Aktuella metoder f6r analys av naringsamnen i livsmedel till databasen

Vatten
Proven torkas i virmeskap vid 102 °C + 3 °C till konstant vikt. Vatten bestims gravimetriskt
som provets viktminskning. Ackrediterad metod (SWEDAC).

Aska

Proven forbrinns 1 ugn vid 650 °C + 25 °C till konstant vikt. Aska definieras som den gravi-
metriska aterstoden nir vatten och organiskt material har forbréints. Ackrediterad metod
(SWEDAC).

Protein

Kvive bestdms enligt Kjeldahl. NMKL nr. 6, 3 Ed. 1976. Provet vatforbrinns i svavelsyra
och organiskt kvive dvergar till ammoniumjoner. Natriumhydroxid tillsétts och bildad
ammoniak titreras med saltsyra. Protein beriknas fran kvivet med hjilp av en omriknings-
faktor. Ackrediterad metod (SWEDAC).

Fett:
Fett bestims med olika standardmetoder beroende pa typ av livsmedel.

Mjoélkprodukter analyseras med Rose-Gottlieb: NMKL No.10, 3 Ed. 2001. Fiberrika
produkter analyseras som rafett med EG method B, Directive 98/64/EG. Ovriga livsmedel
analyseras med SBR: NMKL No. 131, 1989.

Samtliga metoder bygger pa att fettet frigérs med hydrolys och extraktion med 16sningsmedel.
Losningsmedlet destilleras av och aterstoden vigs till konstantvikt. Fett definieras som den
gravimetriska viktokningen. Ackrediterade metoder (SWEDAC).

Stirkelse

Stéirkelse bestdams enzymatiskt med egen modifierad metod av NMKL No. 145 2 Ed., 1997.
Stéarkelsen hydrolyseras i ugn under 30 minuter med Termamyl® vid pH 5,0 och vid
temperaturen 90°C. Stérkelse bestdms dérefter enzymatiskt med ett kommersiellt test
(Boehringer Mannheim/R-Biopharm Cat. No. 10 207 748 035). Mingden bildad NADPH
mits fotometriskt och dr proportionell mot méingden stirkelse.

Sockerarter

Mono- och disackarider samt sockeralkoholerna sorbitol och xylitol bestims gas-
kromatografiskt med egen validerad metod (Swedish J. Agric. Res. 4:49-52, 1974).
Kolhydraterna omvandlas till trimetylsilyletrar (TMS-etrar) efter extraktion med 80 % etanol
och analyseras pa gaskromatograf med flamjonisationsdetektor. Kolhydraterna bestams
kvantitativt utifran kalibreringskurva med phenyl-B-D-glucoside som inre standard.

Kostfiber

Kostfiber bestims gravimetriskt, efter enzymatisk nedbrytning, som total kostfiber enligt
AOAC 985.29/NMKL 129, 2 Ed. 2003. Proven bryts ned med enzymen Termamyl®, proteas
och amyloglukosidas. Proven filtreras, tvittas, torkas och vigs. Totalkostfiber bestims gravi-
metriskt som aterstoden efter att vikten av aska och protein dragits ifran. Ackrediterad metod

(SWEDAC).



Fettsyrasammansidittning

Fettsyror bestdams gaskromatografiskt med en modifierad metod av IUPAC 6" Ed, Part 1,
2.301 and 2.302, 1979. Metylestrar av fettsyror framstills fran triglycerider genom metanolys
1 alkalisk milj6. Den procentuella fordelningen av en blandning metylestrar av fettsyror
bestdms med gaskromatografi. Ackrediterad metod (SWEDAC).

Kolesterol

Kolesterol bestams gaskromatografiskt med egen validerad metod. Provet hydrolyseras med
mittad kaliumhydroxid i metanol och kolesterol extraheras med cyklohexan. Kvantifiering
gors utifran kalibreringskurva med So—cholestane som intern standard. Kolesterol bestims
direkt utan derivatisering med gaskromatografi pa flamjonisationsdetektor. Ackrediterad
metod (SWEDAC).

Metaller

Natrium, kalium, kalcium, magnesium, fosfor och molybden bestdims med ICP-AES
(Inductively Coupled Plasma-Atomic Emission Spectrometry) efter vatforbrianning. Egen
metod, ackrediterad for foder men ej for livsmedel (SWEDAC).

Ovriga metaller bestéims efter torraskning vid 450 °C under gradvis temperaturhojning. Efter
fullbordad askning 16ses askan i 0,1 M salpetersyra. Nickel, kobolt och krom analyseras med
grafitugn - atomabsorptionsspektrofotometer (GF-AAS) och mangan, jérn, zink och koppar
analyseras med flam-AAS. Metoden &r ackrediterad av SWEDAC, med undantag for mangan
och kobolt.

Selen
Selen bestims med hydrid-ICP-AES efter vatforbranning. Ackrediterad metod (SWEDAC).

Jod
Jod bestdms spektrofotometriskt enligt Gig. Sanit. 1971, 36(4), 67-69. Ackrediterad metod
(SWEDAC).

