13/t. 6 Dziennik Urzedowy Unii Europejskiej 65
3198010891
27.9.1980 DZIENNIK URZEDOWY WSPOLNOT EUROPEJSKICH L 254/35

DYREKTYWA KOMISJI
z dnia 25 lipca 1980 r.

odnoszaca si¢ do wspoélnotowej metody analizy w celu okreslania zawartosci kwasu erukowego w
olejach i tluszczach przeznaczonych do spozycia przez ludzi oraz w $rodkach spozywczych
zawierajgcych dodatek olejow lub ttuszczow

(80/891/EWG)

KOMISJA WSPOLNOT EUROPE]JSKICH,

uwzgledniajgc  Traktat ustanawiajacy Europejska Wspdlnote
Gospodarczg,

uwzgledniajac dyrektywe Rady 76/621/EWG z dnia 20 lipca
1976 r. w sprawie ustalenia najwyzszego poziomu kwasu
erukowego w olejach i thuszczach przeznaczonych do spozycia
przez ludzi oraz w $rodkach spozywczych zawierajacych do-
datek olejow lub tluszczow ('), w szczegdlnosci jej art. 3,

a takze majgc na uwadze, co nastepuje:

artykul 2 dyrektywy 76/621/EWG przewiduje, ze od dnia 1
lipca 1979 r., zawarto$¢ kwasu erukowego produktéow okreslo-
nych w art. 1 niniejszej dyrektywy, obliczana na podstawie
catkowitego poziomu zawartoSci kwaséw tluszczowych w
skladniku tluszczu, nie moze by¢ wigksza niz 5 %;

artykul 3 dyrektywy 76/621/EWG przewiduje, ze zawarto§¢
kwasu erukowego jest ustalana z zastosowaniem wspo6lnotowej
metody analizy;

rozporzadzenie (EWG) nr 1470/68 z dnia 23 wrzesnia 1968 r.
w sprawie pobierania i redukowania prébek oraz okreslania
zawartosci oleju, zanieczyszczen i wilgotnosci w nasionach
oleistych (3), ustanawia w zalgczniku VI, wprowadzong rozpo-
rzadzeniem (EWG) nr 72/73 (), metod¢ analizy okreslajaca
zawarto$ci kwasu erukowego w nasionach rzepaku i rzepiku;
metoda ta powinna by¢ stosowana jako metoda odsiewania;

jest niemozliwe, podczas analizowania skladu kwaséw tlusz-
czowych olejow i tluszczéw z zastosowaniem chromatografii
gazowo-cieczowej w warunkach normalnych, odréznienie kwa-
su erukowego od innych izomeréw kwasu dokozenowego,
takich jak kwas cetoleinowy;

konieczne jest okreslenie poziomu kwasu erukowego w olejach
i tluszczach, tak jak i w $rodkach spozywczych, do ktdrych
oleje lub tluszcze s3 dodawane, i ktére mogg zawieraé kwas
cetoleinowy i inne izomery kwasu dokozenowego;

nie ma potrzeby ustalania poziomu kwasu erukowego w
olejach i tluszczach oraz w $rodkach spozywczych, do ktérych

() Dz.U.L 202z 28.7.1976, str. 35.
() Dz.U.L 239 z 28.9.1968, str. 2.
() DzU.L 12 z 15.1.1977, str. 11.

dodawane sg oleje i tluszcze w przypadku gdy po zastosowa-
niu analizy metod odsiewania wykazuja one nie wigcej niz
5 % catkowitej zawartoSci kwaséw dokozenowych lub kwasow
cis-dokozenowych;

do czasu wprowadzenia ulepszonej metody analizy okreslania
zawarto§ci kwasu erukowego, obecnie ta metoda analizy jest
uwazana jako najbardziej odpowiednia;

srodki przewidziane w niniejszej dyrektywie s3 zgodne z
opinig Stalego Komitetu ds. Srodkéw Spozywezych,

PRZYJMUJE NINIEJSZA DYREKTYWE:

Artykut 1

Pafistwa Czlonkowskie wymagaja, zeby analiza niezbedna do
okreslenia zawartosci kwasu erukowego wchodzacego w sklad
produktéw okreslonych w art. 1 dyrektywy 76/621/EWG, byla
wykonywana, jak ustanowiono w art. 2.

