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SMERNICE KOMISE
ze dne 25. ervence 1980

o analytické metodé SpoleCenstvi pro stanoveni obsahu kyseliny erukové v olejich a tucich
uréenych jako takovych k lidské spotiebé a v potravinich obsahujicich pfidané oleje nebo tuky

(80/891EHS)

KOMISE EVROPSKYCH SPOLECENSTVI,

s ohledem na Smlouvu o zaloZeni Evropského hospodafského
spolecenstvi,

s ohledem na smérnici Rady 76/621/EHS ze dne 20. Cervence
1976, kterou se stanovi nejvy$$i mnozstvi kyseliny erukové
v olejich a tucich urcenych jako takovych k lidské spotiebé
a v potravinich obsahujicich pfidané oleje nebo tuky (),
a zejména na Clanek 3 uvedené smérnice,

vzhledem k tomu, Ze ¢ldnek 2 smérnice 76/621/EHS stanovi,
ze nejpozdéji od 1. Cervence 1979 nesmi byt mnozstvi kyseliny
erukové u produkti uvedenych v ¢ldnku 1 uvedené smérnice
vztazené na celkové mnozstvi mastnych kyselin v tukové
slozce vyssi nez 5 %;

vzhledem k tomu, Ze ¢lanek 3 smérnice 76/621/EHS stanovi,
ze obsah kyseliny erukové bude stanoven analytickou metodou
Spolecenstvi;

vzhledem k tomu, Ze naf{zeni (EHS) ¢. 1470/68 ze dne 23.
zafl 1968 o odbéru a dpravé vzorkll a o stanoveni obsahu
oleje, necistot a vlhkosti v olejnatych semenech () stanovi
v piiloze VI zavedené nafizenim (EHS) ¢. 72/77 (}) analytickou
metodu pro stanoveni obsahu kyseliny erukové v semenu
fepky a fepice; Ze by tato metoda méla byt pouzita jako
preselekéni metoda;

vzhledem k tomu, Ze pfi analyze mastnych kyselin, které tvoii
zdkladni slozku oleji a tukd, nelze metodou plynové chroma-
tografie s kapalnou staciondrni fdzi za normdlnich podminek
rozlisit kyselinu erukovou od jinych izomert kyseliny dokose-
nové, jako je kyselina cetolejovd;

vzhledem k tomu, Ze je nezbytné stanovit mnozstvi kyseliny
erukové v olejich a tucich a stejné tak v potravinich, do
kterych byly pfidiny oleje nebo tuky, jez mohou obsahovat
kyselinu cetolejovou a jiné izomery kyseliny dokosenové;

vzhledem k tomu, Ze neni tfeba stanovit mnozstvi kyseliny
erukové v olejich a tucich a v potravindch, do kterych byly

() UFE vést. L 202, 28.7.1976, s. 35.
() UFE vést. L 239, 28.9.1968, s. 2.
() Ut vést. L 12, 15.1.1977, s. 11.

oleje nebo tuky priddny, pokud bylo preselekénimi analytic-
kymi metodami zjisténo, ze neobsahuji celkové vice nez 5 %
kyseliny dokosenové nebo cisdokosenové;

vzhledem k tomu, Ze az do zavedeni dokonalejsi analytické
metody pro stanoveni kyseliny erukové je tato metoda analyzy
v soucasnosti povaZovdna za nejvhodnéjsi;

vzhledem k tomu, Ze opatieni této smérnice jsou v souladu se
stanoviskem Stdlého vyboru pro potraviny,

PRIJALA TUTO SMERNICI:

Clanek 1

Clenské stity stanovi, Ze analyza nezbytnd pro stanoveni ob-
sahu kyseliny erukové v produktech uvedenych v ¢lanku 1
smérnice 76/621/EHS se provadi zplsobem  stanovenym
v ¢lanku 2.

Clanek 2

1. Pro ucely preselekce musi byt stanoven:

a) bud celkovy obsah kyseliny dokosenové v produktech uve-
denych v ¢lanku 1 pomoci metody uvedené v piiloze VI
nafizeni (EHS) ¢. 1470/68;

b) nebo celkovy obsah kyseliny cis-dokosenové v produktech
uvedenych v ¢lanku 1 metodou uvedenou v piiloze VI
nafizeni (EHS) ¢. 1470/68 pomoci plynové chromatografie
s kapalnou staciondrni fizi za podminek, které umoziuji
oddélit cis- a trans-izomery kyseliny dokosenové. Stacio-
narni faze vhodné pro tento ticel jsou napiiklad kyanopro-
pylpolysiloxany nebo tekuté krystaly.