Askorbinsyra

Metod for analys av halten askorbinsyra 1 saft, juice, frukt, gronsaker och pulverprodukter
sasom frukt- och barkramer och -soppor, samt berikade mjolkprodukter sasom vélling.
Detektionsgrinsen for askorbinsyra dr 0,006 mg/100 g. Askorbinsyra extraheras ur provet
med 5 % metafosforsyra. En kromatografisk separation sker pa en C8-kolonn

(250%4,6 mm i.d., 5 um) och halten méts amperometriskt med en palagd potential av +0,85 V
vs Ag/AgCl. Ackrediterad metod (SWEDAC).

Tiamin och riboflavin

Metod for analys av halten tiamin (vitamin B;) och riboflavin (vitamin B;) i berikade och icke
berikade livsmedel. Detektionsgréns for vitamin B; dr 0,005 mg/100 g och for vitamin B,
0,026 mg/100 g. Den gemensamma provbehandlingen inleds med en sur och en enzymatisk
hydrolys. Darefter bestdms halten fritt riboflavin med kromatografisk separation pa en C18-
kolonn (250x4,6 mm i.d., 5 um) och fluorimetrisk detektion.

Tiamin oxideras 1 starkt alkalisk 16sning till tiokrom som fluorescerar i ultraviolett ljus. Som
oxidationsmedel anvidnds kaliumhexacyanoferrat. Derivatiseringen sker automatiskt fore
injiceringstillfdllet med hjélp av en vitskehanteringsrobot (Gilson ASPEC). EN 14122 och
EN 14152. Ackrediterad metoder (SWEDAC).



Folat

Metod for analys av total folathalt i berikade och icke-berikade livsmedel. Bestimningen sker
med mikrobiologisk teknik och turbidimetrisk detektion av tillvixten hos Lactobacillus casei,
subsp. Rahmnosus (Lactobacillus rhamnosus, Culture Collection of the University of Gothen-
burg, CCUG 21452 motsvarande Lactobacillus casei American Type Culture Collection,
ATCC 7469). Detektionsgrinsen dr 3,3 ug/100 g.

Finfordelade prover suspenderas i fosfatbuffert och autoklaveras for att mojliggora extraktion
ur provmatrisen. Ytterligare extraktion gors darefter med hjidlp av enzymer. Eftersom L. casei
inte kan utnyttja polyglutamatformerna av vitaminerna for tillvixt, krdvs dven en enzymatisk
dekonjugering fore analys. Provextraktet spids med basalmedium som innehaller alla
nodvindiga tillvixtfaktorer utom folat. Efter tillsats av L. casei inkuberas proverna vid

+37 °C under 22 timmar, varefter tillvixten mits turbidimetriskt. Genom att jamfora tillvixten
1 provextraktet med den i kalibreringslosningen kan vitaminhalten bestimmas.

EN14131. AACC 86-47. Ackrediterad metod (SWEDAC).

Niacin

Metod for analys av total niacinhalt i livsmedel, savil i berikade produkter som naturligt
forekommande nikotinsyra och nikotinamid. Bestimningen sker med mikrobiologisk teknik
och turbidimetrisk detektion av tillvdxten hos Lactobacillus plantarum (ATCC 8014).
Detektionsgriansen dr 0,03 mg/100 g (invdgd provméngd dr 5 g).

Finfordelade prover suspenderas i svavelsyra och autoklaveras for att mojliggora extraktion ur
provmatrisen. Provextraktet spids med basalmedium som innehaller alla nodvéndiga tillvaxt-
faktorer utom niacin. Efter tillsats av L. plantarum inkuberas proverna vid +37 °C under 22
timmar, varefter tillvixten mits turbidimetriskt. Genom att jimfora tillvixten i provextraktet
med den i kalibreringsldsningen kan vitaminhalten bestimmas. Ackrediterad metod
(SWEDAC).

Vitamin Bg

Metod for analys av vitamin B i livsmedel av animaliskt och vegetabiliskt ursprung.
Vitamin B anges som pyridoxin-hydroklorid. Detektionsgridnsen dr 0,009 mg pyridoxin-
hydroklorid/100 g (invdagd méngd ar 5 g).

Finfordelade prover suspenderas i saltsyra och autoklaveras for att mojliggora extraktion ur
provmatrisen och for att hydrolysera fosfatesterbindningarna. Dér analyten &r av kind form
och saknar fosfatestrar kan en forenklad provberedning anvéindas. Provextraktet spids med
basalmedium som innehaller alla nédvéndiga tillvixtfaktorer utom vitamin Be. Efter tillsats av
Saccharomyces uvarum (ATCC 9080) inkuberas proverna vid +30 °C under 21 timmar under
omskakning, varefter tillvaxten méts turbidimetriskt. Genom att jamfora tillvdxten i prov-
extraktet med den 1 kalibreringslosningar kan vitaminhalten bestdmmas. Ackrediterad metod
(SWEDAC).

