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N:o L 254/35

KOMISSION DIREKTIIVI],

annettu 25 péivini heinikuuta 1980,

yhteison analyysimenetelmiisti elintarvikkeena sellaisenaan kiytettivien tai elintarvikkeisiin
lisattyjen dljyjen ja rasvojen sisiltimiin erukahappopitoisuuden méiérittamiseksi

(80/891/ETY)

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka

ottaa huomioon Euroopan talousyhteisén perustamissopi-
muksen,

ottaa huomioon elintarvikkeena sellaisenaan kaytettavissa 61-
jyissd ja rasvoissa tai elintarvikkeissa, joihin on lisatty 6ljyd
ja rasvoja, sisdltimin erukahapon enimmiispitoisuudesta
20 paivini heindkuuta 1976 annetun neuvoston direktiivin
76/621/ETY(?) ja erityisesti sen 3 artiklan,

seki katsoo, ettd

direktiivin 76/621/ETY 2 artiklassa sdadetdin, ettd mainitun
direktiivin 1 artiklassa tarkoitettu tuotteiden erukahappopitoi-
suus ei saa olla enemmén kuin viisi prosenttia laskettuna
rasva-ainesosassa olevien rasvahappojen kokonaistasosta,

direktiivin 76/621/ETY 3 artiklassa sdddetaén, ettd erukahap-
popitoisuutta tarkastetaan yhteisén analyysimenetelmalla,

niytteenotosta, ndytteiden luokittelusta ja 6ljykasvien sie-
menten 6ljypitoisuudesta, epapuhtauksista ja kosteuspitoisuu-
desta annetun asetuksen (ETY) N:o 1470/68(?) liitteessa VI,
sellaisena kuin se on asetuksessa (ETY) N:o 72/77(%), saade-
tddn analyysimenetelmasta, jolla méidritetdan rapsin ja rypsin
siementen erukahappopitoisuus; titd menetelmas tulisi kayt-
taa seulontamenetelmini,

6ljyjen ja rasvojen sisidltimid rasvahappoja analysoitaessa
kaasu-nestekromatografisesti normaaleissa olosuhteissa ei
ole mahdollista erottaa erukahappoa muista dokoseenihapon
isomeereista kuten setoleenihaposta,

on tarpeen madrittad erukahapon taso 6ljyissa ja rasvoissa, ku-
ten myos elintarvikkeissa, joihin on lisitty 8ljyjd ja rasvoja,
jotka voivat sisiltdd setoleenihappoa ja muita dokoseeniha-
pon isomeereja,

erukahapon méirai ei kuitenkaan tarvitse madrittaa 6ljyista ja
rasvoista eikd elintarvikkeista, joihin on lisétty 0ljyja ja ras-
voja, jos seulontamenetelmilld on todettu, ettei erukahapon

(*) EYVL N:o L 202, 28.7.1976, s. 35
() EYVL N:o L 239, 28.9.1968, s. 2
() EYVLNo L 12, 15.1.1977, 5. 11

maira ylitd viitta prosenttia dokoseenihappojen tai cis-doko-
seenihappojen maaristi,

kunnes parempi erukahapon méirityksessa kiytettiva analyy-
simenetelmd otetaan kayttoon, katsotaan tdmi analyysimene-
telma talld hetkelld parhaiten soveltuvaksi, ja

tassd direktiivissd sdddetyt toimenpiteet ovat pysyvén elintar-
vikekomitean lausunnon mukaiset,

ON ANTANUT TAMAN DIREKTIIVIN:

1 artikla

Jasenvaltioiden on sdadettavi, ettd direktiivin 76/621/ETY 1
artiklassa tarkoitettujen tuotteiden erukahappopitoisuuden
madrittimiseksi tarvittavat analyysit suoritetaan 2 artiklan
mukaisesti.

2 artikla
1. Seulontaa varten on méaaritettava:

a) dokoseenihappojen kokonaismadré 1 artiklassa tarkoite-
tuista tuotteista menetelmalld, joka on selostettu asetuk-
sen (ETY) N:o 1470/68 liitteessa VI; tai

b) cis-dokoseenihappojen kokonaismiidrd 1 artiklassa tar-
koitetuista tuotteista menetelmalld, joka on selostettu ase-
tuksen (ETY) N:o 1470/68 liitteesséd VI ja jossa kiytetdin
kaasu-nestekromatografiaa olosuhteissa, joissa cis- ja
transisomeerit erottuvat; lilkkkumattomista faaseista tihin
tarkoitukseen sopivat esimerkiksi syaanipropyylipolysi-
loksaanit tai nestekiteet.

