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Téama asiakirja on ainoastaan dokumentointitarkoituksiin. Toimielimet eiviit vastaa sen sisillosta.

»>B KOMISSION ASETUS (ETY) N:o 2568/91,
annettu 11 péivini heindkuuta 1991,
oliividljyn ja uutetun oliiviéljyn ominaisuuksista sekii niiden midritysmenetelmisti
(EYVL L 248, 5.9.1991, s. 1)
Muutettu:
virallinen lehti
N:o sivu paivamadra
»M1 Komission asetus (ETY) N:o 3682/91, annettu 17 pdivdnd joulukuuta L 349 36 18.12.1991
1991
»M2 Komission asetus (ETY) N:o 1429/92, annettu 26 pdivdnd toukokuuta L 150 17 2.6.1992
1992
»M3 Komission asetus (ETY) N:o 1683/92, annettu 29 pdivind kesdkuuta L 176 27 30.6.1992
1992
»M4 Komission asetus (ETY) N:o 1996/92, annettu 15 pdivdnd heindkuuta L 199 18 18.7.1992
1992
»MS5 Komission asetus (ETY) N:o 3288/92, annettu 12 pdivéind marraskuuta L 327 28 13.11.1992
1992
»M6 Komission asetus (ETY) N:o 183/93, annettu 29 pdivind tammikuuta L 22 58 30.1.1993
1993
»M7 muutettu commission Regulation (EEC) No 826/93 of 6 April 1993 (*) L 87 6 7.4.1993
»MS8 Komission asetus (ETY) N:o 620/93, annettu 17 pdivdnd maaliskuuta L 66 29 18.3.1993
1993
»M9 Komission asetus (EY) N:o 177/94, annettu 28 pdivdnad tammikuuta 1994 L 24 33 29.1.1994
» M10 Komission asetus (EY) N:o 2632/94, annettu 28 pdivdand lokakuuta 1994 L 280 43 29.10.1994
» M11 Komission asetus (EY) N:o 656/95, annettu 28 pédivand maaliskuuta 1995 L 69 1 29.3.1995
» M12 Komission asetus (EY) N:o 2527/95, annettu 27 pédivdnd lokakuuta 1995 L 258 49 28.10.1995
» M13 Komission asetus (EY) N:o 2472/97, annettu 11 péivini joulukuuta 1997 L 341 25 12.12.1997
» M14 Komission asetus (EY) N:o 282/98, annettu 3 pédivand helmikuuta 1998 L 28 5 4.2.1998
» M15 Komission asetus (EY) N:o 2248/98, annettu 19 pidivdni lokakuuta 1998 L 282 55 20.10.1998
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KOMISSION ASETUS (ETY) N:o 2568/91,
annettu 11 piivini heinikuuta 1991,

oliividljyn ja wuutetun oliividljyn ominaisuuksista seki niiden
midritysmenetelmisti

EUROOPAN YHTEISOJEN KOMISSIO, joka
ottaa huomioon Euroopan talousyhteisén perustamissopimuksen,

ottaa huomioon rasva-alan yhteisestd markkinajérjestelystd 22 pdivdnd
syyskuuta 1966 annetun neuvoston asetuksen 136/66/ETY ('), sellaisena
kuin se on viimeksi muutettuna asetuksella (ETY) N:o 3577/90 (%), ja
erityisesti sen 35 a artiklan,

sekd katsoo, ettd

asetuksen 136/66/ETY liitteessd madratadn kussakin jasenvaltiossa sekd
yhteison maiden vilisessd ja kolmansien maiden kanssa kéytidvissi
kaupassa kaupan pidettdvin puristetun oliividljyn ja uutetun oliividljyn
nimityksistd ja madritelmista,

eri Oljytyyppien erottamiseksi toisistaan kunkin tyypin fysikaalis-
kemialliset ominaisuudet ja neitsyt6ljyn aistinvaraiset ominaisuudet on
syytd médritelld kyseisten tuotteiden puhtauden ja laadun takaamiseksi,
sanotun kuitenkaan rajoittamatta muiden voimassa olevien téitd koske-
vien sdanndsten soveltamista,

eri Oljytyyppien ominaisuuksien esiintyminen olisi mééritettdvd yhte-
ndisesti kaikkialla yhteisOssd; titd varten on syytd vahvistaa yhteison
menetelmét kemiallista maéritystd ja aistinvaraista arviointia varten;
siirtymdkauden aikana olisi kuitenkin sallittava jasenvaltioissa sovellet-
tavien muiden méadritysmenetelmien kayttd ottaen kuitenkin huomioon,
ettd jos tulokset ovat erilaisia, yhteiselld menetelmélld saadut tulokset
ovat ratkaisevia,

oliividljyn fysikaalis-kemiallisten ominaisuuksien sekd mééritysmene-
telmien maiéritteleminen johtaa yhdistetyn nimikkeiston 15 ryhmin
lisshuomautusten mukauttamiseen,

neitsytdljyn  aistinvaraisten ominaisuuksien arviointimenetelméin
kuuluu valituista ja koulutetuista maistajista koostuvien raatien
muodostaminen; tdmdn vuoksi olisi sdddettdvd tillaisen jérjestelyn
luomiseen tarvittavasta médrdajasta; ottaen huomioon joidenkin jdsen-
valtioiden vaikeudet maistajien raadin muodostamisessa olisi sallittava
muiden jdsenvaltioiden raatien kaytto,

toman toiminnan varmistamiseksi olisi sdddettivd yhtendisestd
menetelméstd ndiden tuotteiden 6ljypitoisuuden maarittdmiseksi,

on suotavaa sddtdd ennen tdméin asetuksen voimaantuloa pakatun 6ljyn
myyntid koskevasta médrdajasta, jottei kaupalle aiheutuisi haittaa,

on syytd kumota komission asetus (ETY) N:o 1058/77 (%), sellaisena
kuin se on viimeksi muutettuna asetuksella (ETY) N:o 1858/88 (), ja

rasvojen hallintokomitea ei ole antanut lausuntoa puheenjohtajansa
asettamassa maérdajassa,

ON ANTANUT TAMAN ASETUKSEN:

1 artikla

1 Oljyjd, joiden ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessd I
olevassa 1, 2 ja 3 kohdassa maidritettyjen ominaisuuksien mukaiset,

() EYVL N:o 172, 30.9.1966, s. 3025/66
(» EYVL N:o L 353, 17.12.1990, s. 23
() EYVL Nio L 128, 24.5.1977, 5. 6

() EYVL N:o L 166, 1.7.1988, s. 10
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pidetddn asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevissa 1 a, 1 bja 1l c
kohdassa tarkoitettuina neitsytoliividljyina.

2 Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessi I
olevassa 4 kohdassa maédritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetdin
asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 1 d kohdassa tarkoitet-
tuna oliivilamppudljyna.

3 Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessi I
olevassa 5 kohdassa maidiritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetdin
asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 2 kohdassa tarkoitettuna
puhdistettuna oliividljyna.

4  Oljya, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessd I
olevassa 6 kohdassa maidritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetdin
asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 3 kohdassa tarkoitettuna
oliivi6ljyna.

5 Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timin asetuksen liitteessi I
olevassa 7 kohdassa médritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetdin
asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 4 kohdassa tarkoitettuna
raakana uutettuna oliividljyna.

6 Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timdn asetuksen liitteessi I
olevassa 8 kohdassa maidritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetdin
asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 5 kohdassa tarkoitettuna
puhdistettuna uutettuna oliiviéljyna.

7  Oljyd, jonka ominaisuudet ovat timdn asetuksen liitteessd I
olevassa 9 kohdassa maidritettyjen ominaisuuksien mukaiset, pidetdin
asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevassa 6 kohdassa tarkoitettuna
uutettuna oliividljyna.
M5

8  Kuitenkin markkinointivuosien 1998/1999 - 2000/2001 osalta
katsotaan asetuksen N:o 136/66/ETY liitteessd olevan 1 kohdan a, b, ¢
ja d alakohdassa tarkoitetuksi neitsytoliividljyksi myds irtotavarana tai
tuotetta ldhinnd olevassa pakkauksessa, jonka sisdllon nettopaino on
vahintddn 100 kilogrammaa, olevat 6ljyt, jotka ovat kokonaan perdisin
Marokosta, joiden ominaisuudet ovat tdmédn asetuksen liitteessd I
olevassa 1, 2, 3 ja 4 kohdassa médritettyjen ominaisuuksien mukaiset
ja joiden linoleenihappopitoisuus on 1 ja 2 kohdasta poiketen enintdin
1,0 prosenttia.

2 artikla

1 Niiden O&ljyjen, joista madrdtddn liitteessi I, ominaisuudet
madritetddn seuraavia madritysmenetelmid noudattaen:

— oleiinihappoprosentteina  ilmaistavien vapaiden rasvahappojen
madarittdminen liitteen II menetelmalld,

— peroksidiluvun méérittdminen liitteen III menetelmalld,

— alifaattisten alkoholien médrittiminen liitteen IV menetelmalld,

— sterolipitoisuuden méirittdminen liitteen V menetelmalld,

— erytrodiolin ja uvaolin méérittiminen liitteen VI menetelmailld,

— triglyseridin 2-asemassa olevien tyydyttyneiden rasvahappojen
madérittdiminen liitteen VII menetelmalld,

— trilinoleiinipitoisuuden méadrittiminen liitteen VIII menetelmalla,
— spektrofotometrinen maéritys liitteen IX menetelmélld,

— rasvahappokoostumuksen maérittdminen liitteiden X A ja X B
menetelmalld,

— haihtuvien halogeeniliuottimien miérittdminen liitteen XI mene-
telmalla,

— neitsytoliividljyn aistinvaraisten ominaisuuksien arviointi liitteen
XII menetelmélld 2 kohdan mukaisesti sovellettuna,

— 0ljyn puhdistuksen toteaminen liitteen XIII menetelmélla,
YMil1
— stigmastadieenien médritykseen liitteessd XVII kuvattu menetelma,
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vYM13
— triglyseridien koostumuksen mairitykseen ECN42:na liitteessd
XVIII kuvattu menetelma.

2 Aistinvaraiset ominaisuudet arvioi » M3 maistaja, joka on aistin-
varaisen médrityksen asiantuntija tai jota asiantuntijat avustavat <«
liitteen XII lomakkeessa esitettyd maistamismenettelyd noudattaen.
Kun arvio on ristiriidassa tuotteen nimityksen kanssa, maistajan on
annettava ndyte maistajien raadin tutkittavaksi liitteen XII médrdysten
mukaisesti.

Maistajien raadin on tehtdvd mahdolliset uusintamééritykset nididen
madrdysten mukaisesti.

Kun aistinvaraiset ominaisuudet arvioidaan interventiojérjestelméiin
liittyvien toimien toteuttamisen aikana, maistajien raati tekee tdmén
arvion liitteen XII mukaisesti.

VY Mi15
3 Naytteiden otto liitteessd I sdddettyjen oliividljyjen ominaisuuk-
sien madrittdmistd varten suoritetaan ndytteen valmistelun osalta
kansainvilisen standardin EN ISO 661 mukaisesti.

3 artikla

Edelld 2 artiklassa sdddettyjen méadritysmenetelmien kayttdonotto ei
estd jdsenvaltioita kayttdimastd muita kokeiltuja ja tieteellisesti patevid
menetelmid P»M6 28 pdivddn helmikuuta 1993 «, jos tdstd ei
aiheudu haittaa sellaisten tuotteiden liikkuvuudelle, jotka on yhteison
menetelmin todettu voimassa olevien sddnndsten mukaisiksi. Ennen
tillaisten muiden menetelmien kdytt6d jasenvaltioiden on ilmoitettava
niistd komissiolle.

Kun jollakin ndistd muista menetelmistd saadaan eri tulos kuin yhteison
menetelmélld, viimeksi mainitulla menetelmilld saatua tulosta pidetddn
ratkaisevana.

3 a artikla

Jos kaupallisten liiketoimien kohteena olevan oliividljyn aistinvarai-
sissa ominaisuuksissa on poikkeamia, asianomaiset osapuolet voivat
kddntyd valitsemansa hyviksytyn maistajien raadin puoleen.

3 b artikla

Kun 06ljyn aistinvaraisten ominaisuuksien havaitaan olevan erilaiset
kuin sen nimityksestd johtuvat ominaisuudet, kyseisen jdsenvaltion on
sovellettava hallinnollisia rahaméiéréisid seuraamuksia, joiden miérd
vahvistetaan havaitun poikkeaman vakavuuden mukaisesti, sanotun
kuitenkaan rajoittamatta muiden mahdollisten seuraamusten sovelta-
mista.

Poikkeaman arvioinnissa otetaan erityisesti huomioon tavanomaisissa
olosuhteissa sdilytetyn 6ljyn ominaisuuksien luonnollinen kehittyminen.

Jasenvaltioiden on annettava komissiolle tiedoksi kunkin vuosipuo-
liskon alussa havaittujen poikkeamien maérd ja luonne sekéd edellisen
vuosipuoliskon aikana sovelletut seuraamukset.

4 artikla

1 Aistinvaraisten ominaisuuksien arvioimiseksi jdsenvaltioiden on
perustettava maistajien raateja, jotka vastaavat ndiden ominaisuuksien
virallisesta tarkastuksesta ja joiden on tdytettdvd seuraavat edellytykset:

— niiden on koostuttava valikoiduista maistajista, jotka on koulutettu
liitteen XII menetelmén s@éntdjd noudattaen,

— niilld on oltava laitteet ja aineistot, joita tarvitaan edelld mainitun
menetelmén sddntdjen mukaisessa aistinvaraisessa arvioinnissa,
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— niiden on kiytettdivd mainitun menetelmédn edellyttimdi oliividljyn
aistinvaraisen maédrityksen erityissanastoa, profiililomaketta ja
arvostelutaulukkoa,

— niiden on jérjestettdvd aistinvaraisia arviointeja yhteison tai
kansainviliselld tasolla madrdaikaistarkastusten ja havaitsemisperus-
teiden yhdenmukaistamiskokousten yhteydessd,

— niiden on toimitettava komissiolle vuosittain kaikki raatien perusta-
misessa  tapahtuneita = muutoksia ja  hyvdksytyn raadin
ominaisuudessa suoritettuja arviointikertoja koskevat tiedot.

Kunkin jisenvaltion on hyvéksyttdvd raadit, jotka tdyttdvit edelld
esitetyt edellytykset ja jotka on perustettu sen omalle alueelle. Sen on
valittava niistd yksi raati vastaamaan tarkastusmaarityksista.

Raateja, jotka jdsenvaltiot ovat perustaneet ennen 1 pdivdd marraskuuta
1992 liitteen XII menetelmdn edellyttimid sd&nt6ja noudattaen, on
pidettidvd hyviksyttyind tdssi artiklassa tarkoitetulla tavalla.

Kunkin jidsenvaltion on annettava tiedoksi hyvéksyttyjen raatien luet-
telo sekd komissiolle ettd jdsenvaltioille.

2 Jos jdsenvaltiolla on vaikeuksia maistajien raadin perustamisessa
omalle alueelleen, se voi kdyttdd toisen jasenvaltion hyvéksyttyd mais-
tajien raatia.

3 Kunkin jdsenvaltion on laadittava luettelo ammattijarjestjen tai
ammattien vilisten jirjestdjen 1 kohdan edellytysten mukaisesti perus-
tamista maistajien raadeista ja niiden on valvottava ndiden edellytysten
noudattamista.

5 artikla

Korvataan neuvoston asetuksen (ETY) N:o 2658/87 (") liitteessd I
olevan yhdistetyn nimikkeiston 15 ryhmin 2, 3 ja 4 lisdhuomautus
tdmén asetuksen liitteelld XIV.

6 artikla

1 Oliividljyn erottamisesta syntyneen Oljykakun ja muiden yhdis-
tetyn nimikkeiston CN-koodeihin 2306 90 11 ja 2306 90 19 kuuluvien
jétteiden Oljypitoisuus madritetddn liitteen XV menetelmén mukaisesti.

2 Edelld 1 kohdassa tarkoitettu 6ljypitoisuus ilmaistaan 6ljyn paino-
prosenttina kuiva-aineesta.

7 artikla

Muiden kuin liitteessd XI tarkoitettujen haitallisten aineiden osalta
sovelletaan niiden esiintymistd koskevia yhteison sddnnoksia.

8 artikla

1 Jdsenvaltioiden on ilmoitettava komissiolle timin asetuksen sovel-
tamiseksi toteutetut toimenpiteet.

2 Kunkin vuosipuoliskon alussa jdsenvaltioiden on toimitettava
komissiolle tiedoksi yhteenveto edellisen vuosipuoliskon aikana
tehtyjen médritysten tuloksista.

Rasvojen hallintokomitea tutkii ndmé tulokset asetuksen N:o 136/66/
ETY 39 artiklassa sdddettyd menettelyd noudattaen.

9 artikla

Kumotaan asetus (ETY) N:o 1058/77.

() EYVL N:o L 256, 7.9.1987, s.1.
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10 artikla

1  Téama asetus tulee voimaan seuraavana paivana sen jilkeen, kun se
on julkaistu Euroopan yhteisdjen virallisessa lehdessd. Liitteen XII
menetelméd on kuitenkin otettava kayttoon »MI1 1 piivéstd marras-
kuuta 1992 <, interventioon liittyvid toimia lukuun ottamatta.

Tama menetelmé ei koske ennen 1 pdivdd marraskuuta 1992 pakattuja
neitsytoliividljyja.

2 Tadméd asetus ei koske ennen tdméin asetuksen voimaantuloa
pakattua ja 31 pdivddn lokakuuta 1992 asti kaupan pidettyd oliividljya
tai uutettua oliividljya.

Tamai asetus on kaikilta osiltaan velvoittava, ja sitd sovelletaan sellaise-
naan kaikissa jésenvaltioissa.
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1.3.1
1.32
1.33

1.4
1.4.1

1.4.2

LITE 11

VAPAIDEN RASVAHAPPOJEN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Vapaiden rasvahappojen maéérittiminen oliividljyistd. Vapaiden rasvahap-
pojen pitoisuus ilmaistaan tavanomaisesti laskettuna happamuutena.

Periaate

Néyte liuotetaan liuotinseokseen ja vapaat rasvahapot titrataan kaliumhy-
droksidin etanoliliuoksella.

Reagenssit

Kaikkien reagenssien on oltava mairitykseen hyviksyttyd analyysilaatua
ja veden on oltava joko tislattua tai vastaavaa puhtausastetta.

Dietyylieetteri ja 95-prosenttinen etanoli (V/V), yhtd suuret tilavuusosat
kumpaakin.

Huom..: Dietyylieetteri on helposti syttyvdd ja voi muodostaa rdjéhtdvia
peroksideja. Sen kiytdssd on oltava erittdin varovainen.

Seos, johon on lisdtty 0,3 ml fenoliftaleiinilivosta (1.2.3) 100 ml:aan,
neutraloidaan juuri ennen kaytt6d kaliumhydroksidiliuoksella (1.2.2),

Huom.: Jos ei voida kdyttdd dietyylieetterid, voidaan kiyttdd etanolin ja
tolueenin seosta. Etanoli voidaan tarvittaessa korvata 2-propano-
lilla.

Kaliumhydroksidi titrattuna etanoliliuoksena, ¢(KOH) noin 0,1 mol/l tai
tarvittaessa ¢(KOH) noin 0,5 mol/l.

Kaliumhydroksidin etanoliliuoksen tarkka vikevyys on tunnettava ja
tarkistettava juuri ennen kayttod. Kéytetddn liuosta, joka on valmistettu
véhintddn viisi vuorokautta ennen kaytt6d ja dekantoitu ruskeaan lasipul-
loon, jossa on kumitulppa. Liuoksen on oltava viritontd tai oljenkeltaista.

Huom.: Viriton, stabiili kaliumhydroksidiliuos voidaan valmistaa seuraa-
vasti. Kuumennetaan kiehuvaksi 1000 ml etanolia, johon on
lisdtty 8 g kaliumhydroksidia ja 0,5 g alumiinilastuja, ja keitetdén
seosta yksi tunti palautusjddhdyttimen kanssa. Tislataan
vilittomasti. Tisleeseen liuotetaan tarvittava méara kaliumhydrok-
sidia. Annetaan seistd useita vuorokausia ja dekantoidaan kirkas
neste, joka on kaliumkarbonaattisakan ylépuolella.

Liuos voidaan myds valmistaa ilman tislausta seuraavasti: lisdtdan
4 ml alumiinibutylaattia 1 000 ml:aan etanolia ja seoksen anne-
taan seistd joitakin vuorokausia. Dekantoidaan sakan yldpuolinen
neste ja liuotetaan siihen tarvittava mddrd kaliumhydroksidia.
Liuos on kayttovalmis.

Fenoliftaleiini, 10 g liuotettuna litraan 95- tai 96-prosenttista etanolia (V/
V) tai, jos rasva on kovin tummaa, alkalisini, 20 g liuotettuna litraan 95-
tai 96-prosenttista etanolia (V/V).

Vilineisto

Tavanomainen laboratoriovilineistd ja erityisesti:

Analyysivaaka

Erlenmeyerpullo, 250 ml

Byretti, 10 ml, mitta-asteikon jakovéli 0,05 ml.

Suoritus
Naytteen esikésittely médritystd varten

Madritys tehdddn suodatetusta nidytteestd. Jos veden ja epdpuhtauksien
kokonaispitoisuus on pienempi kuin 1 %, voidaan médritys tehda
ndytteestd sellaisenaan.

Néytteenotto

Niyte otetaan oletetun happamuuden perusteella seuraavan taulukon
mukaan:
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1.43

1.5

Niiytemadri Naytteen punnitustark-
Oletettu happoluku Y kuus
(&

(9]
<1 20 0,05
1—4 10 0,02
4—15 2,5 0,01

15—75 0,5 0,001

> 75 0,1 0,0002

Néyte punnitaan erlenmeyerpullossa (1.3.2).
Madritys

Néyte (1.4.2) liuotetaan 50—150 ml:aan ennalta neutraloitua dietyylieet-
teri/etanoli-seosta (1.2.1).

Titrataan, koko ajan sekoittaen, 0,1 mol/l kaliumhydroksidiliuoksella
(1.2.2) (ks. Huom. 2), kunnes indikaattorin véri muuttuu (fenoliftaleiinin
vaaleanpunainen viri sdilyy vahintddn 10 sekunnin ajan).

Huom. I Titrattu kaliumhydroksidin etanolilivos (1.2.2) voidaan korvata
kalium- tai natriumhydroksidin vesiliuoksella, jos lisitty vesi ei
aiheuta faasien erottumista.

Huom. 2 Jos 0,1 mol/l kaliumhydroksidiliuosta tarvitaan enemmén kuin
10 ml, kdytetddn 0,5 mol/l liuosta.

Huom. 3 Jos liuos samenee titrattaessa, liuotinseosta (1.2.1) lisédtddn
tarpeen mukaan, kunnes liuos on kirkasta.
Happamuus: ilmaistuna oleiinihappoprosentteina

Happamuus painoprosentteina ilmaistuna on:

M 1007V><c><M

VXX T000  m T 10xm
jossa:
V = titratun kaliumhydroksidiliuoksen tilavuus millilitroina;
¢ = titratun kaliumhydroksidiliuoksen tarkka pitoisuus moolia/litra;
M = tuloksen ilmaisemiseen kdytetyn hapon moolimassa g/mol (= 282);
m = ndytteen massa grammoina.

Tulos on kahden médrityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo.
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5.1

52

5.3

6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

LITE 11

PEROKSIDILUVUN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Tama standardi kuvaa rasvojen ja Oljyjen peroksidiluvun maéaritysmene-
telmén.

SOVELTAMISALA

Tama standardi soveltuu eldin-ja kasvirasvojen sekd -6ljyjen tutkimiseen.

MAARITELMA

Peroksidiluku ilmaisee nédytteessd olevien kaliumjodidia hapettavien
aineiden madrdn (ilmaistuna aktiivisen hapen milliekvivalentteina kilo-
grammaa kohti) tassd kuvatuissa koeolosuhteissa.

PERIAATE

Nayte liuotetaan etikkahapon ja kloroformin seokseen ja késitelldén kalium-
jodidilla. Vapautuva jodi titrataan natriumtiosulfaattiliuoksella.

VALINEISTO

Kéytettdvien laitteiden on oltava puhtaita siten, ettd niissd ei ole mitdin
hapettavia tai pelkistdvid aineita.

Huom.: Hiottuja lasipintoja ei saa rasvata.
Punnituslasi, 3 ml.

Lasipulloja, vetoisuus noin 250 ml, hiotut suut ja tulpat, etukéteen kuivattu
ja tdytetty puhtaalla, kuivalla inerttikaasulla (typelld tai mieluummin hiili-
dioksidilla).

Byretti, 25 tai 50 ml, mitta-asteikon jakovéli 0,1 ml.

REAGENSSIT

Analyysilaatuinen kloroformi, josta happi on poistettu puhtaalla, kuivalla
inerttikaasuvirralla tapahtuvalla kaasuhuuhtelulla.

Analyysilaatuinen jédetikka, josta happi on poistettu puhtaalla, kuivalla
inerttikaasuvirralla tapahtuvalla kaasuhuuhtelulla.

Kaliumjodidin tuore, kylldstetty vesiliuos, joka ei sisdlld jodia eikd jodaat-
teja.

Natriumtiosulfaatin vesiliuos, 0,01 tai 0,002 N, normalisoitu huolellisesti
juuri ennen kayttoa.

Térkkelysliuos, 10 g/l vesidispersio, liukoisesta luonnon tarkkelyksestd
valmistettu tuore liuos.

NAYTE

Huolehditaan siitd, ettd ndyte otetaan ja sdilytetddn pimedssd ja kylmaéssé, ja
ettd sen lasisissa sdilytysastioissa ei ole tyhjdd tilaa. Astiat on suljettava
ilmatiiviisti joko hiotuilla lasitulpilla tai korkilla.

SUORITUS

Mairitys tehdddn hajapdivianvalossa tai keinovalossa. Néyte punnitaan
0,001 g:n tarkkuudella punnituslasissa (5.1) tai, ellei sellaista ole, pullossa
(5.2). Tarvittava ndytemddra riippuu oletetusta peroksidiluvusta seuraavan
taulukon mukaan:
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Oletettu peroksidiluku Naytemadra
(meq O,/kg) (2)
0—12 5,0—2,0
12—20 2,0—1,2
20—30 1,2—0,8
30—50 0,8—0,5
50—90 0,5—0,3

Avataan pullo (5.2) ja asetetaan sisddn punnituslasi, jossa on ndyte. Lisdtddn
10 ml kloroformia (6.1). Liuotetaan ndyte nopeasti sekoittaen. Lisdtddn
15 ml etikkahappoa (6.2), sitten 1 ml kaliumjodidiliuosta (6.3). Suljetaan
pullo nopeasti, ravistetaan yksi minuutti ja annetaan seistd tasan viisi
minuuttia pimedssd 15—25 °C:n lampétilassa.

Lisdtddn noin 75 ml tislattua vettd. Vapautunut jodi titrataan natriumtiosul-
faattiliuoksella (6.4) (jos oletettu peroksidiluku on alle 12, kdytetddn 0,002 N
livosta ja jos se on yli 12, kdytetddn 0,01 N liuosta) voimakkaasti sekoittaen
ja indikaattorina kaytetddn tarkkelysliuosta (6.5).

Samasta néytteestd tehdddn kaksi méadritysta.

Sokeakoe tehddin samanaikaisesti. Jos sen tulos on suurempi kuin 0,05 ml
0,01 N natriumtiosulfaattiliuosta (6.4), ovat reagenssit olleet epipuhtaita ja
ne on vaihdettava.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Peroksidiluku (PV), ilmaistuna aktiivisen hapen milliekvivalentteina kilo-
grammaa kohti, saadaan kaavasta:

V xTx 1000
PV —
m
jossa:
V = miiritykseen kdytetyn normalisoidun natriumtiosulfaattiliuvoksen
(6.4) madrd millilitroina, korjattuna sokeakokeen tuloksilla;
T = maéiritykseen kéytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (6.4) tarkka
normaalisuus;
m = ndytteen massa grammoina.

Tulos on kahden médrityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo.



1991R2568 — FI — 01.11.1998 — 015.001 — 14

LITE IV

VAHAPITOISUUDEN MAARITTAMINEN KAPILLAARIKAASUKRO-

3.1
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33.1
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333
334

335

3.4

4.2
43
4.4
4.5

4.6
4.7

5.1
5.1.1

MATOGRAFISELLA MENETELMALLA

TARKOITUS

Télla menetelmélld médritetddn koeolosuhteissa tiettyjen rasvojen vaha-
pitoisuus.

Téatd menetelmdd voidaan kdyttdd erityisesti erottamaan puristamalla ja
uuttamalla saatu oliividljy.
PERIAATE

Rasva, johon on lisétty soveltuva sisdinen standardi, fraktioidaan kroma-
tografisesti ~ hydratoitua  silikageelid  siséltdvdssd  kolonnissa;
koeolosuhteissa (joissa polaarisuus on triglyseridien polaarisuutta
heikompi) ensimmdiisend eluoitunut jac otetaan talteen ja maéritetddn
suoraan kapillaarikaasukromatografian avulla.

VALINEET

25 ml erlenmeyer-pullo.

Lasikolonni kromatografiaa varten, jonka sisdhalkaisija on 15,0 mm ja
pituus 30 - 40 cm.

Soveltuva kaasukromatografialaitteisto ja kapillaarikolonni, jossa on
suoraan kolonniin johtava jirjestelmé, jonka osat ovat:

termostaattisdétéinen uuni kolonnille, joka pitdd halutun lampdtilan + 1
°C:n tarkkuudella,

kylmaéinjektori, kolonniin suoraan syottdmiseksi,
liekki-ionisaatiodetektori sekd muuntajavahvistin,

soveltuva integraattoripiirturi, joka toimii muuntajavahvistimen (3.3.3)
kanssa ja jonka vastenopeus on enintddn 1 sekunti ja jonka paperin
nopeutta voidaan saatia,

lasinen tai kvartsilasinen kapillaarikolonni: pituus 10 - 15 mm, sisihalk-
aisija 0,25 - 0,35 mm péillystettynd sisdpuolelta SE-52 tai SE-54 -
nesteelld tai vastaavalla, paksuudeltaan tasaisesti 0,10 - 0,30 um.
Mikroruisku, kolonniin suoraan syottamiseksi, 10 pl, jossa on kovetettu
neula.

REAGENSSIT

Silikageeli 70 - 230 mesh, art. 7754 Merck.

Silikageeli laitetaan uuniin 500 °C:n lampdtilaan 4 tunniksi. Jadhdy-
tetddn ja lisdtddn 2 % vettd. Sekoitetaan massan homogenoimiseksi.
Séilytetddn pimeédssd vahintddn 12 tuntia ennen kayttoa.

n-Heksaania, kromatografiaa varten.
Etyylieetterid, kromatografiaa varten.
n-Heptaania, kromatografiaa varten.

Lauryyliarakidaatin standardilivos, 0,1 % (m/v) liuos heksaanissa
(sisdinen standardi).

Kantajakaasu: puhdas vety, kaasukromatografiaa varten.

Apukaasut:

— puhdas vety, kaasukromatografiaa varten,
— puhdas ilma, kaasukromatografiaa varten.

MENETTELY
Vahajakeen erottaminen

Kromatografiakolonnin esikésittely

Suspendoidaan 15 g hydratoitua silikageelid 2-prosenttiseen n-heksaa-
niin ja laitetaan kolonniin.
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52
5.2.1
52.1.1

5212

522
5221

5222

523
5231

Annetaan tasaantua itsestddn ja tdydennetddn tasaantumista sdhkokayt-
toiselld sekoittajalla, jotta saadaan homogeenisempi
kromatografiakerros. Suodatetaan ldpi 30 ml n-heksaania mahdollisten
epédpuhtauksien poistamiseksi.

Kolonnikromatografia

Punnitaan tasan 500 mg ndytettd 25 ml:n erlenmeyerpulloon, lisdtddn
sopiva maddrd sisdistd standardia oletetun vahapitoisuuden mukaan.
Esimerkki: lisdtddn 0,1 mg lauryyliarakidaattia, jos on kysymys oliiviol-
jysta ja 0,25 - 0,5 mg, jos on kyse uutetusta oljysta.

Siirretddn ndin valmistettu ndyte kahden 2 ml:n n-heksaaniannoksen
avulla 5.1.1 kohdan mukaisesti késiteltyyn kromatografiakolonniin.

Liuottimen annetaan valua, kunnes se on 1 mm absorboimisaineen
pinnan yldpuolella. Aloitetaan kromatografinen eluutio: kerdtdan 140
ml n-heksaani/etyylieetteriseosta, suhde 99:1, valumisnopeuden ollessa
noin 15 pisaraa 10 sekunnissa (2,1 ml minuutissa).

Télld tavoin saatu jae kuivataan pyorohaihduttimessa, kunnes ldhes
kaikki liuotin on saatu poistettua. Viimeiset 2 tai 3 ml liuotinta poiste-
taan heikon typpivirtauksen avulla, jonka jilkeen lisdtidn 10 ml n-
heptaania.

Kaasukromatografinen médritys
Esivalmistelut ja kolonnin valmistelu

Kolonni asennetaan kaasukromatografiin siten, ettd tulosola yhdistetdin
on-column -jérjestelmédn ja poistosola detektoriin.

Tarkistetaan kaasukromatografisten laitteiden toimivuus (kaasuliitdntdjen
kunto, detektorin ja piirturijirjestelmén tehokkuus jne.).

Jos kolonnia ei ole aikaisemmin kiytetty, se on ensin valmisteltava
kayttoon. Kevyt kaasuvirtaus johdetaan kolonnin ldpi ja kadynnistetddn
kaasukromatografi. Lammitetddn asteittain, kunnes ldmpétila on
kohonnut véhintddn 20 °C korkeammaksi kuin kayttdlampdotila
(huomautus). Tétd lampétilaa pidetddn ylld vahintddn kaksi tuntia, jonka
jalkeen laitteisto sdddetddn kayttoolosuhteisiin (kaasuvirtojen sdito,
liekin sytytys, kytkeminen elektroniseen piirturiin, uunin ldmpdtilan
sddtd kolonnia varten, detektorin sddtd jne.) ja signaali sdddetdédn niin,
ettd sen herkkyys on vidhintddn kaksi kertaa niin suuri kuin on arvioitu
madrityksessd tarvittavan. Saadun pohjaviivan on oltava suora, siind ei
saa olla minkéanlaisia piikkejd eikd ryomintdd mihinkd4n suuntaan.

Jos ilmenee negatiivista suoraviivaista rydmintdé, se on merkki kolonnin
epatdydellisistd liitdnndistd; positiivinen ryomintd johtuu kolonnin
riittimattomastd valmistelusta.

Huom: Esivalmisteluldmpdtilan tulee aina olla véhintdédn 20 °C alhai-
sempi kuin kéytetyn eluentin korkein oletettu lampdtila.

Kéyttoolosuhteiden valinta

Yleisesti noudatettavat kdyttdolosuhteet ovat seuraavat:

— kolonnin lampétila: aluksi 80 °C, sen jilkeen ldmpdtilaa nostetaan 30
°C minuutissa, kunnes saavutetaan 120 °C ja ohjelmoidaan nouse-
maan sen jilkeen 5 °C minuutissa, kunnes saavutetaan 340 °C,

— detektorin lampétila: 350 °C,

— kantajakaasun lineaarinopeus: vedylle 20 - 35 cm/s,

— laitteen herkkyys: 4 - 16 kertaa vdhimmadisvaimennus,

— piirturin herkkyys: 1 - 2 mV asteikon pohjasta,

— paperin nopeus: 30 cmv/h,

— injektoidun aineen mééra: 0,5 - 1 pl liuosta.

Néitd olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin
ominaisuuksien perusteella (jotta saadaan seuraavat edellytykset
tayttdvid kromatogrammeja: sisdisen standardin C 32 retentioaika on 25
+ 2 minuuttia ja edustavimpien vahojen piikki on 60 - 100 % asteikon
pohjasta).

Piikkien integrointiparametrit asetetaan niin, etti saadaan oikeat arvot
huomioon otettavien piikkien pinta-aloille.

