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KOMMISSIONENS FORORDNING (EEG) nr 3942/92
av den 22 december 1992

om inforande av en referensmetod for bestimning av sitosterol och
stigmasterol i smorolja

EUROPEISKA GEMENSKAPERNAS KOMMISSION HAR ANTAGIT
DENNA FORORDNING

med beaktande av Fordraget om upprittandet av Europeiska ekono-
miska gemenskapen,

med beaktande av rddets forordning (EEG) nr 804/68 av den 27 juni
1968 om den gemensamma organisationen av marknaden for mjolk och
mjolkprodukter ('), senast dndrad genom forordning (EEG) nr 2071/
92 (%), sarskilt artikel 6 i denna, och

med beaktande av foljande:

Smérolja skall vara forsett med ett spardmne och den spardimnesfors-
edda smoroljan skall kontrolleras i enlighet med kommissionens forord-
ning (EEG) nr 3143/85 (®), senast dndrad genom f6rordning (EEG) nr
1264/92 (%), sarskilt artiklarna 5 och 6 i denna.

Smorolja far vara forsett med ett spardimne och sparimnesforsedda
produkter skall kontrolleras i enlighet med kommissionens forordning
(EEG) nr 570/88 (°), senast dndrad genom forordning (EEG) nr 124/
92 (%), sdrskilt artiklarna 3 och 6 i denna.

Smoérolja skall vara forsett med ett sparimne och den sparimnesfors-
edda smoroljan skall kontrolleras i enlighet med kommissionens forord-
ning (EEG) nr 429/90 (7), senast dndrad genom férordning (EEG) nr
1264/92, sarskilt artiklarna 10 och 11 i denna.

For att forebygga risken att subventionerat smor anvénds pé otillatet sitt
ar det viktigt att villkoren avseende tillsats av spardmne till smdrolja
uppfylls till fullo.

Med hédnsyn till att tillsats av spardamnen spelar en viktig roll inom dessa
stodsystem, dr det nodvéndigt att faststilla gemensamma metoder for
pavisning av alla de sparimnen som krivs enligt dessa system, vilka
metoder skall tillimpas pd samma sétt inom hela gemenskapen. Detta
skulle bland annat sdkerstilla lika behandling av samtliga aktdrer som
kan utnyttja dessa system samt undanréja ojdmlika konkurrensvillkor
som for ndrvarande kan forekomma till foljd av att olika nationella
analysmetoder tillimpas.

Det &r svért att faststilla sddana referensmetoder for samtliga
spardmnen samtidigt. Faststdllandet av en referensmetod for pdvisning
av stigmasterol och sitosterol i smdorolja utgoér ett forsta steg i denna
riktning.

De éatgirder som foreskrivs i denna forordning &r forenliga med
yttrandet fran Forvaltningskommittén for mjolk och mjolkprodukter.

HARIGENOM FORESKRIVS FOLJANDE.

() EGT nr L 148, 28.6.1968, s. 13.
() EGT nr L 215, 30.7.1992, s. 64.
() EGT nr L 298, 12.11.1985, s. 9.
() EGT nr L 135, 19.5.1992, s. 5.
() EGT nr L 55, 1.3.1988, s. 31.

() EGT nr L 14, 21.1.1992, s. 28.
() EGT nr L 45, 21.2.1990, s. 8.
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Artikel 1

YM1
~ Den referensmetod for analys som anges i bilagan skall tillimpas for
bestimning av innehdllet av stigmasterol i smdrolja i enlighet med
artikel 6 i forordning (EEG) nr 3143/85, artikel 6 i M2 forordning
(EG) nr 2571/97 < eller artikel 11 i férordning (EEG) nr 429/90, och
for bestdimning av innehéllet av B-sitosterolhalten i smorolja i enlighet
med artikel 6 i »M2 forordning (EG) nr 2571/97 <.

Smorolja har tillsatts spardmnen pa korrekt sdtt om de erhdllna resul-
taten overensstimmer med de krav som anges i punkt 8 i bilagan till
denna forordning.

Artikel 2

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

Den skall tillimpas fran och med den 1 februari 1993.

Denna forordning é&r till alla delar bindande och direkt tillimplig i alla
medlemsstater.
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BILAGA

BES._TAMNING AV  SITOSTEROL ELLER STIGMASTEROL 1
SMOROLJA GENOM GASKROMATOGRAFI MED KAPILLARKO-

3.2.
3.3.
3.4.