2. Jos:

a) dokoseenihappojen, mairitettyni 1 kohdan a alakohdan
mukaisesti, tai

b) cis-dokoseenihappojen, méiritettyni 1 kohdan b alakoh-
dan mukaisesti,
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kokonaisméiri ei 1 artiklassa tarkoitetuista tuotteista, lasket-
tuna niiden rasva-ainesosien kokonaisrasvahappokoostumuk-
sen perusteella, ole enempéi kuin viisi prosenttia, ei muita

madrityksia tarvita. Muussa tapauksessa erukahappopitoisuus °

madritetddn liitteessi selostetun menetelmédn avulla.

3 artikla

Jasenvaltioiden on saatettava taimin direktiivin noudattami-
sen edellyttimait lait, asetukset tai hallinnolliset maardykset
voimaan viimeistdan 1 paivani helmikuuta 1982. Niiden on
ilmoitettava tistd komissiolle viipymétta.

4 artikla

Tama direktiivi on osoitettu kaikille jasenvaltioille.

Tehty Brysselissd 25 piiviana heindkuuta 1980.

Komission puolesta
Etienne DAVIGNON
Komission jdsen
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LIITE

ERUKAHAPPOPITOISUUDEN MAARITTAMINEN ELINTARVIKKEENA KAYTETTAVISTA
OLJYISTA JA RASVOISTA SEKA ELINTARVIKKEISTA, JOIHIN ON LISATTY OLJYJA TAI

1.1

1.2

1.3

2.2

3.1

32

4.1

4.2

43

RASVOJA

I. JOHDANTO

NAYTTEEN VALMISTAMINEN
Yleisti

Analysoitavan laboratoriondytteen painon on oltava tavallisesti 50 grammaa, jollei tarvita suurempia
maaria.

Niiytteen valmistaminen
Niyte pitdd homogenisoida ennen analyysia.
Siilytysastiat

Edelld mainitulla tavalla valmistettu niyte pitdd aina siilyttdd ilma- ja vesitiiviissd sdilytysastiassa.

REAGENSSIT
Vesi

Jos vettd tarvitaan livottimeksi, laimentamiseen tai pesemiseen, on kaytettiva tislattua tai vahintaén yhta
puhdasta mineraalitonta vetta.

Jos mainitaan "liuos” tai “laimennos” ilman erillistd muun reagenssin maarittelyi, tarkoitetaan vesiliuosta
tai -laimennosta.

Kemikaalit

Kaikkien kaytettavien kemikaalien pitd4 olla hyviksyttdvaa analyysilaatua, jollei toisin ilmoiteta.

LAITTEET

Laiteluettelo

Tissé luettelossa on ainoastaan ne vilineet, jotka ovat erityiskdyttoon tarkoitettuja tai tarkoin médriteltyja.
Analyysivaaka

”Analyysivaa’alla” tarkoitetaan vaakaa, jonka herkkyys on 0.1 mg tai parempi.

TULOSTEN ESITTAMINEN
Tulokset

Virallisessa tutkimusselosteessa ilmoitettujen tulosten pitad olla keskiarvoja, jotka perustuvat vihintddn
kahteen madritykseen, joiden toistettavuus on hyvéksyttiva.

Prosenttiosuuden laskeminen

Jollei toisin ilmoiteta, tulokset ilmoitetaan painoprosentteina rasvahappojen kokonaismaarista laborato-
rion saamasta naytteesta.

Merkitsevien lukujen maari

Merkitsevien lukujen midrd tuloksessa midrdytyy menetelmién tarkkuuden perusteella.
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4.2

43

44

45

4.6

4.7

4.8

49

52

II. ERUKAHAPON MAARITTAMINEN

TARKOITUS JA SOVELTAMISALA
Télla menetelmillda madritetadn erukahappopitoisuus:

i)  Oljyissd ja rasvoissa, jotka sisiltavit setoleenihappoa (erityinen dokoseenihapon cis-isomeeri, jota
esiintyy kaladljyissd); ja

if) hydratuissa 8ljyissd ja rasvoissa, jotka sisiltivit dokoseenihapon trans- ja cis-isomeereja.

MAARITELMA

Erukahappopitoisuus: erukahapon maird maaritettyna esitetylld menetelmalla.

