03/Nide 55

Euroopan yhteisojen virallinen lehti 335

394R0086

20.1.94

EUROOPAN YHTEISOJEN VIRALLINEN LEHTI

N:o L 17/7

KOMISSION ASETUS (EY) N:o 86/94,

annettu 19 piiviani tammikuuta 1994,

voin sisaltiman sitosterolin ja stigmasterolin miirittimisessi kiytettavista
vertailumenetelmisti

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteison perustamisso-
pimuksen,

ottaa huomioon maito- ja maitotuotealan yhteisestd mark-
kinajirjestelysti 27 pdivind kesakuuta 1968 annetun
neuvoston asetuksen (ETY) N:o 804/68("), sellaisena kuin se
on viimeksi muutettuna asetuksella (ETY) N:o 2071/92(2), ja
erityisesti sen 6 artiklan 7 kohdan,

seki katsoo, ettid

vol voidaan merkita ja merkittyjd tuotteita on valvottava
komission asetuksen (ETY) N:o 570/88(3), sellaisena kuin se
on viimeksi muutettuna asetuksella (ETY) N:o 3049/93(%), 3
ja 6 artiklan mukaisesti,

voin merkitsemistid koskevien vaatimusten tukka noudat-
taminen on valttimitonti tukea saavan voin mahdollisen lait-
toman kayton valttimiseksi,

merkitsemisen tirkeys naiden jirjestelmien hyvalle toimin-
nalle huomioon ottaen on tarpeen maaritella kaikille naissa
jarjestelmissd vaadittaville merkkiaineille yhteiset havait-
semismenetelmat; timd mahdollistaisi erityisesti kasittelyjen
tasapuolisuuden takaamisen kaikkien néita jarjestelmia kayt-
tivien toimijoiden valilldi ja poistaisi kaiken epitasa-
arvoisuuden  kilpailuolosuhteissa, joka voi atheutua
eroavaisuuksista kansallisten maaritysmenetelmien valilla,

komission asetuksessa (ETY) N:o 3942/92(5) miiritelldin
voidljyn sisaltimidn sitosterolin ja stigmasterolin maarit-

timisessi kiytettivi vertailumenetelmi; titi menetelmad
voidaan soveltaa hiukan muunneltuna voin sisiltimien
steroli-merkkiaineiden mairittamiseksi,

on tarpeen maarittdd menetelmin tarkkuus ja sen sallitut
poikkeamat, ja

tassa asetuksessa saddetyt toimenpiteet ovat maidon ja
maitotuotteiden hallintokomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

Voin sisaltimin stigmasteroli- tai B-sitosterolipitoisuuden
miirittimiseksi asetuksen (ETY) N:o 570/88 6 artiklan
mukaisesti sovellettava madiritysmenetelmd on timin
asetuksen liitteessa.

Voi on merkitty oikein, jos saadut tulokset vastaavat liitteen 8
kohdassa tasmennettyja vaatimuksia.

2 artikla

Tama asetus tulee voimaan kolmantena piivani sen jalkeen,
kun se on julkaistu Exroopan yhteisijen virallisessa lehdessi.

Sita sovelletaan 1 paivista huhtikuuta 1994.

T4amai asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sita sovelletaan sellaisenaan kaikissa jasenvaltioissa.

Tehty Brysselissa 19 paivana tammikuuta 1994.

(") EYVL Nio L 148, 28.6.1968, 5. 13
() EYVL Neo L 215, 30.7.1992, . 64
() EYVL Neo L 55, 1.3.1988, 5. 31
(*) EYVL Neo L 273, 5.11.1993,5. 7

Komission puolesta
René STEICHEN

Komission jdsen

(°) EYVL N:o L 399, 31.12.1992, 5. 29
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LIITE

VOIN SISALTAMAN SITOSTEROLIN TAI STIGMASTEROLIN MAARITYS
KAASUKROMATOGRAFISESTI KAPILLAARIKOLONNILLA

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA

Menetelmissi selostetaan voin sisaltdimén sitosterolin tai stigmasterolin kvantitatiivisen maarityksen
mahdollistava menettely. Sitosteroli on B-sitosterolin ja 22-dihydro-B-sitosterolin summa pidettiessi
muita sitosteroleita merkitykseltaan vahaisina. Tatd menetelmaa sovelletaan asetuksen (ETY) N:o 570/88
mukaisesti saatuthin naytteisiin.