Maéirityksen suorittaminen

Imetdén 10 pl:n mikroruiskuun 1 pl livosta; vedetddn méannélld neula
tyhjaksi. Tyonnetddn neula injektiolaitteeseen ja 1 - 2 sekunnin kuluttua
injektoidaan nopeasti; noin 5 sekunnin kuluttua vedetddn neula hitaasti
pois.
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5232

524

525
5251

5252

Piirturi pidetdéin kdynnissd, kunnes vahat ovat eluoituneet tdydellisesti.
Pohjaviivan on koko ajan oltava 5.2.1.2. kohdan vaatimusten mukainen.
Piikkien tunnistaminen

Eri piikkien tunnistaminen suoritetaan retentioaikojen perusteella ja
vertaamalla samoissa olosuhteissa maidritettyihin vahojen seoksiin,
joiden retentioajat tunnetaan.

Kuva 1 esittdd neitsytoliividljyn vahojen kromatogrammia.
Kvantitatiivinen arviointi

Sisdisen standardin ja C 40 - C 46 alifaattisten esterien piikkien pinta-
alat lasketaan integraattorilla.

Lasketaan kunkin esterin vahapitoisuus, ilmoitettuna mg/kg rasvaa, seur-
aavalla kaavalla:
A -m-»M9 1000 «

A -m

esteri (mg/kg) =

jossa:

A

kunkin esterin piikin pinta-ala

B

lauryyliarakidaattipiikin pinta-ala

AS
m lisdtyn lauryyliarakidaatin massa milligrammoina
m

madritystd varten otetun ndytteen massa grammoina.

TULOSTEN ILMAISEMINEN

Eri vahojen pitoisuudet ja niiden summa ilmoitetaan mg: oina rasvaa
kilogrammaa kohti.



1991R2568 — FI — 01.11.1998 — 015.001 — 17

LISAYS

Kaasun lineaarinopeuden mddrittiminen

Injektoidaanl - 3 pl metaania (tai propaania) tavanomaisiin kayttoolosuhteisiin
sdddettyyn kaasukromatografialaitteistoon. Otetaan tarkka aika siitd, miten kauan
kaasu kulkee kolonnin 14pi, alkaen injektiohetkestd piikin muodostumiseen (tM).

Lineaarinopeus, cm/s, saadaan kaavasta L/tM, jossa L on kolonnin pituus sentti-
metreind ja tM on aika sekunteina sekuntikellolla mitattuna.



18

015.001

1991R2568 — FI — 01.11.1998

WS- 94D = 9
WS- ppD) = §
NINSI-ZYD = ¥
WIS3- 0P = €
183- 86D = ¢
$3-9¢D = 1
113153~ Z¢D) IpIEpUEIS UILTLSIS =G '

nuupiBorruosy uslogva ulfjotatoiksuaN : | VAN

Y




1991R2568 — FI — 01.11.1998 — 015.001 — 19

LITE V

STEROLIEN RAKENTEEN JA PITOISUUDEN MAARITTAMINEN
KAPILLAARIKAASUKROMATOGRAFISELLA MENETELMALLA

1 TARKOITUS
Télld menetelmdlld voidaan madrittdd yksittdisten sterolien maérdt ja
niiden kokonaismaéra rasvoissa ja Oljyissa.

2 PERIAATE

Rasva tai 6ljy, johon on lisétty a-kolestanoli sisdiseksi standardiksi, saip-
puoidaan kaliumhydroksidin etanoliliuoksella ja saippuoitumaton aines
uutetaan etyylieetterilld. Sterolifraktio erotetaan saippuoitumattomasta
uutteesta ohutkerroskromatografialla kéyttden emaksistd silikageelilevya.
Silikageelistd saadut sterolit muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi ja
madritetddn kapillaarikaasukromatografialla.

3 VALINEISTO

3.1 Pullo, 250 ml, jossa on hiokset ja palautusjadhdytin.

32 Erotussuppilo, 500 ml.

33 Pulloja, 250 ml.

34 Ohutkerroskromatografialaitteisto, jonka levyjen koko on 20 x 20 cm.

3.5 Ultraviolettivalo, jonka aallonpituus on 366 tai 254 nm.

3.6 Mikroruiskuja, 100 pl ja 500 pl

3.7 Lasisintterisuodatinsuppilo, jonka huokoskoko on G 3 (15—40 pm),
halkaisija noin 2 cm ja korkeus noin 5 cm ja jossa on liitdnta tyhjiosuo-
datusta varten sekd koirashios 12/21.

3.8 Tyhjiéimupullo, 50 ml, jossa on naarashios 12/21, joka sopii suodatin-
suppiloon (3.7).

3.9 Koeputki, 10 ml, jossa on kartiomainen pohja ja ilmatiivis tulppa.

3.10  Kaasukromatografi, johon sopii kapillaarikolonni ja johon kuuluu
virtauksenjakojérjestelmé, jonka osat ovat:

3.10.1 Termostaattisdétéinen kolonniuuni, joka siilyttdd halutun ldmpétilan
noin + 1 °C:n tarkkuudella;

3.10.2 Hoyrystdmisyksikko, jonka ldmpdétilaa voi sddtdd ja jonka hoyrystdmi-
sosa on persilanoitua lasia;

3.10.3 Liekki-ionisaatiodetektori ja muuntajavahvistin;

3.10.4 Integraattori-piirturi, joka sopii kaytettdviksi muuntajavahvistimen
kanssa.

3.11  Lasinen tai kvartsilasinen kapillaarikolonni, jonka pituus on 20—30 m ja
sisdhalkaisija 0,25—0,32 mm ja jonka sisdpinta on paillystetty nesteelld
SE-52 tai SE-54 tai vastaavalla siten, ettd nestekerroksen paksuus on
0,10—0,30 mm.

3.12  Mikroruisku, jossa on karkaistu neula, kaasukromatografiaa varten, 10 pl.

4 REAGENSSIT

4.1 Kaliumhydroksidin noin 2 N etanolilivos: 130 g kaliumhydroksidia
(vahintdan 85-prosenttista) liuotetaan 200 ml:aan tislattua vettd samalla
jadhdyttden ja lisdtddn etanolia niin, ettd linosta on yksi litra. Liuosta
sdilytetddn tiiviisti suljetuissa, tummasta lasista valmistetuissa pulloissa
(etanoli 95 % V/V).

4.2 Etyylieetteri, analyysilaatua.
43 Vedeton natriumsulfaatti, analyysilaatua.

44 Silikageelilld padllystetyt lasilevyt, paksuudeltaan 0,25 mm, ilman fluor-
esenssi-indikaattoria (voidaan ostaa kdyttovalmiina).

4.5 Kaliumhydroksidin 0,2 N etanoliliuos: liuotetaan 13 g kaliumhydrok-
sidia 20 ml:aan tislattua vettd ja lisdtddn etanolia niin, ettd liuosta on
yksi litra.
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4.6
4.7
4.8
4.9
4.10
4.11

4.12

4.13

4.14

4.15
4.16

4.17

4.18
4.19

5.1
5.1.1

Bentseeni, kromatografiaa varten (5.2.2).
Asetoni, kromatografiaa varten (5.2.2).
Heksaani, kromatografiaa varten (5.2.2).
Etyylieetteri, kromatografiaa varten (5.2.2).
Puhdas kloroformi, analyysilaatua (5.2.2).

Ohutkerroskromatografian vertailuliuos: » M6 2 prosenttinen < koles-
terolin tai fytosterolin kloroformiliuos.

2,7-dikloorifluoreseiini, 0,2-prosenttinen etanoliliuos. Liuos tehdddn
lievasti eméksiseksi lisddmalld muutama tippa kaliumhydroksidin 2 N
alkoholiliuosta.

Vedeton pyridiini, kromatografiaa varten.
Heksametyylidisilatsaani.
Trimetyylikloorisilaani.

Sterolien trimetyylisilyylieettereiden standardiliuokset. Ne valmistetaan
vasta kéyttohetkelld steroleista, jotka saadaan niitd siséltavistd Oljyista.

o-kolestanoli  0,2-prosenttisena (m/V) kloroformiliuoksena (sisdinen
standardi).

Kantajakaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

Apukaasut: vety tai helium, kaasukromatografista laatua.

MENETTELY
Saippuoitumattomien aineiden esikisittely

250 ml:in pulloon lisdtidin 500 ml:n mikroruiskulla sellainen tila-
vuusmédrd 0,2-prosenttista o-kolestanolin kloroformiliuosta (4.17) jonka
sisiltiméd o-kolestanolin médérd on noin 10 % sterolin méaéréstd siind
osandytteessd, joka on pullossa méadritettivand. Esimerkiksi 5 gramman
oliividljyndytteeseen lisdtddn 500 pl 0,2-prosenttista a-kolestanoliliuosta,
ja jos ndytteend on » M6 —— — <« uutettua oliividljyd, lisdtddn
1 500 pl a-kolestanolia.

Haihdutetaan kuiviin typpivirrassa ja punnitaan tarkalleen 5 g kuivattua,
suodatettua ndytettd samaan pulloon.

M6 — <« Oljyt, jotka sisiltdvit paljon kolesterolia,
voivat tuottaa piikin, jonka retentioaika on sama kuin kolestanolin. Jos
kdy ndin, sterolifraktio on méadritettiva kahdesti niin, ettd toisella kertaa
kaytetddn sisdistd standardia ja toisella ei M6 tai kéyttdd kolestanolin
sijasta betulinolia <.

Lisdtdan 50 ml kaliumhydroksidin 2 N etanoliliuosta, kdynnistetdén
palautusjadhdytin ja kuumennetaan vesihauteessa hiljalleen kiehuvaksi
koko ajan voimakkaasti sekoittaen, kunnes saippuoituminen on tapah-
tunut (livos kirkastuu). Kuumentamista jatketaan vield 20 minuuttia,
sitten lisdtddn 50 ml tislattua vettd jadhdyttimen yldpadstd, irrotetaan
jédhdytin ja jadhdytetddn pullo noin 30 °C:n ldmpétilaan.

Pullon sisdltdimé seos siirretdéin kvantitatiivisesti 500 mlin erotussuppi-
loon kiyttden huuhteena yhteensd noin 50 ml tislattua vettd. Lisédtddn
noin 80 ml etyylieetterid, ravistetaan voimakkaasti noin 30 sekunnin
ajan ja annetaan seistd niin, ettd kerrokset erottuvat (Huom. 1).

Pohjalla oleva vesifaasi siirretddn toiseen erotussuppiloon. Vesifaasi
uutetaan vield kaksi kertaa samalla tavoin kayttden 60—70 ml etyylieet-
terid kummallakin kerralla.

Huom. 1 Mahdollinen emulsio voidaan hajottaa lisddmalld pieni médra
etanolia tai metanolia suihkeena.

Kaikki eetteriuutteet yhdistetddn yhteen erotussuppiloon ja pestién tisla-
tulla vedelld (50 ml kerralla), kunnes pesuvesi on neutraalia.

Kun pesuvesi on poistettu, eetteriuutteet kuivataan vedettémalld
natriumsulfaatilla, suodatetaan vedettdmin natriumsulfaatin 1api etuka-
teen punnittuun 250 ml:n pulloon ja pestddn suppilo ja suodatin pienilld
madrilld etyylieetterid.

Eetterid haihdutetaan niin, ettd sitd on ainoastaan muutama millilitra,
jaannds kuivataan sitten pienessd alipaineessa tai typpivirrassa ja lopuksi
kuivataan ldmpokaapissa, jonka ldmpétila on 100 °C, noin 15 minuutin
ajan, jadnnos jadhdytetddn eksikkaattorissa ja punnitaan.
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5.2.6

53
5.3.1

532

Sterolifraktion erottaminen

Eméksisten levyjen valmistelu: upotetaan silikageelilevyt (4.4) kokonaan
kaliumhydroksidin 0,2 N etanoliliuokseen (4.5) kymmeneksi sekunniksi,
minkd jdlkeen niiden annetaan kuivua kaksi tuntia vetokaapissa ja
lopuksi yksi tunti 100 °C:ssa ldmpokaapissa.

Kun levyt on otettu lampdkaapista, niitd sdilytetddn kalsiumkloridia
siséltavassa eksikkaattorissa kdyttohetkeen saakka (ndin késitellyt levyt
on kaytettdva 15 pdivan kuluessa).

Huom. 2 Kun sterolifraktion erottamiseen kdytetdan emaiksisia silikagee-
lilevyja, ei ole tarpeen késitelld saippuoitumattomia aineita
alumiinioksidilla. Néin kaikki happamat aineet (rasvahapot ja
muut hapot) jddvit ldhtoviivalle. Sterolivyohyke erottuu
selvisti alifaattisten ja terpeenisten alkoholien vydhykkeestd.

Bentseeni-asetoniseosta (95:5, V/V) kaadetaan kehitysastiaan niin, ettd
sitd on noin 1 cm. Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd heksaani-etyylieet-
teriseosta (65:35, V/V). Kehitysastia suljetaan sopivalla kannella ja
annetaan seistd avaamatta viahintddn puoli tuntia, jotta syntyy neste-
hoyrytasapaino. Astian sisdseinille voidaan kiinnittdd suodatinpaperisui-
kaleita, jotka ulottuvat eluointiaineeseen. Taméa lyhentdd kehitysaikaa
lahes kolmanneksella ja aineosat eluoituvat tasaisemmin.

Huom. 3 Kehitysliuos on vaihdettava uuteen ennen jokaista koetta, jotta
eluointiolosuhteet olisivat tdysin toistettavissa.

Saippuoitumattomista aineista (5.1.5) valmistetaan noin S5-prosenttinen
kloroformiliuos, jota levitetddn 0,3 ml kromatografialevylle (5.2.1)
mahdollisimman ohuena ja tasaisena nauhana 100 ml:n mikroruiskulla
noin 2 cm:n padhédn levyn reunasta. Asetetaan 2—3 ml sterolien vertai-
lulivosta (4.11) ldhtoviivan tasalle levyn reunaan niin ettd sterolivydhyke
voidaan tunnistaa kehityksen jalkeen.

Levy asetetaan kehitysastiaan, joka on valmisteltu 5.2.2 kohdan ohjeiden
mukaan. Ympdriston ldmpotilan on oltava 15—20 °C. Astian kansi
suljetaan heti ja annetaan levyn eluoitua, kunnes liuotinrintama on siir-
tynyt noin 1 cm:n pddhdn levyn yldreunasta. Levy otetaan
kehitysastiasta ja liuotin haihdutetaan kuumassa ilmavirrassa tai pane-
malla levy joksikin aikaa vetokaappiin.

Levylle suihkutetaan ohuelti ja tasaisesti 2,7-dikloorifluoreseiiniliuosta.
Sterolivydhyke voidaan tunnistaa ultraviolettivalossa siitd, ettd se on
samassa kohdassa kuin vertailuliuoksen vyohyke. Vyohykkeen dériviivat
merkitddn mustalla kynélld fluoresenssin rajoja seuraten.

Silikageelikerros raaputetaan rajatulta alueelta metallilastalla. Saatu
aines hienonnetaan, siirretddn suodatinsuppiloon (3.7), lisdtddn 10 ml
kuumaa kloroformia, sekoitetaan huolellisesti metallilastalla ja suodate-
taan suodatinsuppiloon liitettyyn pulloon (3.8) tyhjiolla.

Suppiloon jddnyt aines pestddin kolme kertaa noin 10 ml:lla etyylieet-
terid, ja suodos kerdtddn suodatinsuppiloon liitettyyn pulloon. Suodosta
haihdutetaan, kunnes sen tilavuus on noin 4—5 ml ja jidnndsliuos
kaadetaan etukidteen punnittuun 10 mlin koeputkeen (3.9). Liuosta
kuivataan alhaisella 1ammolld kevyessd typpivirrassa; jadnnds liuotetaan
muutamaan tippaan asetonia, kuivataan jdlleen ja pidetddn kymmenisen
minuuttia 105 °C:ssa ldmpokaapissa, jadhdytetddn eksikkaattorissa ja
punnitaan.

Koeputkessa oleva jddnnos sisdltdd sterolifraktion.
Trimetyylisilyylieettereiden valmistus

Koeputkessa olevaan sterolifraktioon lisdtddn silylointireagenssia, jossa
on pyridiinid, heksametyylidisilatsaania ja trimetyylikloorisilaania tila-
vuussuhteessa 9:3:1 (Huom. 4), 50 ml jokaista koeputkessa olevaa
sterolimilligrammaa kohti niin, ettd kosteutta ei pddse mukaan (Huom.
5).

Huom. 4 Kéyttovalmiita liuoksia on kaupallisesti saatavana; lisdksi
muita silylointireagensseja, kuten esim. bistrimetyylisilyylitri-
fluoriasetamidi + 1 % trimetyylikloorisilaania; reagenssi
laimennetaan samalla médrdlld vedetontd pyridiinid.

Koeputki suljetaan tulpalla, ravistetaan varovasti (ei ylosalaisin), kunnes
sterolit ovat tdysin liuenneet. Annetaan seistd véhintddn 15 minuuttia
huoneenldmmossd ja sentrifugoidaan sitten muutaman minuutin ajan;
kirkas liuos on nyt valmis kaasukromatografista maéritystd varten.

Huom. 5 Lievd sameus on tavallista eikd ole haitaksi. Valkoiset hiuta-
leet tai vaaleanpunaiseksi virjdytyminen ovat merkkeji
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54.1.2

54.2
54.2.1

543
543.1

5432
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kosteudesta tai reagenssien muuttumisesta. Jos niitd ilmenee,
koe on uusittava.

Kaasukromatografinen méaaritys
Esivalmistelut ja kolonnin valmistelu

Kapillaarikolonni asennetaan kaasukromatografialaitteistoon niin, ettd
kolonnin alkupdé kiinnitetdsin hoyrystimeen, joka on liitetty virtauksen-
jakojdrjestelmdin, ja kolonnin loppupdi kiinnitetddn detektoriin.

Tarkistetaan kaasukromatografisten laitteiden toiminta (kaasuliitdnnidn
tiiviys, detektorin, virtauksenjakojirjestelmidn ja piirturin toimivuus,
jne.)

Jos kapillaarikolonnia ei ole aikaisemmin kéytetty, se on ensin valmis-
teltava kdyttoon. Pieni méadrd kaasua johdetaan kolonnin lépi,
kéynnistetddin kaasukromatografi ja aloitetaan asteittainen ldmmittd-
minen, jota jatketaan, kunnes lampotila on kohonnut vahintddn 20 °C
korkeammaksi kuin kayttolampdtila (Huom. 6). Korkeaa ldmpdtilaa
pidetddn ylld vdhintddn kaksi tuntia, minkd jdlkeen kromatografialait-
teisto saatetaan kayttovalmiiksi (kaasuvirran ja erotuksen sdito,
liekinsytytys, elektronisen piirturin kytkeminen, uunin lampdétilan siéto
kolonnia varten, detektorin ja injektorin sditd, jne.) ja signaalia rekis-
teroiddan herkkyydelld, joka on vdhintddn kaksi kertaa niin suuri kuin
médrityksessd kaytettdvd. Saadun perusviivan on oltava suora, eikd
siind saa olla minkédénlaisia piikkejd eikd siirtymdid mihinkddn suuntaan.

Jos ilmenee negatiivista suoraviivaista siirtymdi, se on merkki kolonnin

liitdintdjen vuodosta, ja jos ilmenee positiivista siirtyméd, se johtuu
kolonnin riittiméattomastd valmistelusta.

Huom. 6 Esivalmisteluldimpdtilan on aina oltava vahintdén 20 °C alempi
kuin kéytetyn stationddrifaasin korkein lampotila.

Toimintaolosuhteiden valinta

Kéyttdolosuhteiden ohjearvot ovat seuraavat:

— kolonnin lampétila: 260 + 5 °C,

— hoyrystimen lampétila: 280 °C,

— detektorin lampétila: 290 °C,

— kantajakaasun lineaarinopeus: heliumille 20—35 cm/s ja vedylle
30—50 cm/s,

— jakosuhde: 1:50 — 1:100,

— laitteiston herkkyys: 4—16 kertaa vdhimmaisvaimennus,

— rekisterdintiherkkyys: 1—2 mV tdydesté asteikosta,

— paperin nopeus: 30—60 cm/h,

— injektoidun aineen méard: 0,5—1 ml TMSE-liuosta.

Naéitd olosuhteita voidaan muuttaa kolonnin ja kaasukromatografin
ominaisuuksien mukaan niin, ettd saadaan seuraavat vaatimukset
tayttdva kromatogrammi:

— P-sitosterolin retentioajan on oltava 20 + 5 minuuttia,

— kampesterolin piikki: oliividljylle (pitoisuus keskimédrin 3 %)
15 £ 5 % tédydestd asteikosta, soijadljylle (pitoisuus keskimdérin
20 %) 80 + 10 % tdydesta asteikosta,

— kaikki mukana olevat sterolit on voitava erottaa toisistaan. Liséksi
kunkin piikin jélkeen piirturin tulee palata perusviivalle ennen uuden
piikin alkua. Tdm& ei ole kuitenkaan tarpeen, jos piikki TRR
1,02:ssa pystytddn mittaamaan kohtisuoraan.

Madéritys

Imetddn 10 ml:n mikroruiskuun 1 ml heksaania, sitten 0,5 ml ilmaa ja
tdmén jdlkeen 0,5 ml—1 ml niyteliuosta; lopuksi médnnélld vedetddn
vield neula tyhjaksi. Neula tyonnetddn septumin ldpi injektiopesdén ja
1—2 sekunnin kuluttua seos injektoidaan nopeasti, odotetaan noin viisi
sekuntia, jonka jilkeen neula vedetdédn pois hitaasti.

Rekisterdintid jatketaan, kunnes naytteessd olevien sterolien TMSE on
kokonaan eluoitunut.

Perusviivan on koko ajan oltava 5.4.1.2 kohdan vaatimusten mukainen.
Piikkien tunnistaminen

Yksittdiset piikit tunnistetaan niiden retentioajan perusteella seki vertaa-
malla sterolien TMSE-seokseen, joka on madiritetty samoissa
olosuhteissa.
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5.4.5
54.5.1

5452

6.2

Sterolit eluoituvat seuraavassa jarjestyksessé: kolesteroli, brassikasteroli,
24-metyleenikolesteroli, kampestroli, kampestanoli, stigmasteroli, A7-
kampesteroli, A5,23-stigmastadienoli, klerosteroli, B-sitosteroli, sitosta-
noli, AS-avenasteroli, AS5,24-stigmastadienoli, A7-sigmastenoli, A7-
avenasteroli.

Sitosterolin retentioajat SE-52- ja SE-54-kolonneille on esitetty taulu-
kossa 1.

Kuvat 1 ja 2 esittivét erdiden 0ljyjen tyypillisid kromatogrammeja.
Kvantitatiivinen arviointi

Lasketaan o-kolestanolin ja sterolien piikkien pinta-alat integraattorin
avulla. Sellaisten aineiden piikit, jotka eivét esiinny taulukossa 1,
jdtetddn huomiotta. a-kolestanolin vastekerroin on 1.

Lasketaan yksittdisten sterolien pitoisuus milligrammoina 100 g:ssa
rasvaa tai Oljyd seuraavasta kaavasta:

A _-m - 100
x-steroli = ——
A -m

jossa:
A~ = x-sterolin piikin pinta-ala »M6 ———  «;
A, = o-kolestanolin piikin pinta-ala »>M6 ————  «;
m_ = lisityn a-kolestanolin massa milligrammoina;
m = médritykseen kdytetyn ndytteen massa grammoina.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Ilmoitetaan yksittdisten sterolien pitoisuus milligrammoina 100 g:ssa
rasvaa tai 0ljyd ja niiden pitoisuuksien summa, “kokonaissterolimaara”.

Lasketaan yksittdisen sterolin prosenttiosuus sitd vastaavan piikin
suhteellisena osuutena kaikkien sterolipiikkien yhteenlasketusta pinta-
alasta.

A
x-sterolin prosenttiosuus = —- - 100
ZA

Jossa:
A = x:n piikin pinta-ala;

XA = kaikkien sterolien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala.
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LISAYS

Kaasun lineaarinopeuden mddrittdminen

Kaasukromatografialaitteisto saddetddn tavallisia kayttdolosuhteita vastaavaksi,
injektoidaan 1—3 ml metaania (tai propaania) ja mitataan aika, jonka kuluessa

kaasu kulkee kolonnin lépi, injektointihetkestd piikin muodostumiseen (t,,).

Lineaarinopeus cm/s saadaan kaavasta L/t,,, jossa L on kolonnin pituus senttime-

treind ja t, on mitattu aika sekunteina.

Taulukko 1

Sterolien suhteelliset retentioajat

Suhteellinen reten-

Pi- tioaika
ik- Nimi
ki Kolonni Kolonni
SE 54 SE 52
1 kolesteroli A-5-kolesten-3f3-oli 0,67 0,63
2 kolestanoli Sa-kolestan-33-oli 0,68 0,64
3 brassikasteroli [24S]-24-metyyli-A-5,22-kolestadien-3 B-oli 0,73 0,71
4 24-metyleenikolesteroli 24-metyleeni-A-5,24-kolestadien-3 -oli 0,82 0,80
5 kampestroli [24R]-24-metyyli-A-5-kolesten-33-oli 0,33 0,81
6 kampestanoli [24R]-24-metyyli-kolestan-3 3-oli 0,85 0,82
7 stigmasteroli [24S]-24-etyyli-A-5,22-kolestadien-3 B-oli 0,88 0,87
8 A-T-kampesteroli [24R]-24-metyyli-A-7-kolesten-33-oli 0,93 0,92
9 A-5,23 stigmastadienoli ~ [24R,S]-24-etyyli-A-5,23-kolestadien-3 3-oli 0,95 0,95
10 klerosteroli [24S]-24-etyyli-A-5,25-kolestadien-3 B-oli 0,96 0,96
11 [-sitosteroli [24R]-24-etyyli-A-5-kolestan-3 -oli 1,00 1,00
12 sitostanoli 24-etyyli-kolestan-3 -oli 1,02 1,02
13 A-5-avenasteroli [24Z]-24-etyylideeni-5-kolesten-3 3-oli 1,03 1,03
14 A-5,24-stigmastadienoli ~ [24R,S]-24-etyyli-A-5,24-kolestadien-33-oli 1,08 1,08
15 A-7-stigmastenoli [24R,S]-24-etyyli-A-7,24-kolestadien-3 3-oli 1,12 1,12
16 A-T7-avenasteroli [24Z]-24-etyylideeni-A-7-kolesten-3 -oli 1,16 1,16
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Kuva 1

Raakaoliiviéljyn sterolifraktion kaasukromatogrammi

14 18




1991R2568 — FI — 01.11.1998 — 015.001 — 26

Kuva 2

Puhdistetun oliiviéljyn sterolifraktion kaasukromatogrammi

"
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LIITE VI

ERYTRODIOLI- JA UVAOLIPITOISUUDEN MAARITTAMINEN

4.1
42

5.1

52

5.2.1
522
523

524

525

5.2.6

JOHDANTO

Erytrodioli, jolla yleensd tarkoitetaan dioleja erytrodioli ja uvaoli yhdessa,
on joillekin rasvoille ja dljyille tyypillinen saippuoitumattoman osan aine.
Sen pitoisuus on selvésti kohonnut uutetussa oliividljyssd; puristetussa
oliividljyssé ja rypalesiemendljysséd sitd on vdhdn, joten sen esiintyminen
voi olla merkki siitd, ettd joukkoon on lisdtty uutettua oliividljya.

TARKOITUS

Tallda menetelmilld voidaan maérittdd rasvan tai 6ljyn erytrodiolipitoisuus.

PERIAATE

Rasva tai 6ljy saippuoidaan kaliumhydroksidin etanoliliuoksella. Saippuoi-
tumaton osa uutetaan etyylieetterilld ja puhdistetaan johtamalla se
alumiinioksidikolonnin ldpi, minkd jédlkeen saippuoitumattomat aineet
erotetaan silikageelilevyilld ohutkerroskromatografialla. Télloin steroli- ja
erytrodiolifraktiovyShykkeet erottuvat.

Levyltd saadut sterolit ja erytrodioli muutetaan trimetyylisilyylieettereiksi
ja madritetddn kaasukromatografialla.

Tulos ilmoitetaan erytrodiolin prosenttiosuutena erytrodiolin ja sterolien
seoksesta.

VALINEISTO

Sama kuin liitteessd V (Sterolien maédritys).

REAGENSSIT
Samat kuin liitteessd V (Sterolien mééritys).

Vertailuliuoksena erytrodiolin 0,5-prosenttinen kloroformiliuos.
SUORITUS

Saippuoitumattoman osan esikiisittely.

Kuten liitteessd V olevassa 5.1.2 kohdassa.

Erytrodiolin ja sterolien erottaminen.
Ks. menettely liitteessd V olevassa 5.2.1 kohdassa.
Ks. sama menettely liitteessd V olevassa 5.2.2 kohdassa.

Valmistetaan saippuoitumattomasta aineksesta 5-prosenttinen kloroformi-
livos.

Levitetddn 0,3 ml liuosta mahdollisimman ohueksi ja tasaiseksi viivaksi
0,1 ml:n mikroruiskulla noin 1,5 cm:n padhén levyn alareunasta. Asete-
taan muutama mikrolitra erytrodioli- ja kolesteroliliuosta vertailua varten
levyn reunaan.

Asetetaan levy kehitysastiaan, joka on esikisitelty kuten 5.2.1 kohdassa.
Ympériston ldmpatilan on oltava noin 20 °C. Astia suljetaan heti kannella
ja annetaan eluoitua, kunnes liuotinrintama on noussut noin 1 cm:n padhén
levyn yldreunasta. Levy otetaan kehitysastiasta ja liuotin haihdutetaan
kuumassa ilmavirrassa.

Levylle suihkutetaan tasaisesti 2,7-dikloorifluoreseiiniliuosta. Kun levya
tarkastellaan ultraviolettivalossa, sterolin ja erytrodiolin vyohykkeet
voidaan tunnistaa kohdistamalla ne vertailuliuoksen vyohykkeisiin.
Vyohykkeet merkitdan pisteelld, joka on juuri fluoresenssialueen reunojen
ulkopuolella.

Silikageeli raaputetaan levystd irti metallilastalla merkityn alueen
kohdalta. Irrotettu aines pannaan 50 ml:n pulloon. Lisdtddn 15 ml kuumaa
kloroformia, ravistetaan hyvin ja suodatetaan suppilon ldpi, jossa on
huokoinen suodatin, johon silikageeli jda. Pestddn kolme kertaa kuumalla
kloroformilla (noin 10 ml kerralla) ja kerdtdan suodos 100 ml:n pulloon.
Suodosta haihdutetaan, kunnes sitd on 4—5 ml, siirretddn se punnittuun,
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5.3

5.4

kartiomaisella pohjalla varustettuun 10 ml:n sentrifugiputkeen, kuivatetaan
typpivirrassa miedolla 1ammolla ja punnitaan.
Trimetyylisilyylieetterien valmistus

Kuten liitteessd V olevassa 5.3 kohdassa.

Kaasukromatografinen méiritys
Kuten liitteessd V olevassa 5.4 kohdassa.

Kaasukromatografisen méadrityksen olosuhteiden on oltava sellaiset, ettid
ne tdyttdvit sterolien médritysvaatimukset ja ettd lisdksi erytrodiolin ja
uvaolin TMSE:t erottuvat.

Kun ndyte on injektoitu, rekisterdintid jatketaan, kunnes néytteessd olevat
sterolit, erytrodioli ja uvaoli ovat kokonaan eluoituneet. Tdmin jilkeen
tunnistetaan piikit (erytrodiolin ja uvaolin retentioajat ovat noin 1,45 ja
1,55 suhteessa B-sitosteroliin) ja piikkien pinta-alat lasketaan kuten stero-
leille.

TULOSTEN ESITTAMINEN

A+ A
Erytrodioli % = —————— x 100
Al + Az + ZAs(emli(
Jossa:
A = erytrodiolin piikin pinta-ala »> M6 ———— «;
A, = uvaolin piikin pinta-ala » M6 ——— «;
eroli = sterolien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala
M6 ———— <

Tulos ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.
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LIITE VII

TRIGLYSERIDIN 2-ASEMASSA OLEVIEN TYYDYTTYNEIDEN
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4.10
4.11
4.12
4.13
4.14

4.15
4.16
4.17

4.18
4.19

4.20

RASVAHAPPOJEN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Tama standardi kuvaa menetelmin, jolla médritetddn sellaiset rasvojen ja
6ljyjen rasvahapot, jotka ovat esterdityneet glyserolin 2-hiileen (keskim-
méinen).

SOVELTAMISALA

Tétd menetelmdd voidaan kayttdd tutkittaessa Oljyjd tai rasvoja, joiden
sulamispiste on alle 45 °C, miki johtuu haimalipaasin vaikutuksen erityis-
piirteista.

Tdmd menetelmd ei sovellu varauksetta sellaisten rasvojen tai Oljyjen
maédritykseen, joiden rasvahapot siséltdvit runsaasti enintddn 12 hiiliatomia
siséltdvid rasvahappoja (kookosdljy ja palmunydinéljy, voirasva), voimak-
kaasti tyydyttyméattomien rasvahappojen méiéritykseen (kaksoissidoksia on
enemmin kuin neljd) tai rasvahappojen maédritykseen, jotka siséltdvét
vihintddn 20 hiiliatomia (kalojen ja merieldinten Oljyt), eikd sellaisten
rasvahappojen maédritykseen, jotka sisdltdvdt muita happipitoisia ryhmid
kuin happoryhmén.

PERIAATE

Rasva tai 0ljy neutraloidaan tarvittaessa liuottimessa. Rasva tai Oljy
puhdistetaan johtamalla se alumiinioksidikolonnin ldpi. Triglyseridit
hydrolysoidaan osittain haimalipaasin avulla méairdajassa. Muodostuneet
monoglyseridit erotetaan ohutkerroskromatografialla ja esterdidddn meta-
nolilla. Syntyneet metyyliesterit méaéritetdsin kaasunestekromatografialla.

VALINEISTO

Pullo, 100 ml.

Pullo, 25 ml, jossa hios.

Ilmajédhdytin, 1 m:n pituinen, sopii 4.2 kohdassa mainittuun pulloon.
Erlenmeyerpullo, 250 ml.

Dekantterilasi, 50 ml.

Erotussuppilo, 500 ml.

Lasikolonni kromatografiaa varten (sisdhalkaisija 13 mm, pituus 400 mm),
varustettuna sintterilasilevylld ja hanalla.

Sentrifugiputki, 10 ml, jossa hiottu lasitulppa.

Byretti, 5 ml, jakovili 0,05 ml.

Injektioruisku, 1 ml, jossa ohut neula.

Mikroruisku, josta saadaan 3—4 ml:n pisaroita.

Levitin ohutkerroskromatografiaa varten.

Lasilevyjd (20 x 20 cm) ohutkerroskromatografiaa varten.

Lasinen kehitysastia, johon 20 x 20 cm:n levyt mahtuvat ja jossa on hiottu
lasikansi, ohutkerroskromatografiaa varten.

Sumutin ohutkerroskromatografiaa varten.
Uuni, jonka ldmpdtila on sdddetty 103 + 2 °C:seen.

Termostaatti, jota voidaan sddtdd 30—45 °C:seen ja jonka tarkkuus on
0,5 °C.

Kiertohaihdutin.

Séhkokayttoinen vérisevd ravistin, joka pystyy sekoittamaan voimakkaasti
sentrifugiputkea.

Ultraviolettivalo levyjen tarkastelua varten.
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Lipaasin aktiivisuuden mittaamiseksi.:
4.21 pH-mittari.

4.22 Spiraalisekoitin.

4.23 Byretti, 5 ml.

4.24 Sekuntikello.

Lipaasin mahdollista valmistusta varten:

4.25 Laboratoriosekoitin, joka soveltuu heterogeenisten aineiden dispergointiin
ja sekoittamiseen.

5 REAGENSSIT

5.1 n-heksaani tai sen puuttuessa petrolieetteri (kichumispiste 30—50 °C),
kromatografista laatua.

5.2 2-propanoli (tai etanoli), 95 % (V/V), analyysilaatua.
5.3 2-propanoli (tai etanoli), 1:1 vesiliuos.