2. Pokud celkovy obsah:

a) kyselin dokosenovych stanovenych podle odst. 1 pism. a)
nebo



66 Utedn{ véstnik Evropské unie 13/sv. 6

b) kyselin cis-dokosenovych stanovenych podle odst. 1 pism. Cldnek 4
b) v produktech uvedenych v ¢lanku 1 vztaZeny na celkovy
obsah mastnych kyselin tukové slozky téchto vyrobkd neni Tato smérnice je urCena ¢lenskym statfim.

vy$si nez 5 %, nevyZaduje se dal$i stanoveni. V opaéném
piipadé se obsah kyseliny erukové stanovi metodou uvede-

nou v pifloze této smérnice. V Bruselu dne 25. ¢ervence 1980.

Cldnek 3

S 1g ek - PR Za Komisi
Clenské stity uvedou v u¢innost pravni a spravni predpisy -

nezbytné pro dosazeni souladu s touto smérnici do 1. Gnora Etienne DAVIGNON
1982. Neprodlené o nich uvédomi Komisi. clen Komise
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PRILOHA

STANOVEN] OBSAHU KYSELINY ERUKOVE V OLEJICH A TUCICH URCENYCH JAKO TAKOVYCH
K LIDSKE SPOTREBE A V TUKOVE NEBO OLEJOVE SLOZCE POTRAVIN, DO KTERYCH BYLY OLEJE

1.1.

1.2.

1.3.

2.2

3.1

3.2.

4.1.

4.2.

4.3.

NEBO TUKY PRIDANY

1. UVOD

PRIPRAVA VZORKU
Obecné

Hmotnost vzorku dodaného laboratofi k analyze je za normélnich podminek 50 g, pokud neni pozadovino
vEtsi mnoZstvi.

Piiprava vzorku k analyze v laboratofi
Vzorek musi byt pred analyzou homogenizovén.
Skladovaci nddoby

Takto pfipraveny vzorek se skladuje ve vzduchotésné a vlhkotésné nddobé.

REAKCNI CINIDLA

Voda

. K rozpousténi, fedéni a promyvani se pouzije destilovand nebo demineralizovand voda alespofi rovnocenné

Cistoty.

. Pokud neni pfi zmince o ,rozpousténi“ nebo ,fedéni“ uvedeno zddné jiné ¢inidlo, jednd se o rozpousténi nebo

fedéni vodou.
Chemikilie

Pouzivaji se pouze chemikdlie analytické cistoty (p. a.), pokud neni uvedeno jinak.

PRISTROJE A POMUCKY

Seznam p¥istrojit

Tento seznam obsahuje pouze polozky pro zvlastni Gcel a se specifikaci.
Analytické vihy

»Analytickymi vdhami“ se rozuméji vahy s citlivosti 0,1 mg nebo vétsi.

VYJADREN[ VYSLEDKU

Vysledky

V Gfedni zpravé o analyze se uvede stiedni hodnota nejméné ze dvou stanoveni s uspokojivou opakovatelnosti.
Vypocet procentniho obsahu

Pokud neni stanoveno jinak, vyjadi{ se vysledky v hmotnostnich procentech z celkového obsahu mastnych
kyselin ve vzorku pfijatém laboratof{

Pocet platnych desetinnych mist

Pocet platnych desetinnych mist v takto vyjadieném vysledku je urCen pfesnosti metody.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

4.7.

4.8.

4.9.

5.2.

II. STANOVENI KYSELINY ERUKOVE

PREDMET A OBLAST POUZITI

Tato metoda slouzi ke stanoveni obsahu kyseliny erukové:

i) v olejich a tucich obsahujicich kyselinu cetolejovou (zejména cis- izomer kyseliny dokosenové, ktery se
vyskytuje v rybich olejich) a

ii) v hydrogenovanych olejich a tucich obsahujicich trans- a cis- izomery kyseliny dokosenové.