Artykut 2

1. Do celéw odsiewania ustala sie:

a) calkowita zawarto$¢ kwasu dokozenowego w produktach
okreslonych w art. 1 z zastosowaniem metody wymienionej
w zalaczniku VI do rozporzadzenia (EWG) nr 1470/68; lub

b) catkowita zawartos¢ kwasu cis-dokozenowego w produktach
okreslonych w art. 1, z zastosowaniem metody wymienio-
nej w zalgczniku VI do rozporzadzenia (EWG) nr 1470/68,
stosujac chromatografie gazowo-cieczowa w warunkach, w
ktorych izomery cis- i trans-kwaséw dokozenowych sa sepa-
rowane; fazg stacjonarng odpowiednia w tym celu sg na
przyklad cyjanopropylo-polisilozany lub ciekle krysztaly.

2. Jesli catkowita zawarto$é:

a) kwaséw dokozenowych, ustalona zgodnie z ust. 1 lit. a),
albo

b) kwaséw cis-dokozenowych, ustalona zgodnie z ust. 1 lit. b),
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w produktach okreslonych w art. 1, obliczona na podstawie Artykut 4
ich calkowitej zawartoSci kwaséw tluszczowych w skladniku
tluszczu, nie przekracza 5 %, dalsze okreslanie nie jest wyma-
gane. W przeciwnym razie, zawarto$¢ kwasu erukowego ustala
si¢ z zastosowaniem metody wymienionej w zalagczniku do
niniejszej dyrektywy.

Niniejsza dyrektywa skierowana jest do Panstw Czlonkowskich.

Sporzadzono w Brukseli, dnia 25 lipca 1980 r.
Artykut 3

Nie péZniej niz do dnia 1 lutego 1982 r. Panistwa Cztonkow-
skie wprowadza w zycie przepisy ustawowe, wykonawcze i
administracyjne niezbedne do wykonania niniejszej dyrektywy
i niezwlocznie powiadomig o tym Komisje Czlonek Komisji

W imieniu Komisji
Ftienne DAVIGNON
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ZALACZNIK

OKRESLENIE ZAWARTOSCI KWASU ERUKOWEGO W OLEJACH I TLUSZCZACH PRZEZNACZONYCH DO
SPOZYCIA PRZEZ LUDZI ORAZ W OLEJOWYCH LUB TLUSZCZOWYCH SKLADNIKACH SRODKOW

1.1.

1.2

1.3.

2.2.

3.1.

3.2

4.1.

4.2.

4.3.

SPOZYWCZYCH DO, KTORYCH DODANO OLEJE I TLUSZCZE

I. WPROWADZENIE

PRZYGOTOWANIE PROBKI
Uwagi ogélne

Masa prébki przedlozonej do laboratorium celem analizy wynosi zwykle 50 g, chyba ze wymagana jest wigksza
ilos¢.

Przygotowanie prébki do analizy w laboratorium
Prébka musi by¢ ujednorodniona przed jej analizg.
Pojemniki

Tak przygotowana prébka musi by¢ przechowywana w hermetycznym, nieprzepuszczajgcym powietrza i
niewchlaniajgcym wilgoci pojemniku.

ODCZYNNIKI

Woda

. W przypadku gdy woda wymagana jest jako rozpuszczalnik, rozcienczalnik lub do przemywania, nalezy uzy¢

wody destylowanej lub demineralizowanej, o co najmniej rownowaznej czystosci.

. W przypadku, gdy jest mowa o ,roztworze” lub ,rozczynie” bez okrelenia jakiegokolwiek innego odczynnika,

oznacza to roztwér wody lub rozczyn wodny.
Chemikalia

Wszystkie stosowane chemikalia powinny by¢ uznanej czystosci analitycznej, chyba ze okreslono inaczej.