5.4 Dietyylieetteri, joka ei sisdlld peroksideja.

5.5 Asetoni.

5.6 Muurahaishappo, vihintddn 98 % (m/m).

5.7 Kehitysliuos: n-heksaania (5.1), dietyylieetterid (5.4) ja muurahaishappoa
(5.6) suhteessa 70:30:1 (V/V/V).

5.8 Alumiinioksidi, aktivoitu, kromatografiaa varten, neutraalia, Brockmann I-
laatua.

5.9 Piidioksidijauhe, jossa sidosaine, ohutkerroskromatografiaan soveltuvaa
laatua.

5.10 Haimalipaasi, sopivaa laatua (Huomautukset 1 ja 2).
5.11 Natriumhydroksidi, 120 g/l vesiliuos.

5.12 Suolahappo, 6 N vesiliuos.

5.13 Kalsiumkloridi (CaCl,), 220 g/l vesiliuos.

5.14 Natriumkolaatti (entsymaattista laatua), 1 g/l vesiliuos.

5.15 Puskurilivos: lisdtddn suolahappoa (5.12) tri-hydroksimetyyliaminome-
taanin 1 M vesiliuokseen, kunnes pH on 8 (tarkistetaan potentiometrilld).

5.16 Fenoliftaleiiniliuos (10 g/l) 95 % (V/V) etanolissa.

5.17 2,7-dikloorifluoreseiinilivos (2 g/1) 95 % (V/V) etanolissa, joka tehddin
lievdsti emiksiseksi lisddmailld yksi tippa 1 N natriumhydroksidilivosta
100 ml:aa kohti.

Lipaasin aktiivisuuden mddrittdmiseksi:

5.18 Neutraloitua 6ljya.

5.19 Natriumhydroksidi, 0,1 N vesiliuos.

5.20 Natriumkolaatti (entsymaattista laatua), 200 g/l vesiliuos.

5.21 Arabikumi, 100 g/l vesiliuos.

6  NAYTTEEN ESIKASITTELY

Jos ndytteen happamuus on alle 3 % liitteen II mukaisesti méadritettyna,
ndyte puhdistetaan alumiinioksidilla suoraan 6.2. kohdan mukaan.

Jos happamuus on yli 3 % liitteen II mukaisesti maéritettynd, niyte neutra-
loidaan ensin emékselld liuottimen kanssa 6.1. kohdan mukaisesti ja
puhdistetaan sitten alumiinioksidilla 6.2. kohdan mukaisesti.

6.1 Emdkselld neutraloiminen liuottimen kanssa

Pannaan erotussuppiloon (4.6) noin 10 g késittelematontd 6ljya ja lisdtddn
100 ml heksaania (5.1), 50 ml 2-propanolia (5.2), muutama tippa fenolifta-
leiinilivosta (5.16) ja sellainen méérd natriumhydroksidilivosta (5.11), joka
vastaa 6ljyn vapaata happamuutta lisdttynd 0,3 %:lla.
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6.2

8.1

8.2

Ravistetaan voimakkaasti yhden minuutin ajan, lisdtddn 50 ml tislattua
vettd, ravistetaan uudelleen ja annetaan seista.

Kun erottuminen on tapahtunut, pohjalla oleva saippuoitunut kerros poiste-
taan. Myds vilikerrokset (lilmamaiset ja liukenemattomat aineet)
poistetaan. Neutraloidun 6ljyn heksaanilivos pestddn useilla perdkkaisilld
2-propanolin liuoserilld (5.3) kdyttden 25—30 ml kerralla, kunnes fenolif-
taleiinin vaaleanpunainen véri katoaa.

Poistetaan suurin osa heksaania hoyrystdmalld tyhjiossd kayttden kierto-
haihdutinta (4.18), kuivatetaan 6ljy tyhjiossd 30—40 °C:n lampdtilassa
puhtaan typpivirran avulla, kunnes heksaani on kokonaan haihtunut.

Puhdistaminen alumiinioksidilla

Valmistetaan suspensio, jossa on 15 g aktivoitua alumiinioksidia (5.8) ja
50 ml heksaania (5.1) ja kaadetaan se koko ajan sekoittaen kromatografia-
kolonniin (4.7).

Alumiinioksidin annetaan laskeutua tasaiseksi kerrokseksi ja liuottimen
annetaan valua niin, ettd sitd on noin 1—2 mm absorboimisaineen ylapuo-
lella. Pylvddseen kaadetaan varovasti liuos, jossa on 5 g Oljyd ja 25 ml
heksaania (5.1). Kolonnista valuva neste kerdtddn pydredpohjaiseen
pulloon (4.1).

KROMATOGRAFIALEVYJEN ESIKASITTELY

Lasilevyt (4.13) puhdistetaan huolellisesti etanolilla, petrolieetterilld ja
asetonilla, jotta pinta olisi tdysin rasvaton.

Punnitaan 30 g piidioksidijauhetta (5.9) erlenmeyerpulloon (4.4). Lisétdin
60 ml tislattua vettd. Suljetaan tulpalla ja ravistetaan voimakkaasti yhden
minuutin ajan. Siirretddn suspensio vilittomasti levittimeen (4.12) ja levi-
tetddn puhtaille levyille noin 0,25 mm paksu kerros.

Levyjd kuivatetaan ilmassa 15 minuuttia ja sitten lampokaapissa (4.16)
103 £ 2 °C:ssa tunnin ajan.

Levyt jadhdytetddn eksikkaattorissa huoneenlampdisiksi ennen kayttoa.

Kéyttovalmiita levyjd on myos kaupallisesti saatavana.
SUORITUS

Hydrolyysi haimalipaasin avulla

Punnitaan noin 0,1 g valmista ndytettd sentrifugiputkeen (4.8). Jos ndyte
on kiintedd rasvaa, se liuotetaan 0,2 ml:aan heksaania, jota tarvittaessa
lammitetddn hieman.

Putkeen lisdtddn 20 ml lipaasia (5.10) ja 2 ml puskurilivosta (5.15). Ravis-
tetaan hyvin, mutta varovaisesti, ja lisdtddn sitten 0,5 ml
natriumkolaattilivosta (5.14) ja 0,2 ml kalsiumkloridiliuosta (5.13). Putki
suljetaan hiotulla tulpalla, ravistetaan varovasti niin, ettd tulppa ei pédse
kastumaan ja asetetaan putki heti termostaattiin (4.17), jonka ldmpétila on
40 £ 0,5 °C. Ravistetaan kidsin tasan yhden minuutin ajan. Putki otetaan
termostaatista ja sitd ravistetaan voimakkaasti sdhkokayttoiselld ravisti-
mella (4.19) tasan kaksi minuuttia. Jddhdytetddn valittomasti juoksevalla
vedelld; lisidtdan 1 ml suolahappoa (5.12) ja 1 ml dietyylieetteria (5.4).
Suljetaan tulpalla ja ravistetaan voimakkaasti sdhkokayttoiselld ravisti-
mella. Annetaan seistd ja poistetaan orgaaninen kerros ruiskulla (4.10)
sentrifugoinnin jdlkeen, jos se on tarpeen.

Monoglyseridien erottaminen ohutkerroskromatografialla

Uute asetetaan kromatografialevylle mikroruiskun (4.11) avulla mahdolli-
simman ohuena ja tasaisena kerroksena noin 1,5 cm:n pddhdn levyn
alareunasta, niin kapeana viivana kuin mahdollista. Levy asetetaan kehity-
sastiaan (4.14), joka on hyvin kylldstetty, ja annetaan kehittyd
kehitysliuoksessa (5.7) noin 20 °C:ssa, kunnes rintama on noussut noin
1 cm:n péddhdn levyn yldreunasta.

Levy kuivatetaan ilmassa kehitysastian lampétilassa ja sille suihkutetaan
2,7-dikloorifluoreseiiniliuosta (5.17). Monoglyseridivydhyke tunnistetaan
(R noin 0,035) ultraviolettivalossa (4.20).
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8.3

10

Monoglyseridien mddrittiminen kaasunestekromatografialla

Raaputetaan lastalla irti vyohyke, joka erottui 8.2 kohdassa (vilttien otta-
masta mukaan ainesta, joka on jidnyt ldhtoviivalle), ja kerdtddn se
metylointipulloon (4.2).

Raaputettua piidioksidia késitellddn suoraan menetelmélld, joka on kuvattu
liitteessd X B olevassa 4.1 kohdassa siten, ettd monoglyseridit muuttuvat
metyyliestereiksi; tdmén jilkeen esterit tutkitaan kaasukromatografialla liit-
teessd X A kuvatulla tavalla.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Lasketaan 2-asemassa olevien rasvahappojen méira yhden desimaalin tark-
kuudella (Huom. 3).

HUOMAUTUKSIA
Huom. 1 Lipaasin aktiivisuuden tarkistaminen.

Valmistetaan 6ljyemulsio sekoittamalla 165 ml arabikumiliuosta
(5.21), 15 g jadmurskaa ja 20 ml neutraloitua 6ljya (5.18) ravis-
taen sopivalla sekoittimella.

Mitataan 10 ml titd emulsiota dekantterilasiin (4.5), lisdtddn
0,3 ml natriumkolaattilivosta (5.20) ja lopuksi 20 ml tislattua
vettd. Lasi asetetaan termostaattiin, jonka lampétila on 37 £ 0,5 °C
(Huom. 4). Upotetaan pH-mittarin (4.21) elektrodit nesteeseen ja
spiraalisekoitin  (4.22) kéynnistetddn. Sen jdlkeen lisdtddn
natriumhydroksidilivosta (5.19) tipoittain byretin (4.23) avulla,
kunnes pH on 8,5.

Lisdtddn sopiva madrd lipaasivesisuspensiota (ks. jiljempani).
Heti kun pH on 8,3, sekuntikello (4.24) kdynnistetddn ja aloite-
taan natriumhydroksidiliuoksen (5.19) tiputtaminen sellaisella
nopeudella, ettd pH pysyy koko ajan 8,3:ssa. Emisliuoksen
kulutus luetaan joka minuutti.

Havainnot kirjataan graafisesti koordinaatistoon, jossa x-akselilla
on aika ja y-akselilla on pH:n sdilyttdimiseen tarvittavan
emdsliuoksen madrd millilitroina.

Tuloksena pitéisi olla suora.

Edelld mainittu lipaasisuspensio on 1:1 000 (m/m) suspensio
vedessd. Jokaista koetta varten olisi kéytettdvd sellainen médra
tatd suspensiota, ettd emdslivosta kuluu noin 1 ml 4—5 minuu-
tissa.

Tavallisesti tarvitaan noin 1—5 mg jauhetta.

Lipaasiyksikkd on se médrd entsyymid, joka tarvitaan vapautta-
maan 10 mikroekvivalenttia happoa minuutissa. Ndin saadaan
kdytetyn jauheen aktiivisuus A, lipaasiyksikkdind mg:aa kohti,

kaavasta:
V x 10
A=
m
jossa:
V = natriumhydroksidiliuoksen (5.19) kulutus minuutissa suor-

alta laskettuna

m = jauhendytteen massa milligrammoina.
Huom. 2 Lipaasin valmistus.

Lipaaseja, joiden aktiivisuus on tyydyttdvd, voidaan ostaa
valmiina. On myds mahdollista valmistaa niitd laboratoriossa
seuraavasti:

Jadhdytetddn 5 kg tuoretta sian haimaa 0 °C:seen, poistetaan
ympirdivd kiintorasva ja kalvot ja jauhetaan sekoittimessa niin,
ettd syntyy tahnamainen neste. Tahnaan lisdtddn 2,5 | vedetontd
asetonia ja sekoitetaan sekoittimella (4.25) 4—6 tuntia, minka
jilkeen livos sentrifugoidaan. Jaanndstd uutetaan vield kolme
kertaa samalla tilavuusmddrdlld asetonia, sitten kaksi kertaa
asetonin ja dietyylieetterin seoksella 1:1 (V/V) ja kaksi kertaa
dietyylieetterilla.

Jaannos kuivataan tyhjidssd 48 tuntia, jotta saadaan stabiili jauhe,
jota on sdilytettdvi jadkaapissa.
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Huom. 3 Kaikissa tapauksissa on suositeltavaa, ettd samasta niytteestd
médritetddn aina rasvahappojen kokonaismiird, koska tulosten
tulkintaa helpottaa, kun 2-asemassa olevien happojen méadrad
voidaan verrata rasvahappojen kokonaisméaaraén.

Huom. 4 Kun kéytetddn nestemdistd Oljyd, hydrolyysin lampotilaksi
sdddetddn 37 °C. Kun tutkitaan niytettd, se sdddetddn kuitenkin
40 °C:seen, jotta voitaisiin tutkia kaikkia rasvoja, joiden sulamis-
piste on enintidn 45 °C.
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4.2
43

4.4

4.5

5.1
52
53
5.4

5.5
5.6

LITE VIl

TRILINOLEIINIPITOISUUDEN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Nestemdisten kasvidljyjen triglyseridien koostumuksen médritys niiden
ekvivalenttisen hiililuvun mukaan suuren erotuskyvyn nestekromatogra-
fialla.

Tédma standardi kuvaa menetelmén, jolla voidaan erottaa ja méérittdd kvan-
titatiivisesti  triglyseridit ~ kasvidljyistd =~ niiden = moolimassan  ja
tyydyttyméattomyysasteen muodossa niiden ekvivalenttisen hiililuvun funk-
tiona (ks. huom. 1).

SOVELTAMISALA

Téamid standardi soveltuu kaikkien pitkdketjuisten rasvahappojen triglyser-
ideja sisdltdvien kasvidljyjen maédrittdmiseen. Menetelmd sopii erityisen
hyvin kéytettavaksi, kun on loydettdvd pienid miérid puoliksi kuivuvia
6ljyja (joissa on paljon linolihappoa) kasvidljyistd, joissa oleiinihappo
(6ljyhappo) on hallitseva tyydyttymiton rasvahappo (kuten oliividljyssa).
PERIAATE

Triglyseridit erotetaan ekvivalenttisen hiililuvun perusteella suuren erotus-
kyvyn nestekromatografian (kddnteisfaasin) avulla ja kromatogrammeja
tulkitsemalla.

VALINEISTO

Suuren erotuskyvyn nestekromatografialaitteisto, jonka kolonnin lampétilaa
voidaan sdétda.

Ruisku 10 ml:n injektioihin.

Detektori: differentiaalirefraktometri, jolla voidaan maidrittdd taitekerroin
10 yksikon tarkkuudella.

Kolonni: putki ruostumatonta terdstd, pituus 250 mm, siséhalkaisija 4,5 mm,
jossa tdytteend halkaisijaltaan 5 mm:n piidioksidihiukkasia, joissa on
22—23 % hiiltd oktadekyylisilaanin muodossa (Huom. 2).

Piirturi ja/tai integraattori.

REAGENSSIT

Reagenssien on oltava analyysipuhtaita ja eluointiliuottimien kaasuttomia
(niitd voidaan kayttda useita kertoja ilman ettid se vaikuttaa erottumiseen).

Kloroformi.
Asetoni.
Asetonitriili.

Eluointiliuotin: asetonitriili + asetoni (aloitetaan sekoitussuhteella 50:50,
suhdetta muutetaan halutun erottumisen aikaansaamiseksi).

Liuotin: asetoni tai asetonin ja kloroformin seos (1:1).

Vertailutriglyseridit: joko valmiina saatavat triglyseridit, kuten tripalmitiini,
trioleiini, jne. (retentioajat voidaan tdlloin médrittdd graafisesti ekvivalent-
tisen  hiililuvun  mukaan), tai  kédytetddn  soijadljystd  saatua
vertailukromatogrammia (ks. huom. 3 ja 4 ja kuvat 1 ja 2).

NAYTTEIDEN VALMISTELU

Naytteestd valmistetaan 5-prosenttinen liuos punnitsemalla 0,5 £ 0,001 g
ndytettd 10 ml:n mittapulloon ja lisdédmalld liuotinta (5.5) niin, ettd livosta
on 10 ml

SUORITUS

Kromatografialaitteisto asetetaan kayttokuntoon. Ruiskutetaan eluointiliuo-
tinta (5.4) 1,5 ml/mm laitteiston puhdistamiseksi. Odotetaan, kunnes
piirturin antama perusviiva on suora.

Injektoidaan 10 pl 6 kohdan mukaisesti valmisteltua naytetta.
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TULOSTEN LASKEMINEN JA ESITTAMINEN

Kaytetdan sisdisen normalisoinnin menetelmas, toisin sanoin oletetaan, ettd
eri triglyseridien piikkien pinta-alojen summa on 100 %.

Lasketaan jokaisen triglyseridin suhteellinen osuus yhden desimaalin tark-
kuudella kaavasta:

piikin pinta-ala

Triglyseridi % = ——— - x 10
piikkien yhteenlaskettu pinta-ala

Huom.1 Eluoitumisjarjestys voidaan maédrittdd laskemalla ekvivalenttinen
hiililuku, joka usein médritellddn kaavalla ECN = CN — 2n, jossa
CN on hiililuku ja n on kaksoissidosten mééra.

Laskelmaa voidaan tarkentaa ottamalla huomioon kaksoissidosten
alkuper4.

Jos n, n ja n_ovat oleiinihapon, linolihapon ja linoleenihapon
kaksoissidosten maéérit, ekvivalenttinen hiililuku voidaan laskea
kaavasta:

ECN=CN-dn —dn —dn_,

0o 11 In""In

Jossa olevat kertoimet d, d, ja d, voidaan laskea vertailutriglyseri-
dien avulla. Téssd menetelmissi kéytetyissid olosuhteissa kaavasta
tulee suunnilleen seuraava:

ECN=CN -[2,60n]—-[235n] - [2,17n,]
Huom. 2 Esimerkiksi: Lichrosorb (Merck) RP 18 Art 50333;

Lichrosphere (Merck) 100 CHI18 Art 50377 tai
vastaava.

Huom. 3 On myos mahdollista laskea erotuskyky trioleiinin suhteen usean
vertailuglyseridin avulla,
o = RT/RT’

oleiini

kdyttdmélld korjattua retentioaikaa RT" = RT — RT, ..
Log a:n kuvaajasta fin funktiona (f on kaksoissidosten lukuméard)
voidaan médrittdd kaikkien vertailutriglyseridien siséltdmien rasva-
happojen triglyseridien retentioindeksit (ks. kuva 2).

Huom. 4 Kolonnin on oltava niin tehokas, ettd trilinoleiinin piikki (LLL)
erottuu selvésti niiden triglyseridien piikeistd, joiden retentioajat
ovat ldhes samat.

Huom. 5 Jotta trilinoleiinipiikki saadaan erottumaan selvisti ldheisistd
piikeistd tai mahdollisesti hiiriditd aiheuttavista aineista, oliivi-
lamppudljyt ja jalostamattomat uutetut oliividljyt on puhdistettava
ennalta seuraavan menetelmén mukaisesti:

Absorboidaan 200 pl o6ljyd laimentamatta pieneen neste/kiinted -
uuttoa varten tarkoitettuun piidioksidikolonniin (tyyppi SEP PAK
silica cartridge-waters part. n. 51 900).

Triglyseridit eluoidaan 20 ml:lla HPLC-laatuista vedetontd
heksaania, enintddn 20 sekuntia.

Eluoitu tuote kuivataan typpivirassa ja liuotetaan isopropanoliin tai
asetoniin (5 ml). Injektoidaan suuren erotuskyvyn nestekromato-
grafiinm  (HPLC) 10—20 pl. On tarkkailtava, ettd 0ljyn
rasvahappokoostumus on sama ennen puhdistusta ja sen jélkeen,
kédytetyn méairitysmenetelméin virherajoissa.
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Kuva 1

Soijadljyndytteen kromatogrammi

Monoglyseridit
ja diglyseridit

LLokn

LLLln

LLL

- OLLn
» PLLn

OoLL

PLL

i

e |

ooL

&
POL + StLL

W

PPL

—~7

000

StoL

P = palmitiinihappo St = steariinihappo O = oleiinihappo (6ljyhappo) L =
linolihappo Ln = linoleenihappo
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Kuva 2

log a.n muuttuminen f:n funktiona (f = kaksoissidosten lukumddrd)

4
4 StStSt
+054
S
o
k=l
-0 251
) StStln
o 4
-025+
, StLnLn
-05 + 1
!
]
: \
. X LnLnLn
o Y 2 3 4 s 6 7 8 '

La = lauriinihappo My = myristiinihappo P = palmitiinihappo St = steariini-
happo O = oleiinihappo L = linolihappo Ln = linoleenihappo
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LIITE IX

SPEKTROFOTOMETRINEN MAARITYS

JOHDANTO

Spektrofotometrinen maéritys ultraviolettivalossa antaa tietoa rasvan
laadusta, sen sdilymisestd ja muutoksista, joita kisittelyt ovat siind aiheutta-
neet.

Téassd menetelmissd kaytetyilld aallonpituuksilla tapahtuva absorptio johtuu
konjugoiduista dieeni-ja triecenijirjestelmisti. Ndmi absorptiot ilmaistaan
ominaisekstinktiona (ekstinktio, joka tapahtuu tiettyyn liuottimeen valmis-
tetun 1-prosenttisen rasvaliuoksen 1 cm:n paksuisessa kerroksessa), josta
tavallisesti kdytetddin merkkid K (nimitetddn myos “ekstinktiokertoimeksi”).

TARKOITUS

Télld menetelmélld voidaan tutkia rasvoja spektrofotometrisesti ultravioletti-
valossa.

PERIAATE

Rasva liuotetaan madrdttyyn livottimeen ja liuoksen ekstinktio mitataan
tietylld aallonpituudella kéyttden vertailuliuoksena puhdasta liuotinta. Yksit-
tdiset ekstinktiot lasketaan spektrofotometrin lukemista.

VALINEISTO

Spektrofotometri, joka mittaa ekstinktion ultraviolettivalossa aallonpituuk-
silla 220—360 nm, yhden nanometrin tarkkuudella.

Suorakaiteen muotoisia kvartsikyvetteja kansineen, optinen véli 1 cm.
Vedelld tai muulla sopivalla liuottimella tiytettynd kyvettien antamien luke-
mien ero saa olla enintddn 0,01 ekstinktioyksikkoa.

Mittapulloja, 25 ml.

Kromatografiakolonni, jonka yldosan pituus on 270 mm ja halkaisija 35 mm
ja jonka alaosan pituus on 270 mm ja halkaisija 10 mm.

REAGENSSIT

Iso-oktaani (2,2,4—trimetyylipentaani), spektrofotometristd laatua: verrat-
tuna tislattuun veteen sen ldpdisysuhteen on oltava vihintidn 60 %
aallonpituudella 220 nm ja vahintddn 95 % aallonpituudella 250 nm, tai

— sykloheksaani, spektrofotometristd laatua: tislattuun veteen verrattuna
sen ldpdisysuhteen on oltava véhintddn 40 % 220 nm:ssd ja vdhintddn
95 % 250 nm:ssd.

Eméksistd alumiinioksidia kromatografiakolonnia varten; esikésittely ja
tarkistus kuvataan lisdyksessd 1.

n-heksaani, kromatografiaa varten.

MENETTELY

Naytteen tulee olla tdysin homogeenista eiké siind saa olla suspendoituneita
epipuhtauksia. Oljyt, jotka ovat huoneenlimmossi nestemdisid, suodatetaan
paperin ldpi noin 30 °C:ssa, kiintedt rasvat homogenoidaan ja suodatetaan
lampétilassa, joka ei saa olla yli 10 °C korkeampi kuin niiden sulamispiste.

Punnitaan noin 0,25 g néytettd, joka on esikisitelty edelld kuvatulla tavalla,
25 mlin mittapulloon, joka tdytetddn liuottimella ja homogenoidaan.
Syntyvén liuoksen on oltava tdysin kirkasta. Jos ilmenee sameutta tai
sakkaa, liuos suodatetaan nopeasti paperin lépi.

Kyvetti tdytetdéin saadulla liuoksella ja ekstinktiot mitataan sopivalla aallon-
pituudella 232—276 nm; kdytetty livotin toimii vertailuliuoksena.
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Saatujen ekstinktioarvojen on oltava 0,1—0,8; jollei tdllaisia tuloksia saada,
koe on uusittava kiyttden vahvempia tai laimeampia liuoksia tarpeen
mukaan.

Kun on tarpeen méérittdd ominaisekstinktio alumiinioksidilla tapahtuvan
puhdistamisen jilkeen, toimitaan seuraavasti: kromatografiakolonniin
pannaan 30 g emdiksistd alumiinioksidia heksaaniin suspendoituna, adsor-
bentin annetaan laskeutua ja ylimdédrdinen heksaani poistetaan niin, ettd sitid
on noin 1 cm alumiinioksidin paalla.

Liuotetaan 10 g rasvaa homogenoituna ja suodatettuna 5.1 kohdan mukai-
sesti 100 ml:aan heksaania ja kaadetaan liuos kolonniin. Eluaatti kerétddn
talteen ja liuotin haihdutetaan tyhjiossa alle 25 °C:ssa.

Niin saatu rasva késitellddn vilittomasti 5.2 kohdan mukaisesti.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Lasketaan ominaisekstinktiot (ekstinktiokertoimet) eri aallonpituuksilla seur-
aavasta kaavasta:

(B
c-s

jossa:

KX = ominaisekstinktio aallonpituudella A;

EA = aallonpituudella A mitattu ekstinktio;

c = liuoksen vikevyys g/100 ml;

s kyvetin paksuus, cm

Tulokset ilmoitetaan kahden desimaalin tarkkuudella.

Oliividljyn spektrofotometrinen maddritys ETY:n virallisissa asetuksissa
tarkoitetun virallisen menetelmdn mukaan vaatii ominaisekstinktion
madrittimisen iso-oktaaniliuoksessa aallonpituuksilla 232 ja 270 nm ja
AK:n laskemisen kaavasta:

I<m—4 + Km+4

AK =K, —
2

jossa K on ominaisekstinktio aallonpituudella m, maksimaalisen absorption
aallonpituuden ollessa noin 270 nm.
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LISAYS I

Alumiinioksidin esikdsittely ja sen aktiivisuuden tarkistus

Alumiinioksidin esikdsittely

Etukiteen 380—400 °C uunissa kolmen tunnin ajan kuivattu alumiiniok-
sidi asetetaan ilmatiiviiseen astiaan. Tislattua vettd lisétddn suhteessa 5 ml/
100 g alumiinioksidia, astia suljetaan vélittomaisti, sitd ravistetaan useita
kertoja ja annetaan sitten seistd vihintdén 12 tuntia ennen kayttoa.

Alumiinioksidin aktiivisuuden tarkistaminen

Esikésitellddn kromatografiakolonni 30 g:lla alumiinioksidia. Seurataan
5.4 kohdan ohjeita ja johdetaan kolonnin ldpi seos, jossa on:

— 95 % neitsytoliividljyd, jonka ominaisekstinktio on alle 0,18 aallonpi-
tuudella 268 nm,

— 5 % maapdhkinidljyd, joka on késitelty valkaisumaalla sen puhdis-
tuksen aikana ja jonka ominaisekstinktio on vihintddn 4
aallonpituudella 268 nm.

Seos johdetaan kolonnin lépi ja jos sen ominaisekstinktio on yli 0,11
aallonpituudella 268 nm, alumiinioksidi on kelvollista; muutoin sen
hydrataatioastetta on lisattava.
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A2.1

A22

LISAYS 1T

Spektrofotometrin kalibrointi

Laitteisto tulee tarkistaa sddnnollisesti (vdhintddn puolen vuoden vilein),
sekd aallonpituuksien vastaavuuden ettd lukematarkkuuden suhteen.

Aallonpituuslukema voidaan tarkistaa joko elohopeahdyrylampulla tai
sopivien suodattimien avulla.

Valokennon ja valomonistimen antamat lukemat voidaan tarkistaa seuraa-
vasti: punnitaan 0,2 g spektrofotometrisesti puhdasta kaliumkromaattia ja
livotetaan se 0,05 N kaliumhydroksidiliuokseen 1 000 ml:n mittapulloon
niin, ettd liuosta on 1 000 ml. Mitataan tasan 25 ml tétd liuosta 500 ml:n
mittapulloon ja tdytetddn pullo kaliumhydroksidiliuoksella.

Néin saadun liuoksen ekstinktio mitataan aallonpituudella 275 nm ja
kiytetddn kaliumhydroksidiliuosta vertailuliuoksena. Mitatun ekstinktion
on oltava 0,200 + 0,005, kun kdytetddn 1 cm:n optista kyvettia.
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LIITE X A

RASVAHAPPOJEN METYYLIESTEREIDEN  MAARITTAMINEN

2.1

22
221
222

23

3.1

3.1.3

KAASUKROMATOGRAFISELLA MENETELMALLA

SOVELTAMISALA

Tdmi menetelmd antaa yleisohjeita kaasukromatografian kayttoon, kun
tarkoituksena on madrittdd liitteessd X B kuvatulla menetelmilld saadun
rasvahappojen metyyliestereiden seoksen koostumus kvalitatiivisesti ja
kvantitatiivisesti.

Menetelmé ei sovellu polymeroitujen rasvahappojen tutkimiseen.
REAGENSSIT

Kantajakaasu

Inertti kaasu (typpi, helium, argon, vety, jne.), huolellisesti kuivattu; ei
saa sisdltdd happea yli 10 mg/kg.

Huom. 1 Vety, jota voidaan kayttdd kantajakaasuna ainoastaan kapil-
laarikolonneissa, kaksinkertaistaa maaritysnopeuden, mutta
sen kdyttd on vaarallista. Turvalaitteita on kuitenkin saatavana.

Apukaasut

Vety (puhtaus = 99,9 %), ei saa sisiltdd orgaanisia epapuhtauksia.

Ilmaa tai happea, ei saa sisiltda orgaanisia epdpuhtauksia.

Vertailustandardi

Rasvahappojen puhtaiden metyyliestereiden seos tai sellaisen tunnetun
rasvan metyyliestereitd, jotka ovat mahdollisimman samanlaisia kuin
tutkittava rasva.

Monityydyttyméttomien rasvahappojen hapettumista on véltettava.

VALINEISTO

Téssd annetut ohjeet koskevat tavallista kaasukromatografista laitteistoa,
joko tiytetylld kolonnilla tai kapillaarikolonnilla varustettua, seké liekki-
ionisaatiodetektoria. Muutkin laitteistot, jotka ovat yhtd tehokkaita ja
joiden erotuskyky on 4.1.2. kohdan mukainen, ovat sopivia.

Kaasukromatografi

Kaasukromatografissa on oltava seuraavat osat.
Injektiojérjestelmé

Kaytetddn injektiojarjestelmad, joka sopii:

a) taytettyyn kolonniin, jonka kuollut tilavuus on mahdollisimman pieni
(tdssd tapauksessa injektiojarjestelmdd tulee voida kuumentaa
20—50 °C kolonnia korkeampaan ldmpétilaan); tai

b) kapillaarikolonniin, jolloin sen on oltava erityisesti tdhdn kéyttoon
suunniteltu. Jarjestelmd voi olla jakajatyyppid tai jakajaton, kolonniin
liitetty (on-column) injektori.

Huom. 2 Jos néytteessd on ainoastaan sellaisia rasvahappoja, joissa on
véhintddn 16 hiiliatomia, voidaan kéyttdd liikkkuvaa neulainjek-
toria.

Uuni

Uunin tulee pystyd lammittdimdén kolonni vahintddn 260 °C:n lampdti-
laan ja pitdméddn se valitussa ldmpétilassa 1 °C:n tarkkuudella, jos kyse
on tiytetystd kolonnista, ja 0,1 °C:n tarkkuudella, jos kyse on kapillaar-
ikolonnista. Viimeksimainittu vaatimus on erittdin tirked, jos kdytetdan
kvartsilasiputkea.

Lampdatilaohjelmoidun laitteen kdyttdd suositellaan kaikissa tapauksissa
ja erityisesti rasvahapoille, joissa on alle 16 hiiliatomia.

Téytetty kolonni
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3.1.3.1

3.1.3.2

3.133

3.1.4.1

3.14.2

3.1.4.3

3.1.5

Kolonni on valmistettu aineesta, joka ei reagoi tutkittavien aineiden
kanssa (esim. lasi tai ruostumaton terds); kolonnin mitat ovat seuraavat:

a) pituus: 1—3 m. Pitkédketjuisten rasvahappojen (> C,) tutkimiseen
kéytetddn suhteellisen lyhyttd kolonnia. Tutkittaessa happoja, joissa
on 4—6 hiiliatomia, suositeltava kolonnin pituus on 2 m;

b) sisdhalkaisija: 2—4 mm.

Huom. 3 Jos tutkittavana on monityydyttyméttomid happoja, joissa on
enemmin kuin kolme kaksoissidosta, ne saattavat hajota
kolonnissa, joka on ruostumatonta terésta.

Huom. 4 Voidaan myds kayttdd jarjestelmdd, jossa on tdytetty kaksois-
kolonni.

Téyte, joka koostuu seuraavista aineista:

a) tukiaine: happopestyd ja silanoitua piimaata tai muuta sopivaa,
inerttid tukiainetta, jonka raekokojakauma on kapea (25 mm:n vaih-
telu 125 ja 200 mm:n valilld) niin, ettd keskimddrdinen raekoko on
suhteessa kolonnin pituuteen ja sisdhalkaisijaan;

b) stationddrifaasi: polyesterityyppinen polaarinen neste (esim. dietylee-
niglykolipolysukkinaatti, butaanidiolipolysukkinaatti,
etyleeniglykolipolyadipaatti jne.), syanosilikonit tai jokin muu neste,
joka saa aikaan kromatografisen erottumisen (ks. kohta 4). Stationdi-
rifaasin osuuden on oltava 5—20 % (m/m) tdytteestd. Joissakin
erotteluissa voidaan kdyttdd polaaritonta stationddrifaasia.

Kolonnin valmistelu

Kun kolonni on irrotettu detektorista, uuni kuumennetaan véhitellen
185 °C:seen ja inerttikaasua johdetaan 20—60 ml minuutissa juuri
tdytetyn kolonnin ldpi, vdhintddn 16 tunnin ajan tdssd ldmpdtilassa ja
sitten vield kaksi tuntia 195 °C:ssa.

Kapillaarikolonni

Putki, joka on valmistettu analysoitaville aineille inertistd aineesta
(tavallisesti lasista tai kvartsilasista). Sisdhalkaisijan on oltava
0,2—0,8 mm. Sisdpinta on késiteltivd sopivalla menetelmilld (esim.
pintakésittely, inaktivointi) ennen kuin se péillystetdéin stationdérifaasi-
kerroksella. Useimmissa tapauksissa riittdvé pituus on 25 m.

Stationddrifaasi, padasiassa polyglykolityyppid [poly(etyleeniglykoli)
20 000], polyesterityyppid (butaanidiolipolysukkinaatti) tai polaarista
polysiloksaanityyppia (syanosilikonit). Kytketyt kolonnit (kolonniverkot)
ovat my0s sopivia.

Huom. 5 On olemassa vaara, ettd polaariset polysiloksaanit vaikeuttavat
linoleenihapon ja C, -happojen erottumista ja tunnistamista.

Piillysteen on oltava ohut, 0,1 — 0,2 mm.
Kolonnin kokoaminen ja esivalmistelut

Tavanomaisia varotoimenpiteitd on noudatettava kapillaarikolonnien
kokoamisessa, ts. kolonnin sijoittelu uuniin (tukirakenteet), liitosten
valinta ja asennus (tiiviys), kolonnin pdiden liittiminen injektiojérjes-
telmddn ja detektoriin (mahdollisimman vidhdn kuollutta tilaa).
Kantajakaasuvirta johdetaan kolonnin ldpi (esimerkiksi 0,3 baaria,
30 kPa, 25 m pitkddn kolonniin, jonka sisdhalkaisija on 0,3 mm).

Kolonni esildmmitetdsn ohjelmoimalla uuni niin, ettd lampétila nousee
3 °C minuutissa huoneenlammosta sellaiseen ldmpétilaan, joka on 10 °C
alhaisempi kuin stationddrifaasin hajoamislampdétila. Uuni pidetddn téssa
lampotilassa yhden tunnin ajan, kunnes perusviiva on tasoittunut.
Lampotila palautetaan 180 °C:seen ja tydskentelyd jatketaan
vakioldmpdtilassa.