3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

3.8.1.

3.8.2.
3.8.3.
3.84.

3.9.

4.1.
4.2.

4.3.
4.3.1.
43.1.1.

43.1.2.

LONN

RACKVIDD OCH TILLAMPNINGSOMRADE

Metoden utgors av ett forfarande for kvantitativ bestimning av sitosterol
eller stigmasterol i smorolja. Med sitosterol forstds summan av B-sitos-
terol och 22-dihydro-B-sitosterol, andra sitosteroler anses vara utan bety-
delse. Metoden skall tillimpas pa prover som tagits i enlighet med
forordningarna (EEG) nr 3143/85, (EEG) nr 570/88 och (EEG) nr 429/
90.

PRINCIP

Smoroljan fortvilas med kaliumhydroxid i en etanollosning och de
icke-fortvalningsbara bestdndsdelarna extraheras med dietyleter.

Sterolerna omvandlas till trimetylsilyletrar och analyseras genom gask-
romatografi med en kapilldrkolonn med betulin som intern standard.
UTRUSTNING

En 150 ml kolv till fortvalning med aterloppskylare med inslipade
anslutningar.

500 ml separertratt.
250 ml kolvar.

Tryckutjamningsror, 250 ml eller motsvarande, for att samla upp Gver-
bliven dietyleter.

Glaskolonn, 350 mm x 20 mm med sintrad glaspropp.
Vattenbad eller virmemantel.
Reaktionskarl, 2 ml.

Gaskromatograf lamplig for kapillirkolonn med split-injektionssystem,
bestdende av:

termostatstyrd kolonnugn som kan halla den 6nskade temperaturen med
en noggrannhet av + 1 °C.

forangningsenhet med temperaturinstéllning,
flamjoniseringsdetektor och signalomvandlingsforstirkare,

integrerad skrivare som kan anvéndas tillsammans med signalomvand-
lingsforstirkaren (3.8.3).

Kapillarkolonn i kvartsglas helt belagd med BP1 eller likvardigt med en
enhetlig tjocklek av 0,25 pm. Kolonnen skall kunna separera trimetylsi-
lylderivat av lanosterol och sitosterol; en BP 1-kolonn pa 12 m med en
inre diameter pa 0,2 mm &r lamplig.

En 1 pl mikrospruta for gaskromatografi med hirdad nal.

REAGENSER

Alla reagenser skall vara av for analytiska dndamél godkédnd Kklass.
Vattnet skall vara destillerat eller vatten med minst motsvarande
renhetsgrad.

Etanol med en ldgsta renhetsgrad av 95 %.

Kaliumhydroxid, 60-procentig 16sning: 16s 600 g kaliumhydroxid (minst
85 %) 1 vatten och spdd med vatten till 1 liter.

Betulin med en lagsta renhetsgrad av 99 %.
Intern standardlosning. Betulin i dietyleter (4.4).

Betulinlosning som anvdnds vid bestimning av sitosterol skall ha
koncentrationen 1,0 mg/ml.

Betulinlosning som anvénds vid bestdmning av stigmasterol skall ha
koncentrationen 0,4 mg/ml.
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4.4.
4.5.
4.6.

4.7.
4.8.

4.8.1.

4.9.

4.9.1.

4.10.

5.1.2.

5.2.

5.2.1.

52.2.

5.2.3.

Analytiskt ren dietyleter (fri frdn peroxider och aterstod).
Natriumsulfat, vattenfritt granulat som torkats vid 102 °C i tva timmar.

Silyleringsreagens, t. ex. TRI-SIL (kan bestéllas frén Pierce Chemical
Co., katalognr: 49001) eller motsvarande. (VARNING: TRI-SIL &r
lattanténdligt, fratande, giftigt och mojligen cancerogent. Laboratorie-
personal skall ha kdnnedom om sékerhetsbestimmelserna for TRI-SIL
och vidta lampliga forsiktighetsatgarder.)

Lanosterol.
Sitosterol, med en faststélld lagsta renhetsgrad av 90 % (P).

Anmdrkning 1: Renhetsgraden hos standardimnen som anvinds for
kalibrering skall bestimmas med tillimpning av standardiseringsprin-
cipen. Antag att alla steroler som finns i provet finns representerade pa
kromatogrammet, att topparnas totala area representerar 100 % av sterol-
bestandsdelarna och att sterolerna ger samma detektorrespons. Systemets
linjéritet skall kontrolleras for de aktuella koncentrationsomradena.