APARATURA

Wykaz aparatury

Niniejszy wykaz zawiera tylko pozycje specjalistyczne wraz ze specyfikacja.
Waga analityczna

,Waga analityczna” oznacza wage o dokladno$ci 0,1 miligrama lub wigkszej.

WYRAZENIE WYNIKOW
Wyniki

Wynik okreslony w sprawozdaniu z urzgdowej analizy jest wartoscig Srednig, uzyskang z nie mniej niz dwoch
oznaczen, ktérych powtarzalnos¢ jest zadawalajgca.

Obliczenie warto$ci procentowej

Jesli nie ustalono inaczej, wyniki wyraza si¢ jako masowa zawarto$¢ procentowa (m/m) catkowitej ilosci kwasow
thuszczowych w prébee, jak uzyskano laboratoryjnie.

Liczba znaczacych cyfr

Liczba znaczacych cyfr wyniku tak wyrazonego jest zalezna od dokladno$ci 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.

1. OKRESLENIE KWASU ERUKOWEGO

PRZEDMIOT I ZAKRES ZASTOSOWANIA

Metoda okresla zawarto$¢ kwasu erukowego w:

i) olejach i tluszczach zawierajacych kwas cetoleinowy (w szczegdlnosci cis-izomeru kwasu dokozenowego
wystepujacego w olejach rybnych); i

ii) uwodornionych olejach i tluszczach zawierajacych trans- i cis- izomery kwasu dokozenowego.

DEFINICJA

Zawarto$¢ kwasu erukowego: zawarto$¢ kwasu erukowego jaka ustalono okreslong metoda.

ZASADA

Estry metylowe skladowych kwaséw tluszczowych olejow lub tluszczéw sg rozdzielane poprzez niskotemperatu-
rowg argentacj¢ produktow z chromatografii cienkowarstwowej i ilosciowe oznaczenie za pomoca chromatografii
gazowo-cieczowej.

ODCZYNNIKI

Eter dwuetylowy, wolny od nadtlenkéw, $wiezo destylowany.
n-heksan.

Zel krzemionkowy G, dla chromatografii cienkowarstwowej.
Zel krzemionkowy, dla chromatografii kolumnowe;.

Roztwér azotanu srebra, 200 gflitr. Rozpusci¢ 24 g azotanu srebra w wodzie i dopelni¢ woda do objetosci 120
ml.

Roztwér erukanu metylowego 5 mg/ml. Rozpusci¢ 50 mg erukanu metylowego w kilku mililitrach n-heksanu i
rozcieficzy¢ do 10 ml n-heksanem.

Metylowy tetrakozenian jako wewnetrzny roztwér mianowany 0 725 mg/ml. Rozpusci¢ 25 miligram metylowego
tetrakozenianu w kilku mililitrach n-heksanu (jak 4.6) i rozcieficzy¢ do 100ml n-heksanem.

Rozpuszczalnik rozwijajacy toluene/n-heksan w stosunku objetosciowym 90:10 (v/v).

Roztwor 2,7-dwuchlorofluoresceiny 0,5 gramaflitr. Rozpusci¢ ogrzewajac i mieszajagc 50 miligraméw 2,7-
dwuchlorofluoresceiny w 100ml w 50 % roztworze wodnym metanolu..

APARATURA

Aparatura do chromatografii cienkowarstwowej, wlaczajac w szczegdlnosci:

. Zamrazarke, zdolng do utrzymywania zbiornika wywotujacego wraz z zawarto$cia w temperaturze od minus 20

do minus 25 °C.

. Plytki szklane, 200 x 200 mm.
. Lampa ultrafioletowa.

. Kolumny szklane, dlugosci okoto 200 mm, o $rednicy wewngtrznej okoto 10 mm z filtrem z waty szklanej lub

szkla spickanego. Do wyboru, male lejki z filtrem ze szkla spiekanego.

. Aplikator do nakladania roztworéw w postaci waskiego pasma lub smugi na plytki do chromatografii

cienkowarstwowej TLC.