Huom. 6 Esivalmisteltuja kolonneja voi my0s ostaa.

Detektori, joka kestdd korkeampaa lampétilaa kuin kolonni.
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3.4

4.1

4.1.1.1

Ruisku

Ruiskun enimmdistilavuuden on oltava 10 ml ja jakovélin 0,1 ml.

Piirturi

Kun piirturin kdyrdd kaytetddn mdédritettdvin seoksen koostumuksen
laskemiseen, tarvitaan elektroninen, erittdin tarkka piirturi, joka sopii
yhteen muun laitteiston kanssa. Piirturilla on oltava seuraavat ominai-
suudet:

a) vasteaika alle 1,5 s, mieluummin 1 s (vasteaika on aika, joka kuluu,
kun piirturin kédrki siirtyy nollasta 90 %:iin, kun yhtdkkid annetaan
100 %:n signaali);

b) paperin leveys viahintddn 20 cm;

c) paperin nopeutta on voitava sditda 0,4:std 2,5 cm:iin minuutissa.

Integraattori tai laskin (valinnainen)

Elektronisen integraattorin tai laskimen avulla tulos voidaan laskea
nopeasti ja tarkasti. Sen on annettava lineaarinen vaste riittdvalld herk-
kyydelld ja perusviivan poikkeaman korjauksen tulee olla riittava.

SUORITUS

Toimenpiteet alakohdissa 4.1—4.3 koskevat liekki-ionisaatiodetektorin
kayttoa.

Vaihtoehtoisesti voidaan kéyttdd kaasukromatografista laitetta, jossa on
lammonjohtokyvyn ilmaisin (katarometri). Koeolosuhteita on t&lldin
muutettava 6 kohdan mukaan.

Koeolosuhteet

Ihanteellisten koeolosuhteiden valinta

Téytetty kolonni

Seuraavat muuttujat on otettava huomioon olosuhteita valittaessa:
a) kolonnin pituus ja halkaisija;

b) stationddrifaasin ominaisuudet ja maéri;

¢) kolonnin ldmpétila;

d) kantajakaasuvirta;

e) tarvittava erotuskyky;

ndytteen méaird, joka on valittava siten, ettd detektori ja elektrometri
y J : J
yhdessi antavat lineaarisen vasteen;

g) mddrityksen kesto.

Taulukoissa 1 ja 2 annetut arvot johtavat yleensd haluttuihin tuloksiin,
eli vdhintddn 2 000 teoreettista pohjaa yhtd kolonnimetrid kohti metyy-
listearaatilla, kun se eluoidaan noin 15 minuutissa.

Injektorin ldmpdtilan tulisi olla noin 200 °C ja detektorin ldmpdtilan
tulisi olla vdhintdén yhtd suuri kuin kolonnin, jos laitteisto antaa sithen
mahdollisuuden.

Liekki-ionisaatiodetektoriin johdetun vedyn virtausnopeuden suhde
kantajakaasun nopeuteen on yleensd 1:2 — 1:1 kolonnin halkaisijan
mukaan. Hapen virtaus on noin 5—10 kertaa suurempi kuin vedyn.

Taulukko 1
Kolonnin sisdhalkaisija Kantajakaasun virtausnopeus
(mm) (ml/min)
2 15—25

20—40
4 40—60
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Taulukko 2

Stationddrifaasin pitoisuus Kolonnin lampétila
% (m/m) °C

5 175
10 180
15 185
20 185

4.1.1.2 Kapillaarikolonni

Kapillaarikolonnien tehokkuus- ja permeabiliteettiominaisuuksien vuoksi
aineosien erottuminen ja madrityksen kesto riippuvat voimakkaasti
kantajakaasun virtausnopeudesta kolonnissa. Tamén vuoksi toimintaolo-
suhteet on valittava tdtd parametria (eli kolonnin tdytehdviotd)
muuttamalla sen mukaan, halutaanko parantaa erotuskykyd vai saada
tulos nopeasti.

4.1.2 Teoreettisten pohjien miirin (tehokkuuden) ja erotuskyvyn médritta-
minen (ks. kuva 1)

Mairitys tehdddn metyylistearaatin ja metyylioleaatin seoksesta, jossa on
suunnilleen yhtd paljon molempia (esim. kaakaovoin metyyliestereistd).

Niéytteen maard, kolonnin ldmpdtila ja kantajakaasun virtaus valitaan
niin, ettd mahdollisimman suuri osa metyylistearaatin piikistd piirtyy
noin 15 minuuttia livottimen piikin jilkeen ja ettd metyylistearaattipiikki
tayttdd noin kolme neljannestd koko asteikosta.

Teoreettisten pohjien madra n lasketaan kaavasta:

dr1 2
=16 |—
! {Wl }

ja erotuskyky R kaavasta:

2A
R=——
W+ W,

jossa:

dr, on retentioetdisyys millimetreind, alkaen kromatogrammin
alusta metyylistearaattipiikin huippuun;

W, ja W, ovat metyylistearaatin ja metyylioleaatin piikkien leveydet
millimetreind, mitattuina kohdista, joissa piikkikdyrdn
kadnnepisteisiin piirretyt tangentit leikkaavat perusviivan;

A metyylistearaatin ja metyylioleaatin piikkien huippujen vili
millimetreiné;

ja resoluutioluku Ir, kaavalla

jossa:

= pienimmén piikin korkeus, mitattuna suhteessa perusviivaan,

b = kahden vierekkiisen piikin muodostaman laakson alimman pisteen
korkeus, mitattuna suhteessa perusviivaan.
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Kuva 1

Kromatogrammi teoreettisten pohjien lukumaiérin (tehokkuuden) ja erotuskyvyn
maédrittdmiseksi

Livotin
Metyylioleaatti
Metyylistearaatti
1
Ilma . [}
N L )

®ayy

duny

Alku

Koeolosuhteet on valittava siten, ettd saadaan véhintddn 2 000 teoreet-
tista pohjaa kolonnimetria kohti metyylistearaatille ja ettd erotuskyky
on vahintddn 1,25.

4.2 Niytteenotto

Injektoidaan ruiskulla (3.2) kolonniin 0,1 — 2 ml metyyliesterien
livosta, joka on valmistettu liitteessd X B esitetyn menetelmén mukaan.

Jos estereissd ei ole liuottimia, valmistetaan noin 100 mg/ml:n livos
heptaaniin (kaasukromatografista laatua) ja injektoidaan 0,1 — 1 ml
titd livosta.

Jos médritetddn aineosia, joita on vidhdn, niytteen miirid voidaan suur-
entaa (enintddn kymmenkertaiseksi).

43 Miiritys
Koeolosuhteiden tulee yleensé olla kohdan 4.1.1 mukaiset.

Alhaisempien kolonnildmpétilojen kéytté on kuitenkin mahdollista, kun
médritetddn rasvahappoja, joissa on alle 12 hiiliatomia, tai voidaan
kéyttdd korkeampia lampétiloja, jos rasvahapoissa on yli 20 hiiliatomia.

Niissé tapauksissa voidaan kdyttdd ldmpétilan ohjelmointia. Esimerkiksi
jos nidytteessd on rasvahappojen metyyliestereitd, joissa on alle 12 hiilia-
tomia, ndyte voidaan injektoida 100 °C:ssa (tai 50—60 °C:ssa, jos
mukana on voihappoa) ja ohjelmoida ldmpdtila nousemaan 4—8 °C/
min, kunnes saavutetaan optimildmpdétila. Joissakin tapauksissa mene-
telmét voidaan yhdistaa.

Ohjelmoidun ldmmityksen jilkeen eluointia jatketaan vakiolampdtilassa,
kunnes kaikki aineosat ovat eluoituneet. Jos laitteen ldmpdtilaa ei voida
ohjelmoida, kéytetddn kahta lampétilaa, jotka ovat 100—195 °C.

On suositeltavaa tehdd maédritys tarvittaessa kahdessa polaarisuudeltaan
erilaisessa faasissa, jotta varmistutaan siitd, ettd mukana ei ole toisen
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5.1

5.2
521

522
52.2.1
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piikin alle jédvid piikkejd, esimerkiksi jos ndytteessd on yhtd aikaa C .
ja C,, tai C . ja C, konjugoituneina.

Vertailukromatogrammin ja -kuvaajan valmistaminen

Maédritetddn vertailustandardiseos (2.3) kdyttden samoja koeolosuhteita
kuin ndytettd mairitettdessd, ja mitataan rasvahappojen retentioajat tai -
etdisyydet. Puolilogaritmipaperille piirretddn jokaista tyydyttyméttomyy-
sastetta varten kuvaaja, jossa on retentioajan tai -etdisyyden logaritmi
hiiliatomien miéran funktiona; suoraketjuisten ja tyydyttymattomyysas-
teeltaan  samojen  estereiden  kuvaajien  tulisi  olla  suoria
vakioldmpdtilassa. Suorien tulisi olla suunnilleen yhdensuuntaiset.

On viltettdvad olosuhteita, joissa piikki jad toisen alle, ts. erotuskyky ei
riitd erottamaan kahta aineosaa.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Kbvalitatiivinen mééritys

Néytteen metyyliesteripiikit tunnistetaan 4.4 alakohdassa mainittujen
kdyrien avulla, tarvittaessa interpoloimalla.

Kvantitatiivinen mééritys
Koostumuksen méadrittdminen

Joitakin poikkeuksia lukuun ottamatta voidaan kéyttda sisdisen normal-
isoinnin menetelméd, jossa oletetaan ettd kromatogrammi kuvaa
ndytteen kaikkia aineosia, eli ettd piikkien yhteenlaskettu pinta-ala
vastaa aineosia sataprosenttisesti (tdydellinen eluoituminen).

Jos laitteistoon kuuluu integraattori, kdytetddn sen antamia tuloksia.
Muussa tapauksessa jokaisen piikin pinta-ala lasketaan kertomalla sen
korkeus leveydelld piikin puolivdlistd mitattuna ja ottaen huomioon piir-
turissa mahdollisesti kdytetyt vaimennukset.

Laskentamenetelmit
Yleinen tapaus

Lasketaan tietyssd aineosassa olevien metyyliesterien pitoisuus massa-
prosentteina maarittdmalla piikin pinta-alan suhteellinen osuus kaikkien
piikkien yhteenlasketusta pinta-alasta seuraavan kaavan avulla:

A
—x 1
SA x 100

jossa:
A, on aineen i piikin pinta-ala;
XA on kaikkien piikkien yhteenlaskettu pinta-ala.
Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

Huom. 7 Téssd yleisessd tapauksessa laskun tuloksen katsotaan perus-
tuvan siithen, ettd suhteelliset pinta-alat vastaavat massojen
prosentuaalisia suhteita. Tapauksissa, joissa ndin ei voida
olettaa, menetellddn 5.2.2.2 alakohdan mukaan.

Korjauskertoimien kayttd

Tapauksissa, joissa rasvahapossa esimerkiksi on vidhemmin kuin
kahdeksan hiiliatomia tai hapossa on sekundaarisia ryhmii, taikka kun
kdytetddn lammon johtumiseen perustuvaa detektoria tai kun tulosten
on oltava mahdollisimman tarkkoja, on kiytettivd korjauskertoimia
muutettaessa piikkien pinta-alojen prosenttiosuuksia aineosien massapro-
senteiksi.

Korjauskertoimet maéritetddn kromatogrammista, joka saadaan tarkoin
tunnettujen metyyliestereiden vertailuseoksesta samoissa olosuhteissa,
joissa ndyte madritettiin.

Vertailuseoksen aineen i prosentuaalinen massaosuus saadaan kaavasta:

m;
— x 100
Zm %

jossa:

m, on vertailuseoksen aineen i massa;



1991R2568 — FI — 01.11.1998 — 015.001 — 48

5223

6.1

6.2

Sm on vertailuseoksen eri aineosien massojen summa.

Lasketaan aineen i prosentuaalinen pinta-alaosuus vertailuseoksen (4.4)
kromatogrammista:

Aj
—x1
SA x 100

jossa:
A, on aineen i piikin pinta-ala;
XA on kaikkien piikkien pinta-alojen summa.

Korjauskerroin saadaan kaavasta:

_7mi><ZA
"7 A xZm

Yleensd korjauskertoimet ilmoitetaan suhteessa K, :een; tilldin suhteel-
liset kertoimet ovat:

K = Ki
' Kcis

Niytteen jokaisen aineen /i médrd prosenttiosuutena metyyliestereiden
massasta on:

! .
KixAL g
I(K! x A)

Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.
Sisédisen standardin kiyttd

Tietyissd madrityksissd (esimerkiksi jos kaikkien rasvahappojen maérid
el tunneta, kuten silloin kun 16 ja 18 hiiliatomia siséltdvien rasvahap-
pojen ohella esiintyy neljd ja kuusi hiiliatomia siséltdvid happoja tai
kun on tarpeen médrittdd ndytteessd olevien rasvahappojen absoluuttinen
médrd) on tarpeen kéyttdd sisdistd standardia. Usein kdytetddn rasvahap-
poja, joissa on 5, 15 tai 17 hiiliatomia. Sisdisen standardin
korjauskerroin on mééritettdva tarvittaessa.

Aineen i prosentuaalinen massaosuus metyyliestereind ilmaistuna
saadaan kaavasta:
mg X K! x A;

——— x 100
m><K;><AS><

jossa:

A, on aineen i piikin pinta-ala;

A_ on sisdisen standardin piikin pinta-ala;

K’, on aineen i korjauskerroin (suhteessa K :een);

K’, on sisdisen standardin korjauskerroin (suhteessa K :een);
m on ndytteen massa milligrammoina;

m_ on sisdisen standardin massa milligrammoina.

Tulos annetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

TRANS-ISOMEERIEN MAARITYKSEN ERITYISTAPAUS

Rasvahappojen, joiden hiiliatomien lukumidrd on 10-24, trans-
isomeerien pitoisuus voidaan méadrittdd erottamalla metyyliesterit
kéyttden kapillaarikromatografisia kolonneja, joilla on tietty polaarisuus.

Piioksidista tehty kapillaarikolonni, sisdhalkaisija 0,25-0,32 mm ja
pituus 50 m, varustettu syanopropysilikonipinnoitteella, jonka paksuus
on 0,1-0,3 um (tyyppi SP 2340, tyyppi SP 2380, C. P. sil 88, Silor 10
ja vastaavat tyypit).

Metyyliesterit esikésitellddn liitteessa X B esitetyn menetelmidn B
mukaisesti. Rasva-aineet, joiden vapaa happoisuus on yli 3 %, on ensin
neutraloitava liitteessd VII olevan 6.1 kohdan mukaisesti.



1991R2568 — FI — 01.11.1998 — 015.001 — 49

6.3

6.4

Tydskentelyolosuhteet kaasukromatografiaa varten ovat kokonaisuudes-
saan seuraavat:

— kolonnin ldmpétila: ohjelmoitu 150 °C:n ja 230 °C:n vilille (esimer-
kiksi 165 °C 15 minuutin ajan, minka jalkeen ldmpotilaa nostetaan
5 °C minuutissa, kunnes lampétila on 200 °C),

— injektorin ldmpétila: 250 °C, jos kéytetddn jakajainjektorijérjes-
telmdd, tai sama kuin kolonnin alkuldmpdtila, jos kéytetddn on
column -jarjestelmas.

— detektorin lampétila: 260 °C,
— kantajakaasun (heliumia ja vetyd) virtausnopeus: 1,2 ml/min.
Ruiskutetun méérdn on oltava sellainen, ettd kaytetyissd herkkyysolo-

suhteissa arakidonihapon metyyliesterid vastaavan piikin korkeus on
vahintddn 20 % asteikon alarajasta.

Eri metyyliesterit tunnistetaan retentioaikojen perusteella: metyyliester-
eiden retentioaikoja verrataan vertailuseosten vastaaviin retentioaikoihin
(kuten 2.3 kohdassa esitetdén).

”Trans”-rasvahappojen esterit eluoidaan ennen vastaavia “cis”-
isomeerejd. Kuvassa 2 on esimerkki kromatogrammista.

Kuva 2

Kaasukromatogrammi, joka kuvaa rasvahappojen trans-isomeerien maéritystd

1 Liuotin

6.5

6.6

kapillaarikolonnin avulla

18:2CC

16:0
18:0

— 18:1C

18:1W7C

16:1C
—eeeeesp. }8:1 T

Kolonnin 4.1.2 kohdan mukaisesti méadritetyn tehokkuuden on oltava
sellainen, ettd se sallii tiettyjen kriittisten parien erottamisen, esimerkiksi
parin, joka muodostuu oleiinihapon piikistd ja transoleiinihappojen
massiivista, trans C 18:1/cis C 18:1, siten, ettd resoluutioluku on suur-
empi kuin 2.

Eri "trans”-rasvahappojen prosenttiosuus lasketaan niihin liittyvan piikin
pinta-alan ja kaikkien mukana olevien piikkien yhteenlasketun pinta-
alan vilisen suhteen perusteella.

Seuraavien rasvahappojen prosenttiosuudet on otettava huomioon:

— 18-atomiset “trans”-hapot (T 18:1), jotka sisdltyvit timan asetuksen
liitteessd | transoleiini-isomeerien yhteismaaraén,

— oktadekadieeniset “cis-trans”- ja “trans-cis” -hapot [(CT/TC) 18:2],
jotka sisdltyvit tdmén asetuksen liitteessd I translinoli-isomeerien
yhteismaaraan.

— oktadekatrieeniset “trans-cis-trans”-, ’cis-cis-trans”-, ’cis-trans-cis-"
ja “trans-cis-cis” -hapot [(TCT + CCT + CTC + TCC) 18:3], jotka
sisdltyvdat tdmdn asetuksen liitteessd [ translinoleeni-isomeerien
yhteismaaraan.

Huom. 8: Témdn menetelmin erityisominaisuudet huomioon ottaen
tulokset annetaan kahden desimaalin tarkkuudella.

I Y

—p 18:3TCT

% 18:3CCT
——————% {8:3CIC

18:3 TCC

18:3CCC
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»>M2 7 « ERIKOISTAPAUS — KATAROMETRIDETEKTORIN KAYTTO
(PERUSTUU LAMMONJOHTOKYVYN MUUTOKSIIN)

Rasvahappojen metyyliestereiden seoksen kvantitatiiviseen ja kvalitatii-
viseen madritykseen voidaan kayttdd myds kaasukromatografia, jonka
detektorin toiminta perustuu limmonjohtokyvyn muutoksiin (kataro-
metri). Sellaista kiytettdessd on 3 ja 4 kohdassa kuvattuja olosuhteita
muutettava taulukossa 3 esitetylld tavalla.

Kvantitatiivista madritystd varten kiytetddan 5.2.2.2 kohdan mukaisia

korjauskertoimia.
Taulukko 3
Muuttuja Arvo tai vaatimus
Kolonni Pituus: 2—4 m
Sisdhalkaisija: 4 mm
Tukiaine Raekoko 160—200 mm
Stationddrifaasin maara 15—25 % (m/m)
Kantajakaasu Helium tai vety, mahdollisimman
vihédn happea
Apukaasut Ei kaytetd
Injektorin lampdtila 40—60 °C korkeampi kuin
kolonnin
Kolonnin ldmpétila 180—200 °C
Kantajakaasun virtausnopeus Tavallisesti 60—80 ml/min
Injektoitu maara Tavallisesti 0,5—2 pl

»M2 8 « KOESELOSTE

Koeselosteessa on ilmoitettava metyyliestereiden valmistusmenetelmat,
kéytetty kaasukromatografinen menetelmi sekd saadut tulokset. Siind
on my6s mainittava kaikki menettelylliset yksityiskohdat, joista ei
madratd tdssd kansainvélisessd standardissa, tai joita pidetddn valinnai-
sina, sekd kaikki tapahtumat, jotka ovat voineet vaikuttaa tuloksiin.

Koeselosteessa on oltava kaikki tarpeelliset tiedot, jotka tarvitaan
ndytteen tiydelliseen tunnistamiseen.
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LIITE X B

RASVAHAPPOJEN METYYLIESTEREIDEN VALMISTAMINEN
ASETUKSEN (ETY) N:O 72/77 LIITTEESSA VI OLEVASSA I JA 11
KOHDASSA TAI TASSA KUVATULLA VAIHTOEHTOISELLA MENE-

32
33
34
3.5

4.1
42

43
44
45

TELMALLA

JOHDANTO

Menetelmén valinta riippuu rasvahappokoostumuksesta, tutkittavan rasvan
tai Oljyn happamuudesta sekd suoritettavasta kaasukromatografisesta
médrityksestd.

Tasmennyksia:

— rasvoille ja dljyille, joiden rasvahapoissa on vihemmén kuin 12 hiilia-
tomia, soveltuvat ainoastaan menetelmit, joissa kdytetddn ilmatiiviisti
suljettua pulloa tai dimetyylisulfaattia,

— rasvoille ja dljyille, joiden happamuus on yli 3 %, soveltuvat ainoastaan
menetelmit, joissa kiytetddn metanolia, suolahappoa tai dimetyylisul-
faattia,

— trans-isomeerien  kaasukromatografisiin =~ mairityksiin  soveltuvat
ainoastaan menetelmadt, joissa kdytetddn natriummetylaattia tai dimetyy-
lisulfaattia,

— kun valmistetaan metyyliestereitd pienistd maéristd rasvoja tai Oljyjd,
jotka on eroteltu ohutkerroskromatografialla, on kiytettivd metanoli-
heksaani-rikkihappomenetelmaa.

Saippuoitumattomat osat voidaan jittdd huomiotta, ellei niitd ole yli 3 %;
muussa tapauksessa metyyliesterit on valmistettava rasvahapoista.
TARKOITUS

Seuraavassa kuvataan viisi menetelmdd rasvojen ja Oljyjen metyyliester-
eiden valmistamiseksi:

a) natriummetylaatilla;

b) suljetussa pullossa natriummetylaatilla;

c) suljetussa pullossa vetykloridin metanoliliuoksella;
d) dimetyylisulfaatilla;

e) metanolilla, heksaanilla ja rikkihapolla.
Menetelmid A

PERIAATE

Mairitettdvad rasvaa tai 6ljyd kuumennetaan metanolissa ja natriummetylaa-
tissa kdyttden palautusjddhdytintd. Saadut metyyliesterit uutetaan
etyylieetterilla.
VALINEISTO

100 mln pullo ja palautusjddhdytin, jonka pddhédn on liitetty natronkalkki-
putki; lasihiokset.

50 ml:n mittakoeputkia.
5 ml:n mittapipetti, jakovéli 0,1 ml.
250 ml:n erotussuppiloita.

200 ml:n pullo.

REAGENSSIT
Vedetén metanoli.

Natriummetylaatin noin 1-prosenttinen metanoliliuos; valmistetaan liuotta-
malla 0,34 g metallista natriumia 100 ml:aan vedetontd metanolia.

Etyylieetteri.
10-prosenttinen natriumkloridiliuos.

40—60 °C:n 1ampoistd petrolieetteria.
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SUORITUS

Ennalta natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljya punnitaan
2 g 100 ml:n pulloon. Lisdtddn 35 ml metanolia, asennetaan jadhdytin ja
keitetddn muutama minuutti kdyttden palautusjadhdytinta.

Lammittdminen lopetetaan, jadhdytin poistetaan ja lisdtddn nopeasti 3,5 ml
natriummetylaattilivosta; asennetaan jadhdytin taas paikalleen ja keitetddn
palautusjadhdytintd kdyttden viahintddn kolme tuntia. Metylaatio on tdydel-
linen, kun kaikki rasva on sulanut liuokseen ja reaktioseos on aivan kirkas
huoneenldmmossa.

Jadhdytetddn ja kaadetaan seos 250 ml:n erotussuppiloon, lisdtddn 35—40 ml
etyylieetterid, 100 ml vettd ja 5—6 ml 10-prosenttista natriumkloridilivosta.
Ravistetaan ja annetaan kerrosten erottua; siirretddn vesifaasi toiseen erotus-
suppiloon ja uutetaan uudelleen 25 ml:lla etyylieetteria.

Eetteriuutteet yhdistetddn ja lisdtddn 50 ml petrolieetterid, jonka ldmpétila
on 40—60 °C; vesi erottuu ja voidaan poistaa.

Eetterifaasi pestddn kolme kertaa 10—15 ml:n vesierilld, kuivataan natrium-
sulfaatilla, suodatetaan paperin lapi ja kerdtdan suodos 200 ml:n pulloon.

Liuotin haihdutetaan pois vesihauteessa puhtaassa typpivirrassa.
Menetelma B

PERIAATE

Maédritettédva rasva tai 6ljy késitelldsn suljetussa pullossa natriummetylaatin
metanoliliuoksessa 85—90 °C:ssa.

VALINEISTO

Vahvaseindinen lasipullo, tilavuus noin 5 ml (korkeus 40—45 mm, halkai-
sija 14—16 mm).

1 ml:n mittapipetti, jakovali 0,1 ml.

REAGENSSIT

Natriummetylaatin noin 1,5-prosenttinen metanoliliuos. Valmistetaan liuot-
tamalla 0,50 g metallista natriumia 100 ml:aan vedetontd metanolia.
SUORITUS

Ennalta natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljyd punnitaan
2 g lasipulloon. Lisétdén 0,3 g (noin 0,4 ml) natriummetylaattiliuvosta, minka
jélkeen pullo suljetaan sulattamalla se liekissa.

Pulloa kuumennetaan vesihauteessa pinnan alla kaksi tuntia 85—90 °C:ssa
ja ravistetaan silloin tdlldin; esterdityminen on tdydellinen, kun pullon
siséltd on kirkas sen jilkeen kun glyseriini ja reagenssien jaannokset ovat
laskeutuneet.

Jadhdytetddn huoneenlammossid. Pullo avataan vasta, kun metyyliestereitéd
alotaan kayttdd. Niitd ei tarvitse kisitelld muulla tavoin ennen kaasukroma-
tografialaitteistoon saattamista.

Menetelma C

PERIAATE

Maédritettdvd rasva tai Oljy kaisitellddn suljetussa pullossa metanolilla ja
suolahapolla 100 °C:ssa.

VALINEISTO

Vahvaseindinen lasipullo, jonka tilavuus on noin 5 ml (korkeus 40—45 mm,
halkaisija 14—16 mm).

1 ml:n ja 2 ml:n mittapipetit.

REAGENSSIT

Vetykloridin 2-prosenttinen metanoliliuos. Valmistetaan vetykloridikaasusta
ja vedettomastd metanolista (Huom. 1).

Heksaania kaasukromatografiaa varten.
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SUORITUS

Ennalta natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljyd punnitaan
0,2 g lasipulloon ja lisdtdan 2 ml vetykloridin metanoliliuosta. Pullo sulje-
taan liekilla.

Pulloa kuumennetaan vesihauteessa pinnan alla 40 minuuttia 100 °C:ssa.
Pullo jadhdytetddn juoksevalla vedelld, avataan, lisdtddn 2 ml tislattua vetti

ja 1 ml heksaania. Sentrifugoidaan ja poistetaan heksaanifaasi, joka on
valmis kdytettavaksi.

Menetelmi D

PERIAATE

Maédritettdvd rasva tai Oljy saippuoidaan kaliumhydroksidin metanoliliuok-
sella ja késitellddn sitten dimetyylisulfaatilla. Kun lisétddn suolahappoa,
muodostuneet metyyliesterit erottuvat heti. Kun niitd késitellddn alumiiniok-
sidilla sen jdlkeen, saadaan erittdin puhtaita metyyliestereita.

VALINEISTO

Vahvaseindinen lasinen koeputki, tilavuus noin 20 ml, hiottu lasitulppa 10/
19 ja varmuussalpa.

Viisipalloisia palautusjddhdyttimid, 10/19 hiosliitdnta.
Lasisuodattimia, joissa sintrattu levy, G 2 -kokoa, halkaisija 20 mm.
Kartiopohjaisia lasisia koeputkia, tilavuus noin 10 ml.

1 mlin ja 5 mlin ruiskut.

REAGENSSIT

Kaliumhydroksidin ~ 10-prosenttinen metanoliliuos kaasukromatografiaa
varten.

Vihredn bromokresoli-indikaattorin 0,05-prosenttinen metanoliliuos.
Dimetyylisulfaatti (15 °C:ssa d = 1,335).

Vikevdd suolahappoa (d = 1,19), laimennettu 1:1 kaasukromatografiaan
tarkoitetulla metanolilla.

Brockmannin standardoitua alumiinioksidia adsorptiokromatografiaa varten.

SUORITUS

Natriumsulfaatilla kuivattua ja suodatettua rasvaa tai 6ljyd mitataan 2,2 ml
20 ml:n koeputkeen. Lisdtdédn 5 ml kaliumhydroksidilivosta ja pari kvart-
sikived kiehumisen hillitsemiseksi. Asennetaan palautusjddhdytin  ja
kuumennetaan pienelld liekilld viisi minuuttia ravistellen; saippuoituminen
on taydellinen, kun liuos on kirkas. Jadhdytetddn lopuksi juoksevalla vedelld
ja irrotetaan jadhdytin.

Lisétddan kaksi tippaa indikaattoria ja hitaasti, kdyttden ruiskua, 1 ml dime-
tyylisulfaattia. Koeputki suljetaan ilmatiiviisti ja ravistetaan 2—3 minuuttia
upottaen usein putken pohja kiehuvaan vesihauteeseen; reaktio on tdydel-
linen, kun indikaattorin vdri muuttuu sinisestd keltaiseksi. Koeputki
jédhdytetdan lopuksi juoksevalla vedelld, avataan ja lisdtddan 5 ml suola-
hapon metanoliliuosta.

Ravistellaan muutama sekunti, minkd jilkeen putkea pidetddn kaltevassa
asennossa ja koputetaan sitd kevyesti. Télloin metyyliesterit nousevat help-
ommin pintaan 6ljymaiiseksi kerrokseksi (Huom. A).

Metyyliesterit ~ imetddn ruiskulla, pannaan alaspdin  suippenevaan
koeputkeen, lisdtddn alumiinioksidia noin 1/4 metyyliesterien tilavuudesta,
ravistetaan ja suodatetaan paperin lapi.

Huom. A Jos metyyliesterit eivit erotu itsestddn, koeputkeen lisdtddn 5 ml
vettd ja ravistetaan.
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Menetelmi E

PERIAATE

Mairitettdviad rasvaa tai 6ljyd kuumennetaan palautusjadhdyttimelld varuste-
tussa koeputkessa metanolin, heksaanin ja rikkihapon kanssa. Syntyneet
metyyliesterit uutetaan petrolieetterilla.

VALINEISTO

Tilavuudeltaan noin 20 ml:n koeputki, varustettuna noin 1 m:n pituisella
ilmapalautusjddhdyttimelld, jossa on lasihiokset.

Mittapipetti, 5 ml.
Erotussuppilo, 50 ml.
Mittalaseja, 10 ml ja 25 ml.

Kartiopohjainen koeputki, 15 ml.

REAGENSSIT

Metylointireagenssi: vedettomén metanolin, heksaanin ja vikevin rikki-
hapon (d = 1,84) seos 75:25:1 (v/V/v).

Petrolieetteri, lampotila 40—60 °C.

Vedeton natriumsulfaatti.

SUORITUS

Levylté raaputettu aines pannaan 20 ml:n koeputkeen ja lisdtdsn 5 ml mety-
lointireagenssia.

Palautusjddhdytin asennetaan paikoilleen ja koeputkea kuumennetaan 30
minuuttia kiehuvassa vesihauteessa (Huom. 2).

Seos siirretddn 50 ml:n erotussuppiloon kiyttden 10 ml tislattua vettd ja
10 ml petrolieetterid. Ravistetaan voimakkaasti, annetaan faasien erottua,
poistetaan vesikerros ja pestddin eetterikerros kahdesti 20 ml:lla tislattua
vettd. Erotussuppiloon lisdtddn pieni midrd vedetontd natriumsulfaattia,
ravistetaan, annetaan laskeutua muutama minuutti ja suodatetaan. Suodos
kerdtddn 15 ml:n kartiopohjaiseen koeputkeen.

Liuotin haihdutetaan vesihauteessa typpivirrassa.

Huom. 1 Pienid mairid vetykloridikaasua voidaan helposti valmistaa labor-
atoriossa lisdamalld kaupalliseen suolahappoon (r = 1,18)
muutama tippa vakevad rikkihappoa (r = 1,84). Vapautuva kaasu
on helppo kuivata johtamalla se kuplina vikevén rikkihapon lépi.
Metanoli absorboi vetykloridihappoa hyvin nopeasti, minkd vuoksi
se on liuotettava varovasti, esimerkiksi johtamalla kaasu pieneen,
ylosalaisin olevaan pulloon, jonka suu koskettaa nestepintaa.
Vetykloridin metanoliliuosta voidaan valmistaa suuria méaaria
etukdteen, silld se sdilyy pimedssd erittdin hyvin lasitulpallisissa
pulloissa.

Huom. 2 Kiehumisen hillitsemiseksi koeputkeen asetetaan lasisauva ja
estetdéin vesihauteen ldmpotilaa nousemasta yli 90 °C:n.
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LIITE X1

HAIHTUVIEN HALOGEENILIUOTTIMIEN PITOISUUDEN

22
2.3

24

2.5

2.6
2.7

42

43

44

MAARITTAMINEN OLITVIOLJYSTA

PERIAATE

Kaasukromatografinen méaaritys kaasutilatekniikalla (head space).

VALINEISTO

Kaasukromatografialaitteisto, johon kuuluu elektroninkaappausdetektori
(ECD).

Kaasutilalaitteisto (head space).

Kaasukromatografiakolonni, lasinen, pituus 2 m, halkaisija 2 mm, stationia-
rifaasi.

OV101 10 % tai vastaava, kalsinoituun, happopestyyn ja silanoituun
piimaahan imeytettynd, hiukkaskoko 80—100 mesh.

Kantaja- ja apukaasu: kaasukromatografiaan tarkoitettua typped, joka
soveltuu elektroninkaappausdetektorille.

Teflonpinnoitteisia lasipulloja, 10—15 ml, varustettu alumiinitulpalla, jossa
on sovitus ndytteenottoruiskua varten.

Ilmatiiviisti sulkevat puristimet

Kaasuruisku, 0,5—2 ml.

REAGENSSIT

Standardi: kaasukromatografista laatua olevia haihtuvia halogeeniliuottimia.

SUORITUS

Punnitaan tarkasti noin 3 g 6ljya lasipulloon, jota ei endd kdytetd uudestaan;
suljetaan se ilmatiiviisti. Pullo asetetaan termostaattiin 70 °C:seen yhdeksi
tunniksi. Imetddn ruiskulla varovasti 0,2—0,5 ml kaasutilaa. Injektoidaan
tdmd ndyte kaasukromatografialaitteiston kolonniin, joka on sdddetty seuraa-
vasti:

— injektorin lampétila: 150 °C,
— kolonnin lampdatila: 70—80 °C,
— detektorin lampétila: 200—250 °C.

Vertailuliuokset. Valmistetaan standardiliuoksia puhdistetusta oliividljysta,
jossa ei ole lainkaan liuottimia, pitoisuudeltaan 0,05 — 1 ppm (mg/kg),
jotka vastaavat ndytteen oletettua pitoisuutta. Halogeeniliuottimia voidaan
tarvittaessa laimentaa pentaanilla.

Kvantitatiivinen maéritys. Verrataan toisiinsa ndytteen piikkien korkeuksia
tai pinta-aloja sekd sen standardiliuoksen piikkien korkeuksia ja pinta-aloja,
jonka pitoisuuden oletetaan olevan ldhinnd néytteen pitoisuutta. Jos suhteel-
linen poikkeama on suurempi kuin 10 %, médritys on tehtivd uudestaan
kayttdmalld eri standardilivosta, kunnes suhteellinen poikkeama on alle
10 %. Méird lasketaan yksittdisten injektioiden keskiarvon perusteella.

Tulosten esittdminen: ppm (mg/kg). Toteamisraja tdssd menetelmissd on
0,01 mg/kg.
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LIITE XII

NEITSYTOLIIVIOLJYN AISTINVARAINEN ARVIOINTI

TARKOITUS

Tédmén menetelmin tarkoituksena on vahvistaa neitsytoliiviéljyn makuo-
minaisuuksien arviointiperusteet sekd kehittdd sithen tarvittavia
menetelmia.