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

Stigmasterol med en faststilld lagsta renhetsgrad av 90 % (P).

Standardlosning av stigmasterol — bered en 16sning som med 0,001
mg/ml noggrannhet innehdller ca 0,2 mg/ml (W,) stigmasterol (4.9) i
dietyleter (4.4).

Losning for kontroll av separationsformagan. Bered en losning som
innehéller 0,05 mg/ml lanosterol (4.7) och 0,5 mg/ml sitosterol (4.8) i
dietyleter (4.4).

FORFARANDE

Beredning av standardldsningar for kromatografi. Den interna standard-
16sningen (4.3.1) skall tillsdttas den aktuella sterolstandardlésningen
samtidigt som den tillsdtts det fortvalade provet (se 5.2.2).

Standardkromatografilosning for sitosterol: overfér 1 ml sitosterolstan-
dardlosning (4.8.1) till vart och ett av de tva reaktionskérlen (3.7) och
avldgsna dietyletern med kvidve. Tillsdtt 1 ml intern standardldsning
(4.3.1.1) och avldgsna dietyletern med kvive.

Standardkromatografilosning for sitosterol: overfér 1 ml stigmasterols-
tandardlGsning (4.9.1) till vart och ett av de tva reaktionskérlen (3.7) och
avldgsna dietyletern med kvéve. Tillsdtt 1 ml intern standardlosning
(4.3.1.2) och avldgsna dietyletern med kvéve.

Beredning av icke-fortvédlbara bestandsdelar

Vig med 1 mg noggrannhet upp ca 1 g smérolja (W,) i en 150 ml kolv
(3.1). Tillsdtt 50 ml etanol (4.1) och 10 ml kaliumhydroxidlosning (4.2).
Montera aterloppskylaren och virm till ca 75 °C i 30 minuter. Avldgsna
kylaren och kyl kolven till rumstemperatur.

Tillsétt 1,0 ml intern standardlosning (4.3.1.1) i kolven om det &r sitos-
terol som skall bestdimmas, eller (4.3.1.2) om det dr stigmasterol som
skall bestimmas. Blanda vil. Overfor kolvens innehill kvantitativt 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 lat
faserna separera. Den nedre vattenhaltiga fasen tappas av och eterfasen
tvittas genom att separertratten skakas fyra ganger med 100 ml vatten
vardera.

Anmdrkning 2: For att undvika att en emulsion bildas, dr det viktigt att
de tva fOrsta vattentvittningarna utfors forsiktigt (tratten vénds tio
ganger). Vid tredje tvdttningen kan tratten skakas kraftigt i 30 sekunder.
Om en emulsion bildas, kan den brytas ned genom tillsats av 5-10 ml
etanol. Om etanol tillsitts, dr det viktigt att utfora ytterligare tva grund-
liga tvittningar med vatten.

Den klara, tvélfria eterfasen far passera en glaskolonn (3.5) som inne-
héller 30 g vattenfritt natriumsulfat (4.5). Etern uppsamlas i en 250 ml
kolv (3.3). Tillsdtt en koksten och fordnga etern néstan helt i vattenbad
eller vdrmeisolerande mantel och samla noggrant upp resterande
16sningsmedel.

Anmdrkning 3: Om provextrakt forangas fullstandigt vid for hog tempe-
ratur kan sterolforlust forekomma.
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5.3.
5.3.1.

5.4.
5.4.1.

5.4.2.

Beredning av trimetylsilyletrar

Overfor den resterande eterldsningen i kolven till ett 2 ml reaktionskarl
(3.7) med 2 ml dietyleter och avlagsna etern med en kvivestrom. Skolj
kolven ytterligare tva ganger med 2 ml dietyleter. Innehallet 6verfors
varje gang till reaktionskirlet och etern fordangas med kvive.

Provet silyleras genom tillsats av 1 ml TRI-SIL (4.6). Forslut kérlet och
skaka kraftigt sd att provet 16ses. Om det inte 16ses fullstindigt genom
skakning, vdrm till 65-70 °C. L&t std i minst fem minuter innan det
sprutas in i gaskromatografen. Silylera standardlgsningarna pd samma
sitt som provet. Silylera 16sningen fér kontroll av separationsformagan
(4.10) pa samma sétt som proven.

