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RICHTLINIE DER KOMMISSION
vom 25. Juli 1980

iiber die gemeinschaftliche Analysemethode zur Bestimmung des Erukasiure-
gehalts in Speiselen und -fetten sowie in Lebensmitteln mit Ol- und
Fettzusitzen

(80/891/EWG)

DIE KOMMISSION DER EUROPAISCHEN
GEMEINSCHAFTEN —

gestiitzt auf den Vertrag zur Griindung der Europi-
ischen Wirtschaftsgemeinschaft,

gestiitzt auf die Richtlinie 76/621/EWG des Rates
vom 20. Juli 1976 zur Festsetzung des Hochstgehalts
an Erukasiure in Speisedlen und -fetten sowie in Le-
bensmitteln mit Ol- und Fettzusitzen (1), insbesondere
auf Artikel 3,

in Erwiagung nachstehender Griinde :

Gemifd Artikel 2 der Richtlinie 76/621/EWG darf spi-
testens ab 1. Juli 1979 der Erukasauregehalt der in Ar-
tikel 1 dieser Richtlinie genannten Erzeugnisse — be-
zogen auf den Gesamtgehalt an Fettsduren in der Fett-
phase — 5 % nicht ibersteigen.

Gemif} Artikel 3 derselben Richtlinie wird der Eruka-
sauregehalt durch eine gemeinschaftliche Analysenme-
thode bestimmt.

Die Verordnung (EWG) Nr. 1470/68 der Kommission
vom 23. September 1968 iiber die Entnahme und Ver-
kleinerung von Proben sowie iiber die Bestimmung
des Gehalts der Olsaaten an Ol, Fremdbestandteilen
und Feuchtigkeit (2), legt im Anhang VI eine durch
die Verordnung (EWG) Nr. 72/77 (%) eingefithrte Ana-
lysemethode zur Bestimmung des Gehalts an Eruka-
siure in Raps- und Riibsensamen fest. Es empfiehlt
sich, diese Methode als Methode der Vorabunterschei-
dung anzuwenden.

Unter den iiblichen Bedingungen bei der gaschroma-
tographischen Fettsiureanalyse von Olen und Fetten
kann nicht zwischen der Erukasdure und den iibrigen
Isomeren der Docosensiaure — wie der Cetoleinsiure
— unterschieden werden.

Es ist erforderlich, den Erukasiuregehalt in Olen und
Fetten sowie in Lebensmitteln mit Ol- und Fettzusit-
zen, die Cetoleinsiure und trans-Isomere der Docosen-
siure enthalten kénnen, zu bestimmen.

Es ist nicht erforderlich, den Erukasauregehalt in
Olen und Fetten sowie in Lebensmitteln mit Ol- und

() ABL. Nr. L 202 vom 28. 7. 1976, S. 35.
(?) ABL. Nr. L 239 vom 28. 9. 1968, S. 2.
() ABL. Nr. L 12 vom 15. 1. 1977, S. 11.

Fettzusitzen zu bestimmen, bei denen eine Voranalyse
einen Gesamtgehalt an Docosensiuren oder cis-Doco-
sensauren von nicht mehr als 5 % ergeben hat.

Bis zur Erarbeitung einer genaueren Analysenme-
thode zur Bestimmung des Erukasauregehalts wird

diese Analysenmethode als die zur Zeit geeignetste
angesehen.

Die in dieser Richtlinie vorgesehenen Mafinahmen
entsprechen der Stellungnahme des Standigen Lebens-
mittelausschusses —

HAT FOLGENDE RICHTLINIE ERLASSEN :

Artikel 1

Die Mitgliedstaaten schreiben vor, daf§ die Analysen
zur Bestimmung des Erukasduregehalts der in Artikel
1 der Richtlinie 76/621/EWG genannten Erzeugnisse
gemafl Artikel 2 durchgefihrt werden.

Artikel 2

(1) Zum Zweck der Vorabunterscheidung wird fol-
gendes bestimmt :

a) entweder der Gesamtgehalt an Docosensiduren der

in Artikel 1 genannten Erzeugnisse nach der in
Anhang VI der Verordnung (EWG) Nr. 1470/68
beschriebenen Methode

b) oder der Gesamtgehalt an cis-Docosensiuren der
in Artikel 1 genannten Erzeugnisse nach der in
Anhang VI der Verordnung (EWG) Nr. 1470/68
beschriebenen Methode unter Anwendung gaschro-
matographischer Bedingungen, welche die Tren-
nung der cis- und trans-Isomere der Docosensiure
ermoglichen ; als stationdre Phase sind zum Bei-
spiel Cyanopropylpolysiloxane oder Flissigkristalle
geeignet.