SOVELTAMISALA

Téssd kuvattu menetelmé soveltuu ainoastaan suoraan kulutukseen tarkoi-
tetun neitsytoliividljyn aistinvaraiseen arviointiin ja luokitteluun. Se
luokittelee neitsytoljyn numeerisella asteikolla, joka on suhteessa sen
maun aikaansaamaan aistihavaintoon, valikoitujen maistajien muodos-
taman raadin arvion mukaan.

AISTINVARAISEN ARVIOINNIN PERUSSANASTO

Ks. luku ”Aistinvarainen arviointi: yleinen perussanasto”.

OLIIVIOLJYN ERIKOISSANASTOA

Miellyttavit aistimukset, jotka syntyvét neitsytoliividljyn tyypillisista
laatuominaisuuksista:

Hedelmdinen: maku, joka muistuttaa hyvélaatuisten, tuoreiden ja sopivan
kypsind poimittujen hedelmien makua ja tuoksua samalla kertaa.

Kypsdin hedelmdinen: oliividljyn maku, kun se on valmistettu kypsisti
oliiveista; yleensd melko mieto tuoksu ja makea maku.

Vihredn hedelmdinen: oliividoljyn maku, kun se on valmistettu vield
vihreistd hedelmista.

Aistimukset, jotka voivat olla jossain méérin miellyttdvid riippuen maun
voimakkuudesta ja joita ei voi pitdd virheellisind mutta jotka kuitenkin
rikkovat maun hedelmiisyyden kokonaisvaikutelmaa:

Omena: oliividljyn maku, joka muistuttaa omenaa.

Makea: miellyttdva maku, ei selvidsti sokerinen; karvaat, suutasupistavat ja
pistdvit maut eivit ole hallitsevia.

Ruohomainen: joidenkin Oljyjen tyypillinen maku, joka muistuttaa juuri
leikatun ruohon hajua.

Vihredt lehdet (karvas): 6ljyn maku, joka johtuu liian vihreistd oliiveista
tai siitd, ettd oliivien mukana on murskattu lehtid ja oksia.

Kirped: vihreiden tai vield kypsyvien oliivien ljylle antama maku. Voi
olla miellyttéva tai epdmiellyttdvd, maun voimakkuuden mukaan.

Jumoava: joidenkin 6ljyjen aiheuttama jumoava, suutasupistava limakal-
voaistimus.

Pistdvd: pistelevd makuaistimus, joka on tyypillinen satovuoden alussa,
péadasiassa vield vihreistd oliiveista valmistetuille oliividljyille. Aistimus
johtuu fenolien vaikutuksesta kolmoishermon péihin, jotka ulottuvat koko
suuontelon alueelle.

Manteli: timi maku saattaa esiintyd kahdessa muodossa: tuoreiden mante-
lien tyypillisend makuna tai hyvélaatuisten kuivattujen mantelien
tyypillisend makuna, jota voi erehtyd luulemaan alkavaksi eltaantumiseksi.
Maku huomataan selvisti erikoisena jalkimakuna, kun 6ljy jad kosketuk-
siin kielen ja kitalaen kanssa. Maku yhdistetddn makeisiin,
miedontuoksuisiin 6ljyihin.

Lattea tai pehmed: oliividljyn aistinvaraiset ominaisuudet ovat tuskin
havaittavia niiden aromaattisten aineiden haihtumisen vuoksi.

Heind: joidenkin 6ljyjen maku muistuttaa kuivaa heinia.

Aistimukset, jotka ovat aina epdmiellyttivid, vaikka maku olisi voimak-
kuudeltaan tuskin havaittava, ja joita on pidettdvé aistinvaraisina virheini:

Espartoheind: uusien espartomattojen ldpi puristetun 6ljyn maku. Maku
vaihtelee sen mukaan, onko mattojen esparto vihredd vai kuivattua.



1991R2568 — FI — 01.11.1998 — 015.001 — 57

Maa: maahanpudonneiden, mutaisten ja peseméttomien oliivien o6ljylle
antama maku. Joskus siihen liittyy homeinen maku.

Vanha tai sulkeutunut: tyypillinen maku, joka syntyy kun 6ljyd sdilytetdan
lilan kauan varastointiastioissa. Maku voi syntyd myos 6ljyyn, joka on
liian kauan pakattuna.

Toukkainen: tyypillinen 6ljylle, joka on saatu oliivikdrpdsen (Dacus oleae)
toukkien pilaamista oliiveista.

Metallinen: maku, joka muistuttaa metallia. Tyypillinen 6ljyille, jotka ovat
joutuneet pitkdaikaiseen kosketukseen metallipintojen tai muiden elintar-
vikkeiden kanssa epésuotuisissa olosuhteissa murskauksen, sekoituksen,
puristuksen tai varastoinnin aikana.

Homeinen, kostea: tyypillinen &ljylle, joka on saatu oliiveista, joita on
sdilytetty monta pdivdd kosteissa olosuhteissa kasoissa, jolloin niithin on
padssyt kasvamaan sienirihmastoa ja hometta.

Eltaantunut: kaikille oljyille ja rasvoille tyypillinen ja yhteinen maku,
joka syntyy kun ne hapettuvat ollessaan kauan kosketuksissa ilman kanssa.
Maku on epéamiellyttdva eikd sitd voi korjata.

Tunkkainen: oliividljylle tyypillinen maku, kun 6ljy on saatu kasoina
varastoiduista oliiveista, joissa kidyminen on edistynyt pitkille.

Suolavesi: suolaliemessd séilotyistd oliiveista puristetun 6ljyn maku.
Puristusjdte: maku, joka muistuttaa oliivin puristusjatetts.
Saippuainen: haju-ja makuaistimus, joka muistuttaa vihersaippuaa.

Kasvisneste: maku, joka syntyy kun 6ljy on huonosti dekantoitu ja ollut
kauan kosketuksissa kasvisnesteen kanssa.

Viinimdinen-etikkainen: joidenkin Oljyjen maku muistuttaa viinid tai
etikkaa. Maku johtuu pddasiassa etikkahapon, etyyliasetaatin ja etanolin
epitavallisen runsaasta muodostumisesta ja sekoittumisesta oliividljyn
aromiin.

Kurkku: maku, joka syntyy, kun Oljyd siilytetddn ilmatiiviissd peltias-
tioissa liian kauan. Maku johtuu 2,6-nonadienaalin muodostumisesta.

Paistunut tai palanut: 6ljyjen maku, joka johtuu liiallisesta kuumentami-
sesta valmistuksen aikana, varsinkin kun tahnaa sekoitetaan ja
kuumennetaan samanaikaisesti ja se tehdddn sopimattomissa olosuhteissa.

Sakkainen: tyypillinen maku 6ljylle, joka on saatu dekantoimalla maana-
laisten sammioiden pohjasakasta.

Puristusmatto: maku, joka johtuu siitd, ettd 6ljy on puristettu puhdistamat-
toman maton lédpi, johon on jaanyt kdynyttd jatettd.

Rasvainen: oliividljyn haju, joka johtuu tehtaalla puristus-tai uuttolaitteista
6ljyyn joutuneesta petrolista, rasvasta ja mineraalioljysta.

Karkea: 6ljya maistettaessa suuhun jdi paksu, tahmea tuntu.

LASI OLJYN MAISTAMISTA VARTEN

Ks. luku “Lasi 6ljyn maistamista varten”.

MAISTAMISHUONE

Ks. luku ”Maistamishuoneen suunnittelu”.

VALINEISTO

Seuraavien vilineiden, joita maistaja tarvitsee voidakseen suoriutua
tehtdvéstddn, on oltava jokaisessa arvostelukopissa kdden ulottuvilla:

— laseja (standardoituja), joissa on ndytteet merkittynd tunnuksella, joka
koostuu kahdesta satunnaisesta numerosta tai numeroista ja kirjaimista.
Merkinndt on tehtivé hajuttomalla kynélld ja niiden on oltava pysyvii,

— lasien kansiksi kellolaseja, joissa on samat tunnukset,
— arviointilomake (ks. kuva 2) kéyttdohjeineen,

— lyijykyna tai kuulakérkikyna,

— pienid tarjottimia, joilla omenalohkoja,

— lasillinen huoneenlampoistd vetta.
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8 MENETELMA

Téssd luvussa esitetddn ne tiedot, jotka maistajalla on oltava, jotta hin voi
suorittaa neitsytoliivioljyn aistinvaraisen arvostelun ja jotta voitaisiin stan-
dardoida maistajien tehtdvat ja toiminta. Heiddn on oltava tietoisia
oliivi6ljyn maistamisen sekd yleisistd ettd erityisistd suosituksista.

8.1 Raadin (maistajien ryhmin) kokoajan tai vastuuhenkilon tehtiviit

Raadin kokoajalla on oltava vankka koulutus ja asiantuntemus ja hdnen on
tunnettava perusteellisesti kaikki kaytetyt Oljyt. Hén on raadin tirkein
henkild ja on vastuussa sen jarjestdmisestd ja toiminnasta. Hénen tulee
kutsua raadin jasenet kokoon riittivdn ajoissa ja hdnen on selvitettidva
maistajille heiddn tehtdvansd, mutta hén ei saa tuoda esiin mitddn ndytetta
koskevaa mielipidetta.

Vastuuhenkilon on varmistettava vilineiden riittdvyys ja puhtaus,
nédytteiden valmistelu ja merkintd, sekd tarjottava ne maistajille kokeen
toteutussddntojen edellyttdmélld tavalla. Hénen tehtdvdnddn on myos
tietojen keruu ja niiden tilastollinen kisittely niin, ettd saadaan mahdolli-
simman hyva tulos pienelld vaivalla.

Raadin vastuuhenkilén on oltava taitava maistaja, tarkka kokeiden valmis-
telujen ja huolellinen kokeiden suoritusten suhteen ja hdnen on oltava
taitava ja kérsivillinen kokeiden suunnittelussa ja suorittamisessa. Raadin
vastuuhenkilon tehtdvdnd on myos luoda jasenten keskuudessa sellainen
henki, ettd kaikki kiinnostuvat ja innostuvat maistamisesta sekd haluavat
suoriutua mahdollisimman hyvin. Hénen tulee varmistua siitd, ettd kukaan
ei tiedd hidnen mielipidettddn nidytteestd, sekd estdd ketddn raadin jasentd
vaikuttamasta toisten mielipiteisiin. Hdn myds valitsee, kouluttaa ja
valvoo maistajia, jotta ndiden soveltuvuus tehtdvdinsd siilyy riittdvin
hyvéna.

8.2 Koeolosuhteet
8.2.1 Niytemddrd

Jokaisessa niytelasissa tulee olla 15 ml 6ljya.
8.2.2 Maistamislampdtila

Oljyniytteiden ldmpétilan tulee olla 28 °C + 2 °C. Timi limpotila on
valittu siksi, ettd siind on helpoin havaita aistinvaraisia eroja normaa-
lilampdotilassa, kun Oljyd kédytetddn ruoan makua parantavana lisdna.
Toinen syy tdmin ldmpdétilan valintaan on, ettd kylmemméssd Oljyn
aromaattiset aineet tuskin padsevit haihtumaan ja korkeammassa lampéti-
lassa haihtuu aineita, jotka ovat ominaisia kuumennetulle 6ljylle.

8.2.3 Kokeen ajankohta

Aamupiivi on parasta aikaa maistaa 6ljyjd: on todettu, ettd pdivin aikana
on jaksoja, jolloin maku- ja hajuaistimukset havaitaan parhaiten.

Maku- ja hajuherkkyys kohoavat ennen aterioita ja vdhenevit aterioiden
jélkeen.

Tatd seikkaa ei saa kuitenkaan korostaa litkaa niin, ettd maistajat karsivit
nildn tunteesta, joka hdiritsee heitd ja vaikuttaa erottelukykyyn sekd
paremmuus-ja hyviksymiskriteereihin.

9 MAISTAJAT

Henkil6t, joita kéytetddn oliiviéljyn maistajina aistinvaraisissa kokeissa,
tiytyy kouluttaa ja valita sen perusteella, miten hyvid he ovat erottamaan
samantyyppisid ndytteitd toisistaan; on pidettdvd mielessd, ettd maistajan
tarkkuus paranee koulutuksen my®6ta (ks. asianomainen luku).

Kokeen suorittamiseen vaaditaan 8§ — 12 maistajaa, mutta aina olisi
pidettdva varalla muutamia ylimééaraisia, jotka voivat korvata poisjddneet.
9.1 Yleisid suosituksia maistajille ja ehdokkaille

Néamé suositukset koskevat ehdokkaiden ja maistajien toimintaa heidin
tydaikanaan.

Kun raadin vastuuhenkild pyytdd maistajaa osallistumaan aistinvaraiseen
arvosteluun, tdmén on saavuttava paikalle sovittuna aikana ja noudatettava
seuraavia ohjeita:

9.1.1 Hén ei saa tupakoida vihintddn puoleen tuntiin ennen maistamista.
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9.1.2

9.1.3
9.1.4

9.1.9

9.2

Hin ei saa kayttdd hajuvettd eikd muita kosmetiikkatuotteita, joiden
tuoksu saattaisi viipyd maistamiseen asti. Hinen on pestidva kitenséd hajut-
tomalla tai ldhes hajuttomalla saippualla ja sen jidlkeen huuhdeltava ja
kuivattava ne niin monta kertaa kuin on tarpeen kaikkien yliméardisten
hajujen poistamiseksi.

Hén ei saa sy6dd mitdén ainakaan tuntiin ennen maistamista.

Jos hén tuntee itsensé sairaaksi, varsinkin sellaisella tavalla, joka vaikuttaa
haju- ja makuaistiin, tai jos henkinen paine estdd hintd keskittymastd
tyohon, maistajan on ilmoitettava tdstd raadin vastuuhenkildlle, jotta tima
voi paittdd maistajan osallistumisesta tai muusta suotavasta menettelysté,
ottaen huomioon, ettd kyseinen maistaja voi poiketa muiden maistajien
keskiarvosta.

Kun edellisten kohtien vaatimukset on tdytetty, maistajan on mentavi
hénelle osoitettuun koppiin mahdollisimman rauhallisesti ja hiljaa.

Kun maistaja on istuutunut, hdnen tulee tarkastaa, ettd kaikki tarpeellinen
on hyvin jérjestetty ja paikoillaan ja ettd jokaisen ndytelasin tunnus on
sama kuin sitd peittdvissd kellolasissa oleva tunnus.

Maistajan on luettava huolellisesti arvostelulomakkeen ohjeet eikd hin saa
alkaa tarkastella ndytettd ennen kuin on tdysin selvilld siitd, mitd on madra
tehdd. Jos hin on jostain epdvarma, hinen on kédnnyttivd raadin
jérjestdjidn puoleen ja keskusteltava tdmin kanssa kahden esiin tulleista
ongelmista.

Maistaja ottaa lasin kéteensd, kun kansi on vield paikoillaan, ja kallistaa ja
kiertad sitd niin, ettd 6ljy kastelee lasin sisdpintaa mahdollisimman paljon.
Tamain vaiheen jdlkeen hén ottaa kannen pois ja haistaa niytettd vetimalla
henked tasaisesti, syvddn ja hitaasti, kunnes hin on muodostanut
kisityksen tutkittavanaolevasta ndytteestd. Haistaminen ei saa kestdd yli
30 sekuntia. Ellei hin ole ehtinyt pddtyd mihinkddn tulokseen téssd ajassa,
hénen on odotettava hetki ennen kuin yrittd4 uudestaan. Kun haistamiskoe
on suoritettu, voidaan siirtyd maun arviointiin (siséltdd haju-, maku- ja
tuntoaistimuksen). Tétd varten maistaja ottaa suuhunsa noin 3 ml dljya.
On tdrkedtd, ettd Oljy levidd kaikkialle suuhun, suun etuosasta ja kielen
kérjestd sivuja pitkin suun takaosaan ja kitapurjeeseen, silld kitalaen ja
kielen eri osat ovat tunnetusti eri tavoin herkkid neljille perusmaulle
makea, suolainen, hapan ja karvas.

On hyvin tirkedd antaa riittivdn méidrdn Oljyé levitd hyvin hitaasti kielen
yli kitapurjeeseen ja nieluun saakka, samalla kun maistaja keskittyy
sithen, missd jérjestyksessd karvas ja pistdvd aistimus tuntuvat; jos ndin
ei tehdd, molemmat aistimukset saattavat jiddd huomaamatta joissakin
Oljyissd ja toisaalta karvas maku saattaa jadda pistdvin maun peittimaksi.

Lyhyiden, perdkkaisten, suun kautta tapahtuvien sisddnhenkiisyjen avulla
maistaja saa ndytteen levidmadn kaikkialle suuhun ja voi aistia haihtuvia,
aromaattisia aineita nenén takaosassa.

Suutuntuma-aistimukset on myds otettava huomioon. Juoksevuus, tahmeus
ja terdvyys tai pistdvyys merkitddn havaittaessa muistiin, ja jos kokeeseen
kuuluu ndiden ominaisuuksien voimakkuuden arviointi, se tehddén.

Kun neitsytoliivioljyd arvioidaan aistinvaraisesti, yhdelld maistamisker-
ralla arvioidaan ainoastaan yhtd ndytettd, silld muiden ndytteiden véliton
arviointi saattaisi aiheuttaa kontrastivaikutuksen.

Koska perdkkiiset maistamiset aiheuttavat vésymistd ja aistiherkkyys
vihenee, on tirkedd kayttdd jotakin tuotetta, joka poistaa Oljyn suusta
ennen seuraavaa maistamista.

On suositeltavaa kayttda pientd omenapalaa (noin 15 g), jota pureskellaan
ja joka syljetdén sitten sylkykuppiin. Sen jdlkeen suu huuhdellaan pienelld
madrdlld huoneenlampoistd vettd. Maistamisten vililld pidetddn vihintddn
15 minuutin tauko.

Ehdokkaiden valinta

Valinnan tekee raadin vastuuhenkild, jonka on henkilSkohtaisesti haasta-
teltava ehdokkaita tutustuakseen heihin ja heidén oloihinsa. Maistajien
ruumiillisia ja henkisid ominaisuuksia koskevat vaatimukset eivit ole
kovinkaan tiukat, silld periaatteessa kuka tahansa normaali ihminen
soveltuu maistajaksi. Sellaiset tekijat kuin ikd, sukupuoli, tietyt tavat
(esimerkiksi tupakointi) ovat jadneet taka-alalle ja nykyédédn kiinnitetddn
huomiota mm. terveyteen, henkilokohtaiseen kiinnostukseen sekd mahdol-
lisuuteen kayttdd aikaa tdllaiseen tyohon.

Raadin vastuuhenkilon on haastattelun aikana selitettivd ehdokkaalle
tdmdn tuleva toimenkuva ja kerrottava, kuinka paljon aikaa tehtivé vaatii.
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9.3

Sitten han merkitsee muistiin haastateltavalta saamiaan tietoja siitd, miten
kiinnostunut ja motivoitunut timi on ja kuinka paljon téilld on tehtdvédin
aikaa kdytettdvissd. Seuraavaa kyselylomaketta voidaan kayttdd apuna.

KYSELYLOMAKE

Ole hyvi ja vastaa seuraaviin kysymyksiin:

Kylla
1 Oletko kiinnostunut osallistumaan tahin ty6hon? O
Kylld
2 Voisiko maistajan tyd mielestisi vaikuttaa elintarvikkeiden laadun paranemiseen O
kotimaassa ja ulkomailla?
3 Jos vastasit kylld, kerro miksi(?).........oooiiiiiiiiii
Kylia
4 Maistajan tulee olla valmis maistamaan 6ljyjd, kun raati kutsutaan kokoon. O
Oletko valmis tihan?
Kylla
5 Oletko kiinnostunut vertailemaan haju-ja makuaistiesi tarkkuutta muiden maistajien O
kykyihin?
(") Kerro, miti hyétyd jonkin elintarvikkeen, tai oliividljyn, aistinvaraisesta arvioinnista voi mielestisi ofla.
Kylli  Ei
6 Onko sinulla aikaa? Voitko jirjestdd paivittiisen ajankiyttési itseniisesti? O O
Kylla  Ei
7 Jos olet ty6ssisi toisen alainen, saisitko luvan olla poissa tdistd enintdin puoli O O
tuntia kerrallaan useita eri kertoja useana perikkiiseni piivini?
Kylli  Ei
8 Voisitko korvata maistajan tyon takia menetetyn tydajan tekemilld tyon muulloin? O O
Kyli  Ei
9 Pitdisikd maistajan tydsta mielestisi saada jokin korvaus? O O
Kylli  Ei
10 Millainen korvaus olisi mielestisi SOPIVA? «.......coviiririiniiiriniininiiineneninns. O O

Raadin vastuuhenkild kayttdd ndin kerdttyjd tietoja maistajachdokkaiden
karsintaan. Ehdokkaat, jotka osoittavat vdhdistd kiinnostusta tdménkaltai-
seen tyohon, joilla on vain vdhdn aikaa kaytettdvissddn tai jotka eivét
pysty ilmaisemaan itseddn selvisti, karsiutuvat.

Ryhmén ”“Kkeskiméiridisen kynnyksen” maéarittiminen “tyypillisille
ominaisuuksille”

Valitaan huolellisesti nelja 6ljyd, joista jokainen edustaa mahdollisimman
voimakkaasti ja selvdsti yhtd seuraavista ominaisuuksista: tunkkainen,
viinimdinen, eltaantunut ja karvas.

Valmistetaan mainituista Oljyistd asteittain laimeneva ndytesarja kdyttden
laimennukseen soveltuvaa kantaja-ainetta siten, ettd kunkin niytteen pitoi-
suus on puolet edellisen néytteen pitoisuudesta ja ettd kahta tai kolmea
laimeinta ndytettd ei endd voi erottaa puhtaasta kantaja-aineesta.
Viimeisend parina on oltava kaksi lasia kantaja-ainetta.
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9.4

Sarja tdydennetddn laseilla, joissa on korkeammat pitoisuudet, kunnes
sarjassa on kahdeksan lasia.

Néytteitd valmistetaan riittdvat méarat eri pitoisuuksin siten, ettd jokaiselle
ehdokkaalle voidaan antaa kutakin ominaisuutta edustava tiysi sarja.

”Keskimdirdisen kynnyksen” madérittdmiseksi jokaista 0ljyn ominaisuutta
varten annetaan jokaiselle ehdokkaalle yksi lasi, jossa on 15 ml mitd pitoi-
suutta tahansa, ja toinen lasi, jossa on 15 ml pelkkdd kantaja-ainetta.
Kokeen jilkeen ehdokkaan on ilmoitettava, ovatko néytteet erilaisia vai
samanlaisia.

Sama koe on toistettava muillakin saman ominaisuuden pitoisuuksilla.

Jokaista pitoisuutta koskevien oikeiden vastausten maidrd merkitdan muis-
tiin ja ilmoitetaan tdmi luku prosentteina kaikista suoritetuista kokeista.

Sitten merkitdsn havainnot koordinaatistoon siten, ettd kokeessa kiytetyt
pitoisuudet ovat x-akselilla ja oikeiden vastausten prosenttiosuus y-akse-
lilla.

Kuvassa 1 on esimerkki kuvaajasta. Erotuskynnys on se x-akselin piste,
joka vastaa y-akselin (oikeat vastaukset) lukemaa 75 %.

Tama kynnyspitoisuus voi olla erilainen eri 6ljyille, koska se riippuu
ominaisuuden voimakkuudesta; erotuskynnyksen on kuitenkin oltava
samanlainen eri raatien ehdokasryhmille, silld se ei liity mihinkdén tapaan
tai makutottumukseen. Tdmédn vuoksi se on vertailupiste, joka on sama
kaikille normaalien ihmisten ryhmille, ja sitd voidaan kayttdd eri raatien
yhtendistdmiseksi niiden haju- ja makuaistiherkkyyden perusteella.

Kun ryhmidlle on ndin saatu kynnyspitoisuus, tehdddn seuraavaa:

Valmistetaan sarja laimennoksia kynnyspitoisuudesta laimeampaan ja
viakevdmpddn suuntaan niin, ettd kynnyspitoisuus on kymmenes tilla
asteikolla. Silloin pitoisuudet 11 ja 12 ovat laimeammat ja niistd on siten
hyvin vaikea erottaa mukana olevan tietyn ominaisuuden omaavaa oljya.

Kun otetaan pitoisuus C, ~ldhtdkohdaksi, voidaan muut laimennokset
valmistaa seuraavan kaavan avulla:

C,, x a", jossa a on vakio, jonka arvo on 1,5, ja n on eksponentti, jonka

arvo on —2—9.

Esimerkki: oletetaan, ettd eltaantuneen 6ljyn erotuskynnys on 0,32; silloin
C, =032 jaa = 1,5, jolloin laimennussarjan pitoisuudet ovat seuraavat:

Niyte 1 2 3 4 5 6 7 8 9 (10 | 11

12

Pitoisuus | 12,30 [8,20{5,47|3,65(2,43|1,62|1,08]0,72]0,48 | 0,32]0,21 | 0,14

Kun sama menettely toistetaan muille kolmelle 6ljyn ominaisuudelle ja
lahtokohdaksi otetaan niille saadut kynnyspitoisuudet, saadaan jokaiselle
6ljyn ominaisuudelle samanlainen asteikko, joka vastaa kaikissa laborator-
ioissa samaa ominaisuuden vahvuutta, vaikka ldhtdaineena kaytettyjen
6ljyjen makuvirheet olisivatkin eri vahvuisia.

Maistajien valinta voimakkuudenarviointimenetelmélli

Valintaan on otettava kaksi tai kolme kertaa enemmén ehdokkaita kuin
maistajia arvioidaan raatiin tarvittavan, jotta voidaan valita ne henkildt,
joilla on paras herkkyys ja erotuskyky. On suositeltavaa kayttdd aina
samaa tuotetta kuin se, jota on mydhemmin tarkoitus maistaa, tdssd
tapauksessa oliivioljya.
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Oikeiden vastausten osuus (%)

Kuva 1

100

90

80 /

70

60

50 ™

40 + t + t t +

004 008 016 032 064 128 266 6.12

Eltaantuneen oljyn pitoisuus (%) kantaja-aineessa

Menetelmén valinnassa on kiinnitettivd huomiota menetelméin tehokkuu-
teen ja taloudellisuuteen: kaytetyn Oljyn mdédrddn, tarvittaviin
ndytemdiriin ja valintaan kuluvaan aikaan. Valintamenetelmén tehokkuus
riippuu siitd, miten hyvét arvot se tuottaa kaikille kolmelle toisistaan riip-
puvalle tekijdlle: a) kustannukset, jotka riippuvat kokeiden maérdstd; b)
aiheettomasti hyldttyjen pétevien ehdokkaiden suhteellinen osuus; c)
aiheettomasti hyviksyttyjen soveltumattomien ehdokkaiden suhteellinen
osuus;

Voimakkuudenarviointimenetelmé on esitelty ASTM:n (American Society
for Testing and Materials) julkaisussa STP (Special Technical Publication)
No 440, sivu 53. Valintamenetelmdd on muutettu neljélld tavalla seuraa-
vasti:

1 sarjan ndytemdérdd on vihennetty;

2 aistidrsykkeiden valikoimaa on laajennettu tarkoituksena lisdtd valinta-
perusteina olevien haju- ja makuvivahteiden mairdd niin, etti ne
vastaisivat 6ljyssd tavallisimmin ilmenevid makuvirheita,

3 sarjojen pitoisuussuhteita on vaihdeltu;
4 tulosten tilastollista kisittelyd on muutettu.
Tarvittavat vilineet
— pulloja tai kolveja, 1 500 ml,
— tummasta lasista valmistettuja maistamislaseja,
— koeputkia ja mittalaseja 10, 15, 1 000 ja 1 500 ml.

Tarvittavat aineet

— Merck-parafiinia (viite 7 160, DAB 8, USP XX) tai 6ljyinen
kantaja-aine, joka on mauton ja hajuton (juuri puhdistettua olii-
vidljyé tai vastaavaa Oljyd),

— 0ljyja: tunkkainen, viiniméinen, eltaantunut ja karvas.
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9.4.1 Suoritus

Laimennosten valmistamisen jilkeen siirrytddn valintamenettelyyn 25
ehdokkaan kanssa toistamalla seuraavat vaiheet jokaiselle maulle:

1 Valmistetaan yksi sarja jokaiselle ehdokkaalle, jokaiselle 12 maistami-
slasia, jotka on merkitty tunnuksella. Kaadetaan jokaiseen
maistamislasiin 15 ml jokaista laimennosta, jotka on valmistettu kaavan

C,, * a" mukaan.

2 Kun nédytelasit on tdytetty, niiden annetaan olla kannen alla maista-
mishuoneessa huoneenldimmossd 20—22 °C:ssa véhintddn tunti ennen
maistamisen alkamista, jotta 0ljy saavuttaa huoneen lampétilan.

3 Kokeen vastuuhenkild jarjestdd jokaisen sarjan 12 maistamislasia riviin
vahvimmasta laimeimpaan.

Tamain jilkeen ehdokkaita pyydetddn suorittamaan koe yksin seuraavien
ohjeiden mukaan:

9.4.2 Ehdokkaille annettavat ohjeet

Ehdokkaiden edessd olevat 12 lasia sisdltdvit laimennoksia kustakin
neljdstd ominaisuudesta: tunkkainen, viiniméinen, eltaantunut tai karvas.
Lasien siséllot eroavat toisistaan tietyn tuoksun voimakkuuden perusteella;
voimakkain haju on vasemmanpuolimmaisessa lasissa ja oikealle siirryt-
tdessd haju laimenee. Viimeisessa lasissa oikealla on niin heikko haju,
ettd sen havaitseminen voi olla mahdotonta.

Tee ndin: tutustu sarjan jokaisen lasin hajuun. Aloita oikeanpuolimmai-
sesta (N:o 12) ja yritd todeta jokaisen hajun voimakkuus visyttdmattd
itsedsi liikaa.

Kun tunnet tottuneesi eri laseista ldhtevien hajujen voimakkuuksien
eroihin, voit poistua huoneesta.

Silld aikaa kokeen jdrjestdjd ottaa yhden maistamislasin sarjasta ja asettaa
sen oikeanpuolimmaisen (N:o 12) lasin kohdalle ja siirtdd kaikkia muita
laseja niin, ettd rivi on taas aukoton. Maistaja palaa huoneeseen ja koe
jatkuu.

Koe on seuraavanlainen:

Siirretty lasi on pantava takaisin oikealle paikalleen laimennosten sarjassa.
Sitd varten lasia saa haistella ja verrata sitd kaikkiin muihin niytteisiin
niin monesti kuin on tarpeen. Kun haluat asettaa lasin takaisin oikealle
paikalleen sarjaan, muista, etti sen hajun on oltava voimakkaampi kuin
sen oikealla puolella olevan lasin ja heikompi kuin sen vasemmalla
puolella olevan lasin. Tdmé koe toistetaan siirtdmaélld vield kolme muuta
lasia.

Edelld olevien ohjeiden lisdksi jokaisella maistajalla on oltava seuraavan-
lainen lomake, joka helpottaa kokeen suoritusta ja tulosten keruuta.

EHDOKKAIDEN VALINTA

Koe N0 ovviniiiii Ominaisuus ........ocovviiiiiiiiiiie e
Lasi, joka otettiin pois sarjasta, kuuluu paikalle Nio ..........oooiiii

PAIVAMEATA .. ovvevt i NI et e

9.4.3 Tulosten kokoaminen

Raadin vastuuhenkilo kerdd tulokset kaikilta ehdokkailta seuraavaan
taulukkoon helpottaakseen heiltd saatujen tietojen jarjestimista:

Annettu Oikea
jirjestysnumero jdrjestysnumero
(K) (K)

Tutkittu
ominaisuus

Ehdokkaan nimi
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9.4.4 Tilastollinen arvostelu

Téassd valintatilanteessa oikeille paikoilleen asetettavat lasit ovat samat
kaikille ehdokkaille. Tétd varten tehtdvien tilastollisten laskutoimitusten
mukaan niiden on kuuluttava seuraaville paikoille kunkin ominaisuuden

sarjassa:
Tunkkainen (Tu) | Viinimdinen (Vi) Eltaantunut (EI) Karvas (Ka)
Lasit N:o Lasit N:o Lasit N:o Lasit N:o
(10, 5, 7, 2) (11, 3, 8, 6) (7, 4, 10, 2) (6, 3,11, 9)

Lasin paikan sarjassa osoittavia lukuja ei saa muuttaa, silld tilastollisissa
laskelmissa titd koetta varten otetaan huomioon todennikéisyys, jolla
ehdokas asettaa lasin oikealle paikalle sattumalta.

Jotta ehdokkaiden olisi mahdollisimman vaikea saada tietoja toisiltaan,
raadin vastuuhenkilon on varmistettava, etta:

1 ehdokkaat eivit voi olla yhteydessd keskendédn. Eri ehdokkaiden lasien
tunnukset ovat erilaiset;

2 ehdokkaat eivit voi mitenkddn saada selville, mitka lasit on siirretty;

3 vaikka siirrettavdt lasit ovat eri ehdokkaille samat, lasien siirtdmisjar-
jestys on eri ehdokkaille erilainen.

Jokaisen ehdokkaan suoritus arvostellaan seuraavasti:

Olkoon ¢, e, ... €, kaksitoista lasia, joissa on 12 laimennosta ominai-
suudesta i (i voi olla mikd tahansa neljdstd ominaisuudesta: tunkkainen,
viiniméinen, eltaantunut ja karvas) heikkenevissi jarjestyksessa.

Olkoon €' yksi siirretty lasi ja K’ ehdokkaan sille antama paikka sarjassa.
Arvot K ja K’ ovat siis kokonaislukuja 1—12, jotka vastaavat poistetun
lasin todellista paikkaa ja ehdokkaan sille antamaa paikkaa.

Olkoon T (suurin sallittu poikkeama)arvo, joka vahvistetaan etukiteen ja
joka tdssd tapauksessa on 3. Jos K’ — K on suurempi kuin T, ehdokas
hyldtddn ilman harkintaa (*).

Jos taas K’ — K on pienempi tai yhté suuri kuin T, ehdokas hyviksytdin ja
hén saa jatkaa kokeita, koska hidn on ndin osoittanut pystyvénsd sijoitta-
maan tutkittavan ominaisuuden takaisin tarkasti oikealle paikalleen tai
ainakin sitd 14dhelld oleva paikalle.

Téssd tapauksessa ehdokkaalle, joka on arvostellut yhden tietyn ominai-
suuden (pitoisuuden), esimerkiksi ominaisuudesta tunkkainen (Tu),
annetaan arvosana, joka on lasin oikean paikan ja ehdokkaan sille
antaman paikan erotuksen nelid. Toisin sanoen

P = (K’ — K)

Koska jokainen ehdokas suorittaa kokeen neljilld eri pitoisuudella jokaista
ominaisuutta kohti, ominaisuuden (tunkkainen) antama osittainen arvosana
on:

A PTuh + PTuj + PTu1 + PTum
Seuraavat esimerkit havainnollistavat menettelya.
Esimerkki 1:

Oletetaan, ettd ehdokas A on antanut seuraavat paikkanumerot sarjasta
poistettujen lasien neljélle pitoisuudelle ominaisuudesta i:

Lasin oikea paikka Ehdok‘kaanAantama Poikkeama oikeasta paikasta
sarjassa lasin paikka (K’ — K)
(K) (K9
7 7-7=0
4 5 4-5=-1
10 6 10-6=4(

(") Raadin vastuuhenkilon on ohjattava ehdokasta niin, ettd koe etenee jarkevisti eli ettei
ehdokas menetd herkkyyttdan hajuaistin visymisen takia.
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Lasin oikea paikka
sarjassa

(X)

Ehdokkaan antama
lasin paikka
(K

Poikkeama oikeasta paikasta
(K" = K)

2

4

(') Tama ehdokas hylitdan tuloksen T 3 perusteella.