Anmdrkning 4: Silylering skall ske i vattenfri miljé. Ofullstidndig sily-
lering av betulin indikeras av en andra topp intill betulinets
topp.Forekomst av etanol kommer att paverka silyleringen. Om tvitt-
ningen i extraktionsskedet &r otillricklig kan detta problem uppstd. Om
problemet kvarstar kan en femte tvittning goras under extraktionen
varvid reaktionskérlet skakas kraftigt i 30 sekunder.

Gaskromatografisk analys
Kromatografiférhallanden
Forbered gaskromatografen enligt bruksanvisningen.

Riktlinjerna for kromatografins utforande ar foljande:

— kolonntemperatur 265 °C

— insprutningstemperatur 280 °C

— detektortemperatur 300 °C

— bérargasens flodeshastighet 0,6 ml/minut
— vitets tryck 84 kPa

— lufttryck 155 kPa

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

Anmdrkning 5: Det &r sdrskilt viktigt att injektionssystemets linerinsats
rengérs regelbundet.Insprutad méngd: 1 pl trimetylsilyleterlosning.

Systemet skall vara i jamvikt och responsen stabil innan analysen
paborjas.
Dessa forhédllanden kan varieras om sérskilda egenskaper hos kolonnen

och gaskromatografen gor det nddviandigt for att erhdlla kromatogram
som uppfyller foljande krav:

— Sitosteroltoppen skall vara tydligt skild frdn lanosteroltoppen. Figur
1 visar hur ett typiskt kromatogram av en silylerad losning for
kontroll av separationsformdgan (4.10) skall se ut.

— Den relativa retentionstiden for foljande steroler bor vara ungefir

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

— Retentionstiden for betulin bor vara ungefdr 24 minuter.
Analysforfarande

Spruta in 1 pl silylerad standardldsning (stigmasterol eller sitosterol) och
justera integratorns kalibreringsparametrar.

Spruta in ytterligare 1 pl silylerad standardlosning for bestdmning av
responsfaktorerna for betulin.

Spruta in 1 pl silylerad provlésning och mét topparnas areor. Varje
kromatografisk serie skall inledas och avslutas med insprutning av stan-
dardlésningar.

Som regel bor en standardlosning insprutas efter varje serie om sex
insprutningar av provldsning.

Anmdrkning 6: Integrering av stigmasteroltoppen bor inbegripa even-
tuell svansning enligt definition i punkterna 1, 2 och 3 i figur
2b.Integrering av sitosteroltoppen boér inbegripa toppen for 22-
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dihydro-fB-sitosterol (stigmastanol) som eluerar omedelbart efter sitos-
terol, se figur 3b, nédr den totala kvantiteten sitosterol bestdms.

6. BERAKNING AV RESULTAT

6.1. Bestidm arean for steroltopparna och betulintopparna i bada referenskro-
matogrammen kring en serie och berikna R, pd foljande sitt:

_ Genomsnittlig toppareal for sterol i standardldsning

!~ Genomsnittlig toppareal for betulin i standardldsning

Bestdm arealen for steroltoppen (stigmasterol eller sitosterol) och betu-
lintoppen i provet och berdkna R, pd foljande sitt:

_ Toppareal for sterol i provet

2 " Toppareal for betulin i provet

W, = Mingden sterol (mg) i 1 ml standardldsning (4.8.1 eller 4.9.1).
w Provets vikt (5.2.1).
P = Standardsterolens renhetsgrad (4.8 eller 4.9).

2

R, W
Mingden sterol i provet mg/kg = KZ x Wl x P x 10.
1

2

7. METODENS NOGGRANNHET
7.1. Repeterbarhet
7.1.1.  Stigmasterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som inom kortast mdjliga
tidsintervall utforts av samma kemist med anvidndning av samma utrust-
ning pa identiskt lika prover far inte overstiga 10,2 mg/kg.

7.1.2.  Sitosterol

Skillnaden mellan resultaten av tva analyser som inom kortast mojliga
tidsintervall utforts av samma kemist med anvéndning av samma utrust-
ning pa identiskt lika prover far inte 6verstiga 3,6 % av genomsnittet av
resultaten.