PERIAATE

Oljyn ja rasvan sisaltaimien rasvahappojen metyyliesterit erotetaan kayttamalla alhaisen lampétilan ho-
peaohutkerroskromatografiaa ja madritetdan kvantitatiivisesti kaasu-nestekromatografisesti.

REAGENSSIT

Peroksidivapaa juuri tislattu dietyylieetteri.

n-Heksaani.

Silikageeli G, ohutkerroskromatografiaan.

Silikageeli, pylvaskromatografiaan.

Hopeanitraattiliuos, 200 g/l. Liuotetaan 24 g hopeanitraattia veteen, ja lisatddn vettd 120 ml:aan saakka.

Metyylierukaattilivos, 5 mg/ml. Livotetaan 50 mg metyylierukaattia muutamaan ml:aan n-Heksaania ja
laimennetaan n-Heksaanilla 10 ml:ksi.

Metyylitetrakosanoaatti, sisdinen standardiliuos, 0,25 mg/ml. Liuotetaan 25 mg metyylitetrakosanoaattia
muutamaan ml:aan n-Heksaania (kuten 4.6. kohdassa) ja laimennetaan 100 ml:ksi n-Heksaanilla.

Kehitysliuos: Tolueeni ja n-Heksaani 90 : 10 (v/v).

2,7-dikloorifluoreskiiniliuos 0,5 g/l. Liuotetaan lammittimallé ja sekoittamalla 50 mg 2,7-dikloori-fluo-
reskiinia 100 ml:aan 50-prosenttista metanolin vesiliuosta.

LAITTEET

Ohutkerroskromatografialaitteisto, johon sisiltyy erityisesti:

Pakastusyksikkd, jossa voidaan sailyttad kehitysastiaa ja sen sisaltoda — 20...— 25 C:n lampétilassa.
Lasilevyt, 200 x 200 mm.

Ultraviolettilamppu.

Lasipylviit, pituudeltaan noin 200 mm ja sisidhalkaisijaltaan noin 10 mm, joissa on pohjalla lasivillaa tai
lasisintteri. Vaihtoehtoisesti pienet suppilot, joissa on lasisintterisuodattimet.

Applikaattori, jolla laitetaan liuokset kapeaksi nauhaksi tai juovaksi ohutkerroslevyille.

Kaasu-nestekromatografi, jossa on elektroninen integraattori, josta on kuvaus asetuksen (ETY) N:o 72/77
liitteessa VI olevassa III jaksossa.
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6.1

6.2

6.2.1

6.2.2

6.2.3

6.2.4

MENETTELY
Rasvahappojen metyyliesterien valmistaminen

Otetaan noin 400 mg:n nédyte Oljy- tai rasvaosasta analysoitavaksi, ja valmistetaan liuos, joka sisiltdd
20-50 mg/ml rasvahapon metyyliestereiti n-heksaanissa menetelmailld, joka on kuvattu asetuksen (ETY)
N:o 72/77 liitteessd VI olevassa I1.3 jaksossa.

Ohutkerroskromatografia
Levyjen valmistaminen V

Laitetaan 60 g silikageelid (4.3) 500 ml:n pyoredpohjaiseen kolviin, lisitaan 120 ml hopeanitraattiliuosta
(4.5) ja ravistetaan minuutin ajan, jotta saataisiin homogeeninen liete. Levitetadn liete tavalliseen tapaan
levyjen piille; kerroksen paksuuden pitiisi olla noin 0.5 mm. Tdma mdéri lietetta riittdd viiden 200 x
200 mm:n levyn valmistamiseen.

Levyjen annetaan kuivua ilmassa osittain (jattimilla ne mielelld4n pimeédan 30 minuutin ajaksi), ja kui-
vataan ne sitten tdysin, ja aktivoidaan ne laittamalla uuniin 100 °C:n tasaiseen limpétilaan 2,5 tunnin
ajaksi. Levyt on kiytettavd mahdollisimman nopeasti aktivoinnin jilkeen, tai ne on varastoitava huolel-
lisesti pimedssd huoneessa ja aktivoitava uudelleen ennen kiytt6a. (Huomautus: 1 tunnin aktivointi 110
°C:n lampétilassa voi olla riittdvi, jos levyt eivit ole tummentuneet kisiteltdessd). Merkitdan viivat paal-
lysteeseen 10 mm:n padhén reunoista ja sivuista jokaiseen levyyn ennen kdyttda vahentdméain reunavai-
kutuksia kehityksen aikana.

