kan bestillas fran Pierce Chemical Co., katalognr: 49001) eller
motsvarande. (VARNING: TRI-SIL ir littantindligt, fritande, giftigt och mojligen cancerogent.
Laboratoriepersonal skall ha kinnedom om sikerhetsbestimmelserna for TRI-SIL och vidta limpliga
forsiktighetsitgirder.)

Lanosterol.
Sitosterol, med en faststilld ligsta renhetsgrad av 90 % (P).

Anmdrkning I: Renhetsgraden hos standardimnen som anvinds for kalibrering skall bestimmas genom

tillimpning av standardiseringsprincipen. Antag att alla steroler som finns i provet finns representerade pd

kromatogrammet, att topparnas totala area representerar 100 % av sterolbestindsdelarna och att
sterolerna ger samma detektorrespons. Systemets linjiritet skall kontrolleras ~fér de aktuella
koncentrationsomradena.

Standardldsning av sitosterol - bered en 16sning som med 0,001 mg/ml noggrannhet innehiller ca 0,5
mg/ml (W,) sitosterol (4.8) i dietyleter (4.4).

Stigmasterol med en faststalld ligsta renhetsgrad av 90 % (P)

Standardlésning av sngmasterol bered en losnmg som med 0,001 mg/ml noggrannhet innehiller ca 0,2
mg/ml (W) stigmasterol (4.9) i dietyleter (4.4).

Lésning for kontroll av uppldsningsférmagan. Bered en lésning som innehaller 0,05 mg/ml lanosterol
(4.7) och 0,5 mg/ml sitosterol (4.8) 1 dietyleter (4.4).

FORFARANDE

Beredning av standardlosningar f6r kromatografi. Den interna standardldsningen (4.3.1) skall tillsittas
den aktuella sterolstandardisningen samtidigt som den tillsitts det fortvilade provet (se 5.2.2).

Sitosterolstandardlésning f6r kromatografi: dverfor 1 ml s'itosterolstandardlésniﬁg (4.8.1) till vart och ett
av de tvd reaktionskirlen (3.7) och avlagsna dietyletern med en kvavestrom. Tillsitt 1 ml intern
standardlosning (4.3.1.1) och avligsna dietyletern med en kvavestrom.

Stigmasterolstandardlésning>f6r kromatografi: overfor 1 ml stigmasterolstandardlosning (4.9.1) till vart
och ett av de tvd reaktionskirlen (3.7) och avlagsna dietyletern med en kvivestrom. Tillsatt 1 ml intern
standardl6sning (4.3.1.2) och avligsna dietyletern med en kvivestrom.”

Beredning av icke-fortvilbara bestindsdelar

Smilt smérprovet vid en temperatur pd hdgst 35 °C. Blanda provet noggrant genom omrdrning.

Vig med 1 mg noggrannhet upp ca 1 g smor (W,) i en 150 ml kolv (3.1). Tillsitt 50 ml etanol (4.1) och 10

ml kaliumhydroxidlésning (4.2). Montera dterloppskylaren och virm till ca 75 °C i 30 minuter. Avlagsna
kylaren och kyl kolven till omkring rumstemperatur.

Tillsdtt 1,0 ml intern standardlésning (4.3.1.1) i kolven om det ir sitosterol som skall bestimmas, eller
(4.3.1.2) om det ar stigmasterol som skall bestimmas. Blanda vil. Overfor kolvens innehill kvantitative till

en 500 ml separertratt (3.2) och skolj kolven med 50 ml vatten och 250 ml dietyleter (4.4). Skaka -

separertratten kraftigt i tvd minuter och I4t faserna separera. Den nedre vattenhaltiga fasen tappas av och
eterfasen tvittas genom att tratten skakas fyra ginger med 100 ml vatten vardera.

Anmdrkning 2: For att undvika att en emulsion bildas ar det viktigt atr de tvi forsta vattentvittningarna
utfors forsikeige (tratten vinds tio gdnger). Vid tredje tvittningen kan tratten skakas kraftigt 1 30 sekunder.
Om en emulsion bildas kan den brytas ned genom tillsats av 5-10 ml etanol. Om etanol tillsitts, ir det
viktigt att utfdra ytterligare tvd grundliga tvittningar med varten.

Den klara, tvilfria eterfasen fir passera en glaskolonn (3.5) som innehiller 30 g vattenfritt natriumsulfat
(4.5). Etern uppsamlas i en 250 ml kolv (3.3). Tillsatt en koksten och féringa etern nistan helt i vattenbad
eller med virmemantel och samla noggrant upp resterande losningsmedel.