7.2. Reproducerbarhet
7.2.1.  Stigmasterol

Skillnaden mellan resultaten av tvd analyser som utforts av olika
kemister i olika laboratorier med anvindning av olika utrustningar pa
identiskt lika prover far inte Overstiga 25,3 mg/kg.

7.2.2.  Sitosterol

Skillnaden mellan resultaten av tva analyser som utforts av olika
kemister i1 olika laboratorier med anvéndning av olika utrustningar pa
identiskt lika prover fir inte overstiga 8,9 % av genomsnittet av resul-
taten.

7.3. Killa till precisionsdata

Precisionsdata bestimdes genom ett experiment som utfordes 1991 i nio
olika laboratorier och med sex prover (tre dubbla blindtester) for stig-
masterol, sex prover (tre dubbla blindtester) for sitosterol.

8. TOLERANSGRANSER

YyM2 8.1 Tre prover skall tas fran den sparade produkten for att kontrollera att
produkten har spérats pa ritt satt.

VB 8.2. Stigmasterol

8.2.1. 150 g stigmasterol med en ldgsta renhetsgrad av 95 % iblandas per ton
smorolja, dvs. 142,5 mg/kg, eller 170 g stigmasterol med en ldgsta
renhetsgrad av 85 % per ton smdrolja, dvs. 144,5 mg/kg.
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VM2 822 Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att
T kontrollera renhetsgraden och homogeniteten av spdrdmnets iblandning
och det ldgsta resultatet skall jamforas med foljande grénser (med ett

konventionellt konfidensintervall pa 95 % (CrD95)):

— 120,0 mg/kg (95 % av den minsta tilllatna iblandningen for stigmas-
terol med en ldgsta renhetsgrad av 95 %).

— 122,0 mg/kg (95 % av den minsta tilllatna iblandningen for stigmas-
terol med en ldgsta renhetsgrad av 85 %).

— 84,0 mg/kg (70 % av den minsta tilldtna iblandningen for stigmas-
terol med en ldgsta renhetsgrad av 95 %).

— 86,0 mg/kg (70 % av den minsta tilldtna iblandningen for stigmas-
terol med en ldgsta renhetsgrad av 85 %).

Koncentrationen av sparamne i det prov som ger det lagsta resultatet
jamfors med en interpolering mellan antingen 120,0 mg/kg och 84,0
mg/kg eller 122,0 mg/kg och 86,0 mg/kg.

VB 8.3. Sitosterol

8.3.1. 600 g sitosterol med en lagsta renhetsgrad av 90 % iblandas per ton
smorolja, dvs. 540 mg/kg.

VM2 832  Analysresultaten av de tre produktproverna skall anvindas for att
T kontrollera renhetsgraden och homogeniteten av spdrdmnets iblandning
och det lagsta resultatet skall jamforas med foljande grianser (med ett

konventionellt konfidensintervall pad 95 % (CrD95)):

— 486,0 mg/kg (95 % av den minsta tillldtna iblandningen for sitosterol
med en ldgsta renhetsgrad av 90 %).

— 358,0 mg/kg (70 % av den minsta tillldtna iblandningen for sitosterol
med en ldgsta renhetsgrad av 90 %).

Koncentrationen av sparamne i det prov som ger det lagsta resultatet
jamfors med en interpolering mellan 486,0 mg/kg och 358,0 mg/kg.
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vB

Flamjoniseringsdetektorrespons

Figur 1 Kromatogram av 16sning for kontroll av separationsforméga,

Det bésta dr om topparna ar helt atskilda, dvs. att linjen for lanosterol-
toppen gar ner till baslinjen innan den gar upp till sitosteroltoppen. En
viss Overlappning kan tolereras.

isitosterol

Lanosterol

Stigmasterol

4 8 12 16 20

Tid (minuter)
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Figur 2a

Standardstigmasterol

Flamjoniseringsdetektorrespons
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Figur 2b

Sméroljeprov denaturerat med stigmasterol

Betulin (intern standard)
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Anmirkning: Integrering av stigmasteroltoppen bdr inbegripa eventuell svans-
ning som av griansas av punkt 1, 2 och 3.
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Figur 3a
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Figur 3b

Sméroljeprov denaturerat med B-sitosterol
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Anmirking: B-sisterol innehéller ofta en orenhet (identifierad som stigmasterol)
som cluerar onmedelbart efter B-sitosterol. Dessa tva toppars arealer bor adderas
vid bestimning av det totala innehdllet av B-sitosterol.