PERIAATE

Voi saippuoidaan kaliumhydroksidin avulla etanoliliuoksessa ja saippuoitumattomat osat uutetaan ect-
terilla.

Sterolit muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi ja mairitetiin kaasukromatografisesti kapillaarikolonnilla
suhteessa sisdiseen standardiin, betuliiniin.

VALINEISTO

Erotussuppiloita, 500 ml.

Pulloja, 250 ml.

Paineentasauspulloja, 250 ml tai sisilléltain vastaavia, tarkoitettu pois heitettavin eetterin keraamiseen.
Lasikolonni, 350 mm x 20 mm, varustettuna sintterilasiliitoksella.

Vesihaude tai tasalimpoinen mantteli.

Reaktiopulloja, 2 ml.

Kaasukromatografialaitteisto, jossa voidaan kiyttai kapillaarikolonnia, varustettuna toimintalaitteistolla,
joka koostuu:

termostoidusta kolonniuunista, jossa voidaan yllapitaa haluttu lampétila # 1 °C tarkkuudella;
limpotilasaidettavasta injektorista; ’
liekki-ionisaatiodetektorista ja muuntaja-vahvistimesta;

integraattori-piirturista, jota voidaan kayttaa muuntaja-vahvistimen (3.8.3) kanssa.

Kvartsilasinen kapillaarikolonni, joka on paillystetty kokonaisuudessaan BP 1:1l tai vastaavalla aineella
tasaisesti 0,25 pm paksuisella kerroksella; kolonnilla on pystyttivi erottamaan lanosterolin ja sitosterolin
trimetyylisilyylijohdannaiset. Kolonni BP 1, pituudeltaan 12 m ja sisihalkaisijaltaan 0,2 mm, on sopiva.

Mikroruisku, 1 pl, karki karkaistua terastd, kaasukromatografiaa varten.

REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava hyvaksyttyi analyysilaatua. Kiytetyn veden on oltava tislattua vetti tai
puhtaudeltaan vihintiin siti vastaavaa.

Etanoli, puhtaudeltaan vahintdan 95 %.

Kaliumhydroksidi, 60 % liuos, liuotetaan 600 g kaliumhydroksidia (vihintiidn 85 %) veteen ja taytetdin
1 litraksi vedella.

Betuliini, puhtaudeltaan vahintdin 99 %.

Betuliiniliuoksia dietyylieetterissi (4.4).

Natriumsulfaatti, vedetdn, rakeina, kuivattu ennalta 102 °C:ssa 2 tunnin ajan.
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Silylointireagenssi, esimerkiksi TRI-SIL (saatavana yritykselta Pierce Chemical Co., Cat N:o 49001) tai
vastaava. (VAROITUS: TRI-SIL on syttyvaa, myrkyllistd, syovyttavia ja voi olla karsinogeeninen.
Laboratoriohenkilékunnan on tunnettava hyvin TRI-SILiin sovelletravat turvallisuusohjeet ja heidan on
noudatettava vilttimattomia varotoimenpiteita).

Lanosteroli.
Sitosteroli, puhtaudeltaan tunnettu, vihintaan 90 % (P).

Huomautus 1: Kalibrointiin kiytettivien standardiaineiden puhtaus on mairitettiva normali-
sointimenetelman avulla. Lihdetadn olettamuksesta, ettd kaikki naytteessd olevat sterolit esiintyvit
kromatogrammissa, ettid piikkien kokonaispinta-ala edustaa 100 %:sti steroliainesosia ja ettd sterolit
antavat saman vasteen detektorilla. Jirjestelmin lineaarisuus on tarkistettava kyseisilla pitoisuustasoilla.

Sitosterolin standardiliuos: valmistetaan 0,001 mg/ml tarkkuudella liuos, joka sisiltdd noin 0,5 mg/ml
(W) sitosterolia (4.8) dietyylicetterissi (4.4).