Esimerkki 2:

Oletetaan, ettd toinen ehdokas jérjestdd lasit tietyn ominaisuuden neljan
eri pitoisuuden suhteen seuraavasti:

Lasin onkea paikka Ehdok}(aan antama Poikkeama oikeasta paikasta
sarjassa lasin paikka (K’ - K)
X) (K9
7 7 =-7=
4 4 4-4=0
10 7 10-7=3
2 3 -3=-1

Tétd ehdokasta ei hyldtd. Hénen tdtd ominaisuutta koskevaksi arvosanak-
seen tulee:

Zi=02+0°+ 3+ (-12=10

Ehdokkaan lopullinen arvosana, jonka perusteella hdnet valitaan maista-
jaksi, riippuu kaikille neljille ominaisuudelle annetuista vastauksista ja
voidaan laskea seuraavasti:

PTu+Plu4+ Plut pTu =7
h i 1
PVi+PJVi+PVi+Pn;/i AL
h j 1 m

PE + PE + PEL4+ P E = ZE
h i 1
PKa+ﬁKa+PKa+;Ka = 7Ka
h j 1 m

Z lopullinen = Z™ +.. .+ Z%

jossa:

Tu = tunkkainen
Vi = viinimidinen
El = eltaantunut
Ka = karvas

Seuraavaksi on ratkaistava kysymys siitd, kuinka korkea Z-arvo ehdok-
kaalla saa olla, jotta hinen aistiherkkyyttddn, hajumuistiaan ja
jérjestelmillisyyttddn voidaan vield pitdd riittdvdnd neljdn ominaisuuden
osalta. On selvdd, ettd Z on aina ei-negatiivinen luku ja ettd Z = 0
tarkoittaa, ettd ehdokas on sijoittanut jokaisen lasin oikealle paikalle ja
siis madrittdnyt kaikki 16 voimakkuutta oikein (neljd jokaista ominaisuutta
kohti). Jos Z-arvo ei ole nolla, ehdokas on l6ytinyt voimakkuuksille
oikean suuruusluokan, mutta ei ole kyennyt sijoittamaan siti juuri oikealle
paikalle, koska hdnen erotuskykynsd on kokeessa kiytetylld asteikolla
riittdmdton yhden tai useamman ominaisuuden suhteen.

Tédmén vuoksi kriittinen arvo (Z) on syytd asettaa sellaiseksi, ettd jos
ehdokas olisi sijoittanut lasit sattumalta ldhes oikein, todenndkdisyys (a)
saada lopulliseksi arvosanaksi Z-arvo, joka on pienempi kuin kriittinen
arvo Z,, on riittdvén pieni ja voidaan asettaa etukéteen. Toisin sanoen on
varmistettava, ettd titd menetelmdd kiyttden todenndkoisyys valita raatiin
maistaja, jolla ei ole riittdvdd kykyd erottaa aistimusten voimakkuutta, on
pienempi kuin o.

Kun o:n arvo on vahvistettu (tdssd tapauksessa 0,05), Z saadaan muut-
tujan Z todennidkdisyysjakaumasta, joka taas riippuu muuttujan p (K')
todennikdisyysjakaumasta.

Kun tarvittavat tilastolliset laskutoimitukset on tehty, saadaan kriittiseksi
arvoksi Z, = 34.
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Kun kaikkien ehdokkaiden Z-arvo on laskettu, ehdokkaat, joiden Z-arvo
on suurempi kuin 34, on hylattava.

Edellisen esimerkin ehdokkaiden A ja B saamat arvosanat olivat seur-

aavat:

Ominaisuus Ehdokas A Ehdokas B
Tunkkainen (Tu) 70 =10 7T = 12
Viiniméinen (Vi) ZVi=10 Zvi =11
Eltaantunut (EI) Z8 =10 Z% =15
Karvas (Ka) ZKa = 4 7K = )

X=34 =38

Koska ehdokkailla on Z-arvot 34 ja 38, ehdokas A hyviksytddn ja
ehdokas B hylédtdaédn. Kun kaikki ehdokkaat, joiden Z-arvo on yli 34, on
hylatty, asetetaan jéljelle jddneet paremmuusjdrjestykseen ja 12 parasta
valitaan.

9.5 Koulutus
Koulutusvaiheen tiarkeimmat tavoitteet ovat:

a) tutustuttaa maistajat neitsytoliiviéljyn moniin haju-, maku- ja suutuntu-
maominaisuuksiin;

b) opettaa maistajille aistinvaraisen arvostelun menetelmii,

c) parantaa maistajien kykyd erottaa, tunnistaa ja arvioida aistinvaraisia
ominaisuuksia;

d

N

parantaa herkkyyttd ja muistia niin, ettd arviointien tulos on kaikkien
ominaisuuksien suhteen mahdollisimman tarkka ja yhdenmukainen.

Koulutukseen kuuluu yleensd useampia opetustilaisuuksia maistajien
mahdollisuuksien ja opetettavien asioiden mukaan; tilaisuuksien aikana
maistajat tutustuvat Oljyihin itsendisesti, keskustelevat kohtaamistaan
ongelmista vastuuhenkilon kanssa, sekd keskustelevat arvostelusta, jotta
padstdisiin mahdollisimman yhtendisiin arvioihin ja mielipiteisiin.

Taso, jolle koulutuksessa pédstddn tietyn oppituntimiérin jélkeen, arvioi-
daan oikeiden vastausten prosenttiosuuden kasvun avulla — jos halutaan
kayttdd karsintakokeita — tai analysoimalla raadin jésenten arvosanojen
keskiarvon vaihtelua, kun kaytetddn kokeita, joissa on asteikko.

Koulutusvaiheen kaytannon merkityksestd on keskusteltu paljon, mutta
télld hetkelld sitd pidetddn erittdin tehokkaana ja jopa valttimittomana,
jos halutaan tdsmallistd ja oikeaa aistinvaraista tietoa.

9.6  Suorituskyvyn seuranta

Kokeneiden maistajien raadit osallistuvat sddnnéllisesti maistajaisiin,
joissa aistinvaraiset arvioinnit vaativat heiltd paljon. Monet tarkeét
tekniset ja taloudelliset ratkaisut perustuvat heiddn arvioihinsa; timén
vuoksi valinnan ja koulutuksen jédlkeen maistajien suorituksia on seurat-
tava, jotta varmistetaan heidén tulostensa tarkkuus.

Sen jilkeen kun raadit on muodostettu ja ne ovat suoriutuneet rutiiniko-
keista, niiden taso on tarkistettava sopivin ja sdanndllisin véliajoin.

10 NEITSYTOLIIVIOLJYN AISTINVARAISEN ARVIOINNIN MENE-
TELMA

Kun edelld esitetyt vaatimukset on tdytetty, tarpeelliset tilat ja vélineet
ovat kdytettdvissd ja raati valittu, jokaisen maistajan tulee haistaa ja
maistaa (') médritettdvan Oljyn néytettd, joka hénelle maistamislasissa
tarjotaan; maistajan on mééritettdvd haju-, maku-, suutuntuma- ja kines-
teettiset ominaisuudet ja  kdytettivd niiden tunnistamisen ja
voimakkuusarvion merkitsemiseen lomaketta, jonka malli on kuvassa 2.
Seuraavana tehtdvidna on arvioida 6ljyn laatu.

() Maistaja voi kieltdytyd maistamasta, jos hdnen mielestdéin ndytteen hajussa on jokin
erittdin vastenmielinen ominaisuus; tistd poikkeuksellisesta tapahtumasta on tehtivd
merkintd arviointilomakkeeseen.
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10.1 Kuvan 2 mukaisen lomakkeen kiytté (maun kuvaaminen ja laadun
arviointi).

Lomakkeen vasemmalla puolella on lueteltu oliividljyissd usein esiintyvid
tyypillisid aistein havaittavia ominaisuuksia, jotka kuvaavat niiden makua.
Jos maistaja huomaa jonkin aistihavainnon, joka ei vastaa lomakkeessa
mainittuja laatusanoja, hinen tulee tehdd niistd merkintd kohtaan “muut”
kdyttden mahdollisimman tdsmallisesti kuvaavia sanoja.

Havaittavat aistidrsykkeet arvioidaan niiden suhteellisen voimakkuuden
mukaan merkitsemdlld + -merki oikeaan sarakkeeseen seuraavien
madédreiden mukaan:

1: tuskin havaittava,
2:  heikko,

3: kohtalainen,
4: voimakas
5

erittdin voimakas.

Lomakkeen oikealla puolella on asteikko 1 — 9 (9 tarkoittaa poikkeuksel-
lisen hyvdid laatua, 1 on huonoin laatu), johon maistaja merkitsee
kokonaisarvionsa tutkittavan 6ljyn laadusta yhdelld arvosanalla. Tdmén
arvion on oltava sopusoinnussa samassa Oljyssd havaittujen hyvien ja
huonojen ominaisuuksien kanssa, joiden arviot on merkitty vasempaan
reunaan.

Ensimmiinen sarake (virheet) on jaettu viiteen osaan. Oljyjen luokittelun
tulee perustua ennen kaikkea ndiden makuvirheiden puuttumiseen tai
havaitsemiseen, sekd sithen, kuinka voimakkaita tai heikkoja ndmi maku-
virheet ovat. Koska asteikko kuitenkin ulottuu 9 pisteeseen asti, on syytd
ottaa huomioon tiettyjd vivahteita ja ominaisuuksia, jotka on kuvattu
toisessa sarakkeessa (ominaisuudet) ja jotka auttavat pddsemddn lopulli-
seen ratkaisuun laadullisessa kokonaisarvioinnissa.

10.2 Lopullinen arviointi

Raadin vastuuhenkilo kerdd jokaisen maistajan tdyttdmit lomakkeet ja
tarkistaa, ettd aistinvaraiset ominaisuudet ja niistd profiililomakkeessa
annettu  voimakkuusarvio ovat sopusoinnussa arviointilomakkeessa
esitetyn arvion kanssa. Jos ndmé arviot poikkeavat huomattavasti toisis-
taan, jdrjestdjd pyytdd maistajaa tarkistamaan arviointilomakkeensa.

Maistajan tulee tarvittaessa uusia koe.

Lopuksi raadin vastuuhenkild tekee taulukon, johon tulevat koko raadin
antamat arvioinnit, ja laskee niiden aritmeettisen keskiarvon ja sen
virheen.

Jos mainittu virhe on menetelmin virhettd suurempi, koe on uusittava
koko ryhmin osalta.

Ainoastaan jos kyse on tarkistusmédrityksestd, ryhmén on toistettava koe
niin monta kertaa, ettd jokaisesta néytteestd saadaan kolme arviota. Lopul-
linen arvio on niiden arvioiden keskiarvo yhden desimaalin tarkkuudella.

Jos karvauden ja/tai pistdvyyden voimakkuusarvioiden keskiarvo on yli
2,5, 0ljy on merkittivd sen mukaisesti ja arviointeihin on lisdttdvad, ettd
0ljy on erityisen karvasta ja/tai pistidvaa.

VYM12
Tulosten esittdminen: paneelin vastuuhenkilé médraéd pisteiden keskiarvon
perusteella luokan, johon nédyte luokitellaan liitteessd 1 maarattyjen raja-
arvojen mukaisesti. Tatd varten paneelin vastuuhenkild soveltaa:
— markkinointivuoden 1992/93 aikana poikkeamaa + 1,5,
— markkinointivuodesta 1993/94 alkaen poikkeamaa + 1,

jos pisteiden keskiarvo on viisi tai enemmén.

Sallittuja poikkeamia ei kuitenkaan sovelleta 6ljyihin, joita koskevat inter-
ventioon liittyvit toimenpiteet

Madritystuloksen ja sddidetyn raja-arvon vilinen tilastollinen ero mene-
telmén toistettavuus- ja uusittavuusarvoissa sisdltyy edelld olevissa
alakohdissa tarkoitettuihin sallittuihin poikkeamiin.

Kun asianomainen luokittelee 6ljyja edelld mainittuina markkinointivuo-
sina soveltamatta sdddettyjd poikkeamarajoja, hin voi merkitd
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VYMS
pakkauksen pdélle tuotteen aistinvaraisen vdhimmadisarvosanan, jota
voidaan tarkistaa kaupanpitimisajan kuluessa.
Maistajien raadin vastuuhenkilén on merkittdvd médrityskertomukseen
ainoastaan luokka, johon ndyte on luokiteltu. Kun maistaja suorittaa
kokeen 2 artiklan 2 kohdan ensimmadisen alakohdan mukaisesti, hidnen on
sovellettava luokan mairityksessd samaa menettelya.
vB
Huom.: Néaytteet on siilytettdvd jadkaapissa kannen alla, kunnes ne on
maédritetty, ja ne on pantava takaisin jddkaappiin jokaisen kokeen
jélkeen, kunnes kaikki kolme koetta on tehty.
VY M3
Kuva 2
Neitsytoliivioljy
Profiililomake
Hajun, maun ja suutuntuman arviot Arvostelutaulukko
Havainnon voimakkuus(*) Virhe Ominaisuus Yeisasvio:
pisteet
o1 ]2 ]3[4 5
Oliivihedelmiisyys, 9
Oliivihedelmiinen (kypsi ja vihred)(?) Ei virheiti ofiivihedelmiisyys ja 8
muu tuore hedel- 7
Omena miisyys
Muu(t) kypsi(t) hedelmi(t) ...... iki -
(t) kypsa(t) (t) Tuskin havaittava ﬁ]&;ﬁayy:zhansa hedel 6
Vihred (lehdet, ruocho) ...ccoueveorececccnseneces
K. Melko epitiydellinen
arvas Heikosti havaittava hedelmiisyys, poik- 5
Pistivi keava haju ja maku
Makea Havaittava, voimakkuu- Sel:ris'ti epifi):dellfnea:l,
deltaan keskinkertainen epimiellyttivi haju ja 4
Muu sallittu ominaisuus maku
Miki tai mitka? —
Selvisti havaittava, diri- Kul\;tuksecn ht?ym.n 3
miisen voimakas soveltumaton haju ja 2
m maku 1

Hapan/viinimiinen/etikkainen/-

happoinen(?) Huomautuksia:
Karkea

Metallinen Maistajan nimi:
Homeinen

Sakkainen Niytteen tunnus:
Tunkkainen Piiviys:
Eltaantunut

Muu kielletty ominaisuus
Miki tai mitki?

(*) Havainnon voimakkuus:
’ 0 = puuttu kokonaan(®),

1 = tuskin havaittava,
2 = heikko,
3 = keskinkertainen,
4 = voimakas,
5 = erittiin voimakas.

(2) Tarpeeton yliviivataan.

*) Vasti;lava.n aistihavainnon puuttuminen on merkittivi ruutuun
rastilla
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2.1

AISTINVARAINEN ARVIOINTI: YLEINEN PERUSSANASTO

TARKOITUS
Témén standardin tarkoitus on koota aistinvaraisessa arvioinnissa kaytetyt
yleisimmadt sanat ja niiden méaritelmat.

SANASTO

Yleistd sanastoa

Aistinvarainen arviointi (substantiivi):

tuotteen aistinvaraisten ominaisuuksien tutkiminen aistielinten avulla.
Havainto (substantiivi):

ulkoisten esineiden ja tapahtumien saattaminen tietoisuuteen aistien
avulla.

Aistinvarainen (adjektiivi) (ominaisuus):

kuvailee aistein havaittavaa tuotteen ominaisuutta.
Asiantuntija (substantiivi):

(aistinvaraisten ominaisuuksien tutkimisessa)

maistaja, joka on erikoistunut tietyn tuotteen aistinvaraiseen arviointiin ja
tuntee tuotteen valmistuksen sekd kuluttajien tottumukset.

Maistaja (substantiivi):

havaitsemiskykyinen, herkka, koulutettu henkild, joka on valittu arvioi-
maan elintarvikkeen aistein havaittavia ominaisuuksia.

Raati:

ryhmi maistajia, jotka on valittu ja koulutettu ja jotka kokoontuvat suorit-
tamaan tietyn elintarvikkeen aistinvaraista arviointia valvotuissa
olosuhteissa.

Aistimus (substantiivi):

subjektiivinen ilmid, joka on seuraus aistihermojen &drsytyksestd. Tdmédn
ilmion aistielin voi subjektiivisesti erottaa tai objektiivisesti maaritella,
arsykkeen luonteen tai laadun ja voimakkuuden mukaan.

Herkkyys (substantiivi):

aistielinten kyky maéréllisesti tai laadullisesti havaita heikkoja drsykkeitd
tai pienid eroja drsykkeiden valilla.

Maistaminen (substantiivi):

tehtdvd, johon kuuluu elintarvikkeen aistinvaraisten ominaisuuksien,
lahinnd hajun, maun, suutuntuman ja kinesteettisten ominaisuuksien
havaitseminen, maéritys ja arviointi.

Hyvdksyminen (substantiivi):
Yksilon tai ryhmin mydnteinen suhtautuminen tuotteeseen.
Sopusointuisuus (substantiivi):

tuotteen ominaisuus, joka tarkoittaa miellyttdvdd kokonaisaistimusta.
Témén aistimuksen saa aikaan tuotteen haju-, maku-, suutuntuma-ja kines-
teettisten drsykkeiden esiintyminen sopivissa voimakkuussuhteissa.

Hyvdksyttdvyys (substantiivi):

asema, jonka tuote on saavuttanut, kun henkil6 tai ryhmé on suhtautunut
my®onteisesti sen aistinvaraisiin ominaisuuksiin.

Erottaminen (substantiivi):

kahden tai useamman #rsykkeen laadullinen ja/tai méérdllinen erotta-
minen.

Kompensaatio (substantiivi):

arsykkeiden yhteisvaikutus, jonka tuloksena kukin drsyke havaitaan
heikompana kuin jos se esiintyisi yksin.

Ulkondké (substantiivi):
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ndkoaistilla havaittavat aistinvaraiset ominaisuudet: koko, muoto, viri,
rakenne, sameus, kirkkaus, juoksevuus, vaahtoaminen ja kuohunta.

Ominaisuus (substantiivi):

aistein havaittava piirre.

Fysiologiset termit
Arsyke (substantiivi):

fysikaalinen tai kemiallinen vaikute, joka saa aikaan tietyn reaktion sisdi-
sissd tai ulkoisissa aistireseptoreissa.

Makuaisti (substantiivi):

Aisti, jonka reseptorit sijaitsevat suussa, erityisesti kielessd; nima resep-
torit aistivat erilaisia liukoisia aineita.

Maku (substantiivi):

kuvaa tuotteen ominaisuutta, joka &drsyttdd makuhermoja saaden aikaan
aistimuksen, joka liittyy yhteen tai useampaan neljdstd perusmausta:
makea, suolainen, hapan ja karvas.

Reseptori (substantiivi):

Aistielimen erikoistunutta kudosta, jota voidaan &rsyttdd ja joka pystyy
ottamaan irsykkeen vastaan ja muuttamaan sen hermoimpulssiksi.

Huom.: Reseptorit luokitellaan &rsykkeen energiamuodon perusteella
(valo, 1dmpd, déni, ym.).

Hajuaisti (substantiivi):

hajuelinten kyky havaita ja erotella molekyylejd, jotka tulevat nendédn
kaasuna ympdristostd joko suoraan tai epdsuorasti.

Voimakkuus (substantiivi):

ominaisuuden vaikutuksen suuruus, joka voidaan mitata méarillisesti
asteikolla sen mukaan, miten selvésti aistimus ylittdd havaintokynnyksen.

Mukautuminen (substantiivi):

arsykkeen havaitsemisen herkkyyden hetkellinen muutos, joka johtuu
saman tai samantapaisen drsykkeen jatkuvasta esiintymisesti.

Estyminen (substantiivi):

aistinelimen tai sen osan kyvyttomyys reagoida &rsykkeeseen, joka on
sopiva ja voimakkuudeltaan drsytyskynnyksen ylittava.

Vaste, reaktio (substantiivi):

toiminta, joka aistisoluissa tapahtuu, kun yksi tai useampi drsyke vaikuttaa
sithen.

Vartalo (substantiivi):

suutuntuma, joka kuvailee elintarvikkeen tiheyttd, viskositeettid, kiinteyttd
ja tiiviytta.

Tuoksu (substantiivi):

raikas, miellyttdva, herkullinen hajuominaisuus.
Haistaa (verbi):

toiminta, jolla hankitaan hajuhavainto.
Objektiivinen (adjektiivi):

a) kohteen todenmukainen ja todennettavissa oleva tulkinta, jossa inhimil-
listen tekijoiden osuus on mahdollisimman pieni (esim. tottumus, tapa,
mieltymys).

b) kuvailee menetelmid, jossa aistiteknisesti tai laitteiden avulla vdhen-
netddn itse aiheutettuja virheitd mahdollisimman tehokkaasti.

Huom: lTlmaisua “instrumentaalinen” ei suositella kéytettdviksi syno-
nyymind.

Subjektiivinen (adjektiivi):

kuvailee mielikuvaa, johon vaikuttavat aistihavainnon liséksi aistijan
tunteet ja ajatukset.
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Kinesteettinen aistimus:

paineaistimus, joka syntyy, kun niytettd liikutetaan suuontelossa tai
kosketaan sitd sormin (esim. juustopalan puristaminen sormien vilissd).

Kynnys (substantiivi):
Absoluuttinen kynnys:

aistiirsykkeen pienin arvo, joka saa aikaan:
— aistihavainnon (drsytyskynnys tai havaintokynnys), tai
— aistihavainnon tunnistamisen (tunnistamiskynnys).

Erotuskynnys:
pienin aistidrsykkeen voimakkuuden muutos, joka voidaan havaita.
Lopullinen kynnys:

arsykkeen voimakkuus, jonka yldpuolella ei endd havaita voimakkuu-
seroja.

Preferenssikynnys:

pienin mahdollinen kynnyksen ylittdvd &rsykkeen voimakkuus, joka
aiheuttaa miellyttdvén tai torjuvan reaktion suhteessa neutraaliin drsykkee-
seen, esimerkiksi jouduttaessa valitsemaan veden ja sokeriliuoksen vélilla.

Huom: Absoluuttinen preferenssikynnys on eri asia kuin differentiaalinen
preferenssikynnys.

Kynnyksen alittava (adjektiivi):

absoluuttista kynnysarvoa heikompi.

Kynnyksen ylittdvd (adjektiivi):

absoluuttista kynnysarvoa voimakkaampi.
Aistivdsymys:

aistien mukautumisen muoto, jossa herkkyys vihenee.
Kompensaatio (substantiivi):

arsykkeiden yhteisvaikutus, jonka tuloksena kukin arsyke havaitaan
heikompana kuin jos se esiintyisi yksin.

Synerginen (adjektiivi):

tiettyjen aineiden yhteisvaikutus on suurempi kuin niiden vaikutusten
summa.

Kontrastivaikutus:

kahden samanaikaisen tai perdkkdisen drsykkeen eron herkempi havaitse-
minen.

Konvergenssin vastakohta.
Konvergenssivaikutus:

kahden samanaikaisen tai perdkkdisen drsykkeen eron vaikeampi havaitse-
minen.

Kontrastivaikutuksen vastakohta.

Aistinvaraisiin ominaisuuksiin liittyvid termeja
Happoinen (adjektiivi):

a) kuvaa useimpien happamien aineiden laimeiden liuosten pédasiallisinta
makua (esim. sitruunahappo, maitohappo, viinihappo);

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta,
joissa esiintyy tdimi maku.

Vastaava substantiivi on happoisuus.
Hapan (adjektiivi):

Kuvaa haju-ja makuaistimusta, joka etupddssd koostuu yleensd kdymisessi
syntyneestd haposta, ja elintarvikkeita, jotka aikaansaavat timén aisti-
muksen.

Jotkin happamuutta aiheuttavat tekijdt liittyvit elintarvikkeen kdymiseen,
kuten maitohappo- tai etikkahappokdymiseen.
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Karvas (adjektiivi):
a) kuvaa sellaisten aineiden kuten kiniinin, kofeiinin ja tiettyjen alkaloi-
dien laimeiden vesiliuosten perusmakua;

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta,
joissa esiintyy tdma maku.

Vastaava substantiivi on karvaus.
Suolainen (adjektiivi):

a) tyypillinen makuaistihavainto, jonka tavallisin aiheuttaja on natriumk-
loridiliuos;

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta,
joissa esiintyy tdmd maku.

Vastaava substantiivi on suolaisuus.
Makea (adjektiivi):

a) kuvaa aistihavaintoa, jonka pédidasiallisin maku tulee sakkaroosin ja
vastaavien aineiden vesiliuoksista;

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta,
joissa esiintyy tima maku.

Vastaava substantiivi on makeus.
Supistava, jumoava (adjektiivi):

a) kuvaa monipuolista suuaistimusta, jonka aiheuttavat tiettyjen tanniinien
(esimerkiksi khakihedelmén ja oratuomen tanniinit) vesiliuokset;

b) kuvaa sellaisten puhtaiden aineiden tai niiden seosten ominaisuutta,
joissa esiintyy tdma maku.

Vastaava substantiivi on supistavuus tai jumoavuus.
Maku (substantiivi):

maku-, haju-, suutuntuma- ja kinesteettisten aistimusten kokonaisuus,
joiden avulla koehenkild voi tunnistaa elintarvikkeen ja asettaa perusteet,
joiden mukaan tuote koetaan miellyttdvéksi tai epamiellyttavaksi.

Maku (substantiivi):

a) aistimus, joka syntyy kun makunystyrd saa drsykkeen jostain liukoi-
sesta aineesta;

b) aistimuksen ominaisuus, jonka tdllaiset aineet saavat aikaan.

Perusmaku (substantiivi):

jokin neljdstd tunnetusta perusmausta: makea, suolainen, hapan ja karvas.

Haju (substantiivi):

a) hajuaistin  havaitsema aistimusten yhdistelmé, joka on saatu
hengittaimalla sisdédn tiettyjd haihtuvia aineita;

b) aistimuksen ominaisuus, jonka mainitut aineet saavat aikaan.

Aromi (substantiivi):

a) hajuaistielinten epésuorasti aistima miellyttavd aistimus elintarviketta
maistettaessa;

b) tavallisessa kielenkdytossd ja hajuvesistd puhuttaessa tdtd termid
kaytetddn joissakin kielissd myos silloin, kun aistimus saadaan suoraan
nendn kautta.

Jalkimaku (substantiivi):

aistimusten yhdistelmd, joka havaitaan sen jéilkeen, kun é&rsyke on
hévinnyt suusta, ja joka on erilainen kuin aikaisemmat aistimukset.

Aromaattinen (adjektiivi):

a) kuvaa puhtaiden aineiden tai seosten ominaisuutta silloin, kun niitd
maistettaessa syntyy aromiaistimus;

b) kuvaa tuotteita, jotka suoraan hajuaistin avulla tutkittuina ovat hyviltd
ja raikkailta tuoksuvia.

Rakenne (substantiivi):

elintarvikkeen kiintedn tai juoksevan olomuodon ominaisuuksia, joiden
yhdistelmé voi maistamisen yhteydessd olla drsykkeend erityisesti suussa
sijaitseville mekaanisille reseptoreille.
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Huom.: Témi termi viittaa yksinomaan objektiivisiin ominaisuuksiin, ei
aistimuksiin, joiden syntymistd kuvataan yleistermeilld kuten
kiinteys, kuitumaisuus, rasvaisuus jne.

Purskuttaa (verbi):

elintarvikkeen liikuttelu kaikkialla suuontelossa niin, ettd se joutuu koske-
tuksiin kaikkien aistiherkkien alueiden kanssa, jotta kaikki syntyvét
suuaistimukset havaitaan.

Huom.: Téti sanastoa voi laajentaa tutkimalla ISO-standardia 5492, osat
I—V ja muita julkaisuja, kuten J. L. Magnenin kirjoittamaa Les
cahiers techniques du Centre national de coordination des études
et recherches sur la nutrition et l'alimentation, jne.

OLJYNMAISTAMISLASI

TARKOITUS

Tamian standardin tarkoituksena on kuvata ruokadljyjen aistivaraiseen
maédritykseen (haju, maku) tarkoitettujen lasien ominaisuuksia.

Lisdksi kuvataan lammitysjarjestelmad, joka tarvitaan riittdvan ldmpétilan
saavuttamiseksi ja ylldpitdmiseksi médritystd varten.

LASIN KUVAUS

Kuvassa 1 ndkyyvit lasin muoto ja mittasuhteet, jotka on suunniteltu niin,
etta:

a) lasi on mahdollisimman vakaa, jotta se ei kaatuisi ja 0ljy laikkyisi;

b) lasin pohja sopii lammityslaitteen syvennykseen niin, ettd lasin pohja
lampenee tasaisesti;

c¢) lasin suussa on kavennus, jotta hajut keskittyisivit ja niiden tunnista-
minen helpottuisi;

d) lasi on valmistettu tummasta lasista, jotta maistaja ei voi erottaa 6ljyn
virid, joka saattaisi vaikuttaa arvosteluun ja haitata maédrityksen
puolueettomuutta.

Mitat

Lasin mitat ovat seuraavat (kuva 1):

— kokonaistilavuus .......... ... ... 130 ml = 10 ml,
— kokonaiskorkeus .............. .. o 60 mm + 1 mm,
— suun halkaisija ... 50 mm + 1 mm,
— leveimmén kohdan halkaisija ................... 70 mm £ 1 mm,
— pohjan halkaisija ................cociiiiiiiian 35 mm + 1 mm,
— sivuseindmien paksuus .................o.... 1,5 mm £ 0,2 mm,
— pohjan paksuus ... 5mm £ 1 mm.

Jokaisella lasilla tulee olla kantena kellolasi, jonka halkaisijan on oltava
noin 10 mm suurempi kuin lasin suun halkaisija. Kannen tarkoitus on
estdd aromia haihtumasta pois ja polyd laskeutumasta lasiin.

Lasin tekniset ominaisuudet

Lasin on oltava vahvaa, ja viriltddn tummaa niin, ettd sisillon vérid ei voi
erottaa, eikd lasissa saa olla naarmuja tai kuplia.

Reunan on oltava siled, tasainen ja ulospdin taivutettu.

Lasin on oltava lampokasitelty niin, ettd se kestdd kokeen aikana esiin-
tyvit lampdtilan muutokset.

Kiyttoohje

Lasit pestddn hajuttomalla pesuaineella ja huuhdellaan useaan kertaan,
kunnes pesuaine on saatu kokonaan pois. Lopuksi lasit huuhdellaan tisla-
tulla vedelld, minkd jalkeen lasit saavat valua hetken ja lopuksi ne
kuivataan eksikkaattoriuunissa.

Vikevid happoja tai kromihappoa siséltidvid seoksia ei saa kéyttda.
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Laseja sdilytetddn uunissa, kunnes niité tarvitaan, tai kaapissa, jossa ne on
suojattu niin, ettei niihin tartu hajuja.

Ennen kayttod jokaisen lasin hajuttomuus tarkistetaan haistamalla. Kokee-
seen valmistauduttaessa  jokaiseen lasiin  merkitddn tunnus ja
muistiinpanoihin merkitddn jokaista tunnusta vastaava Oljy. Ainoastaan
kokeen jarjestdjd saa tietdd, mitkd tunnukset vastaavat mitikin 6ljyja.

NAYTTEIDEN LAMMITYSLAITE

Aistinvaraisesti arvosteltavan ndytteen on oltava tietyssd ldmpotilassa,
joka ruokadljyille on 28 + 2 °C. Tétd varten maistamiskopissa on oltava
lammityslaite jokaisen maistajan kdden ulottuvilla (kuva 2). Se koostuu
alumiinilevysté, joka on vesihauteessa, jonka limpétila pidetddn termos-
taatilla tasaisena. Levyssd on sarja syvennyksid, joihin lasien pohjat
sopivat. Lammityslaitteen ja eri levyjen syvennyksissd olevien lasien
6ljyn lampétilaero ei saa olla yli + 2 °C.

Kuva 1 - Maistamislasi
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Kuva 2 - Niytteiden limmityslaite (mitat millimetreina)
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MAISTAMISHUONEEN SUUNNITTELU

JOHDANTO

Maistamishuoneen tarkoituksena on luoda maistajille sopiva, mukava ja
yhtendinen ympéristo, joka edistdd tyoskentelyd ja varmistaa sen, ettd
jokainen koe voidaan toistaa ja uusia samanlaisissa olosuhteissa.

TARKOITUS

Tadmain standardin tarkoituksena on méérittdd vaatimukset, joita on nouda-
tettava maistamishuonetta suunniteltaessa.

YLEISIA VAATIMUKSIA SUUNNITTELUA JA TOTEUTTAMISTA
VARTEN

Suuruudesta riippumatta (ks. 3.1 kohta) tilojen on oltava seuraavien vaati-
musten mukaiset:
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Tilojen tulee olla miellyttivit ja sopivasti valaistut (ks. 3.2 kohta), mutta
kuitenkin hillityt. Tdmadn vuoksi on suotavaa, ettd seindt ovat vaaleat ja
rauhoittavat, jotta syntyisi vapautunut tunnelma ().

Tilojen on oltava helposti siivottavat ja mielelldén dénieristetyt. Niissd on
oltava hyva ilmanvaihto eikd niihin saa tulla vieraita hajuja mistdin. Jos
sisdlampotila vaihtelee tuntuvasti, huoneen on oltava ilmastoitu, jotta
lampétila pysyy 20—22 °C:ssa.

3.1 Tilan tarve

Laboratorioiden ja yritysten tilankdyttd madrdd usein maistamistilojen
koon. Tilaa on kuitenkin oltava niin paljon, etti saadaan jérjestettyd noin
10 koppia maistajille ja paikka, jossa néytteet voidaan valmistaa.

Tétd vahimmaiiskokoa suuremmat tilat ovat suotavat, silld tarvitaan tiloja,
joissa voi pestd néytelaseja, jarjestelld elintarvikkeita maistamista varten ja
jérjestdd avoimia keskustelutilaisuuksia koko raadille.

3.2 Valaistus

Yleisvalaistuksen, pdivdnvalon tai lamppujen (esim. loisteputkien) valon
on oltava tasaisesti jakautunutta hajavaloa, joka on siddettdvissa.

3.3 Lampédtila ja kosteus

Tilojen on oltava koko ajan miellyttivin ldmpdiset ja ilman on oltava
sopivan kosteaa. Elleivit erityiset syyt muuta edellytd, suositellaan, ettd
ilman ldmpétila on 20—22 °C ja suhteellinen kosteus 60—70 %.

4 MAISTAMISKOPIT

4.1 Yleisii ominaisuuksia
Maistamiskopit sijoitetaan rinnakkain riviin.

Niiden on oltava samanlaiset ja véliseinien on oltava niin korkeat ja
leveit, ettd ne erottavat maistajat kokonaan toisistaan, kun nidma istuvat
paikoillaan.

Kopit voidaan rakentaa mistd tahansa sopivasta materiaalista, joka on
helppo pitdd puhtaana (esimerkiksi puusta, lasitetusta vanerista, laminaat-
tilevyistd, jne.). Jos pintoja maalataan, niiden on oltava tdysin hajuttomia,
kun maali on kuivunut.

Istuinten on oltava mukavat ja niiden korkeutta on voitava saitaa.

Jokaisessa kopissa on oltava oma kohdevalaisin, jonka voimakkuutta ja
suuntaa voidaan sditaa.

On suotavaa, ettd jokaisella maistajalla on kéden ulottuvilla painonappi,
jota painettaessa kopin ulkopuolella syttyy valo, joka ilmoittaa muita
maistajia hdiritseméttd vastuuhenkil6lle, ettd maistaja on valmis, tarvitsee
lisdd ndytteitd, haluaa kysyé jotain, haluaa jonkin puuttuvan vélineen tai
on havainnut jotakin poikkeavaa, jne.

4.2 Mittasuhteet

Koppien on oltava riittdvén suuria ja mukavia. Yleensi ne ovat seuraavan-
kokoisia:

— leveys:

0,75 m (ilman pesuallasta),

0,85 m (pesualtaan kera),
— pituus:

0,50 m (poytd),

0,20 m (lisdtilaa viliseinda varten),
— viliseinien korkeus:

vahintddn 0,60 m pdydédn pinnasta,
— podydin korkeus:

0,75 m.

(") Huoneen virit ja valaistus voivat vaikuttaa aistinvaraisten arviointien tuloksiin.
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Tilojen jérjestely
Poytien pintojen on oltava helposti puhdistettavia.

Osa pdydin pinta-alasta varataan pesualtaalle, johon kuuluvasta hanasta
saa juoksevaa juomavettd. Jos se ei ole kdytdnndssd mahdollista, tilaan
voi sijoittaa sylkymaljan, pesuvadin tms.