Chromatograf cieczowo-gazowy wraz z integratorem elektronicznym, jak okreslono w zalaczniku VI sekcja III do

rozporzadzenia Komisji (EWG) nr 72/77.
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6.1.

6.2.

6.2.1.

6.2.2.

6.2.3.

6.2.4.

PROCEDURA

Przygotowanie estr6w metylowych kwaséw tluszczowych

Wziaé okolo 400 mg oleju lub tluszczu tworzacego prébke do analizy i przygotowaé roztwér zawierajacy okoto
20-50 mg/ml estrow metylowych kwasu tluszczowego w n-heksanie, metoda okreslong w zalaczniku VI sekcja
1.3 do rozporzadzenia Komisji (EWG) nr 72/77.

Chromatografia cienkowarstwowa

Przygotowanie plytek

Umiesci¢ 60 g zelu krzemionkowego (pkt 4.3) w 500 ml kolbie okragtodennej, doda¢ 120 ml roztworu azotanu
srebra (pkt 4.5) i wytrzasa¢ przez jedng minute do uzyskania jednorodnej zawiesiny. Nanie$¢ zawiesing w zwykly
sposob na plytki; grubo$¢ warstwy musi by¢ okolo 0,75 mm. Ilo$¢ zawiesiny jest wystarczajaca dla przygoto-
wania pieciu plytek 200 x 200 mm.

Pozwoli¢ plytkom podeschna¢ czgsciowo na powietrzu (zalecane jest pozostawienie ich w ciemnosci na okoto 30
minut). Wysuszy¢ catkowicie plytki i aktywowal je, poprzez umieszczenie ich w suszarce, utrzymujac tempera-
turg 100 °C przez dwie godziny i trzydzieSci minut. Uzy¢ plytki tak szybko, jak to mozliwe po aktywacji lub
starannie przechowywa¢ w ciemnej szafce, a nastgpnie reaktywowal przed uzyciem. (Uwaga: aktywacja w
110 °C przez jedng godzing jest wystarczajaca do zapobiezenia nieciemnieniu plytek). Przed uzyciem naciaé
linie poprzez pokrycie, 10 mm od brzegéw i gory kazdej plytki dla zmniejszenia efektu krawedziowego w czasie
rozwijania.

Natozenie estrow metylowych

Uzywajac aplikator (pkt 5.1.5) nanie$¢ 50 mikrolitréw roztworu estrow metylowych (pkt 6.1) przygotowanego z
probki, w postaci waskiej smugi okolo 50mm dlugosci, przynajmniej 40 mm od brzegu plytki I 10 mm od
dotu. Nanie$¢ w podobny sposéb 100 mikrolitréw roztworu zawierajacego réwne objetosci przygotowanego
roztworu estrow metylowych (pkt 6.1) i roztwdr erukanu metylowego (pkt 4.6). Zachowa¢ szczegdlng ostroz-
no$¢ w trakcie nakladania roztworéw z powodu krucho$ci pokrycia (Uwaga: jesli niezbedne, nanie$¢ 50
mikrolitrow roztworu erukanu metylowego (pkt 4.6) na plytke, dla udzialu w identyfikacji wstegi erukanu
metylowego po rozwinigciu: patrz rysunek). Po naniesieniu estrow metylowych wstawi¢ dolng krawedz plytki do
eteru dwuetylowego, do momentu, gdy eter wchlonie si¢ okolo 5 mm powyzej powierzchni naniesionej prébki.
Niniejszy zabieg zateza estry metylowe w waskie pasmo.