(2) Sofern

a) der gemifl Absatz 1 Buchstabe a) bestimmte Ge-
samtgehalt an Docosensduren oder

b) der gemafl Absatz 1 Buchstabe b) bestimmte Ge-
samtgehalt an cis-Docosensauren
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der in Artikel 1 genannten Erzeugnisse — bezogen
auf den Gesamtgehalt an Fettsiduren in der Fettphase
— 5 % nicht tbersteigt, ist eine weitere Bestimmung
nicht erforderlich. Andernfalls wird der Gehalt an Eru-
kasdure nach der in der Anlage dieser Richtlinie be-
schriebenen Methode bestimmt.

Artikel 3

Die Mitgliedstaaten erlassen die erforderlichen Rechts-
und Verwaltungsvorschriften, um dieser Richtlinie bis
spitestens 1. Februar 1982 nachzukommen. Sie setzen
die Kommission unverziiglich davon in Kenntnis.

Artikel 4

Diese Richtlinie ist an alle Mitgliedstaaten gerichtet.

Briissel, den 25. Juli 1980

Fiir die Kommission
Etienne DAVIGNON

Mitglied der Kommission
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ANHANG

BESTIMMUNG DES ERUKASAUREGEHALTS IN SPEISEOLEN UND -FETTEN
SOWIE IN LEBENSMITTELN MIT OL- UND FETTZUSATZEN

[. EINLEITUNG

1. VORBEREITUNG DER PROBE
1.1.  Allgemeines

Die Menge der zu analysierenden Laborprobe betrigt in der Regel 50 g, sofern nicht eine gro-
ere Menge erforderlich ist.

1.2.  Vorbereitung der Probe
Die Probe ist vor der Analyse zu homogenisieren.
1.3. Lagerung

Die so vorbereitete Probe mufl stindig in einem gut verschlossenem Behilter gelagert wer-
den.

2. REAGENZIEN
2.1. Wasser

2.1.1. Ist far Losungen, Verdiinnungen und Waschungen Wasser erforderlich, so handelt es sich
stets um destilliertes Wasser oder entmineralisiertes Wasser von mindestens gleichwertiger
Reinheit.

2.1.2. Wird bei einer ,Losung” oder einer ,Verdiinnung” kein Hinweis auf ein Reagenz gegeben, so
handelt es sich stets um eine wifirige Losung.

2.2. Chemikalien
Sofern keine gegenteiligen Angaben vorliegen, miissen alle Chemikalien analysenreine Quali-
tat besitzen.
3. GERATE
3.1.  Geriteliste
Die Geriteliste enthalt Ausriistungen fiir besondere Zwecke mit besonderen Spezifikationen.
3.2. Analysenwaagen
Unter Analysenwaage ist eine Waage mit einer Mefigenauigkeit von mindestens 0,1 mg zu
verstehen.
4. DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE
4.1.  Ergebnisse

Das im Analysenbericht genannte Ergebnis stellt den Mittelwert von mindestens zwei Bestim-
mungen mit ausreichender Wiederholbarkeit dar.

42. Berechnung des Prozentsatzes

Aufler bei besonderen Vorschriften werden die Ergebnisse in Prozent (m/m) der Gesamtfett-
sauren der Probe, die das Laboratorium erhielt, angegeben.

4.3, Anzahl der Dezimalstellen

Das Ergebnis ist mit nicht mehr Stellen nach dem Komma anzugeben, als die Genauigkeit
des Analysenverfahrens zulafit.
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4.1.

4.2.

4.3.

4.4.

4.5.

4.6.

47.

4.8.

49,

5.1
5.1.1.

5.1.2.

5.1.3.

II. BESTIMMUNG DER ERUKASAURE

GEGENSTAND UND ANWENDUNGSBEREICH DER METHODE

Mit dieser Methode kann der Erukasiduregehalt

a) in Olen und Fetten, die Cetoleinsaure enthalten (ein cis-Isomeres der Docosensiure, das
in Fischélen vorkommt);

b) in hydrierten Olen und Fetten, die cis- und trans-Isomere der Docosensiure enthalten,

bestimmt werden.