Koska néytteet on kokeen aikana siilytettivi tasaisessa lampdtilassa, joka
on alhaisempi tai korkeampi kuin huoneenldmpd, on suositeltavaa, ettd
sitd varten hankitaan sopivat laitteet (vesihaude, kuumennuslevy, jne.)

Erilaisia tarvikkeita (laseja ja muita pienid esineitd) varten voidaan myos
kiinnittdd hylly noin 1,10 m:n korkeudelle lattiasta.

Jos koppien sijoitus huoneessa on sopiva, on suotavaa asentaa luukku,
josta ndytteet annetaan maistajalle. Luukku voi olla liukuva (kuva 1),
pyoriva, joka sopii erityisen hyvin korkeille niytelaseille tai -kupeille
(kuva 2) tai vaakatasossa saranoitu ovi, jos ndytteet ovat matalissa
astioissa (kuva 3). Térkeintd on, ettd ndytteet mahtuvat astioissaan tarjotti-
mella aukosta sisdén.

MUUT TILAT

Jos tilaa riittdd, on suotavaa jérjestdd erillinen huone niytteiden valmista-
mista varten (ruuanlaittoon liittyvistd tai muista syistd), lasien ja laitteiden
kasittelyd varten sekd raadin yhteisid keskusteluja varten ennen kokeiden
suoritusta tai niiden jilkeen. Jos téllaiset tilat on kiytettdvissd, niiden on
oltava puhtaat, eikd niistd saa kantautua maistajia hdiritsevid 44nid tai
hajuja maistamishuoneeseen.

Kuvassa 4 on esimerkki maistamishuoneen jéarjestelystd ja muista tiloista.

Huom: Edelld on kuvattu ihanteelliset olosuhteet. Jos ei ole mahdollista
jérjestdd huonetta yksinomaan aistinvaraisen arvioinnin kayttoon,
voidaan kokeita jdrjestdd tiloissa, jotka muuten tdyttdvét vahim-
maiisvaatimukset valaistuksen, &d&nieristyksen, ldmpétilan ja
hajuttomuuden suhteen, ja rakentaa niihin koottavat ja purettavat
kopit, joiden tarkoitus on vain erottaa maistajat toisistaan.
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PYORIVA OVI, JOSTA NAYTTEET VOIDAAN ANTAA

Kuva 2
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VAAKATASOSSA SARANOITU LUUKKU, JOSTA NAYTTEET VOIDAAN
ANTAA

Kuva 3
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AISTINVARAISEN ARVIOINNIN LABORATORIO

Kuva 4 — Esimerkki maistamishuoneesta
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LITE XIII

OLIIVIOLJYN NEUTRALOIMINEN JA VARIN POISTO LABORATOR-

1.1.2

I0SSA

OLIIVIOLJYN NEUTRALOINTI JA VARIN POISTO LABORATOR-
IOSSA

Oljyn neutralointi

Vilineisto

— korkea dekantterilasi, 300 ml

— sentrifugi, jossa 100 ml:n koeputkia,
— dekantterilasi, 250 ml,

— pyoredpohjaisia pulloja, 100 ml,

— erotussuppilo, 1 1.

Reagenssit

— 12-prosenttinen natriumhydroksidin vesiliuos,

— 1-prosenttinen fenoliftaleiinin etanoliliuos,

— puhdasta heksaania, analyysilaatua,

— puhdasta isopropanolia, analyysilaatua.

b

NaZ

=

Suoritus
Oljyt, joiden happoisuus oleiinihappona ilmaistuna on alle 30 %

Lammitetddn 65 °C vesihauteessa korkeassa 300 ml:n dekantterilasissa
50 g kasittelemitontd 6ljyd. Lisdtddn 12-prosenttista natriumhydroksi-
dilivosta maiérd, joka vastaa Oljyn vapaiden rasvahappojen méadraa
lisdttynd 5 prosentilla, ja sekoitetaan hiljaa koko ajan. Sekoittamista
jatketaan 65 °C:ssa viiden minuutin ajan.

Seos siirretddn 100 ml:n koeputkiin ja saippuoitunut osa erotetaan
sentrifugoimalla. Dekantoitu 6ljy kaadetaan 250 ml:n dekantterilasiin
ja pestddn kayttden 50—60 ml kiehuvaa tislattua vettd, joka poistetaan
lapon avulla. Pesut toistetaan niin monta kertaa, ettd kaikki saippuoi-
tunut aines on poistunut (ja fenoliftaleiinin vaaleanpunainen véri on
havinnyt).

Oljy sentrifugoidaan, jotta kaikki vesi saadaan pois.
Oljyt, joiden happoisuus oleiinihappona ilmaistuna on yli 30 %

Sekoitetaan yhden litran erotussuppilossa 50 g késittelemitonta oljya,
200 ml heksaania, 100 ml isopropanolia ja sellainen maéra 12-prosent-
tista natriumhydroksidia, joka vastaa 6ljyn vapaiden rasvahappojen
madrdd lisdttynd 0,3 prosentilla. Ravistetaan voimakkaasti yhden
minuutin ajan. Lisdtddn 100 ml tislattua vettéd, ravistetaan uudelleen ja
annetaan seisti.

Kun kerrokset ovat erottuneet, lasketaan pohjalla oleva saippuoitunut
kerros pois. Kerrosten viliin muodostuu usein limainen liukenematto-
mien aineiden vilikerros vesiliukoisen faasin péille ja 6ljyfaasin alle;
myos tdmé vilikerros on poistettava.

Seuraavaksi neutraalin 6ljyn heksaaniliuos pestddn isopropanolin ja
tislatun veden liuoksella, 50—60 ml, suhteessa 1:1 (V/V), kunnes feno-
liftaleiinin vaaleanpunainen viri on havinnyt. Heksaani poistetaan sen
jélkeen kokonaan haihduttamalla tyhjiossé (esimerkiksi kiertohaihdutti-
messa).

1.2 Neutraloidun 6ljyn virin poistaminen

1.2.1 Vilineisto

— pyoredpohjainen kolvi, 250 ml, jossa kolme lasihioskaulaa, joihin

yhdistetdan:

a) lampomittari, joka ndyttdd yhden asteen tarkkuudella 90 °C:seen

saakka;

b) mekaaninen sekoitin, joka pyorii 250—300 kierrosta minuutissa ja joka

sopii kaytettaviksi tyhjiossi,
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1.2.2

¢) tyhjiopumppuliitintd,

— tyhjidpumppu, jossa on manometri, joka kykenee mittaamaan 15—30
millibaarin ji&nndspaineen.

Suoritus

Punnitaan noin 100 g neutraloitua o&ljyd kolmikaulaiseen pulloon.
Laémpomittari ja sekoitin asennetaan paikalleen, liitetddn tyhjidpumppu ja
lammitetddn 90 °C:seen koko ajan sekoittaen.

Lampétila pidetddn samana ja jatketaan sekoittamista, kunnes maaritettdva
6ljy on tdysin vedeton (noin 30 minuuttia).

Avataan ja annetaan tyhjion tayttya ja lisdtddn 2—3 g aktivoitua valkaisu-
savea. Kytketddn tyhjiopumppu uudelleen niin, ettd jddnndspaine on
15—30 millibaaria ja ldmpétila pidetddn 90 °C:ssa samalla sekoittaen
noin 250 kierrosta minuutissa 30 minuutin ajan.

Suodatetaan kuumana termostaattisddtoisessa lampdokaapissa
50—60 °C:ssa.
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LIITE XIV

YHDISTETYN NIMIKKEISTON 15 RYHMAN LISAHUOMAUTUKSET
2,3JA4

2. A. Numeroihin 1509 - 1510 kuuluvat ainoastaan 6ljyt, jotka on saatu yksino-
maan oliiveja kisittelemélld ja joiden rasvahappo- ja steroliosuuksiin
liittyvat analyyttiset ominaisuudet ovat seuraavat:

Taulukko I — Rasvahappojen osuus prosentteina Taulukko II — Sterolien osuus prosentteina koko-

kokonaisrasvahapoista naissteroleista

Myristiinihappo M 0,1 Kolesteroli M 0,5

Linoleenihappo M 0,9 Brassikasteroli M 0,2

Arakiinihappo M 0,7 Kampesteroli M 4,0

Eikosaanihappo M 0,5 Stigmasteroli (') < Kampesteroli

Beheenihappo M 0,3 Beeta-sitosteroli (?) m 93,0

Lignoseriinihappo M 0,5 Delta-7-stigmasteroli M 0,5

m = minimi

M = maksimi

(") Ei koske oliivilamppudljyja (alanimike 1509 10 10) ja jalostamattomia uutettuja oliividljyjd (alanimike
1510 00 10).

(® Delta-5-23-stigmastadienoli + klerosteroli + beeta-sitosteroli + sitostanoli + delta-5-avenasteroli + delta-
5-24-stigmastadienoli

Numeroihin 1509 - 1510 eivit kuulu kemiallisesti modifioidut oliividljyt
(erityisesti uudelleen esterdidyt 6ljyt) ja muiden 6ljyjen kanssa sekoitetut
oliivioljyt. Uudelleen esterdidyn oliividljyn tai muiden kuin oliividljyjen
esiintyminen todetaan asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteissd V, VII, X
A ja X B kuvattujen menetelmien avulla.

B. Alanimikkeeseen 1509 10 kuuluvat ainoastaan jiljempénd I ja II alakoh-
dassa luetellut oliividljyt, jotka on saatu kdyttden ainoastaan mekaanisia
tai muunlaisia fysikaalisia menettelyjd sellaisissa olosuhteissa, varsinkin
lampdtilan suhteen, jotka eivét aiheuta 6ljyn pilaantumista, ja joita ei ole
késitelty muuten kuin pesemilld, dekantoimalla, sentrifugoimalla tai
suodattamalla. Liuottimilla oliiveista saadut 6ljyt kuuluvat nimikkeeseen
1510.

I. Alanimikkeen 1509 10 10 “oliivilamppudljy”, happamuudesta riippu-
matta, tarkoittaa oliividljyd, jossa on:

a) »M9 vahoja < enintdéin »M9 350 <« mg/kg;
b) erytrodiolia ja uvaolia enintdén 4,5 %;

c) triglyseridien 2-asemassa olevia tyydyttyneitd rasvahappoja
enintddn 1,3 %;

d) oljyhapon trans-isomeerien summa pienempi kuin 0,10 % ja linoli-
ja linoleenihappojen transisomeerien summa pienempi kuin 0,10 %;

ja jolla on

e) yksi tai useampi seuraavista ominaisuuksista:

1) peroksidiluku, joka on suurempi kuin 20 mEq aktiivista happea/
kg;

2) haihtuvien halogenoitujen liuottimien m#drd yhteensd suurempi
kuin 0,2 mg/kg tai niistd vahintddn yhden médrd suurempi kuin
0,1 mg/kg;

3) K270 -ekstinktiokerroin on suurempi kuin 0,25 ja aktivoidulla
alumiinioksidilla tapahtuvan késittelyn jélkeen enintddn 0,11;
tietyilld Oljyilld, joiden Oljyhappona ilmoitettujen vapaiden
rasvahappojen maiard on suurempi kuin 3,3 g/100 g, voi
asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteen IX menetelmélla tehdyn
aktivoidulla alumiinioksidilla tapahtuvan késittelyn jilkeen olla
K270-ekstinktiokerroin, joka on suurempi kuin 0,10; tillaisissa
tapauksissa niilld on oltava seuraavat ominaisuudet sen jilkeen,
kun ne edelli mainitun asetuksen liitteen XIII mukaisesti
neutraloitu ja tehty vrittomiksi laboratoriossa:

— K270-ekstinktiokerroin enintddn 1,20;
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— ekstinktiokertoimen poikkeama (AK) alueella 270 nm saa
olla suurempi kuin 0,01 mutta enintdin 0,16 eli:

AK=K —-0,5 - (Km — 4 + Km+4), jossa

m

Km on ekstinktiokerroin absorptiokdyrdn huipun
aallonpituudella alueella 270 nm.

Km-4 ja Km+4 ovat ekstinktiokertoimet aallonpituuksilla,
jotka ovat 4 nm alhaisemmat ja
korkeammat kuin Km:n aallonpituus;

4) aistinvaraisia ominaisuuksia, joihin kuuluu hyvéksyttavyysrajan
ylittdvid havaittavia virheitd ja asetuksen (ETY) N:o 2568/91
liitteen XII mukainen paneelin antama koetulos on pienempi
kuin 3,5.

II. Alanimikkeen 1509 1090 “muu neitsytoliividljy” tarkoittaa olii-
vidljyd, jolla on seuraavat ominaisuudet:

a) happosisilto 6ljyhappona ilmaistuna enintddn 3,3 g/100 g;
b) peroksidiluku enintddan 20 mEq aktiivista happea/kg;
c) »M9 vahojen <« méiird enintddn »M9 250 <« mg/kg;

d) haihtuvien halogenoitujen liuottimien maéra yhteenséd enintidén 0,2
mg/kg ja yhden médara enintddn 0,1 mg/kg;

e) K270-ekstinktiokerroin enintddn 0,25 ja aktivoidulla alumiinioksi-
dilla tapahtuvan kisittelyn jdlkeen enintdén 0,1;

f) ekstinktiokertoimen poikkeama (AK) alueella 270 nm enintdén
0,01;

g) aistinvaraisia ominaisuuksia, joihin voi kuulua hyvéksyttavyysrajan
alittavia havaittavia virheitd ja asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liit-
teen XII mukainen paneelin antama koetulos on vihintdin 3,5;

h) erytrodiolin ja uvaolin maéird enintdén 4,5 %;

i) triglyseridien 2-asemassa olevien tyydyttyneiden rasvahappojen
madrd enintddn 1,3 %;

j) Oljyhapon trans-isomeerien summa pienempi kuin 0,03 % ja linoli-
ja linoleenihapon transisomeerien summa pienempi kuin 0,03 %.

C. Alanimikkeeseen 1509 90 00 kuuluu oliividljy, joka on saatu kisitte-

lemilld alanimikkeeseen 1509 10 10 ja/tai 1509 10 90 kuuluvia 06ljyja,
riippumatta siitd, onko niihin sekoitettu neitsytoliividljyd, ja jolla on seur-
aavat ominaisuudet:

a) happosisdltd 6ljyhappona ilmaistuna enintddn 3,3 g/100 g;
b) »M9 vahojen <« méiri enintdin 350 mg/kg;

c) K270 ekstinktiokerroin enintddn 1,20;
d) ekstinktiokertoimen vaihtelu (AK) alueella 270 nm enintdén 0,16;

e) erytrodiolin ja uvaolin miéri enintddn 4,5 %;

f) triglyseridien 2-asemassa olevien tyydyttyneiden rasvahappojen méaéra
enintdan 1,5 %;

g) Oljyhapon trans-isomeerien summa pienempi kuin 0,20 % ja linoli- ja
linoleenihapon transisomeerien summa pienempi kuin 0,30 %.

. Alanimikkeessa 1510 00 10 “jalostamaton Oljy” tarkoittaa erityisesti

uutettua oliividljyad, jolla on seuraavat ominaisuudet:

a) happosiséltd 6ljyhappona ilmaistuna véhintddn 2 g/100 g;

b) erytriodolin ja uvaolin méérd véhintddn 12 %;

c) triglyseridien 2-asemassa olevien tyydyttyneiden rasvahappojen méaara
enintdian 1,8 %;

d) oljyhapon trans-isomeerien summa pienempi kuin 0,20 % ja linoli- ja
linoleenihapon transisomeerien summa pienempi kuin 0,10 %.

. Alanimikkeeseen 1510 00 90 kuuluvat 6ljyt, jotka on saatu késittelemalla

alanimikkeeseen 1510 00 10 kuuluvia 6ljyjé, riippumatta siitd, onko niihin
sekoitettu neitsytoliivioljyd, sekd oljyt joilla ei ole lisshuomautuksissa 2
B, 2 Cja 2 D tarkoitettuja ominaisuuksia. Tdhdn alanimikkeeseen kuulu-
vien Oljyjen triglyseridien 2-asemassa olevien tyydyttyneiden
rasvahappojen maidrdn on oltava enintddn 2 %, Oljyhapon trans-
isomeerien summan pienempi kuin 0,40 % ja linoli- ja linoleenihapon
trans-isomeerien summan pienempi kuin 0,35 %.
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v M6
3 Alanimikkeisiin 1522 00 31 ja 1522 00 39 eivat kuulu:

a) jaannokset, jotka on saatu kisittelemélla Oljya sisdltdvid rasvoja, joiden
asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteen XVI menetelmilld médritetty jodi-
luku on pienempi kuin 70 tai suurempi kuin 100;

b) jddnnokset, jotka on saatu kisittelemélld Oljyd siséltdvid rasvoja, joiden
jodiluku on wvililla 70 - 100, mutta joiden beeta-sitosterolin (') reten-
tioaikaa kuvaavan piikin pinta-ala asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteen
V mukaan maédéritettynd on pienempi kuin 93 % sterolien piikkien koko-
naispinta-alasta.

4 Edelld mainittujen tuotteiden ominaisuuksien maérittimiseen kaytetyt
madritysmenetelmédt kuvataan asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liitteissa.

(") Delta-5-23-stigmastadienoli + klerosteroli + beeta-sitosteroli + sitostanoli + delta-5-
avenasteroli + delta-5-24-stigmastadienoli
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2.6

LITE XV

OLIIVIJATTEEN OLJYPITOISUUS

Vilineisto

— sopiva uuttolaitteisto, johon voidaan liittdd pydredpohjainen pullo,
200—250 ml,

— sidhkolld lammitettédva vesihaude, hiekkahaude tai levy,

— analyysivaaka,

— lampdokaappi, jonka voi sddtdd enintddn 80 °C:seen,

— sidhkduuni jossa termostaatti, jonka voi sddtdd 103 + 2 °C:seen ja johon
voi puhaltaa ilmaa tai jossa voi kéyttdd alipainetta,

— mekaaninen jauhin, joka on helppo puhdistaa ja jossa oliivijadnnos
voidaan jauhaa ilman lampdétilan nousua tai mainittavaa vesi- tai 6ljypi-
toisuuden alenemista,

— uuttohylsy ja hydrofiilistd pumpulia tai suodatinpaperia, josta on pois-
tettu heksaaniin uuttuvat aineet,

— eksikkaattori,
— seula, jonka reikien halkaisija on 1 mm,
— kuivattuja hohkakiven palasia.

Reagenssi

Teknistd n-heksaania, josta jad tdydellisesti haihdutettuna alle 0,002 g
jaannostda/100 ml.

SUORITUS

Niytteen esikisittely

Kéytetddn tarvittaessa mekaanista jauhinta ndytteen jauhamiseksi niin
hienoksi, ettd se menee kokonaan seulan ldpi; jauhin on ensin hyvin puhdis-
tettava.

Naytteestd kdytetddn noin 1/20 jauhatuslaitteen puhdistamiseen, heitetdén
pois syntynyt jauhos, jauhetaan loput néytteestd ja kerdtddn se, sekoitetaan
huolellisesti ja méaritetddn viipymaétta.

Niytteenotto

Heti kun jauhaminen on péattynyt, punnitaan noin 10 g naytettd 0,01 g:n
tarkkuudella koetta varten.

Uuttohylsyn esikésittely

Néyte pannaan uuttohylsyyn, joka suljetaan hydrofiiliselld pumpulitupolla.
Jos kéytetddn suodatinpaperia, jauhettu ndyte kadritdan siihen.

Esikuivaus

Jos oliivijadnnds on hyvin kosteata (ts. kosteutta ja haihtuvia aineita on yli
10 %), ndyte kuivataan asettamalla tdytetty uuttohylsy (tai paperiin kaaritty
ndyte) lampokaappiin sopivaksi ajaksi korkeintaan 80 °C:seen, jotta kosteus
ja haihtuvat aineet vihenisivit alle 10 %:iin.

Pyoredpohjaisen pullon esikisittely

Punnitaan 1 mg:n tarkkuudella pullo, jossa on pari hohkakivikappaletta.
Hohkakivi kuivataan ensin uunissa 103 + 2 °C:ssa ja jadhdytetddn eksikkaat-
torissa véhintdén tunnin ajan.

Ensimméinen uutto

Uuttohylsy néytteineen (tai paperiin kédritty néyte) sijoitetaan uuttolaitteis-
toon. Pulloon kaadetaan tarpeellinen miédrd heksaania. Pullo liitetddn
uuttolaitteistoon ja asetetaan kokonaisuus sdhkokiyttdiseen ldmpdohautee-
seen. Lampd sdddetddn niin, ettd refluksointinopeus on vihintdén kolme
tippaa sekunnissa (kohtalainen, ei kova kiehuminen).

Neljan tunnin uuton jilkeen annetaan jadhtyd. Hylsy irrotetaan uuttolaitteis-
tosta ja pannaan ilmavirtaan, jotta suurin osa imeytyneestd liuottimesta
haihtuisi.
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2.7 Toinen uutto

2.8

3.

—_

Hylsyn sisilto siirretddn mikrojauhatuslaitteeseen ja jauhetaan niin hienoksi
kuin mahdollista. Jauhettu ndyte kootaan tarkoin ja pannaan takaisin
hylsyyn, joka liitetddn taas uuttolaitteistoon.

Jatketaan uuttoa vield kaksi tuntia kdyttden samaa pyoredpohjaista pulloa,
jossa on ensimméinen uute.

Uuttopulloon kertyvéin liuoksen on oltava kirkasta. Ellei néin ole, se suoda-
tetaan paperin ldpi ja pullo ja suodatinpaperi pestddn useaan kertaan
heksaanilla. Suodos ja pesuliuotin kerétddn toiseen kuivattuun 1 mg:n tark-
kuudella taarattuun pulloon.

Liuottimen poistaminen ja uutteen punnitseminen

Tislataan pois enin osa liuottimesta haihduttamalla sdhkokayttoisessi
hauteessa. Liuottimen jddnteet poistetaan kuumentamalla pulloa 20
minuuttia uunissa 103 + 2 °C:ssa. Liuottimen haihtumista voidaan edistdd
puhaltamalla ajoittain uuniin ilmaa tai mieluummin inerttid kaasua tai
kéyttamalld alipainetta.

Pullo asetetaan eksikkaattoriin jddhtymdin viahintddn tunniksi ja punnitaan
1 mg:n tarkkuudella.

Kuumennetaan uudestaan samoissa olosuhteissa 10 minuuttia, jddhdytetddn
eksikkaattorissa ja punnitaan uudelleen.

Naiden kahden punnitustuloksen ero saa olla enintddn 10 mg. Ellei tdhén
paastd, kuumennetaan jdlleen 10 minuuttia, jadhdytetddn ja punnitaan,
kunnes massan ero edelliseen on enintddn 10 mg. Viimeisen punnituksen
tulos merkitddn muistiin.

Samasta néytteestd tehdddn kaksi eri maaritysta.
TULOSTEN ESITTAMINEN

Laskutapa ja kaava

a) Uutteen maérd ilmaistuna painoprosentteina saadusta tuotteesta on:

100
S=m x —
mU
jossa:
S = saadun tuotteen uutteen painoprosentti,
m = niytteen paino grammoina,
m, = kuivatun uutteen paino grammoina.

Tulos on kahden rinnakkaiskokeen aritmeettinen keskiarvo, jos kokeen
toistettavuusehdot tayttyvit.

Tulos ilmoitetaan yhden desimaalin tarkkuudella.

b) Uute ilmaistaan kuiva-aineena seuraavalla kaavalla:

100
S X ——— = uutteen Sljyprosentti kuivasta niytteesti
100 - U
jossa:
S = saadun tuotteen uutteen painoprosenttiosuus [ks. a)],
U = kosteus ja haihtuvat aineet ndytteessd.

3.2 Toistettavuus

Saman kokeen tekijan perdkkdisten tai samanaikaisten rinnakkaiskokeiden
tulosten vélinen ero ei saa olla yli 0,2 g heksaaniuutetta/100 g néytetta.

Jos tdmé ehto ei tdyty, koe toistetaan kahdella uudella néytteelld. Jos ero on
yhé suurempi kuin 0,2 g, tulos on tehdyn neljan maérityksen aritmeettinen
keskiarvo.
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LIITE XVI

JODILUVUN MAARITTAMINEN

TARKOITUS

Tédmé kansainvdlinen standardi kuvaa menetelmén jodiluvun méarittdmi-
seksi eldin-ja kasvirasvoista sekd -0ljyistd, joihin tdstedes viitataan sanalla
rasva.

MAARITELMA

Téatd kansainvalistd standardia varten médritellddn seuraavat késitteet:

Jodiluku. u:ndytteen absorboiman jodin massa tdssd kansainvélisessd stan-
dardissa maaratyissd olosuhteissa.

Jodiluku ilmoitetaan grammoina jodia/100 g ndytetta.

PERIAATE

Néyte liuotetaan liuottimeen ja lisdtddn Wijsin reagenssia. Tietyn ajan
kuluttua lisdtddn kaliumjodidin vesiliuosta ja vapautunut jodi titrataan
natriumtiosulfaattiliuoksella.

REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien on oltava hyviksyttyd analyysilaatua.

Kaliumjodidiliuos, 100 g/, ei saa sisiltdd jodaatteja eikd vapaata jodia.

Térkkelysliuos.

Lisatdan 5 g liukoista tidrkkelystd 30 ml:aan vettd, lisdtddn tdmid seos
1000 ml:aan kiehuvaa vettd; annetaan kiehua kolme minuuttia ja jadhdy-
tetaan.

Natriumtiosulfaatti, standardi titrauslivos ¢(Na,S,0,. SH,O) = 0,1 mol/l,
standardoitu enintddn seitsemin paivad ennen kayttoa.

Liuotin, valmistettu sekoittamalla yhtd suuret tilavuudet sykloheksaania ja
etikkahappoa.

Wijsin  reagenssi, joka sisdltdd jodimonokloridia etikkahapossa. On
kaytettdvd valmiina saatavaa Wijsin reagenssia.

Huom: Reagenssi sisiltdd 9 g ICL:a ja 9 g I:a etikkahapossa.

VALINEISTO
Tavallinen laboratoriovilineistd ja erityisesti seuraavat:

Punnituslaseja, jotka sopivat nidytemédrdn punnitsemiseen ja pulloon (5.2)
siirtdmiseen.

Erlenmeyerpulloja, 500 ml, hiotut lasitulpat, tiysin kuivia.

NAYTTEEN VALMISTAMINEN

Homogenoitu ndyte kuivatetaan natriumsulfaatilla ja suodatetaan.

SUORITUS
Naytteenotto

Naytemadrd madrdytyy oletetun jodiluvun perusteella taulukon 1 mukaisesti.

Taulukko 1
Oletettu jodiluku Néytteen mddrd
(®
alle 5 3,00
5—20 1,00
21—50 0,40
51—100 0,20
101—150 0,13
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7.3

Niytteen madra

Oletettu jodiluku
. (®

151—200 0,10

Naytemédrd punnitaan 0,1 mg:n tarkkuudella punnituslasissa (5.1).
Mairitys

Nayte pannaan 500 ml:n pulloon (5.2). Lisitdsn 20 ml liuotinta (4.5) rasvan
livottamiseksi. Lisdtddn tasan 25 ml Wijsin reagenssia (4.6), suljetaan
tulpalla, ravistetaan ja jétetddn pullo pimeddn. Wijsin reagenssin kanssa ei
saa kiyttdd suupipettii.

Sokeakoe valmistellaan samalla tavalla kayttden liuotinta ja reagenssia
ilman néytetta.

Pullot jitetddn pimeéddn tunniksi, jos ndytteen oletettu jodiluku on alle 150;
jos oletettu jodiluku on yli 150 tai tuote on polymeroitunut tai hyvin hapet-
tunut, pullot jatetddn pimedin kahdeksi tunniksi.

Ajan paityttyd lisdtddn 20 ml kaliumjodidilivosta (4.2) ja 150 ml vettd (4.1)
kuhunkin pulloon.

Titrataan standardilla natriumtiosulfaatin titrausliuoksella (4.4), kunnes jodin
aiheuttama keltainen véri on melkein hdvinnyt. Lisdtddn pari tippaa tarkke-
lysliuosta (4.3) ja jatketaan titraamista, kunnes sininen véri juuri katoaa
livosta voimakkaasti ravistettaessa.

Huom. Myds potentiometrinen titrauksen loppupisteen maérittdiminen on
sallittua.

Maédritysten lukuméara

Samasta ndytteestd tehddén kaksi médritysta.

TULOSTEN ESITTAMINEN

Jodiluku saadaan kaavasta

12,69 ¢ (V| — V)

m

jossa:

¢ = kiytetyn natriumtiosulfaattiliuvoksen (4.4) tarkka pitoisuus, moolia/
litra;

V, = sokeakokeeseen kiytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (4.4) tilavuus
millilitroina;

V, = miéiritykseen kiytetyn natriumtiosulfaattiliuoksen (4.4) tilavuus
millilitroina;

m = ndytemdird (7.1) grammoina.

Tulos on kahden maéirityksen tulosten aritmeettinen keskiarvo silld ehdolla,
ettd toistettavuusehto tiyttyy.
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LITE XVII

MENETELMA STIGMASTADIEENIEN MAARITTAMISEKSI
KASVIOLJYISTA

1. TARKOITUS

Stigmastadieenien maédritys kasvidljyistd, joissa ndiden hiilivetyjen pitoi-
suudet ovat pienid, kuten neitsytoliividljystd ja oliivin puristusjitteestd
saadusta raakaoljysti.

2. SOVELTAMISALA

Tétd standardia voidaan soveltaa kaikkiin kasvi6ljyihin; mittaustulokset
ovat kuitenkin luotettavia ainoastaan, jos ndiden hiilivetyjen pitoisuus on
0,01—4,0 mg/kg. Menetelmé soveltuu erityisesti puhdistettujen kasvidl-
jyjen (oliivi, oliivin puristusjite, auringonkukka, palmu tms.) toteamiseen
neitsytoliividljystd, silld puhdistetut Oljyt siséltivdt stigmastadieeneja,
mutta neitsytoljyt eivit sisélla niita.

3. PERIAATE

Saippuoitumattoman aineksen erottaminen. Steroidihiilivetyfraktion erotta-
minen  pylvdaskromatografian  avulla  kdyttden  silikageelid ja
kapillaarikaasukromatografista madrityst.

4. LAITTEISTO

4.1 250 ml:n pulloja, joita voi kdyttdd palautusjddhdyttimen kanssa.
4.2 Erotussuppiloita, joiden vetoisuus on 500 ml.

4.3  Pyoéredpohjaisia 100 ml:n pulloja.

4.4 Pyorohaihdutin (“rotavapori”).

4.5 Lasinen kromatografiakolonni (sisdhalkaisija 1,5—2,0 cm, pituus 50 cm),
jossa on teflonhana ja jonka pohjalla on lasivillatulppa tai lasisintterievy.
Silikageelikolonni valmistellaan kaatamalla kromatografiakolonniin n.
5 cm kerros heksaania ja tdyttdmailld sen jdlkeen kolonni silikageelin
heksaanilietteelld (15 g en 40 ml:ssa) kéyttden apuna heksaaniannoksia.
Annetaan seistd ja viimeistelldin asettuminen kevyelld tirytykselld.
Lisdtddn vedetontd natriumsulfaattia noin 0,5 cm:n kerros ja eluoidaan
lopuksi liika heksaani.

4.6 Kaasukromatografi, jossa on liekki-ionisaatiodetektori, jakajatyyppinen tai
kylmd kolonniin liittyvd (on-column) injektori sekd uuni, joka on
ohjelmoitavissa + 1 celsiusasteen tarkkuudella.

4.7 Kaasukromatografinen kvartsilasikapillaarikolonni (sisdhalkaisija 0,25 tai
0,32 mm, pituus 25 m), joka on pinnoitettu 5-prosenttisella fenyylimetyy-
lisilikonifaasilla, jonka kerrospaksuus on 0,25 pm.

Huomautus 1:

Voidaan kdyttdd myds muita kolonneja, joiden polaarisuus on sama tai
pienempi.

4.8 Tallentava integraattori, jolla voidaan integroida pohjasta pohjaan.

4.9 Liimatulla neulalla varustettu 5—10 pl:n mikroruisku kaasukromatogra-
fiaa varten.

4.10 Sahkoinen kuumennusvaippa tai limpdlevy.

5. REAGENSSIT

Kaikkien reagenssien tulee olla analyysilaatua, ellei toisin maarata.
Kaytettdvian veden tulee olla tislattua vettd tai puhtaudeltaan vahintddn
vastaavaa.

5.1 Heksaania tai alkaaniseos, jonka aineosien kiehumispisteet ovat 65—70° C
ja joka on tislattu rektifioimiskolonnilla.

Huomautus 2:

Liuotin on tislattava epdpuhtauksien poistamiseksi.
5.2 96-prosenttista (v/v) etanolia.

5.3 Vedetontd natriumsulfaattia.
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5.4 Kaliumhydroksidin 10-prosenttista alkoholiliuosta. Lisdtdan 10 ml vettd
50 g:aan kaliumhydroksidia, sekoitetaan ja liuotetaan seos 500 ml:aan
etanolia.

Huomautus 3:

Kalilipedn alkoholiliuos muuttuu seistessddn ruskeaksi. Liuos on valmis-
tettava uudelleen joka pidivd ja pidettdvd hyvin suljetuissa ruskeissa
lasipulloissa.

5.5 Silikageelid 60 kaasukromatografiaa varten, 70—230 mesh (Merck ref.
7734 tai samanlainen).

Huomautus 4:

Silikageeli voidaan yleensd ottaa kayttoon suoraan pakkauksesta ilman
mitddn kisittelyd. Joissakin valmistuserissd esiintyy kuitenkin alhaista
aktiivisuutta, joka johtaa huonoon kromatografiseen erottumiseen. Télldin
silikageeli on kisiteltdvd seuraavasti: Silikageeli aktivoidaan kuumenta-
malla sitd vdhintddn neljd tuntia 550° C:n lampdtilassa. Kuumentamisen
jéilkeen silikageelin annetaan jadhtyd eksikkaattorissa ja pannaan sitten
tulpalla suljettuun pulloon. Lisdtddn 2 % vettd ja ravistetaan, kunnes paak-
kuja ei ndy ja jauhe virtaa vapaasti.

Jos silikageelin valmistuserd on sellainen, ettid se aiheuttaa kromatogram-
miin toisiaan hiiritsevid huipuja, silikageeli on kisiteltava edelld esitetylla
tavalla. Vaihtoehtoinen tapa on kiyttdd erikoispuhdasta silikageelid 60
(Merck, ref. 7754).

5.6 Kolesta-3,5-dieenin  (Sigma, 99-prosenttinen puhtaus) varastoliuos
(200 ppm) heksaanissa (10 mg 50 ml:ssa).

5.7 Kolesta-3,5-dieenin standardiliuos heksaanissa, pitoisuus 20 ppm, saadaan
laimentamalla edelld mainitusta liuoksesta.

Huomautus 5:

5.6 ja 5.7 kohdassa tarkoitetut liuokset sdilyvdt huononematta vahintdén
neljd kuukautta, jos niitd séilytetddn alle 4° C:n lampotilassa.

5.8 n-nonakosaanin heksaaniliuos, pitoisuus n. 100 ppm.
5.9 Kantajakaasu kromatografiaa varten: helium tai vety, puhtaus 99,9990 %.

5.10 Apukaasut liekki-ionisaatiodetektoria varten: vety, jonka puhtaus on
99,9990 %, ja puhdistettu ilma.

6. MENETTELY

6.1 Saippuoitumattoman aineksen valmistelu:

6.1.1 Punnitaan 20 £+ 0,1 g 6ljyd 250 ml:n pulloon (4.1), lisdtddn 1 ml kolesta-
3,5-dieenin (20 pg) standardilivosta ja 75 ml kalilipedn 10-prosenttista
alkoholiliuosta, kiinnitetddn palautusjadhdytin ja keitetddn hiljalleen 30
minuuttia. Otetaan ndytteen sisdltdvd pullo pois lampdlahteestd ja anne-
taan liuoksen jddhtyd hieman (livos ei saa jadhtyd kokonaan, silld tdlloin
ndyte erottuu). Lisdtddn 100 ml vettd ja siirretddn lios erotussuppiloon
(4.2) 100 ml:lla heksaania. Seosta ravistetaan voimakkaasti 30 sekuntia,
minkd jdlkeen sen annetaan erottua kerroksiksi.

huomautus 6:

Jos muodostuu emulsio, joka ei hdvid nopeasti, lisdtddn hieman etanolia.