Stigmasteroli, puhtaudeltaan tunnettu, vihintiin 90 % (P).

Stigmasterolin standardiliuos: valmistetaan 0,001 mg/ml tarkkuudella liuos, joka sisaltii noin 0,2 mg/ml
(W,) stigmasterolia (4.9) dietyvlicetterissi (4.4).

Seos erotustestid varten: valmistetaan liuos, joka sisiltad 0,05 mg/ml lanosterolia (4.7) ja 0,5 mg/ml
sitosterolia (4.8) dietyylieetterissi (4.4).

MENETTELY

Standardiliuosten valmistus kromatografiaa varten: lisitddn sisiinen standardilivos (4.3.1) sopivaan
sterolistandardiliuokseen samanaikaisesti saippuoidun naytteen (5.2.2) kanssa.

Sitosterolin kromatografinen standardiliuos: siirretaan 1 ml sitosterolin standardiliuosta (4.8.1) kahteen
reaktiopulloon (3.7) ja poistetaan eetteri typpivirran avulla. Lisataan 1 ml sisdista standardilivosta (4.3.1.1)
ja poistetaan eetteri typpivirran avulla.

Stigmasterolin kromartografinen standardiliuos: siirretdin 1 ml stigmasterolin standardiliuosta (4.9.1)
kahteen reaktiopulloon (3.7) ja poistetaan ectteri typpivirran avulla. Lisdtaan 1 ml sisaista standardilivosta
(4.3.1.2) ja poistetaan eetteri typpivirran avulla.

Saippuoitumattomien osien valmistus

Sulatetaan voiniayte enintaan 35 °C limpotilassa; sekoitetaan se huolellisesti.

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella noin 1 g voita (W) 150 ml:n pulloon (3.1). Lisatiin 50 ml etanolia (4.1) ja

75 °C:seen 30 minuutin ajaksi. Irrotetaan jaahdytin ja annetaan pullon jadhtyi huoneenlimpéotilaan.

Lisitaan pulloon 1,0 ml sisaista standardiliuosta (4.3.1.1, jos maaritetddn sitosterolia tai 4.3.1.2, jos
madritetain stigmasterolia). Sekoitetaan huolellisesti. Siirretaan pullon sisalto kvantitatiivisesti 500 ml:n
erotussuppiloon (3.2). Huuhdellaan pullo 50 ml:lla vetti ja tamin jalkeen 250 ml:lla dietyylicetteria (4.4).
Erotussuppiloa ravistetaan voimakkaasti 2 minuutin ajan ja annetaan faasien erottua. Poistetaan alempi
vesifaasi ja pestdin eetterifaasi ravistellen neljilli perikkiiselld 100 mlin maaraosalla verta.

Huomautus 2: Emulsion muodostumisen vilttimiseksi on vilttimiatonti, etti kaksi ensimmaisti vedella
tapahtuvaa huuhtelua suoriteraan varoen (10 kertaa kiinnellen). Kolmannessa huuhtelussa voidaan
ravistella voimakkaasti 30 sekunnin ajan. Jos muodostuu emulsio, se voidaan poistaa lisaamalla 5-10 ml
etanolia. Jos etanolia lisitaan, on vilttimitontd suorittaa kaksi uutta ja voimakasta pesua vedelli.

Kaadetaan kirkas saippuaton ectterifaasi lasikolonniin (3.5), joka sisiltda 30 g vedeténta natriumsulfaattia
(4.5). Kerataan eetteri 250 mln pulloon (3.3). Lisatdan kichumakivid ja haihdutetaan lihes kuivaksi
vesihauteella tai tasalaimpoiselld manttelilla huolehtien poistettavien liuottimien keraimisesta.

Huomantus 3: Jos naytteiden uutteet haihdutetaan kuivaksi lilan korkeassa lampotilassa, voi tapahtua
sterolihdvioita.

Trimetyylisilyylieettereiden valmistus

Siirretaan pulloon jaanyt eetteriliuvos 2 mkn reaktiopulloon (3.7) kiyttien apuna 2 ml:aa eetterid ja

siirtden ne reaktiopulloon ja poistaen eetteri kummallakin kerralla typen avulla.