DEFINITION

Erukasauregehalt : Erukasiure, bestimmt nach der beschriebenen Methode.

PRINZIP
Die Methylester der Fettsauren werden auf Silbernitrat enthaltenden Diinnschichtplatten bei

tiefer Temperatur getrennt. Die getrennten Ester werden gaschromatographisch quantitativ
bestimmt.

REAGENZIEN

Frisch destillierter Diathylather, frei von Peroxid
n-Hexan

Kieselgel G fiir Diinnschichtchromatographie
Kieselgel fir Saulenchromatographie

Silbernitratldsung 200 g/l. 24 g Silbernitrat werden in Wasser geldst und mit Wasser auf
120 ml aufgefullt.

Losung des Erukasauremethylesters, 5 mg/ml. S0 mg Erukasiuremethylester werden in eini-
gen ml n-Hexan geldst und mit n-Hexan auf 10 ml verdiinnt.

Losung des Tetracosansauremethylesters als innerer Standard, 0,25 mg/ml. 25 mg Tetracosan-
sauremethylester werden in einigen ml n-Hexan (wie in 4.6) gelost und auf 100 ml aufgefillt.

Fliemittel. Toluol : n-Hexan 90 : 10 (v/v)

2,7 Dichlorfluoresceinlésung, 0,5 g/l. 50 mg 2,7-Dichlorfluorescein werden unter Erhitzen
und Umriithren in 100 ml 50%igem wasserhaltigem Methanol gelost.

GERATE

Gerite fir die Dunnschichtchromatographie, insbesondere einschliellich :

Tiefkiihlschrank, der die Trennkammer einschliefflich Inhalt auf Temperaturen von minus
20 °C bis minus 25 °C halten kann

Glasplatten, 200 mm x 200 mm
Ultraviolettlampe
)
Glassiaule 200 mm lang, Innendurchmesser 10 mm, versehen mit Glaswolle oder Glasfilterbo-
den. Alternativ kleine Glasfiltertrichter

Geriat zum Auftragen von Losungen in Form eines schmalen Streifens oder einer Linie

Gaschromatograph mit elektronischem Integrator wie in Anhang VI Abschnitt I1I der Verord-
nung (EWG) Nr. 72/77 beschrieben.
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ARBEITSVORSCHRIFT
6.1.  Herstellung von Fettsiuremethylestern

Von etwa 400 mg Ol oder Fett der Analysenprobe wird nach der in Anhang VI Abschnitt II
Absatz 3 der Verordnung (EWG) Nr. 72/77 beschriebenen Methode eine Losung von etwa 20
bis 50 mg/ml der Fettsauremethylester in Hexan hergestellt.

6.2.  Diinnschichtchromatographie
6.2.1. Herstellung der Platten

60 g Kieselgel (4.3) und 120 ml Silbernitratlosung (4.5) werden in einen 500-ml-Rundkolben
gegeben und eine Minute zur Herstellung einer homogenen Suspension geschiittelt. Die Sus-
pension wird in iiblicher Weise in einer Schichtdicke von etwa 0,5 mm auf die Platten aufge-
bracht. Die Menge reicht zur Beschichtung von finf Platten von je 200 x 200 mm. Die Plat-
ten werden an der Luft vorgetrocknet (am besten etwa 30 Minuten im DPunkeln) ; danach wer-
den sie etwa 2 Stunden und 30 Minuten bei 100 °C im Trockenschrank getrocknet und akti-
viert. Nach der Aktivierung sollten die Platten sobald wie méglich verwendet werden, andern-
falls sind sie sorgfiltig im Dunkeln zu lagern und vor ihrer Verwendung zu aktivieren. (An-
merkung : Eine einstiindige Aktivierung bei 110 °C kann ausreichen, sofern die Platten dabei
nicht dunkel werden). Um bei der Entwicklung Randeffekte zu vermeiden, sollten auf jeder
Platte im Abstand von 10 mm von den Seiten und vom oberen Rand Striche durch die
Schichten gezogen werden, bevor die Platten verwendet werden.