6.1.2 Pohjalle jadva vesifaasi siirretddn toiseen erotussuppiloon ja uutetaan
uudelleen 100 ml:lla heksaania. Pohjalle ja4dva osa juoksutetaan taas pois
ja heksaaniuute (yhdistettynd toisen erotussuppilon ainekseen) pestddn
kolme kertaa 100 ml:lla etanoli-vesiseoksella (1:1), kunnes pH on
neutraali.

6.1.3 Heksaaniliuos johdetaan vedettomin natriumsulfaatin (50 g) lapi, pestddn
20 ml:lla heksaania ja haihdutetaan kuivaksi pyorohaihduttimessa 30° C:n
lampdotilassa matalassa paineessa.

6.2 Steroidihiilivetyjakeen erottaminen:

6.2.1 Jadnnos siirretddn fraktiointikolonniin kéyttden kahta yhden millilitran
heksaaniannosta, ndyte johdetaan kolonniin antaen liuoksen pinnan vajota
natriumsulfaattikerroksen pinnan tasalle ja aloitetaan kromatografinen
eluointi heksaanilla kéyttden virtausnopeutta, joka on n. 1 ml/min.
Eluaatin ensimmadiset 20—30 ml heitetddn pois ja seuraava 40 ml:n jae
otetaan talteen. Talteen otettu jae siirretddin 100 ml:n pydredpohjaiseen
pulloon (4.3).



1991R2568 — FI — 01.11.1998 — 015.001 — 93

VYMi11

Huomautus 7:

Ensimmadinen jae sisdltdd tyydyttyneitd hiilivetyjd (kuva la) ja toinen jae
steroidihiilivetyjd. Lisdeluointi tuottaa skvaleenia ja vastaavia yhdisteitd.
Jotta saavutetaan tyydyttyneiden ja steroidihiilivetyjen tarkka erottuminen,
jakeiden tilavuudet on maédritettivd ihanteellisiksi. Tétd varten ensim-
mdisen jakeen tilavuus on valittava siten, ettd toista jaetta madritettdessi
tyydyttyneiden hiilivetyjen huippu on matala (ks. kuva Ic); jos niitd ei
ilmene ja standardihuippu on heikko, tilavuutta on pienennettivd. Joka
tapauksessa on tarpeetonta erottaa tdysin ensimmiisen ja toisen jakeen
osia, silld kaasukromatografisessa médrityksessd ei esiinny paéllekkédisid
huippuja, jos kaasukromatografiaolosuhteet sdddetddan 6.3.1 kohdan
mukaisesti. Toisen jakeen ihannetilavuutta ei yleensd tarvitse etsid, silld
my6hemmaét osat erottuvat hyvin. Jos kutenkin esiintyy suuri huippu,
jonka retentioaika on n. 1,5 minuuttia lyhyempi kuin standardin, tima
johtuu skvaleenista ja osoittaa huonoa erotuskykya.

6.2.2 Toinen jae haihdutetaan kuivaksi haihduttimessa 30° C ldmpdtilassa mata-
lassa paineessa, ja jadnnds liuotetaan valittomaisti 0,2 ml:aan heksaania.
Liuos sidilytetddn jadkaapissa miaritykseen asti.

Huomautus 8:

6.1.3 ja 6.2.2 kohdassa tarkoitettuja jakeita ei pidd sdilyttdd kuivana eikd
huoneenldmpdtilassa. Liuotin on lisdttdvd heti kun jadnnds on saatu, ja
liuoksia on tdmén jilkeen sdilytettdva jadkaapissa.

6.3 Kaasukromatografia

6.3.1 Tyoskentelyolosuhteet jakajakatyyppistd injektoria varten:
— Injektorin ldmpétila: 300° C.
— Detektorin lampétila: 320° C.

— Tallentava intergraattori: integrointiparametrit on valittava siten, ettd
pinta-alat arvioidaan oikein. Integrointi pohjasta pohjaan on suositel-
tavaa.

— Herkkyys: noin 16 kertaa vahimmaisvaimennus.
— Injektoitava liuosmaara: 1pl.

— Uunin ldmpétilaohjelma: alussa 235° C 6 minuutin ajan, sen jilkeen
lampdotilaa kohotetaan 2° C/min, kunnes ldmpétila on 285° C.

— Injektori, jossa on virtauksenjakaja 1:15.
— Kantajakaasu: helium tai vety, paine n. 120 kPa.

Naitd olosuhteita voidaan muuttaa kromatografin ja kolonnin ominaisuuk-
sien mukaan, jotta saavutetaan seuraavien vaatimusten mukainen
kromatogrammi: sisdisen standardin huippu n. 5 minuutin tarkkuudella
6.3.2 kohdassa tarkoitetussa ajassa; sisdisen standardin huipun on oltava
véhintddn 80 prosenttia tdydestd asteikosta.

Kaasukromatografijirjestelmd on tarkistettava ruiskuttamalla kolesta-
dieenin (5.6) varastoliuoksen ja n-nonakosaaniliuoksen (5.8) seosta.
Kolesta-3,5-dieenin huippu tulee esiintyd ennen n-notakosaanin huipua
(kuvalc); jos ndin ei kdy, voidaan menetelld kahdella tavalla: alentaa
uunin ldmpdatilaa ja/tai kdyttdd polaarisuudeltaan pienempdd kolonnia.

6.3.2 Huipun tunnistaminen

Sisdisen standardin huippu esiintyy n. 19 minuutin kuluttua ja stigmasta-
3,5-dieenin huippu suhteellisella retentioajalla, joka on n. 1,29 (ks. kuva
1b). Stigmasta-3,5-dieenin mukana kulkee pieni miédrd isomeeria, ja
yleensd molemmat siséltyvit samaan huippuun. Jos kolonni on kuitenkin
liian polaarinen tai sen erotuskyky on suuri, isomeerin huippu saattaa
ndkyd erillisend pinend  stigmasta-3,5-dieenihuippua  vélittomasti
edeltdvdnd huippuna (kuva 2). Jotta voidaan varmistaa, ettd eluoituvat
stigmastadieenit muodostavat vain yhden huipun, on suotavaa vaihtaa
kolonnin tilalle vdhemmén polaarinen tai sisdhalkaisijaltaan suurempi
kolonni.

Huomautus 9:

Stigmastadieeneja voidaan saada kromatografista vertailua varten
madrittdimalld puhdistettua kasvidljyd ja kayttdmadlld pinempédd néytettd
(1—2 g). Stigmastadieenit tuottavat voimakkaan ja helposti tunnistettava
huipun.

6.3.3 Kvantitatiivinen maritys
Stigmastadieenipitoisuus mééritetddn seuraavan kaavan avulla:

. L A X M,
stigmastadieenipitoisuus mg/kg = M
C 0
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jossa A = stigmastadieenien huipun pinta-ala (jos huippu jakaantuu
kahden isomeerin huipuksi, ndiden kahden huipun pinta-
alojen summa)

A, = sisdisen standardin (kolestadieeni) huipun pinta-ala
M, = lisdtyn standardin massa mikrogrammoina
M, = dljyn massa grammoina

Toteamisraja: noin 0,01 mg/kg.
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Kuva 1

Kaasukromatogrammi, joka on saatu oliividljynéytteistd, jotka on
madritetty kvartsilasikapillaarikolonnissa (siséhalkaisija 0,25, pituus
25 m); kolonni on pinnoitettu S-prosenttisella fenyylimetyylisilikonillaa,
kerrospaksuus 0,25 pm.

a) Neitsytoljyn ensimmdinen jae (30 ml), jossa nidkyy standardin huippu.

b) Oliividljyn toinen jae (40 ml); 6ljy sisdltdd 0,10 mg/kg stigmastadiee-
neja.

c) Toinen jae (40 ml), joka siséltdd pienen osuuden ensimmaéistd jaetta.
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stigmasta-3,5-dieeni

I.8.
3 o 1,',' 2'0 min

Kuva 2

Kaasukromatogrammi, joka on saatu DB-5-kolonnilla mééritetystd puhdis-
tetun oliividljyn niytteestd; kromatogrammissa nidkyy stigmasta-3,5-
dieenin isomeeri.
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LITE XVIII

C,;TA SISALTAVIEN TRIGLYSERIDIEN MAARITYS (TEOREET-
TISEN KOOSTUMUKSEN JA TODELLISEN KOOSTUMUKSEN
VALINEN ERO)

1. Tarkoitus

Oliividljyjen triasyyliglyserolien (TAG:n) koostumuksen maérittiminen
ekvivalenttihiililukuina perustuen HPLC:lld (korkean suorituskyvyn
nestekromatografia) saatujen maédritystulosten ja rasvahappokoostu-
muksen perusteella lasketun teoreettisen koostumuksen vilisiin eroihin.

2. Soveltamisala
Standardia sovelletaan oliivi6ljyihin. Menetelmd soveltuu pienten
siemendljymédrien (joissa on paljon linoleiinihappoa) osoittamiseen
kaikissa oliividljyissa.

3. Periaate

C,,-triasyyliglyserolien HPLC-analyysilld maéritetty ja C,-triasyyligly-
serolien teoreettinen koostumus (joka lasketaan
rasvahappokoostumuksen =~ GLC-médrityksen  perusteela) vastaavat
tietyissd rajoissa toisiaan puhtaiden Oljyjen osalta. Jos erotus on suur-
empi kuin asetuksessa kunkin Oljytyypin osalta ilmoitetut arvot, on
6ljyssd todenndkoisesti siemendljyja.

4. Menetelmi

Mentelméd C_ -triglyseridien teoreettisen koostumuksen laskemiseksi
sekd sen ja HPLC:lld saadun pitoisuuden vilisen eron laskemiseksi
tapahtuu olennaisesti vertaamalla muilla menetelmilld saatuja maéritys-
tuloksia; tdssd voidaan erottaa kolme vaihetta: rasvahappokoostumuksen
médritys lasikapillaarikromatografialla, C, -triasyyliglyserolien teoreet-
tisen koostumuksen laskeminen ja C,-triasyyliglyserolien HPLC-
maaritys.

4.1 Laitteisto

4.1.1 Pyorokolveja, 250 ml ja 500 ml

4.1.2  Dekanterilaseja, 100 ml

4.1.3 Lasinen kromatografiapylvés, sisdhalkaisija 21 mm, pituus 450 mm,
jossa on tulppa ja standardoitu naaraspuolinen hios yldpéadssa

4.1.4 Erotussuppiloita, 250 ml, joissa on standardoitu koiraspuolinen hios
alapdissi ja joka voidaan liittdd pylvddn ylapadhan

4.1.5 Lasisauva, pituus 600 mm
4.1.6  Lasisuppilo, halkaisija 80 mm
4.1.7 Mittapulloja, 50 ml

4.1.8  Mittapulloja, 20 ml

4.1.9 Pyorohaihduttaja

4.1.10 Korkean suorituskyvyn nestekromatografi, jonka pylvds voidaan termos-
toida

4.1.11 Injektiolaite, jolla voidaan injisoida 10 pl

4.1.12 Ilmaisin: differentiaalirefraktometri. Koko asteikon herkkyyden pitdisi
olla véhintdan 10~ taitekerroinyksikkoa.

4.1.13 Pyvis: Ruostumatonta terdstd, pituus 250 mm ja sisdhalkaisija 4,5 mm,
johon pakattu 5 pm:n piihappo- (silika-)partikkeleja, jotka sisdltavit 22
— 23 % hiiltd oktadekyylisilaanin muodossa (huomautus 2).

4.1.14 Tulostin ja/tai integraattori

4.2 Reagenssit

Reagenssien pitdisi olla analyysipuhtausluokkaa. Eluointiliuottimista
pitdd poistaa kaasut, ja niitd voi kdyttdd useaan kertaan ilman ettd se
vaikuttaa erotuksiin.
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4.2.1 Petrolieetteri 40 — 60 °C, kromatografialaatua

4.2.2 Etyylieetteri, peroksidivapaa, tislattu juuri ennen kdyttoa

4.2.3 Lasikromatografian eluutioliuos: petrolieetterin ja etyylieetterin seos 87/
13 (v/v)

4.2.4 Piihappogeeli, 70 — 230 mesh, tyyppid Merck 7734, jonka vesipitoisuus
on standardoitu 5 prosenttiin (w/w)

425 Lasivillaa
42.6 Asetoni
4.2.7 Asetonitriili

4.2.8 Eluointiliuotin: asetonitriili + asetoni (kunkin osuus sdddetddn siten ettd
saadaan haluttu erotus; aloitetaan 50:50 -seoksella)

4.2.9 Liuottamisliuotin: asetoni

4.2.10 Vertailutriglyseridit: joko kéytetddn kaupallisia triglyserideja (tripalmi-
tiini, trioleiini jne.) ja kuvataan retentioajat ekvivalenttihiililuvun
funktiona tai tehdddn vertailukromatogrammit soijadljy-oliividljyseok-
sella suhteessa 30:70 ja puhtaalla oliivioljylld (katso huomautukset 3 ja
4 sekd kuvat 1, 2, 3 ja 4).

43 Niytteiden valmistus

Koska monista aineista voi tulla vairid positiivisia tuloksia, ndyte on
aina puhdistettava hapettuneissa Oljyissé esiintyvien polaaristen aineiden
maédrittdmiseen tarkoitetun [UPAC-menetelmén 2.507 mukaan.

43.1 Kromatografiapylvddn valmistelu

Pylvis (4.1.3) tdytetddn noin 30 ml:lla eluutioliuosta (4.2.3), siithen
pannaan hiukan lasivillaa (4.2.5), joka tyonnetdén pylvddn pohjaan lasi-
sauvalla (4.1.5).

Suspendoidaan 100 ml:n dekanterilasiin 25 g piihappogeelid (4.2.4)
80 ml:ssa eluutioliuosseosta (4.2.3), joka lisdtddn pylvdédseen lasisup-
pilon (4.1.6) avulla.

Jotta piihappogeeli saadaan kokonaan siirretyksi pylvddseen, dekanteri-
lasia pestéédn eluutioliuoksella ja pesunesteet lisdtddn pylvéddseen.

Tulppa avataan ja liuottimen annetaan tulla pylvdéstd, kunnes sen pinta
on noin 1 cm piihappogeelin pinnan ylapuolella.

43.2 Pylvaskromatografia

Punnitaan 0,001 g:n tarkkuudella 2,5 + 0,1 g 6ljy4, joka on etukiteen
suodatettu, homogenoitu ja josta on tarvittaessa poistettu vesi, 50 ml:n
mittapulloon (4.1.7). Oljy liuotetaan noin 20 ml:aan eluutioliuotinta
(4.2.3). Lammitetéddn tarvittaessa liuottamisen helpottamiseksi. Annetaan
jadhtyd huoneenldmpétilaan, ja tilavuus sdddetddn merkkiin eluutioliuot-
timella.

20 ml tdtd livosta siirretddn volymetriselld pipetilld kohdan 4.3.1 mukai-
sesti valmisteltuun pylvddseen. Tulppa aukaistaan ja liuottimen annetaan
valua pithappogeelin pinnan tasolle.

Eluoidaan 150 ml:lla eluutioliuotinta (4.2.3). Eluutionopeus noin 2 ml/
min (150 ml menee pylvédén lidpi noin 60 — 70 minuutissa).

Eluaatti kerdtddn 250 ml:n pyorokolviin (4.1.1), joka on taarattu uunissa
ja punnittu tarkasti. Liuotin haihdutetaan alipaineessa (Rotavapor) ja
jaannds punnitaan. Siitd tehdddn HPLC-analyysiin ja metyyliesterin
valmistukseen kéytettéva liuos.

Pylviéstd on saatava talteen vadhintddn 90 % niytteestd, kun on kyseessi
ekstraneitsyt-, neitsyt-, tavallinen puhdistettu ja oliividljyluokat, ja
viahintddn 80 %, kun on kyseessd lamppu- ja jddnndsoliividljyt.

4.4 HPLC-analyysi

44.1 Néytteiden valmistus kromatografiaan

Analysoitavasta néytteestd valmistetaan 5-prosenttinen liuos punnitsem-
malla 0,5 + 0,001 g ndytettd 10 mlin asteikolliseen pulloon ja
tayttamalld 10 ml:ksi livottamislivottimella (4.2.9).
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442 Menetelmi

Kootaan kromatografialaitteisto. Eluutioliuotinta (4.2.8) pumpataan
nopeudella 1,5 ml/min laitteiston puhdistamiseksi. Odotetaan, kunnes
perusviiva on tasainen. Injisoidaan 10 pl néytettd, joka on valmistettu
kuten kohdassa 4.3 selostetaan.

443 Laskeminen ja tulosten ilmoittaminen

Kiytetddn sisdisen standardin menetelmdi, ts. oletetaan, ettd triglyseri-
dien (C,-triglyserideistd C_-triglyserideihin) piikkien yhteenlasketut
pinta-alat ovat 100 %. Kunkin triglyseridin suhteellinen prosenttiosuus
lasketaan kaavalla:

% triglyseridid = piikin pinta-ala x 100 / piikkien pinta-alojen summa
Tulokset ilmoitetaan vihintddn kahden desimaalin tarkkuudella.

Huomautus 1: Eluutiojérjestys voidaan médrittdd laskemalla ekvivalent-
tihiililuvut, jotka madrdytyviat usein yhtdlon ECN = CN — 2n
perusteella, jossa CN on hiililuku ja n on kaksoissidosten médird; se
voidaan laskea tarkemmin ottamalla huomioon kaksoissidoksen
alkuperd. Jos n, n, ja n_ovat dljyhapon, linoleiinihapon ja linoleeni-
hapon kaksoissidokset, ekvivalenttilihiililuku voidaan laskea yhtélosté
ECN=CN —dn —dn —dn

In"In”

jossa kertoimet d, d, ja d, voidaan laskea vertailutriglyseridien avulla.
Téssd menetelméssa eritellyissd oloissa suhde on ldhelld seuraavaa:

ECN =CN — (2,60 n) — (2,35 n) — (2,17 n,)
Huomautus 2: Esimerkkeja: Lichrosorb (Merck) RP18 Art 50333

Lichrosphere tai vastaava (Merck) 100
CHI18 Art 50377

Huomautus 3: Usean triglyseridin avulla voi myds laskea erotuskyvyn
trioleiinin suhteen:

o = RT'/RT (trioleiini)
kayttamalld redusoitua retentioaikaa RT' = RT — RT liuotin.

Log a:aa fin funktiona (jossa f on kaksoissidosten maiérd) esittdvan
kuvaajan avulla voidaan médrittdd retentioarvot kaikille vertailutriglyser-
ideihin siséltyvien rasvahappojen triglyserideille — katso kuva 2.

Huomautus 4: Pylvain pitdisi olla niin tehokas, ettd trilinoleiinipiikki
erottuu selvésti niiden triglyseridien piikeistd, joiden retentioajat ovat
sitd lahelld. Eluutiota jatketaan aina C, :een asti.

Huomautus 5: Jotta saataisiin sellainen kromatogrammi, ettd kaikkien
tarkeiden piikkien pinta-alat voidaan mitata luotettavasti, on C, -trigly-
seridid vastaavan toisen piikin korkeuden oltava 50 % koko asteikosta.

4.5 Triasyyliglyseridien koostumuksen laskeminen (mooliprosentteina)
rasvahappojen GLC-tuloksista

4.5.1 Rasvahappokoostumuksen maédritys

Rasvahappokoostumus mééritetdan asetuksen (ETY) N:o 2568/91 liit-
teessi X A esitetylldi ETY:n kaasukromatografimenetelmallda
lasipylvaélld. Metyyliesterit valmistetaan liitteen X B mukaan (natrium-
metylaattialkoholiliuos).

452 Laskemisessa huomioon otettavat rasvahapot

Glyseridit ryhmitellddn niiden ekvivalenttihiililuvun (ECN) mukaan
ottaen huomioon seuraavat vastaavuudet ECN:n ja rasvahappojen vililla.
Huomioon otetaan ainoastaan 16 ja 18 hiiliatomia siséltivét rasvahapot,
koska niilld on merkitysti oliividljylle.

Molekyyli-

Rasvahappo (FA) Lyhennys pai?loe (}ﬁ\i,) ECN
Palmitiinihappo P 256,4 16
Palmitoleiinihappo Po 254,4 14
Steariinihappo S 284.5 18
Oljyhappo 0] 282,5 16
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453

45.4

455

4551

Molekyyli-
Rasvahappo (FA) Lyhennys paiz: (K/IyVlV) ECN
Linoleiinihappo L 280,4 14
Linoleenihappo Ln 278,4 12

Rasvahappojen mooliprosentin laskeminen pinta-alaprosen-
teista

pinta — ala— pinta — ala— pinta — ala—
moolia % P moolia % S moolia % Po
P =~ MWP S —  MWS Po = MW Po
pinta — ala— pinta — ala— pinta — ala— )]
moolia % O moolia %L moolia % Ln
0O  MWO L ~ MWL Ln ~ MWLn

Rasvahappojen muuntaminen mooliprosenteiksi

moolia P % 100
moolia (P+S +Po+O+L+Ln)

moolia S * 100
moolia (P+S+Po+O+L+Ln)

mooli — % P (1,2,3) =

mooli — % S (1,2,3) =

moolia Po * 100
moolia (P+S+Po+ O+ L +Ln)

moolia O * 100
moolia (P +S+Po+O+L +Ln)

moolia L * 100
moolia (P+S+Po+ O+ L+ Ln)

mooli — % Po (1,2,3) =
@

mooli — % O (1,2,3) =

mooli —% L (1,2,3) =

moolia Ln * 100
moolia (P+S+Po+O+L+Ln)

mooli — % Ln (1,2,3) =

Tulos ilmoittaa kunkin rasvahapon prosenttiosuuden mooliprosentteina
TAG:n 1,2,3-asemassa.

Sitten lasketaan tyydyttyneiden rasvahappojen P ja S (SFA) ja tyydyt-
tyméttomien rasvahappojen Po, O, L ja Ln (UFA) summa:

mooli-% SFA = mooli-% P + mooli-% S }
3
mooli-% UFA = 100 — mooli-% SFA ®)

Rasvahappokoostumuksen laskeminen TAG:n 2- sekd 1,3-
asemissa

Rasvahapot jakautuvat kolmeen ryhméén seuraavasti: kaksi samanlaista
1- ja 3-asemien osalta ja yksi 2-aseman osalta siten, ettd tyydyttyneilld
(P ja S) ja tyydyttyméttomilld hapoilla (Po, O, L ja Ln) on eri kertoimet.

2-asemassa tyydyttyneet rasvahapot [P(2) ja S(2)]

mooli-% P(2) = mooli-% P (1,2,3) * 0,06 }
4
mooli-% S(2) = mooli-% S (1,2,3) * 0,06 @
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4.5.5.2 2-asemassa tyydyttymittomét rasvahapot [Po(2), O(2), L(2) ja Ln(2)]:

mooli — %
Po(1,2,3)

mooli =% Po(2) = ook 9% UFA

* [100 — mooli — % P(2) — mooli — % S(2) ]

mooli — %
mooli — % O(2) = % % [100 — mooli — % P(2) — mooli — % S(2) |
&)
mooli — %
L(1,2
mooli — % L(2) = ﬁ % [100 — mooli — % P(2) — mooli — % S(2) |
mooli — %
. Ln(1,2,3) . .
li—%LnQ2)=—F 27—~ — 100 — li—% P(2) — li—9 2
mooli — % Ln(2) oli — % UFA * [100 — mooli — % P(2) — mooli — % S(2) |
4.5.5.3 Rasvahapot 1,3-asemassa [P(1,3), S(1,3), Po(1,3) O(1,3), L(1,3) ja
Ln(1,3)]:
li—% P(1,2,3) — li—% P(2
mooli — % P(1,3) — oot =% P(I. 2) mooli =% P(2) . rooli — % P(1,2,3)
li —% S(1,2,3) — li —% S(2
mooli — % S(1,3) — Moot =% S(1, 2) mooli =% SQ2) | ool — % (1,2, 3)
mooli — % Po(1,2,3)—
s 0
mooli — % Po(1,3) = — Mool zA] Po) | mooli — % Po(1,2,3)
li—% O(1,2,3 li — % O(2 ©
mooli — % O(1,3) = Mool =% O(1, 2, 2)*m°°’* ©0Q) | 1mooli — % 0(1,2,3)
li—% L(1,2,3) — li—% L(2
mooli — % L(1,3) — Moo =% L(L, 2) mooli =% L(2) | ooli — % L(1,2,3)
mooli — % Ln(1,2,3)—
F)
mooli — % Ln(1,3) — — Ml ZA’ L) L ool — % Ln(1,2,3)
45.6 Triglyseridien laskeminen
4.5.6.1 TAG:t, joissa on yksi rasvahappo (AAA, tissd LLL, PoPoPo)
. mooli — % A(1,3) * mooli — % A(2) * mooli — % A(l,3)
li — % AAA =
mooli — % 10000 @)
4.5.6.2 TAG:t, joissa on kaksi rasvahappoa (AAB, tdssd PoPoL, PoLL)
mooli — % AAB — mooli — % A(1,3) * mooli — % A(2) * mooli — % B(1,3) * 2
10000
®)

mooli — % A(1,3) * mooli —% B(2) % mooli — % A(1,3)

li — % ABA =
mooli =% 10000
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45.63

45.64

45.1

453

TAG:t, joissa on kolme eri rasvahappoa (ABC, tdssé OLLn, PLLn,
PoOLn, PPoLn)

mooli — % A(1,3) * mooli — % B(2) * mooli — % C(1,3) * 2

- _
mooli — % ABC 10000

mooli — % B(1,3) % mooli — % C(2) * mooli — % A(1,3) * 2

. _
mooli — % BCA 10000

(€)

mooli — % C(1,3) * mooli — % A(2) * mooli —% B(1,3) % 2
10000

mooli — % CAB =

Triasyyliglyseridit, joissa on C,:ta

Seuraavat triglyseridit, joissa on C,:ta, on laskettu yhtildistd 7, 8 ja 9
HPLC:ssd odotetussa eluointijirjestyksessd (tavallisesti vain kolme
piikki#).

LLL

PoLL ja LPoL:n asemaisomeeri

OLLn ja OLnL:n sekd LnOL:n asemaisomeerit
PoPoL ja PoLPo:n asemaisomeeri

PoOLn ja OPoLn:n sekd OLnPo:n asemaisomeerit
PLLn ja LLnP:n sekd LnPL:n asemaisomeerit
PoPoPo

SLnLn ja LnSLn:n asemaisomeeri

PPoLn ja PLnPo:n sekd PoPLn:n asemaisomeerit

C,,:ta siséltivit triasyyliglyseridit saadaan ndiden yhdeksin triasyyligly-
serolin ja niiden asemaisomeerien summana. Tulokset on ilmoitettava
véhintddn kahden desimaalin tarkkuudella.

Tulosten arviointi

Laskemalla saatua teoreettista koostumusta ja HPLC:11d maiaritettya
koostumusta verrataan. Jos HPLC-tulosten ja teoreettisten tulosten
vilinen erotus on suurempi kuin asetuksessa kyseiselle oOljyluokalle
ilmoitetut arvot, ndyte siséltdd siemendljya.

Huom. Tulokset annetaan yhdelld desimaalilla.

Esimerkki (numerot viittaavat menetelmdd selostavan tekstin osiin)

Rasvahappojen mooliprosenttien laskeminen GLC-tulok-
sista (pinta-ala-%)

GLC:lld saadaan seuraavat tulokset rasvahappokoostumukselle:

FA P S Po 0} L Ln
MW 256,4 284,5 2544 282,5 280,4 278,4

pinta-ala-% 10,0 3,0 1,0 75,0 10,0 1,0

Pinta-alaprosenttien muuntaminen mooleiksi kaikille rasva-
hapoille:

10
moolia P = 7564 0,03900 moolia P Katso kaava (1)

. 3 .
moolia S = m = 0,01054 moolia S Katso kaava (1)

moolia Po = = 0,00393 moolia Po Katso kaava (1)

1
254,4
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454

45.5

45.5.1

4552

. 7 .
moolia O = 3.5 0,26549 moolia O
moolia L = 10 _ 0,03566 moolia L
280,47
moolia Ln = m = 0,003594 moolia Ln
Summa = 0,35822 moolia TAG:td

Rasvahappojen muuntaminen prosenteiksi

0,03900 moolia P * 100
0, 35822 moolia

0,01054 moolia S * 100
0, 35822 moolia

mooli — % P(1,2,3) =

mooli — % S(1,2,3) =

mooli — % Po(1,2,3) =

0,00393 moolia Po * 100

0,35822 moolia
0,26549 moolia O * 100
0,35822 moolia

0,03566 moolia L * 100
0,35822 moolia

mooli — % O(1,2,3) =

mooli — % L(1,2,3) =

mooli — % Ln(1,2,3) =

Katso kaava (1)

Katso kaava (1)

Katso kaava (1)

10, 888 % Katso kaava (2)
=2,944 % Katso kaava (2)
=1,097 % Katso kaava (2)
=74,113 % Katso kaava (2)
=9,956 % Katso kaava (2)

0,00359 moolia Ln * 100

0, 35822 moolia

Kokonaismooli-%

= 1,003 % Katso kaava (2)

100,0 %

Tyydyttyneiden ja tyydyttymdttdmien rasvahappojen summa TAG:n

1,2,3-asemassa:

mooli-% SFA = 10,888 % + 2,944 % = 13,831 %

mooli-% UFA = 100,000 % — 13,831 % = 86,169 %

Rasvahappokoostumuksen
asemassa

Tyydyttyneet rasvahapot 2-asemassa [P(2) ja S(2)]

mooli-% P(2) = 10,888 % * 0,06 = 0,653 mooli-%
mooli-% S(2) = 2,944 % * 0,06 = 0,177 mooli-%

laskeminen TAG:n 2- ja

Vgl. Formel (3)
Katso kaava (3)

1,3-

Katso kaava (4)
Katso kaava (4)

Tyydyttyméttomat rasvahapot 1,3-asemassa [Po(1,3), O(1,3), L(1,3) ja

Ln(1,3)]

mooli — % Po(2) = % * (100 — —0,659 —
mooli — % O(2) = % (100 — —0,659 —
mooli — % L(2) = % (100 — —0,659 —
mooli — % Ln(2) = % * (100 — —0,659 —

0,177) = 1,263 mooli — % Katso
kaava (5)

0,177) = 85,295 mooli — % Katso
kaava (5)

0,177) = 11,458 mooli — % Katso
kaava (5)

0,177) = 1,154 mooli — % Katso

kaava (5)
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4.5.5.3 Rasvahapot 1,3-asemassa [P(1,3), S(1,3), Po(1,3), O(1,3), L(1,3) ja

Ln(1,3)]

mooli — % P(1,3) = w 10,888 = 16,005 mooli — % Katso kaava (6)
mooli — % S(1,3) = w 2,944 = 4,327 mooli — % Katso kaava (6)
mooli — % Po(1,3) = L;L%B 1,097 = 1,015 mooli — % Katso kaava (6)
mooli — % O(1,3) = 74,1132& 74,113 = 68,522 mooli — % Katso kaava (6)
mooli — % L(1,3) = w 9,956 = 9,205 mooli — % Katso kaava (6)
mooli — % Ln(1,3) = M 1,003 = 0,927 mooli — % Katso kaava (6)

45.6 Triasyyliglyserolien laskeminen

Lasketusta rasvahappokoostumuksesta sn-2 ja sn-1,3-asemissa (katso

edelld):

FA seuraavissa: 1,3-as. 2-as.

P 16,005 % 0,653 %
S 4,327 % 0,177 %
Po 1,015 % 1,263 %
(0} 68,522 % 85,295 %
L 9,205 % 11,458 %
Ln 0,927 % 1,154 %
Summa 100,0 % 100,0 %

lasketaan seuraavat triasyyliglyserolit:

LLL
PoPoPo
PoLL ja 1 asemaisomeeri
SLnLn ja 1 asemaisomeeri
PoPoL ja 1 asemaisomeeri
PPoLn ja 2 asemaisomeerid
OLLn ja 2 asemaisomeerid
PLLn ja 2 asemaisomeerid
PoOLn ja 2 asemaisomeerid
4.5.6.1 TAG:t, joissa on yksi rasvahappo (LLL, PoPoPo) Katso kaava (7)

9,205 % * 11,458 % * 9,205 %

- _
mooli — % LLL 10000

= 0,09708 moolia LLL

1,015 % * 1,263 % = 1,015 %

% mooli — % PoPoPo = 10000

= 0,00013 moolia PoPoPo

4.5.6.2 TAG:t, joissa on kaksi rasvahappoa (PoLL, SLnLn, PoPoL) Katso kaava
®
0 V) 0,
mooli — % PoLL + LLPo — 1,015 % * 11,458 % * 9,205 % * 2

10000

=0,02141
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9,205 % 1,263 % * 9,205 %

mooli — % LPoL = 10000 =0,01070

0,03211 moolia PoLL

4327 % * 1,154 % * 0,927 % * 2
mooli — % SLnLn + LnLnS = 2>~/ 7 * 1 S 0(")0* 2L 2 ,00093

0,927 % * 0,177 % * 0,927 %

li — % LnSLn = _

mooli — % LnSLn 10000 0,00002
0,00095 moolia
SLnLn

1,015 % 1,263 % 9,205 % 2
mooli — % PoPoL + LPoPo = > 0 * 1E0 0 X ZAWD N X 2 0536
10000
1,015 % * 11,458 % * 1,015 %
li — % PoLPo = - ’ ’ =

mooli o PoLPo 10000 0,00118
0,00354 moolia
PoPoL

4.5.6.3 TAG:t, joissa on kolme eri rasvahappoa (PoPLn, OLLn, PLLn, PoOLn)
Katso kaava (9)

16,005 % % 1,263 % % 0,927 % 2

li — % PPoLn = =
mooli — % PPoLn 10000 0,00375
0,927 % * 0,653 % * 1,015 % x 2
li — % LnPPo = — ’ ’ =
mooli o LnPPo 10000 0,00012
1,015 % 1,154 % 16,005 % 2
mooli — % PoLnp =~ 0> 70 * 1% 70 % 10,009 70 % 2 _ ) 5375

10000
0,00762 moolia PPoLn
68,522 % x 11,458 % = 0,927 % * 2

li — % OLLn = _
mooli — % OLLn 10000 0,14577
0,927 % * 85,295 % % 9,205 % x 2
o > ) ) _
mooli — % LnOL 10000 0,14577
9,205 % * 1,154 % * 68,522 % x 2
mooli — % LLnO = 220 /0 X 1198 70 % B IL2 0 X 214577

10000
0,43671 moolia OLLn
16,005 % * 11,458 % =+ 0,927 % * 2

li — % PLLn = _
mooli — % n 10000 0,03400
0,927 % * 0,653 % * 9,205 % * 2
li — % LnPL = = ’ ’ =
mooli — % Ln 10000 0,00111
9,205 % 1,154 % 16,005 % * 2
mooli — % LLnP = 2> 2 % 1% 0 * 0,0 * 2 13409

10000
0,06911 moolia PLLn

1,015 % + 85,295 % x 0,927 % * 2
mooli — % PoOLn = — > 7 * ’1000°0* LR T S 01605

0,927 % * 1,263 % * 68,522 % * 2
10000

mooli — % LnPoO = =0,01605

68,522 % % 1,154 % % 1,015 % * 2
10000

mooli — % OLnPo = =0,01605

0,04815 moolia PoOLn
ECN42 = 0,69540 moolia TAG:a
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Kuva 1: Jog o:n muuttuminen fin funktiona (f = kaksoissidosten
lukumaéra)

StStSt

+05 +

log a

+025 1
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T T + T
4 5 6
Kaksoissiddosten lukumaara

Huom: La = lauriinihappo My = myristiinihappo P = palmitiinihappo St
= steariinihappo O = oleiinihappo L = linolihappo Ln = linolee-
nihappo.
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Kuva 2: Soijadljy
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Kuva 3: Soijadljy / oliivioljy 30/70
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