Rozwijanie plytek

Nala¢ rozpuszczalnika rozwijajacego (pkt 4.8) do zbiornika na glebokos¢ 5 mm i umiesci¢ zbiornik, zaopatrzony
w pokrywe, w zamrazarce (pkt 5.1.1) ustawionej na minus 25 °C, lub tak blisko tej temperatury, jak to
mozliwe. (W niektérych przypadkach jest korzystne wypoziomowal zbiornik). Po dwdch godzinach umiesci¢
ostroznie plytke w zbiorniku i pozwoli¢ rozpuszczalnikowi wchlongé si¢ do polowy lub dwdch trzecich
wysoko$ci plytki. Wyjaé plytke i delikatnie odparowaé rozpuszczalnik strumieniem azotu. Umie$ci¢ ponownie
plytke w zbiorniku i pozwoli¢ rozpuszczalnikowi wznie$¢ si¢ do wierzchotka plytki. Wyjaé plytke i jak
uprzednio wysuszy¢ w strumieniu azotu, a nastepnie rozpyli¢ na nig ostroznie roztwor 2,7-dwuchlorofluoros-
ceiny (pkt 4.9).

Obejrzeé plytke w $wietle ultrafioletowym i zlokalizowal pasmo zawierajace erukan metylowy w prébee, przez
odniesienie go do intensywnego pasma w prébee, do ktorej dodano erukan metylowy (patrz: rysunek).

Oddzielanie frakeji estru metylowego

Zeskroba¢ pasmo erukanu metylowego pochodzacego z probki do 50 ml zlewki, zachowujac ostrozno$é, by
zapobiec stratom. W podobny sposéb przenies¢ zel krzemionkowy znajdujacy si¢ powyzej i ponizej pasma
erukanu metylowego do innej 50 ml zlewki. Niniejsze pasmo zawiera wszystkie inne frakcje estréw metylowych
kwasu tluszczowego. Dodaé 1,0 ml roztworu wzorcowego tetrakozenianu metylu (pkt 4.7) i 10 ml eteru
dwuetylowego (pkt 4.1) do kazdej zlewki. Wymiesza¢ i przenies¢ zawarto$¢ zlewek do oddzielnych kolumn lub
lejkéw (pkt 5.1.4), z ktérych kazdy zawiera okoto 1 g zelu krzemionkowego (pkt 4.4); wymy¢ estry metylowe,
uzywajac trzy lub cztery porcje po 10 ml eteru dwuetylowego. Zebrad filtraty w male kolby. Odparowa¢ kazdy
filtrat do malej objetosci stosujac delikatny strumient azotu i przenie$¢ estry metylowe do malych probéwek
szklanych o zaostrzonych dnach. Usuna¢ caly rozpuszczalnik poprzez odparowanie strumieniem azotu, w taki
sposdb, by estry metylowe zebraly si¢ na dnie probéwek. Rozpusci¢ estry metylowe w okoto 25-50 mikrolitréw
n-heksanu (pkt 4.2).
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6.3

6.3.1.

7.1.2.

Chromatografia gazowo-cieczowa

Przeprowadzi¢ procedure opisang w zalaczniku VI sekcja Ill do rozporzadzenia Komisji 7277/EWG i zanalizo-
waé 1-2 mikrolitréw roztworéw estru metylowego uzyskanego z i) frakcji zawierajacej erukan metylowy; i ii)
frakcji zawierajacych pozostalos¢ metylowanych kwaséw tluszczowych.

. Przy pomocy elektronicznego integratora uzyskaé nastgpujace powierzchnie pikéw:

i) z chromatogramu frakeji zawierajacej erukan metylowy:
a) erukanu metylu [E]
b) wzorca wewngtrznego [L ]
¢) catkowite powierzchnie estru metylowego, wylaczajac wzorzec wewnetrzny [EF]
ii) z chromatogramu frakeji zawierajacych pozostalos¢ estréw metylowych kwasu thuszczowego
a) catkowite powierzchnie piku estru metylowego, wylaczajac wzorzec wewnetrzny [RF]

b) wzorzec wewnetrzny [L,]

WYRAZENIE WYNIKOW

Metoda obliczenia i wzér

. Zawarto§¢ kwasu erukowego w prébce, wyrazong w warunkach jego estru metylowego jako zawarto$é

procentowa catkowitej ilosci estréw metylu kwasu thuszczowego przygotowanych z prébki, okresla si¢ przez:
E

| (EF R
N\, 'L

x 100

gdzie:

E, EF, RE, L i L, s3 powierzchniami pikéw, okreslonymi w pkt 6.3.2, skorygowane, jesli konieczne poprzez
uzycie wspolezynnikow kalibragji.