Metyyliestereiden asettaminen

Applikaattoria (5.1.5) kéyttden laitetaan SO 1 ndytteestd valmistettua metyyliestereiden liuosta (6.1) ka-
peaksi noin 50 mm:n pituiseksi nauhaksi, vihintddn 40 mm:n etdisyydelle levyn reunoista ja 10 mm:n
pidhén alareunasta. Samalla tavoin lisétdan 100 1 liuosta, jossa on tilavuudeltaan yhti paljon valmistettua
metyyliestereiden liuosta (6.1) ja metyylierukaattiliuosta (4.6). Liuosten lisddmisen yhteydessi on erityi-
sesti varottava paillysteen helppoa sirkyvyyttd. Metyyliesterien asettamisen jilkeen levy asetetaan sei-
somaan alareuna alaspain dietyylietteriin, kunnes eetteri on noussut noin 5 mm néytteen asettamisalueen
ylapuolelle. Tamé konsentroi metyyliesterit ohueksi vyohykkeeksi. Huomautus: haluttaessa voidaan lait-
taa 50 1 metyylierukaattiliuosta levylle auttamaan metyylierukaattivydhykkeen tunnistamisessa kehityk-
sen jilkeen (ks. kuva).

Levyjen kehittiminen

Kehitysliuos (4.8) kaadetaan sailioén noin 5 mm:n kerrokseksi, ja siilio asetetaan kannella suljettuna pa-
kastesdilioon (5.1.1), jonka limpétila on - 25 °C tai mahdollisimman lahella titad lampétilaa. (Joissain
tapauksissa on hyodyllistid vuorata sdilié). Kahden tunnin kuluttua levy asetetaan huolellisesti sdiliédn,
ja annetaan liuottimen nousta puoleen viliin tai kahden kolmasosan korkeudelle levyi. Levy otetaan pois,
ja haihdutetaan varovasti livotin levystd typpivirralla. Levy laitetaan uudelleen sdilioon, ja annetaan liu-
ottimen nousta levyn yldosaan. Levy otetaan pois kuten aikaisemmin, kuivataan typpivirralla ja ruisku-
tetaan sen jilkeen huolellisesti 2,7-dikloorifluoreskiiniliuoksella (4.9).

Kun levya tarkastellaan ultraviolettivalossa, voidaan paikallistaa ndytteestd perdisin oleva metyylierukaat-
tia sisdltiva vyohyke referenssindytteeseen lisityn voimistetun metyylierukaattivy6hykkeen avulla (ks.
kuva). ’

Metyyliesterifraktioiden erottaminen

Raaputetaan néytteestd perdisin oleva metyylierukaattivyohyke 50 ml:n dekantterilasiin huolellisesti valt-
tden havikkid. Vastaavasti metyylierukaattivyShykkeen yli- ja alapuolella oleva silikageeli siirretaén toi-
seen 50 ml:n dekantterilasiin. Tdma vyohyke sisaltda kaikki muut rasvahappojen metyyliesterifraktiot. Li-
satdan 1,0 ml metyylitetrakosanoaattistandardiliuosta (4.7) ja 10 ml dietyylieetteria (4.1) jokaiseen
dekantterilasiin. Himmennetién ja siirretéddn dekantterilasien sisilto eri pylviisiin tai suppiloihin (5.1.4),
joissa jokaisessa on noin 1 g silikageelid; metyyliesterit eluoidaan kéyttdimalla kolme tai nelja 10 ml:n
annosta dietyylieetterid. Suodokset keritidn pieniin pulloihin. Haihdutetaan jokainen suodos tilavuudel-
taan pienemmaksi kdyttamalld heikkoa typpivirtaa, ja siirretdéin metyyliesterit pieniin suippopohjaisiin la-
siputkiin. Loput liuottimesta poistetaan haihduttamalla typpivirrassa siten, ettd metyyliesterit konsentroi-
tuvat putkien pohjaan. Liuotetaan metyyliesterit noin 25-50 l:aan n-heksaania (4.2).
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6.3

6.3.1

632

713

Kaasu-nestekromatografia

Noudatetaan asetuksen 72/77/ETY liitteessd VI olevassa III jaksossa esitettyd menettelyi, ja analysoidaan
1-2 1 metyyliesteriliuosta, joka on saatu i) fraktiosta, joka sisiltda metyylierukaatin, ja ii) fraktiot, jotka
siséltavit jaljelle jadneet metyloidut rasvahapot.