Niyte silyloidaan lisaamalla 1 ml TRI-SILid (4.6). Suljetaan pullo ja ravistetaan voimakkaasti sen
liukenemiseksi. Jos liukeneminen on epataydellistd, lammitetadn 65-70 °C:seen. Annetaan seistd
vahintaan 5 minuutin ajan ennen injektointia kaasukromatografiin. Standardit silyloidaan samalla tavoin
kuin niytteet. Erotuskyvyn testaamiseen kaytettava seos (4.10) silyloidaan samalla tavoin kuin naytteet.

Huomantus 4: Silyloinnin on tapahduttava vedettomassi ympéristossa. Betuliinin epatdydellinen
silyloituminen nakyy toisena betuliinipiikin lihelld olevana piikkina.



338

Euroopan yhteis6jen virallinen lehti

03/Nide 55

54
5.4.1

5.4.2

6.1

Etanolin lisniolo silyloinnin aikana hiiritsee silylointia. Tama voi olla seurausta riittamattdmaistd pesusta
uuton aikana. Jos timi ongelma toistuu, uuttovaiheeseen voidaan lisati viides huuhtelu, joka tapahtuu
ravistellen voimakkaasti 30 sekunnin ajan.

Analyysi kaasukromatografian avulla.
Toimintaolosuhteiden valinta.
Kaasukromatografi ohjelmoidaan valmistajan ohjeiden mukaisesti.

Ohjeelliset toimintaolosuhteet ovat seuraavat:

— kolonnin limpotila: 265 °C

— injektorin limpétila: 280°C

— detektorin limpétila: 300 °C

— kantajakaasun virtausnopeus: 0,6 ml/min
— vedyn paine: 84 kPa

— ilman paine: 155 kPa

— jakosuhde: 10/1-50/1; jakosuhde on optimoitava valmistajan ohjeiden mukaisesti ja detektorin
vasteen lineaarisuus on sitten validoitava kyseiselle pitoisuusalueelle.

Huomantus 5: On erityisen tirkeia, etta hoyrystymiskammio puhdistetaan saannéllisesti.
-— injektoitavan aineen maira: 1 Wl TMSE-livosta.
Jarjestelmin annetaan tasapainottua, kunnes saadaan riittivin stabiili vaste ennen analyysin suorittamista.

Niiti olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin ominaisuuksien mukaisesti, jotta
saadaan seuraavat edellytykset tayttavit kromatogrammit:

— sitosterolin  piikin on erotuttava riittavasti lanosterolista. Kuvassa 1 esitetiin tyypillinen
kromatogrammi, jollainen on saatava erotustestiin kaytetysta silyloidusta seoksesta (4.10)

— seuraavien steroleiden suhteellisten retentioatkojen olisi oltava suunnilleen:

kolesteroli 1,0
stigmasteroli 1,3
sitosteroli 1,5
betuliini 2,5

— betuliinin retentioajan olisi oltava noin 24 minuuttia.
Analyyttinen menettely:

Injektoidaan 1 pl silyloitua standardiliuosta (stigmasterolia tai sitosterolia) ja siidetiin integraattorin
kalibrointiparametrit.

Injektoidaan uudelleen 1 pl silyloitua standardilivosta vastekertoimen mairittamiseksi suhteessa
betuliintin.

Injektoidaan 1 pl silyloitua niyteliuosta ja mitataan piikkien pinta-ala. Jokaista niytesarjaa on edellettava
ja seurattava standardien injektointi.

Yleisena saantona standardien injektointi voidaan suorittaa naytteen kuuden injektoinnin sarjan jilkeen.

Huomanuntus 6: Stigmasterolipiikin integroinnin olisi kasitettava kuvassa 2b olevassa 1, 2 ja 3 kohdassa
osoitettujen pisteiden vilinen alue.