Do celéw praktycznych warto$¢ erukanu metylu, okreslona powyzszym wzorem, jest rownowazna poziomowi
kwasu erukowego, wyrazonemu jako zawarto$¢ procentowa catkowitego poziomu kwaséw tluszczowych w
prébee.

Jezeli powierzchnie pikéw sa uzyskiwane jako procentowe, wartosci EF i RF oblicza si¢ jak nastepuje:
EF = 100 - L,
RF = 100 - L,

. Metoda obliczania (pkt 7.1.1) zaklada, ze poziom kwasu tetrakozenowego w probce jest nieznaczny. Jesli

znaczace ilosci niniejszego kwasu okazuja si¢ by¢ obecne, warto$¢ dla kwasu tetrakozenowego (L,) uzyskana z
chromatogramu frakeji zawierajacych pozostatos¢ estréw metylowych kwasu tluszczowego, musi by¢ zmniejszo-
na do:

L2_T2

gdzie:

ToP,

2= "5

Py

oraz

T, = powierzchnia piku tetrakozenianu metylowego pochodzaca z prébki i ktéra tworzy cze$¢ powierzchni
piku przypisanej wzorcowi wewnetrznemu w chromatogramie frakcji pozostatosci estrow metylowych

kwasu tluszczowego

P, = powierzchnia piku palmitynianu metylowego uzyskanego z chromatogramu frakcji pozostatosci

—
|

= powierzchnia piku tetrakozenianu metylowego uzyskana z chromatogramu estréw metylowych catkowitej
iloci kwaséw tluszczowych oznaczona analiza podang w art. 2 niniejszej dyrektywy

P, = powierzchnia piku palmitynianu metylowego uzyskana z chromatogramu estréw metylowych catkowitej
iloSci kwaséw ttuszczowych, oznaczonej poprzez analiz¢ podang w art. 2 niniejszej dyrektywy.
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7.1.4. Wyprowadzenie wzoru

Proporcja kwaséw tluszczowych w frakcji zawierajacej erukan metylowy, wyrazona jako zawarto$¢ procentowa
catkowitej ilosci kwasow tluszczowych w prébee okreslona jest przez:

EF

LT RF EF

==+—x 100 — %1
El:+L2>< lub IF R x 100
Ll L] L2

Proporcja kwasu erukowego w frakcji zawierajacej erukan metylowy jest okreslona przez:
E
EF

Stad zawarto$¢ kwasu erukowego w probce wyrazona jako zawarto$¢ procentowa catkowitej ilosci kwasow
thuszczowych, jest okreslona przez:

EF X £ x 100 £ x 100
L, (FF REY b NERS
! L] Lz ! Ll L2

7.1.5. Powtarzalnos¢

Réznica migdzy warto$ciami dwoch oznaczen, przeprowadzonych réwnocze$nie lub szybko nastgpujacych po
sobie, na tej samej prébce, przez tego samego analityka, w tych samych warunkach, nie moze przekraczaé 10 %

wyniku lub 0,5 gram na 100 gram probki, biorac wigksza wartosc.
RYSUNEK

Typowy cienkowarstwowy chromatogram ukazujacy rozdzial estréw metylowych kwasu erukowego, cetolei-
nowego kwasu i trans-izomeréw kwasu dokozenowego

Nasycone estry metylowe kwasu
thuszczowego

Wi

trans- QbR i
rans-izomery % &

. Lantiftiidt=is
metylowy erukan (1) Liitiutliutiiv @ m

s

metylowy cetoleinian
inne monoeny GG GRS

TR <TTOATD
dieny i polieny SISy

SIRREEEINT
- amszomme @ © D -
1 2 3
1 prébka

2 metylowy erukan
3 prébka + metylowy erukan

(") Frakcja okreslana jako erukan metylowy zwykle zawiera estery metylowe innych monoenoicznych kwaséw, lecz musi by¢ wolna
od cetoleinianu metylowego.