6.2.2. Auftragen der Methylester

Mit dem Auftraggerit (5.1.5) werden 50 pl der aus der Probe hergestellten Methylesterlésung
(6.1) in einem schmalen etwa 50 mm langen Streifen und im Abstand von wenigstens 40
mm von der Seite und 10 pl vom unteren Rand der Platte aufgetragen. In gleicher Weise wer-
den 100 pl einer Mischung, die zu gleichen Teilen aus Methylesterlésung (6.1) und der L§-
sung des Erukasiuremethylesters (4.6) besteht, aufgetragen. Wegen der Empfindlichkeit der
Schichten ist beim Auftragen der Losungen besonders vorsichtig vorzugehen. Nach dem Auf-
tragen der Methylester kann der untere Rand der Platte in Diathylither getaucht werden, bis
der Ather etwa S mm iiber die Startlinie aufgestiegen ist. Dadurch werden die Methylester auf
einen schmalen Streifen konzentriert.

Anmerkung : Eventuell konnen noch 50 pl der Erukasiuremethylesterlésung (4.6) auf die
Platte aufgetragen werden, um nach der Entwicklung die Identifizierung der Erukasdure-
methylester enthaltenden Zone zu erleichtern (vgl. Abbildung).

6.2.3. Entwicklung der Platten

Es wird eine ausreichende Menge Fliefmittel (4.8) bis zu einer Hohe von S mm in die Trenn-
kammer gegeben und diese mit Deckel in einen Tiefkiihlschrank (5.1.1) gestellt, dessen Tem-
peratur bei minus 25 °C oder so nahe wie moglich bei dieser Temperatur liegt. (In einigen
Fillen kann es zweckmiflig sein, die Trennkammer auszukleiden.) Nach zwei Stunden wird
die Platte vorsichtig in die Trennkammer gestellt und man lafit das Fliefimittel bis etwa zur
Hilfte oder zwei Dritteln der Plattenhohe aufsteigen. Nach dem Herausnehmen der Platte
wird das FliefSmittel im schwachen Stickstoffstrom von der Platte entfernt. Dann wird die
Platte erneut in die Trennkammer gestellt und man liflt das Fliefmittel bis zum oberen
Rand der Platte aufsteigen. Anschlieflend wird die Platte wieder herausgenommen, wie oben
beschrieben im Stickstoffstrom getrocknet und dann mit der 2,7-Dichlorfluoresceinlésung
(4.9) bespriiht.

Bei der Betrachtung im UV-Licht kann die Erukasiuremethylester enthaltende Zone der
Probe durch Vergleich mit der intensiveren Zone der Probe, der Erukasiduremethylester zuge-
fugt wurde, lokalisiert werden (vgl. Abbildung).

6.2.4. Trennung der Methylesterfraktionen

Die Erukasiduremethylester enthaltende Zone der Probe wird quantitativ von der Platte abge-
kratzt und in ein 50-ml-Becherglas gegeben. Das Kieselgel ober- und unterhalb der Erukasiu-
remethylesterzone, das alle anderen Fettsiuremethylesterfraktionen enthilt, wird ebenfalls
quantitativ von der Platte geschabt und in ein anderes 50-ml-Becherglas gegeben. In jedes
Becherglas werden 1,0 ml der Tetracosansauremethylester enthaltenden Standardlésung (4.7)
und 10 ml Diithylither gegeben (4.1). Es wird umgeriihrt und der Inhalt der beiden Becher-
gliser jeweils in eine mit etwa 1 g Kieselgel (4.4) gefiillte Saule bzw. Glasfiltertrichter (5.1.4)
gegeben.

Die Ester werden mit drei oder vier mal 10 ml Diathylither extrahiert. Die Eluate werden in
kleinen Glaskolben gesammelt. Sie werden im schwachen Stickstoffstrom vorsichtig auf
kleine Volumina eingedampft und dann in Spitzglaschen iberfiihrt. Das restliche Lésungs-
mittel wird dann so im Stickstoffstrom verdampft, dal sich die Methylester in der Spitze des
Glischens konzentrieren. Anschlieflend werden die Methylester in etwa 25 bis 50 ul Hexan
(4.2) gelost.
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6.3. Gaschromatographie

6.3.1. Nach der in Anhang VI Abschnitt III der Verordnung (EWG) Nr. 72/77 beschriebenen Me-
thode werden 1 bis 2 pl der Methylesterlosungen eingespritzt, die i) aus der Erukasaure-
methylester enthaltenden Fraktion und ii) aus den Fraktionen, die die restlichen Fettsiure-
methylester enthalten, gewonnen wurden.