Anmadrkning 3: Om provextrakt foringas “fullstindigt vid fér hég temperatur kan sterolforlust
forekomma. -

Beredning av trimetylsilyletrar

Overfér den resterande eterldsningen i kolven till ett 2 ml reaktionskirl (3.7) med 2 ml dietyleter och
avligsna etern med en kvivestrom. Skolj kolven yteerligare tvd ginger med 2. ml dietyleter vardera
Innehillet 6verfors varje ging till reaktionskirlet och etern foringas med kvive.

Provet silyleras genom tillsats av 1 ml TRI-SIL (4.6). Forslut kirlet och skaka kraftigt s3 att provet lses. 7

Om det inte 16ses fullstindigt genom skakning, varm till 65-70 °C. Lét std i minst fem minuter innan det
sprutas in i gaskromatografen. Silylera standardlosningarna pd samma sitt som provet. Silylera [6sningen
for kontroll av upplosningsformigan (4.10) pd samma sitt som proven.

Anmirkning 4: Silylering skall ske i vattenfri miljs. Ofullstindig silylering av betulin indikeras av en
andra topp intill betulinets topp.
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Forekomst av etanol kommer att paverka silyleringen. Om tvittningen i extraktionsskedet ar otillricklig
kan detta problem uppstd. Om problemet kvarstir kan en femte tvattning goras under extraktionen varvid
reaktionskarlet skakas kraftigt i 30 sekunder.

‘Gaskromatografisk analys

Kromatografiférhallanden
Installera gaskromatografen enligt bruksanvisningen.

Riktlinjerna for kromatografins utfrande ar féljande:

— kolonntemperatur ’ 265°C ,
— injektortemperatur 280°C

- detektortemperatur ©300°C

— barargasens flddeshastighet -' 0,6 ml/minut

— vitets tryck 84 kPa

— lufreryck 155 kPa

— splitsystemet stills in p& mellan 10:1 och 50:1 och optimeras i enlighet med bruksanvisningen, varefter
. detektorresponsens linjaritet kontrolleras inom de aktuella koncentrationsomridena.

Anmarkning 5: Det ir sirskilt viktige att injektorsatsen rengérs regelbundet.
— Insprutad mingd: 1 pl trimetylsilyleterlosning.
Systemet skall vara 1 jimvikt och responsen stabil innan analysen pibérjas.

Dessa férhillanden kan varieras om sirskilda egenskaper hos kolonnen och gaskromatografen gor det
nodvindigt for att erhilla kromatogram som uppfyller foljande krav:

— sitosteroltoppen skall vara tydligt skild frin lanosteroltoppen. . Figur 1 visar hur et typiskt
kromatogram av en silylerad 16sning for kontroll av upplésningsformagan (4.10) skall se ut,

— den relativa retentionstiden for fljande steroler bér vara ungefir

kolesterol 1,0
stigmasterol 1,3
sitosterol 1,5
betulin 2,5

— retentionstiden for betulin bdr vara ungefir 24 minuter.
Analysférfarande

Injicera 1 pl silylerad standardlésning (stigmasterol eller sitosterol) och justera integratorns
kalibreringsparametrar.

Injicera ytterligare 1 pl silylerad standardlSsning for bestamning av responsfaktorerna med betulin som
intern standard.

Injice}a 1 pl silylerad provlsning och mit topparnas areor. Varje kromatografisk serie skall inledas och
avslutas med insprutning av standardlosningar.

Som regel bor en standardlésning insprutas efrer varje serie om sex insprutningar av provldsning.

Anmirkning 6: Integrering av sugmasteroltoppen bor inbegripa eventuell svansning enligt definition i
punkterna 1, 2 och 3 i figur 2b.

Integrering av sitosteroltoppen bér inbegripa toppen fér 22-dihydro--sitosterol (stigmastanol) som
eluerar omedelbart efter sitosterol, se figur 3b, nir den totala kvantiteten sitosterol bestims.

BERAKNING AV RESULTAT

Bestam arean for steroltopparna och betulintopparna i bdda referenskromatogrammen kring en serie och
berikna R, pd féljande sitt: .

Genomsnittlig toppareal for sterol i standardlosning

R, =
! Genomsnittlig toppareal for betulin i standardlésning

Bestim arealen fér steroltoppen (stigmasterol eller sitosterol) och betulintopéen i provet och berikna R,
pa foljande sart:
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R Toppareal for sterol i provet
2 =

Toppareal for betulin i provet )
W, = Mingden sterol (mg) i 1 ml standardlésning (4.8.1 eller 4.9.1).
W, = Provets vikt (g) (5.2.1).

P = Standardsterolens renhetsgvrad (4.8 eller 4.9).

: ’ R, W,
Mingden sterol i provet (mg/kg) = — x — x P x 10.

1 2

METODENS NOGGRANNHET
Repeterbarhet
Stigmasterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som inom kortast mojliga tidsintervall utforts av samma
kemist med anvindning av samma utrustning pd identiskt lika prover fir inte 6verstiga 19,3 mg/kg.