Tulostetaan elektroniselta integraattorilta seuraavien piikkien pinta-alat:

i) metyylierukaatin siséltédvin fraktion kromatogrammista:
a) metyylierukaatti [E]
b) sisdinen standardi [L,]

c) metyyliesteripiikkien kokonaisalat vihennettynd sisdisen standardin [EF] alalla;

ii) sen fraktion kromatogrammista, joka sisiltaa jaljelle jaaneet rasvahappojen metyyliesterit
a) metyyliesterien piikkien kokonaisala vahennettyni sisdisen standardin alalla [RF].

b) sisdinen standardi [L,].

TULOSTEN ESITTAMINEN

Laskentamenetelmi ja -kaava

Niytteen erukahappopitoisuus, ilmaistuna metyyliesterina prosentteina niytteen kokonaisrasvahappojen
metyyliestereistd saadaan seuraavasti:

— £
LE+RF
L L

E, EF, RF, L, ja L, ovat 6.3.2. kohdassa tarkoitetut piikkien pinta-alat, korjattuna, jos on tarpeen, kalib-
rointikertoimilla.

x 100

jossa

Edelld olevan kaavan avulla saatu metyylierukaatin lukuarvo on sama kuin erukahappotaso ilmoitettuna
prosentteina niytteen rasvahappojen kokonaistasosta.
Jos piikkipinta-alat tulostetaan prosenttiosuuksina, voidaan EF ja RF arvot laskea seuraavasti:

EF
RF

it

100 - L,
100 - L,

Edella esitetty laskentamenetelmd (7.1.1) edellyttad, ettd naytteen tetrakosaanihapon maird on mitaton.
Jos tita happoa nayttai olevan merkittdvid médria, tiytyy jéljelle jadvien rasvahappojen metyyliestereiti
sisdltivin fraktion kromatogrammista saatu tetrakosaanihapori miéra (L,) vihentaa:

L,-T,

jossa
ToP,

T, =

PO

ja

T, = néytteestd periisin olevan metyylitetrakosanoaatin piikkipinta-ala, joka muodostaa osan piikki-
pinta-alasta, joka on perdisin sisdisestd standardista jiljelle jidneen rasvahappojen metyylieste-
reiden fraktion kromatogrammista.

P, = metyylipalmitaatin piikkipinta-ala, joka on saatu jiljelle jadneen fraktion kromatogrammista.

T, = metyylitetrakosanoaatin piikkipinta-ala, joka on saatu kokonaisrasvahappojen metyyliestereiden
kromatogrammista madritettynd timén direktiivin 2 artiklan mukaisesti.

P, = metyylipalmitaatin piikkipinta-ala, joka on saatu kokonaisrasvahappojen metyyliestereiden kro-

matogrammista maéritettynd tdmén direktiivin 2 artiklan mukaisesti.
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7.1.4 Kaavan johtaminen

Rasvahappojen osuus fraktiossa, joka sisdltdd metyylierukaatin, ilmaistuna prosenttiosuutena rasvahap-
pojen kokonaisméirista saadaan seuraavasta kaavasta:

EF
b %100 tai __EF 100
B ll’:_F L, (EF , RE

1 2 Ll Lz

Erukahapon osuus metyylierukaattia siséltivissd fraktiossa saadaan seuraavasti:

E
EF

Siten erukahappopitoisuus niytteessd, prosentteina kokonaisrasvahapoista, saadaan seuraavasta kaavasta:

EF x ;F x 100  tai —E_ x 100
L, (EF , RF EF , RF
L L, L Lz

7.1.5 Toistettavuus

Kahden tuloksen vilinen ero ei saa olla suurempi kuin 10 % tuloksesta tai 0,5 grammaa niytteen 100 gram-
maa kohti laskettuna suuremman arvon mukaisesti, kun maéritykset on suorittanut sama analysoija sa-

manaikaisesti tai perdkkain samoissa olosuhteissa.

KUVA

Tyypillinen ochutkerroskromatogrammi, jossa nikyy erukahapon, setoleenihapon seki dokoseenihapon
transisomeerien metyyliesterien erottuminen

'éﬁ' ity
Gl lkﬂmk i

tyydyttyneet rasvahappojen
metyleeniesterit

trans-isomeerit

metyylierukaatti()

metyylietoleaatti

muut monoeenit

dieenit ja polyeenit SERNOIIII Lo
- L) (-} TR -
1 2 3
1 néyte

2 metyylierukaatti;
3 ndyte + metyylierukaatti

() Metyylierukaatiksi méaritelty fraktio sisdltdd usein muiden monoeenihappojen metyyliestereitd, mutta siind ei pitiisi olla me-

tyylisetoleaattia.