DEFINICE

,Obsahem kyseliny erukové“ se rozumi obsah kyseliny erukové stanoveny popsanou metodou.

PODSTATA METODY

Methylestery jednotlivych mastnych kyselin oleje nebo tuku se oddéli metodou nizkoteplotni tenkovrstvé
argentacni chromatografie a kvantitativné stanovi plynovou chromatografii s kapalnou staciondrni fazi.

REAKCNI CINIDLA

Cerstvé destilovany diethylether bez peroxidu
n-Hexan

Silikagel G pro chromatografii na tenké vrstvé
Silikagel pro kolonovou chromatografii

Roztok dusicnanu stiibrného 200 g/l. Ve vodé se rozpusti 24 g dusi¢nanu stifbrného a doplni se vodou do 120
ml.

Roztok methylesteru kyseliny erukové 5 mg/ml. V nékolika ml n-hexanu se rozpusti 50 mg methylesteru
kyseliny erukové a doplni se n-hexanem do 10 ml.

Methylester kyseliny tetrakosanové jako vnitini standardni roztok 0,25 mg/ml. V nékolika ml n-hexanu se
rozpusti 25 mg methylesteru kyseliny tetrakosanové (jako v bodé 4.6.) a doplni se n-hexanem do 100 ml.

Vyvijeci rozpoustédlo. Toluen: n-hexan v poméru 90:10 (objemove).

Roztok 2,7dichlorofluoresceinu 0,5 gfl. Za soucasného zahfivani a michdn{ se rozpusti 50 mg 2,7dichlorofluo-
resceinu ve 100 ml padesdtiprocentniho vodného roztoku methanolu.

PRISTROJE A POMUCKY

Zafizeni pro chromatografii na tenké vrstvé a ddle zejména:

. Zmrazovaci jednotka schopnd udrZet vyvijeci komoru a jeji obsah pii teploté od - 20 °C do - 25 °C.
. Sklenéné desky 200 x 200 mm.
. UV lampa.

. Sklenéné kolony o délce asi 200 mm o vnitinim priméru asi 10 mm s filtrem ze skelné vaty nebo s fritou.

Pfipadné malé nélevky s fritou.

. Aplikdtor pro nandseni roztokt do tzkého pédsku nebo prouzku na chromatografické (TLC) desky.

Plynovy chromatograf s kapalnou staciondrni fézi s elektronickym integratorem ve smyslu oddilu III piflohy VI
nafizeni Komise (EHS) ¢. 72/77.
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6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

POSTUP

Piiprava methylesters mastnych kyselin

Z piiblizné¢ 400 mg olejové nebo tukové slozky analyzovaného vzorku se pfipravi roztok obsahujici asi 20 az
50 mg/ml methylesterd mastnych kyselin v nhexanu metodou popsanou v oddile II bodu 3 piilohy VI nafizeni
Komise (EHS) ¢. 72/77.

Chromatografie na tenké vrstvé

Priprava desek

Do 500ml banky s kulatym dnem se vsype 60 g silikagelu (4.3), pfidd se 120 ml roztoku dusi¢nanu stifbrného
(4.5) a protiepavd se 1 minutu do vytvoreni zcela homogenni suspenze. Tato suspenze se poté nanese obvyklym
zptisobem na desky. Tloustka vrstvyy musi byt pfiblizné 0,5 mm. Toto mnozstvi suspenze je dostate¢né pro
piipravu péti desek o rozmérech 200 x 200 mm.

Desky se nechaji ¢astecné vyschnout na vzduchu (nejlépe v temnu po dobu asi 30 minut). Desky se tplné vysusi
a aktivuji v susdrné po dobu 2 hodin a 30 minut pfi teplot¢ 100 °C. Po aktivaci se desky co nejdiive pouziji
nebo se piechovavaji v temnu a pied pouzitim se znovu aktivuji. (Pozndmka: aktivace pii 110 °C po dobu 1
hodiny je dostacujici, pokud pfitom deska neztmavne). Pfed pouzitim se v nanesené vrstvé sorbentu vyryji ryhy
10 mm od bocnich okrajii a od horntho okraje kazdé desky, aby se v pribéhu vyvijeni snizily okrajové efekty.