Vitamin B,

Metod for analys av totalhalt cyanokobalamin, vitamin B, i livsmedel. Analys av naturligt
forekommande former av vitaminet samt av berikade produkter. Bestimningen sker med
mikrobiologisk teknik och turbidimetrisk detektion av tillvdaxten hos Lactobacillus leichmanni
(American Type Culture Collection, ATCC, 7830). Detektionsgréansen dr 0,04 png/100 g.



Finfordelade prover suspenderas i acetatbuffert och autoklaveras for att mojliggora extraktion
ur provmatrisen. Med hjélp av cyanidlosning omvandlas de olika formerna av vitaminet till
den mer stabila formen cyanokobalamin. Provextrakten spads med basalmedium som inne-
haller alla nodvindiga tillvixtfaktorer utom vitamin By,. Efter tillsats av Lactobacillus
leichmanni (ATCC 7830) inkuberas proverna vid +37 °C i 22 timmar. Genom att jimfora
tillvixten 1 provextraktet med den i kalibreringslosningar kan vitaminhalten bestdmmas.
Ackrediterad metod (SWEDAC).

Trans-retinol

Provet hydrolyseras 1 basisk miljo, varvid retinylestrarna dverfors till retinol. Hydrolysat med
lag fetthalt extraheras ddrefter med n-hexan pa en kiselguhrbaserad kolonn (Chem Elut). Till
prover med hog fetthalt, t.ex oljeprover, anvinds istéllet extraktion i separertratt. Efter
isokratisk vitskekromatografisk separation pa en aminokolonn detekteras retinol med UV-
detektor vid 325 nm. Den kvantitativa utvirderingen baserar sig pa jamforelse med extern
standard. Detektionsgransen dr 5-10 ug/100 g. Ackrediterad metod (SWEDAC).

Vitamin D;

Efter tillsats av intern standard (vitamin D) och basisk hydrolys extraheras vitamin D3 med
n-heptan. Den fraktion som innehaller vitamin D,/Dj separeras med hjilp av preparativ
straight phase vétskekromatografi (Silica). Efter indunstning och upplosning i acetonitril/-
metanol bestdms vitamin D3 kvantitativt med reversed phase vitskekromatografi (C-18).
Detektion gors med UV vid 265 nm. Den kvantitativa utviarderingen baserar sig pa jamforelse
med den interna standarden. Detektionsgriansen dr 0,2 ng/100 g. Ackrediterad metod
(SWEDAC).

Tokoferoler (vitamin E)

Provet hydrolyseras i basisk miljo, varvid tokoferylestrarna 6verfors till tokoferoler. Hydro-
lysat med lag fetthalt extraheras direfter med n-hexan pa en kiselguhrbaserad kolonn (Chem
Elut). Till prover med hog fetthalt anvénds istillet extraktion i separertratt. Efter isokratisk
vitskekromatografisk separation pa en aminokolonn detekteras tokoferoler med fluorescens-
detektor. Den kvantitativa utvirderingen baserar sig pa jamforelse med extern standard.
Detektionsgrinsen dr 0,006-0,01 mg/100 g for alfa-tokoferol, 0,007-0,01 mg/100 g for beta-
tokoferol, 0,008-0,02 for gamma-tokoferol och 0,02-0,03 mg/100 g for delta-tokoferol.
Ackrediterad metod (SWEDAC).

Vitamin K

Provet blandas med 70 % etanol och de fettlosliga komponenterna extraheras dérefter over i
heptan under aterloppskokning. Provet indunstas sedan och analyseras med reversed phase
vitskekromatografi (C-18) med fluorescensdetektor. Vitamin K reduceras i en reduktions-
kolonn fylld med zinkpulver, vilket gor att vitaminet kan detekteras fluorimetriskt. Den
kvantitativa utvérderingen baserar sig pa jamforelse med extern standard. Detektionsgrinsen
ar 0,4 nug/100 g.

Karotenoider

Analyserna m.a.p. karotenoider utfors dels med en direktextraktionsmetod, dels med en
modifierad variant dir basisk hydrolys ingar. I bada fallen extraheras provet med etanol och
diklormetan, men i det senare fallet hydrolyseras provet med hjilp av kaliumhydroxid. Vid
anvindning av direktextraktionsmetoden far man endast med halterna av fria karotenoider,
men med anvidndande av hydrolys inkluderar man dven karotenoider i esterform 1 resultatet.
Gemensamt for bada metoderna ir att efter extraktionen indunstas provet till liten volym,



16ses i metanol och diklormetan och analyseras dérefter med reversed phase vitskekroma-
tografi (C-30) med diode-array-detektor.

Vid anvindning av hydrolys blir utbytet ldgre och déarfor gors utbyteskorrektion for ett utbyte
av 87 % for trans-o- och trans-f-karoten, trans-f-kryptoxantin, trans-lutein samt trans-
zeaxantin. Utbytet for trans-lykopen dr 70 %. Ingen utbyteskorrektion gors vid anvindning av
direktextraktionsmetoden. Detektionsgrinsen dr 1-2 ng/100 g for samtliga analyserade
karotenoider. Direktextraktionsmetoden &r ackrediterad (SWEDAC) for analys av trans-
B-karoten i halter 6ver 80 ug/100 g.