Sitosterolipiikin integroinnin olisi katettava 22-dihydro-B-sitosterolipiikin (stigmastanoli), joka eluoituu
vilittdmisti sitosterolin jilkeen (kuva 3b), pinta-ala arvioitaessa sitosterolia kokonaisuudessaan.

TULOSTEN LASKEMINEN

Mairitetaan sterolipiikkien ja betuliinipiikkien pinta-ala kahdesta standardista jokaisen sarjan alussa ja
lopussa ja lasketaan R:

standardin sterolipiikin keskimddrdinen pinta-ala

Mairitetdan sterolipiikin pinta-ala (stigmasteroli tai sitosteroli) ja betuliinipiikin pinta-ala naytteesta ja
lasketaan R,:



03/Nide 55

Euroopan yhteiséjen virallinen lehti

339

7.1
7.1.1

7.3

8.1
8.2
8.2.1

8.2.2

niytteen sterolipiikin pinta-ala

R, =

M

niytteen betuliinipiikin pinta-ala

W, = standardin sterolipitoisuus (mg) 1 ml:ssa standardiliuosta (4.8.1 tai 4.9.1)
W, = niytteen paino (g) (5.2.1)
P

= standardisterolin puhtaus (4.8 tai 4.9)

=~

5

Niytteen sterolipitoisuus (mg/kg) = X x P x 10.

£|=

o

Z|

MENETELMAN TARKKUUS
Toistettavuus
Stigmasteroli

Kahden miirityksen, jotka yksi henkild suorittaa samaa laitteistoa kiyttden mahdollisimman lyhyella
aikavalilla taysin samasta koemateriaalista, tulosten valinen ero ei saa olla yli 19,3 mg/kg.

Sitosteroli

Kahden mairityksen, jotka yksi henkild suorittaa samaa laitteistoa kiyttien mahdollisimman lyhyella
atkavalilld taysin samasta koemateriaalista, tulosten valinen ero ei saa olla yli 23,0 mg/kg.

Uusittavuus
Stigmasteroli

Kahden mairityksen, jotka suoritetaan eri laboratorioissa eri laitteistoja kiyttien tdysin samasta
koemateriaalista, tulosten vilinen ero ei saa olla yli 31,9 mg/kg.

Sitosteroli

Kahden maarityksen, jotka suoritetaan eri laboratorioissa eri laitteistoja kiyttden tdysin samasta
koemateriaalista, tulosten vilinen ero ei saa olla yli 8,7 % suhteessa maaritysten keskiarvoon.

Tarkkuustietojen lihde

Tarkkuutta koskevat tiedot on mairitetty vuonna 1992 suoritetusta koejirjestelysta, johon osallistui
kahdeksan laboratoriota ja kuusi naytetti (kolme sokeakokeen kaksoisnaytetta) stigmasterolin osalta ja
kuusi naytertd (kolme sokeakokeen kaksoisnaytetta) sitosterolin osalta.

SALLITUT POIKKEAMAT
Homogeenisuuden tarkistamiseksi merkitysta tuotteesta on otettava kolme ndytetta.
Stigmasteroli

Stigmasterolin osalta lisittavi maira on 150 g stigmasterolia, puhtaudeltaan vihintidn 95 %, voitonnia
kohden eli 142,5 mg/kg; tai 170 g stigmasterolia, puhtaudeltaan vihintain 85 %, voitonnia kohden eli
144,5 mg/kg.

Jos otetaan huomioon kriittinen ero 95 % todennikéisyydella (CrDys), kolmen tuloksen keskiarvo ei saa
olla pienempi kuin:

— 126,0 mg/kg, kun on lisatty puhtaudeltaan 95 % stigmasterolia,
— 128,0 mg/kg, kun on lisatty puhtaudeltaan 85 % stigmasterolia.