Nandseni methylesterii

Pomoci aplikdtoru (5.1.5) se nanese do tzkého, asi 50 mm dlouhého prouzku, nejméné 40 mm od okraje desky
a 10 mm od spodniho okraje desky 50 pl roztoku methylesterti (6.1) pfipravenych ze vzorku. Podobnym
zplisobem se nanese 100 pl smésného roztoku obsahujictho stejné objemy pfipraveného roztoku methylestert
(6.1) a roztoku methylesteru kyseliny erukové (4.6). Vzhledem ke kiehkosti nanesené vrstvy sorbentu se
postupuje pii nandseni roztok zvldsté opatrné. (Pozndmka: na desku se pfipadné mize nanést také 50 pl
roztoku methylesteru kyseliny erukové (4.6), ktery po vyvijeni pomuze pii identifikaci prouzku methylesteru
kyseliny erukové — viz obrdzek.) Po naneseni methylesterii se spodni okraj desky postavi do diethyletheru na
dobu, nez ether dostoupi asi 5 mm nad zénu nanesenych vzorkd. Takto dojde ke zkoncentrovani methylestert
do tzkého prouzku.

Vyvijeni desek

Do vyvijeci komory se nalije vyvijeci rozpoustédlo do vysky asi 5 mm (4.8) a komora uzaviend vickem se ulozi
do zmrazovaci jednotky (5.1.1) udrzované pii teploté - 25°C nebo co nejblize této teploty. (V nékterych
piipadech miize byt vhodné vyvijeci komoru oblozit). Po dvou hodindch se deska opatrné umisti do komory
a rozpoustédlo se nechd stoupat asi do jedné poloviny az dvou tetin vysky desky. Deska se vyjme
a rozpoustédlo se z ni jemné odpaii v proudu dusiku. Deska se znovu vlozi do komory a rozpoustédlo se
ponechd stoupat az k vrchnimu okraji desky. Deska se vyjme a jako v predchozim piipadé se vysusi v proudu
dusiku a poté se opatrné postiikd roztokem 2,7dichlorofluoresceinu (4.9).

Deska se prohlédne pod ultrafialovym svétlem a pruh obsahujici methylester kyseliny erukové ve vzorku se
lokalizuje pomoci zvyraznéného pruhu vzorku, ke kterému byl pridin methylester kyseliny erukové (viz
obrézek).

Separace methylesterovych frakei

Prouzek methylesteru kyseliny erukové pochdzejici ze vzorku se seskrdbne do 50 ml kddinky tak, aby nedoslo ke
ztratam. Obdobné se do jiné 50 ml kaddinky pfenese silikagel umistény nad a pod prouzkem methylesteru
kyseliny erukové. Tento pruh obsahuje viechny ostatni frakce methylesterd mastnych kyselin. Do kazdé kadinky
se pfidd 1,0 ml standardniho roztoku methylesteru kyseliny tetrakosanové (4.7) a 10 ml diethyletheru (4.1).
Obsah kddinek se promichd a pienese se na separacni kolony ¢&i nédlevky (5.1.4), z nichz kazdd obsahuje asi 1 g
silikagelu (4.4). Methylestery se extrahuji pomoci tf nebo ¢tyt 10 ml ddvek diethyletheru. Eludty se zachycuji do
malych banék. Kazdy filtrdt se odpaif na maly objem pomoci jemného proudu dusiku a methylestery se pieliji
do malych zkumavek s kénickym dnem. Zbytek rozpoustédla se odpati v proudu dusiku tak, aby se methylestery
zkoncentrovaly na dné zkumavek. Methylestery se rozpusti v 25 az 50 pl nhexanu (4.2).
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6.3.

7.1.3.

Plynovd chromatografie s kapalnou staciondrni fizi

. Provede se postup popsany v oddilu IIl piilohy VI nafizeni Komise ¢. 72/77/EHS a analyzuji se 1 az 2 pl

roztoki methylesterti ziskanych z frakce i) obsahujici methylester kyseliny erukové a z frakei ii) obsahujicich
zbytek methylestert mastnych kyselin.