6.3.2. Mit Hilfe eines elektronischen Integrators erhalt man folgende Peakflichen :
i) Von dem Chromatogramm der Erukasiuremethylester enthaltenden Fraktion :

a) des Erukasduremethylesters [E],
b) des inneren Standards [L,],

c) die Peakflichen der Gesamtmethylester ohne inneren Standard [EF];

ii) von dem Chromatogramm der in den restlichen Fraktionen enthaltenen Fettsduremethyle-
ster :

a) die Peakflichen der Gesamtmethylester ohne inneren Standard [RF],
b) die Peakfliche des inneren Standards [L,].

7. DARSTELLUNG DER ERGEBNISSE
7.1.  Berechnungsmethode und Formeln

7.1.1. Der Erukasiuregehalt der Probe, berechnet als Prozent Methylester der
Gesamtfettsauremethylester, ergibt sich aus der Formel

x 100

hierbei bedeuten :

E, EF, RF, L; und L; die Peakflichen entsprechend 6.3.2, die erforderlichenfalls durch Eich-
faktoren korrigiert werden. Der mit vorstehender Formel ermittelte Gehalt an Erukasiure-
methylester entspricht dem Gehalt an Erukasidure, bezogen auf die Gesamtfettsduren.

7.1.2. Werden die Peakflichen in Prozenten angegeben, so konnen fir EF und RF nachstehende
Werte eingesetzt werden :

RF = 100 —L,.

7.1.3. Die Formel unter 7.1.1 setzt voraus, dafl der Tetracosansiuregehalt der Probe vernachlissigt
werden kann. Wenn jedoch signifikante Mengen an Tetracosansdure vorhanden sind, so muf§
der Wert fir Tetracosansdure [L,}, der aus dem Chromatogramm der restlichen Fraktionen
ermittelt wurde, vermindert werden auf:

L, —T;
Dabei ist:
Tz — TOPZ
Py
und
T, = Peakfliche des Tetracosansiuremethylesters, der aus der Probe stammt, und der einen

Teil der Peakfliche des inneren Standards in der Fraktion der restlichen Fettsaure-
methylester ausmacht ;

P, = Peakfliche des Palmitinsiuremethylesters in dem Chromatogramm der restlichen
Fraktion ;
T, = Peakfliche des Tetracosansiauremethylesters in dem Chromatogramm der Gesamtfettt-

siuremethylester, die bei der in Artikel 2 der Richtlinie beschriebenen Analyse be-
stimmt wurden ;

P, = Peakfliche des Palmitinsauremethylesters in dem Chromatogramm der Gesamtfettsau-
remethylester, die bei der in Artikel 2 der Richtlinie beschriebenen Analyse bestimmt
wurden.
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7.14. Ableitung der Formel

Der in der Erukasduremethylester-Fraktion enthaltene prozentuale Anteil an Fettsiuren, bezo-
gen auf die Gesamtfettsiuren der Probe, ergibt sich aus

EF
L,
x 100 oder EF x 100.
EF RF EF RF
LTI “(u o

Der Anteil an Erukasdure in der Erukasiuremethylester enthaltenden Fraktion ist

E

EF

Folglich ist der Erukasiuregehalt der Probe, ausgedriickt in Prozent der Gesamtfettsiuren :

E
EF X x 100 oder E x 100.

EF RF EF EF RF
L (- - m) “(u ¥ u)

7.1.5. Wiederholbarkeit

Der Unterschied zwischen den Ergebnissen zweier unter denselben Bedingungen, durch den-
selben Analytiker, an derselben Probe gleichzeitig oder in rascher Folge vorgenommenen Be-
stimmungen darf nicht mehr als 10 % relativ, bezogen auf den ermittelten Wert, oder 0,5 g

pro 100 g der Probe betragen, wobei der jeweils grofiere Wert gilt.

ABBILDUNG

Beispiel eines Diinnschichtchromatogramms, das die Trennung der Methylester von
Erukasdure, Cetoleinsdure und trans-Isomeren der Docosensdure zeigt

Gesittigte
Fettsduremethylester

trans-Isomere

(Y) Erukasiauremethylester L

Cetoleinsiuremethylester

Andere Monoene COIISTI isceagsasersasencisenaes §

Diene und Polyene
SITIDININEY SSRREIRRTSY
'[b RTINS [ - aEEBERTRETS -
M
1 2 3 ‘
1 Probe,

2 Erukasiauremethylester,
3 Probe + Erukasiauremethylester.

(1) Die Erukasiuremethylester-Fraktion enthilt gewohnlich noch Methylester anderer Monoen-Fett-
siuren, sollte aber frei von'Cetoleinsiuremethylester sein.