Sitosterol

Skillnaden mellan resultaten av tvi analyser som inom kortast mdjliga tidsintervall utfdres av samma
kemist med anvindning av samma utrustning p identiskt lika prover fir inte overstiga 23,0 mg/kg.
.
Reproducerbarhet
Stigmasterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som utforts av kemister i olika laboratorier med anvindning
av olika utrustningar pi identiske lika prover fir inte Sverstiga 31,9 mg/kg.

Sitosterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som utférts av kemister i olika laboratorier med anvindning
av olika utrustningar p4 identiske lika prover fir inte Gverstiga 8,7 % av genomsnittet av resultaten.
N . . -

Killa till precisionsdata

Precisionsdata bestimdes genom ett experiment som utfordes 1992 i dtta olika laboratorier med sex
prover (tre dubbla blindtester) for stigmasterol och med sex prover (tre dubbla blindtester) for sitosterol.

TOLERANSGRANSER
Tre prover skall tas frin produkten med tillsats av spirimne for att kontrollera homogeniteten.
Stigmastero)

150 g stigmasterol med en ligsta renhetsgrad av 95 % iblandas per ton smér, dvs. 142,5 mg/kg, eller 170
g stigmasterol med en ligsta renhetsgrad av 85 % per ton smér, dvs. 144,5 mg/kg.

Med ett konventionellt konfidensintervall pa 95 % (CrDs;) skall genomsnittet av de tre resultaten inte

. understiga

— 1260 mg/kg vid iblandning av stigmasterol med en ligsta renhetsgrad av 95 %,
— 1280 mg/kg vid iblandning av stigmasterol med en ligsta renhetsgrad av 85 %."

Utover de kriterier som anges ovan anvinds det lagsta analysresultatet for produkten for kontroll av att
sparimnet ar jimnt fordelat. Detta sker genom en jamforelse med f6ljande grinser:

— 116,4 mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en lagsta renhetsgrad av
95 % med konventionellt konfidensintervall [ISO CrD,]),

— 118,3 mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en ligsta renhetsgrad av
85 % med konventionellt konfidensintervall [ISO CrD,]),

— 95,1 mg/kg (80 % av den minsta tillitna iblandningen for stigmasterol med en lagsta renhetsgrad av
95 % med konventionellt konfidensintervall [ISO CrDsys]),

-

— 96,7 mg/kg (80 % av den minsta tillitna iblandningen f6r stigmasterol med en ligsta renhetsgrad av
85 % med konventionellt konfidensintervall [ISO CrDyg]).

Koncentrationen av spdrimne i det prov som ger det ligsta resultatet jimférs med en interpolering mellan
antingen 116,4 mg/kg och 95,1 mg/kg eller 118,3 mg/kg och 96,7 mg/kg.
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83.

83.1.
8.3.2.

Sitosterol °

600 g sitosterol med en ligsta renhetsgrad av 90 % iblandas per ton smér, dvs. 540 mg/kg.

Med ett konventionellt konfidensintervall (CrDys) skall genomsnittet av de tre resultaten inte understiga

514,4 mg/kg.

Utéver kriterierna i 8.3.2 anvinds det ligsta analysresultatet for produkten till att kontrollera att
sparimnet ar jimnt fordelat. Detta gors genom en jimforelse med foljande grinser:

— 485,1 mg/kg (95 % av den minsta tillitna iblandningen fér sitosterol med en ligsta renhetsgrad av
90 % med konventionellt konfidensintervall (ISO CrD;)).

— 404,1 mg/kg (80 % av den minsta tillitna iblandningen for sitosterol med en ligsta renhetsgrad av
90 % med konventionellt konfidensintervall (ISO CrD.;)).

°

Koncentrationen av spirimne 1 det prov som ger det ligsta resultatet jimfors med en interpolering mellan
485,1 mg/kg och 404,1 mg/kg.
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kigur 1 Kromatogram av upplosning fér kontroll av uppldsningsformiga

Dct bidsta dr om topparna &r helt atskilda, dvs. att linjen for lan()stcr()ittyppcn gir
ner till baslinjen innan den gér upp till sitosteroltoppen.  En viss ofullstindighet
kan tolcreras.
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Figur 2a Figur 2b
Stigmasterolstandard : Smarprov denaturcrat med stigmasterol
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Figur 3a Figur 3b
Sitosterolstandard Smdrprov denaturerat
med P-sitosterol
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NAH HEALATITARIRRAARRNRY

Stigmastanol

Anmirkning : p-sitosterol innchdller ofta en orenhet. (identificrad som
stigmastanol) som cluerar  omedelbart efter §-sitosterol.
Dessa tva toppars arcaler bor adderas vid bestimning
av det totala innchdllet av B-sitosterol,

Lanosterol

ANARARRRRANRRARRAY

Stigmastanol