. Pomoci elektronického integritoru se stanovi tyto plochy piki:

i) z chromatogramu frakce obsahujici methylester kyseliny erukové plochy piki:
a) methylesteru kyseliny erukové [E]
b) vnitiniho standardu [L,]
¢) celkovych methylesterti s vyjimkou vnitintho standardu [EF]
ii) z chromatogramu frakci obsahujicich zbytek methylestert mastnych kyselin plochy pikd:
a) celkovych methylestert mimo vnitiniho standardu [RF]

b) vnitiniho standardu [L,]

VYJADRENI VYSLEDKU

Postup vypoctu a vzorec

. Obsah kyseliny erukové ve vzorku vyjidieny jako procentni podil methylesteru kyseliny erukové z celkovych

methylesterti mastnych kyselin pfipravenych ze vzorku je dén vzorcem:

E

—L EF+RF x 100
N\, L
kde:

E, EF, RF, L, a L, jsou plochy pikii podle 6.3.2, v piipadé nutnosti korigované kalibracnimi faktory.

Obsah methylesteru kyseliny erukové dany vyse uvedenym vzorcem odpovidd obsahu kyseliny erukové vy-
jadfenému jako procento z celkového mnozstvi mastnych kyselin ve vzorku.

. Pokud jsou plochy pikii vyjadreny v procentech, pak lze hodnoty EF a RF vypocitat takto:

EF = 100 - L,
RF = 100 - L,

Metoda vypoctu podle odstavce (7.1.1) piedpoklddd, Ze mnozstvi kyseliny tetrakosanové ve vzorku je za-
nedbatelné. Pokud se ukdze, Ze ve vzorku je vyznamné mnoZstvi této kyseliny, hodnota pro kyselinu
tetrakosanovou (L) ziskand z chromatogramu frakci obsahujicich zbylé methylestery mastnych kyselin musi byt
snizena takto:

L-T,
kde:
ToP

T, = 2072
Py

a

T, = plocha piku methylesteru kyseliny tetrakosanové pochazejici ze vzorku, tvorici ¢ast plochy piku vnitiniho
standardu v chromatogramu zbyvajici frakce methylesterti mastnych kyselin

P, = plocha piku methylesteru kyseliny palmitové z chromatogramu zbylé frakce

T, = plocha piku methylesteru kyseliny tetrakosanové z chromatogramu methylesterti celkovych mastnych
kyselin stanovenych analyzou podle ¢ldnku 2 této smérnice

P, = plocha piku methylesteru kyseliny palmitové z chromatogramu methylesterti celkovych mastnych kyselin

stanovenych analyzou podle ¢linku 2 této smérnice
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7.1.4. Odvozeni vzorce

Podil mastnych kyselin ve frakci obsahujici methylester kyseliny erukové vyjadreny jako procento z celkového
obsahu mastnych kyselin ve vzorku je dén vzorcem:

EF

L EF
R x 100 nebo LEFiRF x 100
L Ly ! E+L_2

Podil kyseliny erukové ve frakci obsahujici methylester kyseliny erukové je ddn vzorcem:
E
EF

Proto je obsah kyseliny erukové ve vzorku vyjidieny jako procento z celkového obsahu mastnych kyselin ddn

vzorcem:

EF E E
X — x 100 ——x 100

L, (FF REY EE nebo NERS
! L] Lz ! Ll L2

7.1.5. Opakovatelnost

Rozdil mezi vysledky ziskanymi ze dvou stanoveni provedenych soucasné nebo rychle po sobé z téhoz vzorku
timtéz pracovnikem za totoznych podminek nesmi byt vétsi nez 10 % vysledné hodnoty nebo 0,5 g na 100 g

vzorku. Rozhodujici je vy3si hodnota.
OBRAZEK

Typicky chromatogram na tenké vrstvé s vyznafenim oddéleni methylesteris kyseliny erukové, cetolejové
a trans izomeri kyseliny dokosenové

methylestery nasycenych
mastnych kyselin

trans izomery Qi i I
RN
@

QUILC
methylester kyseliny erukové (') ammern @ '-v'
e

s

233388
e

/ ‘;'m

il

methylester kyseliny cetolejové

jiné monoeny CIRTIRD TP,

dieny a polyeny
> CEEDREDENE [ -] aEmBEEETS -
1 2 3
1. vzorek;

2. methylester kyseliny erukové;
3. vzorek + methylester kyseliny erukové.

(") Frakce methylesteru kyseliny erukové obvykle obsahuje téZ methylestery jinjch monoenovych kyselin, ale neméla
by obsahovat methylester kyseliny cetolejové.