Edelld esitettyjen vaatimusten lisiksi kiytetiin pieninti tuotteen analyysisti saatua tulosta, jolla
tarkistetaan merkkiaineen jakaantumisen tasaisuus vertaamalla jaljempina oleviin raja-arvoihin:

— 116,4 mg/kg (stigmasterolia lisitty 95 % viahimmaismaarista, puhtaudeltaan 95 %, yhden naytteen
CrD,; huomioon ottaen),

— 118,3 mg/kg (stigmasterolia lisatty 95 % vihimmiismairasta, puhtaudeltaan 85 %, yhden niytteen
CrDys huomioon ottaen),

— 5,1 mg/kg (stigmasterolia lisatty 80 % vahimmaismaaristd, puhtaudeltaan 95 %, yhden naytteen
CrDys huomioon ottaen),

— 96,7 mg/kg (stigmasterolia lisitty 80 % vihimmaiismiirista, puhtaudeltaan 85 %, yhden niytteen
CrDys huomioon ottaen).

Merkkiaineen pitoisuutta niytteessd, joka antaa pienimman tuloksen, kiytetaan interpoloinnissa valeilla
116,4 mg/kg-95,1 mg/kg tai 118,3 mg/kg-96,7 mg/kg.
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Sitosteroli

Sitosterolin osalta lisattiva mairi on 600 g sitosterolia, puhtaudeltaan vahintain 90 %, voitonnia kohden
eli 540 mg/kg.

Jos CrD,; otetaan huomioon, kolmen tuloksen keskiarvo ei saa olla pienempi kuin 514,4 mg/kg.

Edelld esitettyjen vaatimusten lisiksi kaytetain pieninti tuotteen analyysista saatua tulosta, jolla
tarkistetaan merkkiaineen jakaantumisen tasaisuus vertaamalla jaljempini oleviin raja-arvoihin:

— 485,1 mg/kg (sitosterolia lisitty 95 % vihimmaiismiirasti, puhtaudeltaan 90 %, yhden naytteen
CrDys huomioon ottaen),

— 404,1 mg/kg (sitosterolia lisitty 80 % vahimmaiismairastd, puhtaudeltaan 90 %, yhden niytteen
CrD,; huomioon ottaen).

Merkkiaineen pitoisuutta niytteessi, joka antaa pienimmin tuloksen, kiytetian interpoloinnissa valilla
485,1 mg/kg—404,1 mg/kg.
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Kuva 1:  Seoksen kromatogrammi erotuskykytestissa

Tiydellinen erottuminen on suotavaa eli lanosterolipiikin jiljen
on palattava perusviivalle ennen uudelleen nousua sitosterolipiikiksi,
vaikka epitiydellinen erottuminen olisi hyvaksyttavissi.

B -sitosteroli

Lanosteroli

Stigmastanoli

Liekki -ionisaatiodetektorin vaste

A

0 4 8 12 16 20
Aika (minuuttia)
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Kuva 2a Kuva 2b
Stigmasterolistandardi : Stigmasterolilla denaturoitu voindyte

Stigmasterohi

Kolesteroli

Betuliini (sisiiinen standardi)
Betuliini (sisainen standardi)

Stigmasteroli

Lickki -ionisadtiodetektorin vaste
Liekki-ionisaatiodetektorin vaste

Lanosteroli

- S

- AL ,U\-a——«-—JL—

" - L - -
0 Alka (minuuttia) 25 Q Aika [ (minuuttia) 25
2

Huomaatus:  Stigmasterolipiikin integroinnin
olisi sisdllettivi pisteiden 1, 2
ja 3 viliset alueet.
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Kuva 3a Kiva 3 b
p-Sitosterolistandardi B-Sitosterolilla denaturoitu
voindyle

Betuliini (sisdinen standardi)

{3-sitosteroli
[3-sitosteroli

Kolesteroli

Betuliini {(sisdinen standardi)

Liekki - ionisaatiodetektorin vaste
Lickki -ionisaatiodetcktorin vaste

=

e = A gl.,-_,_ﬂ_

0 Aika (mmuuu.ia)l 25

9
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H
0 Aika (minuuttia) [
v
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Huomautus: (3-Sitosteroli sisaltid usein epipuhtauden (stigmastanolin),
joka eluoituu valittomasti f-sitosterolin jilkeen.
Niiden kahden piikin pinta-alat on laskettava yhteen,
kun esiintyvdi f-sitosterolia arvioidaan kokonaisuudessaan.

Lanosteroli
Stigmastanol

Stigmastanoli
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